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Hay una fuerza extremadamente poderosa para la

que hasta ahora la ciencia no ha encontrado

una explicacién formal.

Es una fuerza que incluye y gobierna a todas las otras,

y que incluso esta detras de cualquier fenémeno que opera
en el universo y aun no haya sido identificado por nosotros.

Esta fuerza universal es el AMOR.

A mi familia, por ensefiarme que el amor, los principios y las convicciones
son los pilares fundamentales para todo lo que queramos construir






Esta tesis fue realizada durante afios donde la Ciencia y la Tecnologia fueron
revalorizadas en cuanto al presupuesto destinado al area como al desarrollo de la misma en
pos del crecimiento econémico y la justicia social. Lamentablemente, fue culminada y escrita
en plena crisis debido al ajuste, por parte del actual proyecto neoliberal, a los trabajadores
en su conjunto, y en particular, a la ciencia y la tecnologia. Nuestro sector no sélo peligra a
nivel presupuestario sino que también esta en juego la Soberania Nacional.

En los laboratorios, en las aulas y en las calles...

#NoAIAjusteEnCienciaTecnologiaYEducacion
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Resumen

Los tumores neuroendocrinos (TNE) comprenden un grupo heterogéneo de
neoplasias malignas que presentan una amplia gama de caracteristicas morfolégicas,
funcionales y comportamentales. El concepto de diferenciacion neuroendocrina (NE) puede
definirse como la secrecion de sustancias bioactivas por las células neoplasicas. El
crecimiento de TNE esté regulado principalmente por sefializacién autécrina y parécrina a
través de neuropéptidos, hormonas peptidicas y bioaminas con acciones fisiologicas
definidas, estas vias de sefalizacion dependen de la expresidn de receptores especificos en
las células tumorales. Las principales proteinas expresadas por estos tumores son la
sinaptofisina, la cromogranina A (CgA) y la enolasa neuronal especifica (NSE), entre otras.
La CgA es el biomarcador mas utilizado para detectar la diferenciacién NE en el cancer de
préstata ya sea a nivel tisular o en la circulacion general. La NSE es actualmente el
marcador tumoral mas confiable en el diagnéstico, el prondstico y el seguimiento del cancer
de pulmén de células pequefias (SCLC). La diferenciacion NE de los tumores ha sido
relacionada con la transicion de las células cancerosas con caracteristicas epiteliales hacia
células con fenotipos invasivos y metastasicos (transicién epitelio mensenquimal, TEM). En
algunos tipos de cancer, como el céancer de prOstata, también se ha vinculado la
diferenciacion NE con la transiciébn de un tumor hormono dependiente hacia un tumor
hormono-independiente contribuyendo esta transdiferenciacion con la progresiéon tumoral, la
resistencia hormonal y con un pronéstico desfavorable. Ademas, en cancer de pulmédn, la
transformacion de NSCLC a SCLC se asocia con mala respuesta al tratamiento y aumento
de NSE en suero. Una reduccién de la expresion de los marcadores NE podria indicar
desdiferenciacion NE.

La vasopresina (AVP) es un neuropéptido con efecto enddcrino, paracrino y
autécrino en tejidos normales y patolégicos. Los receptores AVP estan presentes en
diferentes tipos de cancer, como cancer de pulmén, de mama, pancredtico, colorrecal y
gastrointentinal, con efectos contrastantes sobre el crecimiento tumoral dependiendo del
subtipo del receptor. Mientras que los receptores de AVP de tipo 1 (Vla y V1b) estan
asociados con la estimulacion de la proliferacion celular, el receptor de AVP de tipo 2 (V2r)
esta relacionado con efectos antiproliferativos. La desmopresina (dDAVP) es un analogo
sintético de AVP que actia como un agonista selectivo para el V2r, que ha mostrado
propiedades antitumorales en modelos de cancer de mama y colorrectal.

El desarrollo de medicamentos cada vez mas seguros, adecuados y eficaces para el
tratamiento de enfermedades es una tarea que requiere la interaccion de diferentes
disciplinas. La identificacion de secuencias de péptidos y el analisis de fuentes naturales es
un enfoque ampliamente utilizado basado en una perspectiva evolutiva para la busqueda de

nuevos compuestos con aplicaciones terapéuticas. Por otra parte, el disefio racional de los
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farmacos basados en estudios de relaciones de estructura-actividad (SAR), constituye una
herramienta indispensable en el desarrollo de nuevos medicamentos.

El objetivo de la presente tesis doctoral fue desarrollar analogos de AVP disefiados
mediante una aproximacion racional y una evolutiva, y evaluar las propiedades
antitumorales in vitro e in vivo de los analogos de AVP disefiados sobre lineas celulares con
y sin caracteristicas NE, incluyendo las siguientes lineas celulares: NCI-H82, agresiva de
SCLC, NCI-H125, NSCLC (carcinoma escamoso de pulmén) y PC-3, cancer de prostata.

El primer método de disefio de farmacos utilizado consistié en aplicar un enfoque
evolutivo explorando péptidos bioactivos de fuentes naturales, prestando especial atencién a
su actividad fisiol6gica especifica. Esta estrategia basada en la evolucién nos llevo a disefiar
un nuevo analogo derivatizado a partir del péptido INT presente en escarabajos,
denominado dDINT. El segundo enfoque explorado se basoé en la realizacién de un estudio
SAR utilizando la técnica de Ala-scanning sobre dDAVP como compuesto de primera
generacién para identificar las posiciones aminoacidicas claves implicadas en su actividad
antiproliferativa sobre las células NCI-H82. Previamente a ésta exploracion se identifico el
blanco molecular V2r y la expresion de los marcadores NE, CgA y NSE, en las lineas
estudiadas mostrando que las lineas NCI-H82 y PC-3 presentan V2r y expresan los
marcadores NE, la linea NCI-H82 mostré un mayor expresion tanto del receptor como de los
marcadores NE por lo que fue elegida para el ala scanning.

Después de evaluar todos los derivados de dDAVP sustituidos con Ala, se demostré
una estrecha relacion entre la secuencia aminoacidica que pertenece al bucle
conformacional de dDAVP y su actividad antiproliferativa. Como resultado, sintetizamos el
nuevo andlogo selectivo, [V*Q®] dDAVP, introduciendo valina y glutamina en las posiciones
aminoacidicas 4 y 5, respectivamente. [V*Q°®] dDAVP mostr6 interesantes efectos bioldgicos,
mostrando un aumento de los efectos citostéticos en las células tumorales de SCLC en
comparacion con el compuesto parental dDAVP, asi como también comparado con el
anélogo dDINT.

Los analogos de AVP, dDAVP y [V*Q5] dDAVP, fueron evaluados preclinicamente in
vitro, donde redujeron significativamente la proliferacion, el tiempo de duplicacion y la
migracion en ambos cultivos de células tumorales, NCI-H82 y PC-3 positivas para V2r. No
tuvieron efecto sobre la linea celular que no presenta caracteristicas NE y no expresa V2r
NCI-H125. Ambos andlogos tuvieron, ademds, un efecto que conduciria a una regulacion
pro-apoptotica de las células tumorales al regular la expresion de BAX y su par anti-
apoptotico: Bcel-2 o Bel-xL en las lineas de préstata y pulmén respectivamente.

El andlogo de segunda generacion [V*Q®] dDAVP mostré un mayor efecto citostatico
gue dDAVP sobre la proliferacién celular en la linea celular NCI-H82. El silenciamiento de

V2r usando ARN de interferencia atenu6 significativamente los efectos inhibitorios de [V*Q?]
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dDAVP sobre la proliferacion de células NCI-H82 asi como también el bloqueo del receptor
mediante un antagonista competitivo no peptidico mostré el mismo efecto, confirmando asi
que el nuevo analogo actla principalmente via V2r. Curiosamente, después del tratamiento
con dDAVP, la expresion de ambos marcadores NE estudiados, CgA y NSE, se redujo en
las lineas celulares de cancer de pulmén y de préstata. En los pacientes con céncer, los
niveles elevados de CgA y NSE se correlacionan con carga tumoral, nimero de sitios de
diseminacion y falta de respuesta clinica, mientras que una disminucién de estos
biomarcadores podria indicar un mejor prondstico. La capacidad de dDAVP para modular los
marcadores NE en diferentes tipos de tumores constituye una contribucion interesante e
importante para estudios posteriores.

Exploramos el efecto in vivo de dDAVP y [V*Q°] dDAVP en xenoinjertos de SCLC
NCI-H82 y de carcinoma prostatico agresivoPC-3. Los tumores tratados (0.3 ug/kg/dia, tres
veces por semana) crecieron mas lentamente en comparacion con los animales tratados con
el vehiculo en ambos modelos. También se observé una disminucion de la angiogénesis in
vivo en los tumores de SCLC tratados con dosis de 1 pg/kg/dia de ambos analogos,
mostrando de este modo el efecto antiangiogénico del compuesto. Tanto NCI-H82 como PC-
3, representan modelos tumorales NE de resistencia a las terapias y enfermedad recurrente
muy valiosos.

Resumiendo, en esta tesis, hemos demostrado que el disefio racional basado en
SAR es una buena herramienta para el disefio de agonistas especificos de V2r. Si bien el
abordaje evolutivo en este trabajo no arrojo6 un analogo con propiedades antitumorales
mejoradas, los abordajes evolutivos en combinacion con estudios de SAR y estudios
computacionales podrian proporcionar la base para futuros estudios de neuropéptidos para
el desarrollo de nuevos y mejores analogos con potencial aplicacion terapéutica, asi como
también, la reinterpretacion fisiolégica en humanos a partir del estudio evolutivo y la
actividad fisiologica en otros animales podria contribuir al entendimiento de la enfermedad.

Dada la agresividad de la enfermedad y la urgente necesidad de nuevos enfoques
terapéuticos, los estudios realizados y los resultados obtenidos en esta tesis doctoral, en el
modelo de SCLC humano: NCI-H82, y en el modelo de cancer de pristata con rasgos NE:
PC-3, constituyen el puntapié inicial para el desarrollo preclinico de éstos analogos de AVP,
agonistas de V2r en éstos tipos de cancer, representando hallazgos que no sélo contribuyen
a la busqueda de posibles terapias para TNE, sino que también, arrojan valiosos modelos de

enfermedad de alta recurrencia y resistencia a farmacos.
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Tumores Neuroendocrinos (TNE):

Las células neuroenddcrinas (NE) derivan de las crestas neurales y del endodermo y
presentan un inmunofenotipo comun con las células neuronales compartiendo algunas
caracteristicas como la produccion de neuropéptidos, neuromoduladores 'y
neurotransmisores, asi como también la presencia de granulos de secrecion. Se diferencian
principalmente de las células neuronales por carecer de axones y sinapsis. Las células NE
se organizan formando glandulas (hipdfisis, paratiroides, médula adrenal y paraganglios) o
de forma difusa en 6rganos como el pancreas, el tracto intestinal y respiratorio, la via biliar,
el tracto urogenital, el timo, las células C de la tiroides y la piel. A pesar de que el porcentaje
de células NE del tracto gastrointestinal representa el 1% del epitelio, en conjunto
constituyen el mayor 6rgano enddcrino del organismo, conteniendo al menos 16 tipos de
células enddcrinas que producen mas de 50 péptidos o aminas. Aungque durante mucho
tiempo se asumid que éstas células derivaban unicamente de la cresta neural y migraban al
epitelio de distintos 6rganos, hoy se sabe que las células NE derivan también del
endodermo, a partir de la diferenciacion de células madre en diferentes lineas celulares y
que en este proceso intervienen diversos factores de transcripcion que estimulan la
diferenciacion NE o la inhiben: Math-1, Neurogenina 3, NeuroD, Nocht-1, entre otros otros
[1].

Como es de esperar, los tumores derivados de éstas células (tumores
neuroenddécrinos; TNE) comprenden un grupo heterogéneo de neoplasias malignas que
presentan un amplio rango de caracteristicas morfolégicas, funcionales y comportamentales

[2].En la figura IG-1 podemos ver la distribucion por sitio del cuerpo de dichos tumores [3].

Figura IG-1
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Figura IG-1. Distribucion porcentual de los sitios de desarrollo de TNE.
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Los TNE, al igual que las células NE, expresan y producen neuropéptidos y proteinas
especificas como la sinaptofisina (Syp, del inglés synaptophysin), la cromogranina A (CgA) y
la enolasa neuronal especifica (NSE, del inglés neuron specific enolase), entre otras [4].
Ademas de éstas proteinas los TNE pueden expresar hormonas del sistema enddcrino [5,6].
Algunas de éstas proteinas, expresadas en los TNE, han sido escogidas, estudiadas y
validadas como marcadores utilizados en la clinica, fundamentalmente para su determiacion
[4,5], los marcadores mas utilizados son:

-marcadores citosolicos: como la NSE

-marcadores asociados a vesiculas pequefias como la Syp, la proteina de vesicula

sinaptica 2 (SV2), la sinaptobrevinas (VAMP1 y VAMPZ2), proteina asociada al sinaptosoma
(SNAP25), la sintaxina, la proteina transportadora vesicular de monoaminas (VMAT 1y 2)

-marcadores _asociados a granulos secretores grandes como la CgA y la

cromogranina B (CgB), la secretogranina, las proconvertasas

-marcadores de membrana celular como la molécula de adhesion de la célula neural
(NCAM/CD56)

- factores de transcripcion como CDX2, TTF1

- receptores de somastotatina (SST): receptores del 1 al 5

-hormonas como la gastrina, la SST, la 5-Hidroxitriptamina (serotonina), la
calcitonina, la gonadotropina, la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), la insulina, el
polipéptido pancreatico, el glucagén, la bombesina y la ghrelina, el péptido gastrointestinal,
la secretina, el péptido YY, el péptido tipo glucagon tipo 1y tipo 2, neurotensina, histamina,
motilina, substancia P, colecistokinina.

Estas sustancias regulan un gran nimero de procesos como la homeostasis de la
glucosa, la secrecidon pancreatica exdécrina, la motilidad y el vaciamiento gastrico, el
crecimiento y la proliferacién intestinal, entre otras funciones conocidas [7].

El crecimiento de los TNE esté regulado principalmente por sefializacion autécrina y
paracrina a través de neuropéptidos, hormonas peptidicas y bioaminas con funciones
fisiolégicas bien definidas. Existen evidencias que indican la participacion de neuropéptidos
especificos, como neurotransmisores y hormonas, ademéas de en tumores de origen NE en
canceres pulmonares, gastrointestinales, colo-rectales, pancreaticos y prostaticos que
sufren una diferenciacion de tipo NE [8,9]. El efecto de esta sefializacion depende de la
expresion de receptores especificos en las células tumorales y la expresion de éstos
receptores se utiliza, entre otras caracteristicas, para la determinacion de TNE [10,11].

La CgA es el biomarcador mas ampliamente utilizado para detectar la diferenciacién
NE en algunos tipos de cancer, como el de préstata, tanto a nivel tisular como en la
circulacion general [12,13]. La NSE es actualmente el marcador mas confiable para el

diagndstico, pronéstico y seguimiento de cancer de pulmén de células pequefias (SCLC, del
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inglés small cells lung cancer) [14]. Tomando toda esta informacion en consideracion es que
se utiliza el monitoreo de los niveles de CgA y NSE en el suero de pacientes como
marcadores de prondstico asi como también como marcadores de respuesta al tratamiento y

evolucion de la enfermedad [15].
Clasificacion de los TNE

La clasificacion de los TNE es muy compleja debido a las caracteristicas
heterogéneas de este tipo de neoplasias, su origen e incluso por la adquision de
caracteristicas NE en tumores con origenes muy diversos. La principal clasificacion se da en
funcion de la localizacion de los mismos. Asi encontramos los TNE
gastroenteropancreaticos (TNE-GEP) y pulmonares (TNE-P), estos surgen de células NE,
por lo tanto tienen su origen en el sistema NE difuso.

Como se muestra en la figura 1G-1, los TNE-GEP son los mas numerosos
comprendiendo entre un 60-65% de los TNE seguidos por los tumores broncopulmonares
que comprenden entre un 20- 25% aproximadamente.

El primer término que hizo referencia a los tumores neurosecretores (principalmente
enddécrinos) fue el de carcinoide, el cual fue utilizado por primera vez en 1907 para describir
a una serie de tumores NE gastrointestinales de estructura morfolégica caracteristica,
crecimiento organoide, celularidad con patron monomorfo, con comportamiento menos
agresivo que los carcinomas [16]. La primera clasificaciébn de este grupo de tumores la
realizaron Williams y Sandler [17] en 1963 y las dividieron, principalmente, por su origen
embriolégico en carcinoides de intestino anterior (broncopulmonares, estbmago, duodeno,
yeyuno proximal y pancreas), intestino medio (yeyuno distal, ileon, apéndice y ciego) e
intestino posterior (colon y recto). También tuvieron en cuenta caracteristicas de tincion
histoquimica y comportamiento. Esta clasificacibn no tuvo aceptacion debido a que
presentaba incovenientes a la hora de estudiar un mismo grupo, como por ejemplo los
carcinoides del intestino anterior, donde hay lesiones de comportamiento biol6gico muy
diferente [18].

De éste modo la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasific6 en 1980 como
carcinoides a la mayor parte de los tumores enddécrinos (entre los que encontramos a los
TNE) [16]. Se distinguieron por un lado los tumores enddcrinos gastroenteropancreéticos y
por otro los de otras localizaciones extragastrointestinales. Los carcinoides a su vez se
subdividieron en enterocromafines, de células G o no especificados. Esta clasificacion no
fue lo suficientemente util ya que los patélogos denominaron carcinoide a todos los tumores
con diferenciacion NE, aplicando este término a tumores con morfologia clasica y a

neoplasias atipicas, mientras que los oncélogos entendian como tal a aquellas neoplasias
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productoras de serotonina y de sindrome carcinoide. Un problema mas en esta clasificacion
es el hecho de que los carcinoides difieren en su comportamiento segun la localizacion.
Estas dificultades fueron las que llevaron a la nueva clasificacion de la OMS en el 2000 para
todos los TNE, ya no sélo para los carcinoides, sino para todos los GEP [19], que reconoce
tres tipos de tumores basandose en los siguientes criterios histopatolégicos:

eGrado de diferenciacién
eTamario del tumor
eExtension local
e|nvasion vascular

eindice proliferativo: mitosis, Ki67

Distinguiéndolos asi de manera independiente de la localizacién del tracto digestivo

en:

-Tumor NE bien diferenciado (carcinoide): comprende las neoplasias con
estructura monomorfa trabecular y microlobulillar, a veces con areas mas sélidas, atipia
celular leve, bajo indice mit6tico (1-2 mitosis/10 campos de gran aumento) y bajo indice
proliferativo valorado con Ki67 (<2%).

-Carcinoma NE bien diferenciado (carcinoide atipico): comprende neoplasias que
muestran predominio de nidos sélidos, con necrosis escasa, atipia mas evidente y actividad
mitGtica importante (2-20 mitosis/10 campos de gran aumento) a veces mitosis atipicas y un

indice proliferativo valorado con Ki67 >2% y <20%.

-Carcinoma NE poco diferenciado (generalmente de células pequefias):
comprende neoplasias muy agresivas histolégica y citologicamente, con atipia marcada,
elevado indice mitético (>20 mitosis/10 campos de gran aumento), mitosis atipicas y
abundante necrosis. Es frecuente observar invasion vascular y perineural. El indice

proliferativo es >20%.

Y para los TNE-P surge en 2004 una nueva clasificacion de la OMS [20], que

distingue las siguientes tipos:

-Carcinoide tipico: neoplasias NE bien diferenciadas con <2mitosis/10 campos de

gran aumento, sin necrosis y >0.5 cm.

-Carcinoide atipico: neoplasias NE bien diferenciadas con 2-10 mitosis/10 campos

de gran aumento, y/o necrosis focal.

18



Introduccion General

-Carcinoma NE de células grandes: neoplasias NE de células grandes con >10
mitosis/10 campos de gran aumento y necrosis. El tipo NE de cancer de pulmoén de células
no pequefas (NSCLC, del inglés non-small cells lung cancer)

-Carcinoma NE de células pequefias (SCLC): neoplasias NE de células pequefas

con >10 mitosis/10 campos de gran aumento y necrosis.

En el 2010, la OMS y la Sociedad Europea de Tumores Neuroendocrinos (ENETS)
realizaron la Ultima clasificacién para los TNE que modifica levemente la de 2000 [21, 22].
Esta clasificacion toma las caracteristicas ya utilizadas en las clasificaciones anteriores para
TNE-GET y TNE-P: indice de proliferacion e indice mitético, para dividir a los TNE en grado
bajo, intermedio y alto (G1, G2 y G3, respectivamente). El indice mitético y el indice

proliferativo de Ki67 son utilizados concomitantemente para la determinacion del grado.

-G1: se caracteriza por un bajo indice de proliferacion y es tipico en los tumores bien

diferenciados (BD) (tipicos y atipicos).

-G3: se denomina carcinoma NE de grado 3 y presenta una alta tasa proliferativa y
es tipico en los carcinomas poco diferenciados (PD), entrando aqui los carcinomas de

células grandes y de células pequefias.

-G2: tiene una relevancia clinica y prondstica doble:

1. en los tumores sin evidencia de actividad maligna, G2 puede ser la expresion de
un mayor riesgo de recurrencia y, por lo tanto, indica un mayor seguimiento de los
pacientes;

2. en los tumores malignos, el G2 puede ser predictivo de un comportamiento mas
agresivo [21,22].

En las siguientes tablas se resumen los criterios de clasificacion mencionados para
TNE GEP (Tabla IG-1) y para TNE-P (Tabla IG-2).
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Tabla 1G-1
Clasificacién de TNE-GEP segin OMS (2010)
Tipo tumoral Grado indice % Ki67 Tamarfo celular Diferenciacion Necrosis
mitético

TNE 1 <2 <2 carcinoide BD No
TNE 2 3-20 2-20 carcinoide BD Focal
CNE 3 >20 >20 Célula grande PD Si
CNE 3 >20 >20 Célula pequefia PD Si

TNE: tumor NE; CNE: Carcinoide NE; BD: bien diferenciado; PD: poco diferenciado.

Tabla 1G-2
Clasificacién de TNE-P segin OMS (2010)
Tipo tumoral indice Citoplasma | Tamafio celular Pleomorfismo Necrosis
mitético nuclear
CT <2 Abundante Grande - No
CA 3-10 Abundante Grande -+ Focal
CNCG >10 abundante Grande + Si
SCLC >10 escaso Pequefio + Si

CT: carcinoide tipico; CA: carcinoide atipico; CNCG: Carcinoma NE de Células Grandes (también llamado nSCLC); SCLC:
cancer de pulmoén de células pequefias.

Debido a que las clasificaciones, si bien han mejorado, siguen siendo limitadas
desde el punto de vista prondstico y presentan poca reproducibilidad para los pat6logos se
esta aplicando actualmente el sistema TNM para los TNE. Esta sigla proviene de un sistema
de estadificacion del cancer que tiene en cuenta el tamafio y la extension del tumor principal
o primario (de alli la T), la diseminacion a glanglios cercanos (de alli la N) y si ha

metastatizado o no (de alli la M) [23].

Diagndstico de TNE

En las Ultimas décadas, la incidencia y la prevalencia de los TNE se han
incrementado de forma llamativa. Esto puede deberse tanto a un mayor y mejor
conocimiento de la biologia tumoral como también a una mejora en los métodos
diagnosticos.

Los TNE tienen una incidencia de entre 3-5 casos cada 100.000 habitantes por afio.

Los TNE-GEP representan alrededor de dos tercios de todos los TNE, siendo los més
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frecuentes los localizados en yeyuno/ileon, seguidos por recto, apéndice, colon y estébmago.
Los TNE de yeyunol/ileon son generalmente de pequefio tamafio (<1-2 cm) y metastatizan
aproximadamente en la mitad de los casos en higado. Los TNE en general son
diagnosticados en personas con una promedio de edad de 60 afios. La distribucion por
sexos es muy similar, con pequefias variaciones segun el area geografica (52% de mujeres
en el registro SEER americano [Vigilancia, epidemiologia y resultados finales], 54% de
varones en el registro RGETNE espafiol [Registro de TNE]) [24].

La presentacién clinica depende de la localizacion del tumor, de su extension, y de la
produccién hormonal. El producto clasico, para los tumores de tipo carcinoide, es la
serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) y sus metabolitos de degradacién. La produccion en
exceso de esta amina es la responsable del llamado sindrome carcinoide. Los TNE de
intestino delgado son los que con mas frecuencia dan lugar al llamado sindrome carcinoide.
El sindrome aparece en alrededor del 10% de todos los TNE. En el 90% de los TNE con el
sindrome carcinoide existen metastasis hepaticas. El sindrome tipico se caracteriza por la
aparicion de episodios de flushing, diarrea, broncospasmo, lesiones fibréticas en valvulas
cardiacas y lesiones cutaneas. En ocasiones los tumores carcinoides se presentan con
sintomas gastrointestinales inespecificos como dolor abdominal, obstruccion intestinal, entre
otros sintomas, lo que con frecuencia retrasa el diagndstico e incluso la mayoria son
asintomaticos y representan un hallazgo casual (necropsia, cirugia por otro motivo, etc) [25].
Los tumores carcinoides son con frecuencia de muy pequefio tamafio lo que dificulta
encontrar su localizacion. No todos los TNE son funcionantes, esto quiere decir que no
todos producen en exceso alguna hormona polipeptidica. En los tumores funcionantes la
secrecion en exceso de una o varias hormonas peptidicas produce cuadros clinicos muy
especificos que hacen mas féacil el diagnéstico y la localizacién del tumor. Los tumores no
funcionantes comprenden entre el 15y el 52% de los TNE [26].

El diagnostico se establece, en los casos en los que es posible, por el aumento de la
secrecion del principal metabolito de la 5-HT con la determinacion del 5-hidroxiindolacético
(5-HIAA) en orina de 24 horas. Esta determinacion tiene una sensibilidad de un 75% y una
especificidad de aproximadamente el 10%. La determinacién de CgA en suero tiene una alta
sensibilidad y es un pardmetro muy utii como marcador general de TNE, pero su
especificidad en carcinoides es baja, aunque su determinacion tiene valor prondstico y es
atil en el seguimiento de este tipo tumor. Los pacientes con carcinoides de intestino anterior
(en general carcinoides bronquiales) no suelen producir 5-HTP, sin embargo, en algunos
casos, encontramos un sindrome carcinoide atipico debido a la secrecidén de histamina por
el tumor. En estos casos, la determinacion de la concentracion de histamina y sus productos
de degradacién en orina puede ser util para el diagndstico y seguimiento de la enfermedad
[27].
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Todos los TNE producen CgA por eso se utiliza como marcador tumoral general de
cualquier TNE, siendo especialmente util en aquellos tumores en los que no encontramos
ningan otro marcador disponible (tumores no funcionantes, etc.) y en aquellos casos en que
los marcadores tumorales disponibles son inestables o dificiles de determinar, como por
ejemplo, 5-HIAA. [28, 29].

Como hemos mencionado anteriormente, muchos TNE son funcionantes,
presentando la capacidad de producir en exceso hormonas peptidicas, factores de
crecimiento, citoquinas u otras sustancias secretadas por las células tumorales. Los
pacientes con TNE con esta capacidad, tal como hemos expresado, habitualmente
presentan cuadros clinicos especificos con sindromes no relacionados directamente con el
tumor primario, su efecto local compresivo e invasivo o sus metastasis. Estos sindromes no
relacionados al tumor, sino a la secrecidon de sustancias, se conocen como sindromes
paraneoplasicos o efectos remotos de la malignidad. Entre estos sindromes encontramos
los sindromes humorales ectopicos, la produccién hormonal ectopica ocurre habitualmente
en neoplasias y, aunque practicamente cualquier tumor puede presentar diferenciacion NE,
hablamos de sindromes humorales ectépicos cuando hay sindromes endocrinos
identificados clinicamente, causados por sustancias bioactivas producidas ectopicamente.
Para poder definir la produccion hormonal ectépica se deben poder determinar niveles
circulantes elevados de la hormona en cuestién, produccién hormonal endégena suprimida,
presencia de un gradiente arteriovenoso en la concentracion de hormona a través del tumor,
y demostrar, ademas, sintesis y secrecion de la hormona por el tejido tumoral in vitro. Este
cuadro clinico y el exceso hormonal desaparcen con la cirugia o el tratamiento adecuado del
tumor, por lo que identificar el origen ectopico de la secrecién es fundamental para el
diagnostico y el tratamiento apropiado evitando contraindicaciones [30, 31].

En muchos casos, la produccion hormonal ectopica y el sindrome asociado
constituyen el primer sintoma de una neoplasia, y a veces resulta mas importante para el
paciente que el propio tumor, por lo que su tratamiento es muchas veces la mejor medida
paliativa disponible en pacientes con escasa terapia alternativa. Ademas, como hemos
mencionado en péarrafos anteriores, la hormona o péptido producido en exceso puede servir
como marcador tumoral, pudiendo detectarse asi el tumor precozmente y determinarse su
origen, asi como también es fundamental para elegir su tratamiento y predecir su posible
respuesta a la terapia. La produccion ectépica peptidica, ademas, proporciona la base para
el conocimiento de la biologia tumoral que permite el avance de nuevas técnicas
proporcionando novedosos campos de investigacibn tanto en oncologia como en

endocrinologia y fisiologia.
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Un ndamero importante de sindromes paraneoplasicos se relacionan con la
produccion de hormonas peptidicas, y la base de la produccion ectépica, aun por

comprender, sugiere, entre otras, dos teorias principales:

1)- uno o mas genes esconden un cambio fundamental que no se expresa en el
desarrollo celular normal
2)- las células de las que deriva el tumor tienen la capacidad de expresar el gen en

cuestion en algan momento del desarrollo normal.

La mayoria de las teorias aceptan la naturaleza difusa del tejido endécrino tanto si es
o no funcionante, y sugieren un cambio fundamental en la regulaciéon génica que condiciona
la produccion ectépica hormonal [31].

Aunque existen diversos sindromes enddécrinos paraneoplasicos, uno de los mas
comunes es el Sindrome de ACTH Ectépico (EAS). El EAS aparece principalmente en dos
tipos de tumores y presenta caracteristicas muy diferentes. Por un lado, el EAS que ocurre
en el SCLC, es violento condicionado por la agresividad del tumor primario y por la
presencia de un hipercortisolismo agudo de presentacion atipica, de pronéstico desfavorable
y es lo que habitualmente se diagnostica. Y por otro lado el EAS de tumor carcinoide que
aparece en una neoplasia oculta, benigna, con hipercortisolismo crénico, con una
presentacion tipica e indistinguible de la enfermedad de Cushing, con prondstico favorable y
que es detectada habitualmente por el endocrindlogo [32, 33].

El EAS, como otros sindromes humorales endocrinos ectdpicos, constituye un
desafio desde el punto de vista clinico, bioquimico y fisiol6gico. Su manejo nos obliga a

pensar de manera interdisciplinar.

Alternativas terapéuticas para TNE

La cirugia es la unica opcién curativa en los TNE localizados de G1 y G2. En caso
gue no sea posible se deben tener en cuenta otras opciones terapéuticas, entre ellas los
tratamientos paliativos.

En los pacientes con enfermedad metastasica o con enfermedad localmente
avanzada, el tratamiento recomendado en el caso que sean TNE GEP G1/G2 incluye SST y
sus analogos, interferon a, terapia con radionucleidos, inhibidores del complejo mTOR v,
actualmente se estan desarrollando nuevas terapias dirigidas [35]. Para los TNE primarios
de pulmoén y mediastino no existe aun un tratamiento definido, debido a que los estudios
clinicos presentan pocos casos con estas localizaciones [36,37], de ser posible se realiza la

lobectomia o la reseccion de la lesion [38].
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La quimioterapia es la terapia de eleccion para pacientes con TNE de G3,
particularmente en tumores originados en pancreas y pulmoén. La combinacion
cisplatino/carboplatino y etopésido es considerada la primera linea de tratamiento con una
tasa de respuesta de 40-80%, una mediana de respuesta de 8-11 meses y una mediana de
supervivencia de 9-15 meses. Si es posible, se asocia radioterapia o cirugia del tumor
primario a la quimioterapia [39,40]. También es recomendada para los TNE pancreaticos G2
inoperables o con metastasis hepaticas. La combinacion utilizada es habitualmente
estreptozotocina y 5-fluorouracilo o doxorrubicina con tasas de respuesta del 35- 40%. El
uso de temozolamida sola o en combinacion con capecitabina puede ofrecer respuestas
parciales de un 40-70%.

Los inhibidores de tirosina cinasa como sunitinib y pazopanib son otra opcién de
tratamiento y han demostrado eficacia antitumoral significativa en pacientes con TNE
pancreaticos [47].

Hemos mencionado que la SST y sus analogos (SSA) son una buena opcién de
tratamiento dirigido para algunos tipos de TNE avanzados y/o metastasicos. La SST es un
neuropéptido con actividad paracrina secretado por células intestinales, pulmonares,
pancreaticas y nerviosas. Actia como un fuerte inhibidor de varias hormonas como la
insulina, la gastrina y algunos factores de crecimiento muy importantes en la biologia
tumoral. También inhibe la proliferacion, tanto de células normales como tumorales. La
molécula es un péptido ciclico unido por un puente disulfuro, y su actividad biolégica es
ejercida mediante 5 receptores diferentes acoplados a proteina G (GPCR), presentes en
muchos TNE estudiados, principalmente en TNE GET, ver tabla I1G-3 [41, 42].

Tabla IG-3- Expresion de receptores de SST en TNE-GEP

Rasgos principales Caracteristicas

Incidencia de receptores 80-100% (principalmente en TNE pancreaticos e
intestinales) 50-70% (insulinomas)

Densidad de receptores Predominantemente alta

Distribucién de receptores Principalmente homogénea

Expresion de receptores Tumor diferenciado (BD)>tumor indiferenciado
(PD)

Subtipo de receptor Sst,>>sst; >>ssts>>sst,

Localizacion del Receptor Usualmente unido a membrana (ssty)

Modificado de Reubi, 2007 [42].

Varios SSA han sido desarrollados mostrando una potente actividad biolégica con un

aumento de la estabilidad, que les otorga actividad mas prolongada en comparacién con el
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péptido parental. Se ha demostrado que la SST y sus analogos no solo presentan actividad
antiproliferativa sino que también disparan actividad antiangiogénica en células tumorales,
tanto in vitro como in vivo, destacando asi la importancia que presentan algunos
neuropéptidos y sus derivados sintéticos para ser usados como potenciales agentes
antitumorales [43].

El uso de SSA, como los farmacos octreotido y lanreotido, es también, la terapia de
referencia en TNE funcionantes de cualquier tamafio [35-43]. En la enfermedad tumoral
avanzada su uso tiene un importante papel tanto en el control de la secrecion hormonal
anomala como en el control de la progresion tumoral. La respuesta a estos farmacos
depende del patron de expresion de sus receptores, y de que las vias celulares de
respuesta estén preservadas. En términos generales los tumores menos diferenciados (ya
sea porgue nunca expresaron o por progresiva desdiferenciacion) tienen menos expresion
de receptores de SST [40, 43], ver tabla IG-3.

Estos analogos (octeotrido), con accién prolongada (LAR, del inglés long acting
release) fueron evaluados en un estudio prospectivo con asignaciéon aleatoria y controlado
con placebo (LAR 30 mg cada 4 semanas) en pacientes con TNE de intestino delgado
(PROMID), se encontré eficacia antiproliferativa de octreotido LAR, con una mediana de
tiempo hasta la progresion tumoral de 14.3 meses con octreotido vs. 6 meses con placebo.
Con base en estos resultados, el uso de octreotido LAR es recomendando en TNE G1/G2,
independientemente de que el tumor de origen muestre potencial metastasico [40, 44].

Durante el afio pasado (2017), se han publicado los resultados de un estudio clinico
fase Il (NETTER-1) en el que se evalud la eficacia y seguridad de *"’Lu-Dotatate (anélogo
de SST radiomarcado, una forma de radioterapia sistémica dirigida que permite la
administracion de radionucleidos directamente a las células tumorales) en comparacion con
dosis altas de octreotido de accion prolongada en pacientes con TNE bien diferenciados
avanzados de intestino delgado, que hubieran presentado progresion a analogos de SST
siendo positivos para los receptores de la SST. Los resultados arrojaron remisiones
tumorales completas en el 2% de los pacientes y remisiones tumorales parciales en el 28%,
con una mediana de supervivencia libre de progresién de 33 meses [45]. El analisis sugiere
mayor supervivencia general con '"’Lu-Dotatate que con dosis altas de octreotido con
limitados efectos toxicos agudos resultando un tratamiento beneficioso para éste grupo de
pacientes con TNE progresivos de intestino [46].

Es interesante destacar que hay una gran carencia de estudios clinicos fase Il y Il en
TNE de pulmén; los resultados terapéuticos provienen exclusivamente de datos recuperados
de la literatura en series heterogéneas o reportes de casos, constituyendo este un nicho
vacio para la busqueda de nuevas terapias dirigidas. Los estudios en desarrollo son el

RADOO1 en TNE avanzados, existe un subanalisis del mismo estudio publicado en 2013
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(RADIANT 2-RADO001 en tumores neuroenddcrinos avanzados), en el que se evalud la
eficacia y la seguridad de la administracion de everolimus (inhibidor del complejo mTOR) y
octreotido de accién prolongada en una cohorte de pacientes con TNE-P de grado bajo e
intermedio. Se encontrdé una mediana de supervivencia libre de progresion de 13.6 meses
para los pacientes tratados con el producto en comparacion con 5.59 meses en los
pacientes tratados con placebo [45]. Esta combinacién también fue evaluada en TNE
avanzados con sindrome carcinoide, siendo efectiva y de eleccién [48].

El manejo y tratamiento de los carcinoides debe ser multidisciplinario. En los
carcinoides no metastasicos el tratamiento quirdrgico es el Gnico potencialmente curativo.
También puede llevarse a cabo la reseccion quirdrgica de las metastasis hepaticas si es
posible. Otras opciones terapéuticas para las metastasis hepéaticas son la
quimioembolizacién, y la ablaciébn con radiofrecuencia que mejoran notablemente la
sintomatologia del sindrome [50]. En la mayor parte de los casos tratar el sindrome
metabdlico asociado generado por el tumor es parte fundamental del tratamiento del tumor.
Para el EAS, que constituye una enfermedad heterogénea cuya manifestacion tiene
multiples causas producida por tumores con prondstico desfavorable, la eleccion del
tratamiento depende de la identificacion del tumor, su origen, localizacién y clasificacion. El
tratamiento ideal es la cirugia, pero muchas veces no es posible, debido a la presencia de
enfermedad metastasica, al diagnéstico o bien por la dificultad para encontrar el tumor
primario. En estos casos, el abordaje es muy complejo ya que no existen terapias
alternativas eficaces. El tratamiento farmacolégico también mejora los sintomas del
sindrome, especialmente los analogos de la SST ya nombrados (octreotido, lanreotido), y
puede prolongar la supervivencia. Otros tratamientos son el inteferon-a y la quimioterapia
como ya hemos mencionado para otros TNE. Existen nuevos tratamientos en desarrollo
como farmacos antiangiogénicos y los inhibidores del complejo mTOR [51].

En términos generales, no se encuentran bien establecidas las segundas lineas de
tratamiento, de modo que son necesarios estudios complementarios [39,52]. Se debe
realizar un abordaje multidisciplinario y el tratamiento debe ser individualizado en funcién del
sitio de origen. Los andlogos de SST deben ser empleados en aquellos pacientes que
presentan captacion positiva de sus receptores, con la intencion de mejorar los sintomas del
sindrome carcinoide. La administracion continua de octreotide LAR genera un incremento
estadisticamente significativo en la supervivencia libre de progresion en los pacientes con
TNE de pancreas G1/G2 vy, ante la progresion, pueden ser utilizados inhibidores de mTOR y
tirosina cinasa. Se necesitan estudios adicionales para evaluar la eficacia del tratamiento por
sitio de origen [43]. Por ultimo, es necesario seguir conociendo la enfermedad y su biologia

molecular a fin de avanzar en la clasificacion y la prediccion del pronéstico de los TNE, asi
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como para favorecer el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas. En la tabla 1G-4 se

presenta un resumen de las alternativas terapéuticas actuales mencionadas aqui.

Tabla IG-4- Resumen de tratamientos disponibles actualmente para los TNE

Tratamiento

Tipo de TNE

Cirugia

Localizados de G1y G2

Primarios pulmonares y de mediastino (de ser
posible)

Primario de G3 (de ser posible, luego de
quimioterapia), con diseminacion Unicamente
hepética.

Metastasis hepatica (de ser posible)

TC no metastasicos

Anélogos de SST (Octeotrido y Lanreotido)

GET Avanzados, metastasicos y no
metastasicos de G1y G2

Funcionantes de cualquier tamafio, incluso

metastasicos

Inhibidores de mTOR (everolimus) combinados o
no con analogos de SST (Octeotrido)

GET
Pulmonares G1y G2
TC

Interferéon a

GET Avanzados, metastasicos G1 y G2

Radionucleidos (*’’Lu-Dotatate)

GET Avanzados, metastasicos G1 y G2

(cisplatino/carboplatino
y etopdsido) Primera
linea

G3

Quimioterapia estreptozotocina y 5-

fluorouracilo 0]
doxorrubicina

Pancréaticos G2 inoperables y con metastasis
en higado

temozolamida sola o en

combinacion con | TC
capecitabina
Radioterapia (asociada a quimioterapia) G3
Inhibidores de tirosina cinasa y antiangiogénicos | Pancréaticos
(sunitinib y pazopanib) TC

Embolizacién-Quimioembolizacién

Metastasis hepaticas

G1: Grado 1; G2: Grado 2; G3: Grado 3; TC: Tumores carcinoides; GET: Gastroenteropancreaticos
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Céancer de pulmon y prostata con caracteristicas NE

Como ya mencionamos la OMS clasifica a los TNE-P en 4 subtipos histolégicos:
tumores de bajo grado (G1, carcinoides tipicos), tumores de grado intermedio (G2,
carcinoides atipicos) y 2 neoplasias de alto grado (G3, carcinoma NE de células grandes y
SCLC).

La incidencia de TNE-P es baja, los carcinoides tipicos comprenden el 1-2% vy los
carcinoides atipicos solo el 0.2% de las neoplasias pulmonares generales. Hasta el 90% de
los pacientes con TNE-P central presenta sintomas, mientras que los tumores periféricos
pueden diagnosticarse de manera incidental [36,37].

El SCLC es un tipo de TNE de G3, muy agresivo, altamente metastasico, que
representa el 15% de los carcinomas broncogénicos y que causa la muerte de 250.000
personas anualmente en el mundo [53, 54]. EI SCLC se caracteriza por un rapido
crecimiento tumoral, alta vascularizacion, inestabilidad gendmica, desregulacién de la
apoptosis y metastasis temprana, entre otras caracteristicas, y esta asociado a mas
sindormes paraneoplasicos que cualquier otro tipo de cancer, siendo la secrecion
inadecuada de hormona antidiurética y EAS los mas comunes [54]. Casi todos los pacientes
con SCLC son actuales o ex fumadores y los pacientes que sobreviven mas de dos afios
desde el diagnéstico tienen un alto riesgo de desarrollar un segundo tumor primario [55].
Este tipo de cancer estd en aumento en paises de ingresos medios y bajos.

Los tumores de SCLC, como todo TNE, tienen la capacidad de secretar hormonas
polipeptidicas de bajo peso molecular y aminas biogénicas y presentan una alta
heterogeneidad entre pacientes. Estos pueden contener elementos de cancer de pulmén de
células no pequefnias (NSCLC del inglés non small cells lung cancer, pudiendo ser éstas NE
0 no) y a éstos tumores se los denomina combinados [56].

Ademas, en cancer de pulmoén se ha reportado una transformacion desde NSCLC a
SCLC como un mecanismo de resistencia adquirida a la terapia con inhibidores del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). Estos tumores mantienen la mutacién original de EGFR y
desarrollan, ademas, la pérdida de RB1 [55]. Presentan pobre prondstico y aumento de NSE
en suero [15, 58, 59, 60,61]. En pacientes con cancer se correlacionan niveles elevados de
CgA y NSE con tamafio tumoral, nimero de metastasis y pérdida de respuesta clinica,
mientras una disminucion de estos marcadores indica mejor prondstico [62].

Debido a la falta de tejidos resecados de SCLC para investigacion es que los
modelos preclinicos con células y ratones presentan una gran importancia para comprender
la biologia de la enfermedad y poder desarrollar investigacion traslacional.

Ocasionalmente, tumores histologicamente y biol6gicamente parecidos a SCLC

pueden surgir en otros sitios (conocidos como carcinomas de células pequefas
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extrapulmonares) [63]. En cancer de préstata (CaP), por ejemplo, se observa una transicion
desde tumores primariamente andréogeno dependientes hacia tumores hormono
independientes con pronoéstico desfavorable. La transdiferenciacion NE es fundamental en
estos procesos y contribuye a la progresion tumoral y resistencia hormonal [13, 64]. Asi
como también, se ha detectado una transdiferenciacion de tipo NE en células tumorales
prostaticas y pulmonares vinculada al tratamiento, resistencia a la terapia, mayor
agresividad del tumor y pobre prondstico [60,65, 66].

Por todo esto podemos decir que la diferenciacion de tumores no NE hacia rasgos
NE, entre otras caracteristicas, se relaciona con la transicion desde células tumorales con
rasgos epiteliales hacia células invasivas y con fenotipo metastasico [61]. Los tumores de
SCLC, asi como también los tumores que sufren una diferenciacion NE como respuesta de
resistencia a la terapia, representan modelos interesantes tanto para la comprension

molecular de estos tipos de cancer como para el estudio de nuevas terapias dirigidas.

El neuropéptido vasopresinay el cancer

La vasopresina (AVP, también denominada hormona antidiurética; ADH) es una
hormona neuropeptidica sintetizada primariamente en el hipotalamo, almacenada y liberada

por la neurohipdfisis, presente en la mayoria de los mamiferos (Fig. 1G-2).

Figura I1G-2 y
é
/©/ Figura 1G-2. Estructura quimica y secuencia
ﬁ\/\N o peptidica de la hormona neuropeptidica AVP.
o, N Nh La estructura quimica fue dibujada con BIOVIA
Oﬁ/ \<§ (http://accelrys.com/products/collaborative-
N

Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-L-Arg-Gly

La AVP es un nonapéptido (ver secuencia en parte inferior de figura 1G-2) con un
puente disulfuro entre las cisteinas de las posiciones 1 y 6, que tiene un efecto
principalmente endocrino pero también puede ser secretada por tejidos normales y
patoldgicos ejerciendo actividades autocrinas y paracrinas [65].

Los efectos de AVP son mediados por tres tipos de receptores de membrana
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCR). Estos
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receptores son receptores de tipo 1 (V1ary V1br también llamado V3r) y receptores de tipo
2 (V2r) y tienen numerosas acciones centrales y periféricas [68,69]. Los receptores de AVP
son proteinas de membrana, cuyos tamafios oscilan entre 371 y 424 amino&cidos, formados
por 7 hélices transmembrana unidas por 3 bucles intracelulares y 3 bucles extracelulares.
Dentro de la misma especie los tres tipos de receptores presentan una homologia de
secuencia del 45%. Ademds, estas isoformas son conservadas evolutivamente entre
especies, alcanzando un 90% de homologia para un tipo de receptor en particular. Los
miembros de esta familia se caracterizan por la presencia de un puente disulfuro entre el
primer y segundo bucle extracelular, y una arginina conservada en el triplete Arginina (Arg)-
Acido aspartico (Asp)-Tirosina (Tyr) localizada en el segundo bucle intracelular [70].

La funcién principal de la AVP en mamiferos es mantener el balance hidrosalino,
causando un efecto antidiurético e incrementando la presion arterial [71]. Despliega también
otras acciones incluyendo la agregacion plaquetaria, la liberacibn del factor de von
Willebrand (FVW), el factor VIII de la coagulacién y el activador tisular del plasminégeno
(tPA) [72]. Los Vlar se expresan en la musculatura vascular donde median la contraccion
muscular, y también en cerebro, corteza adrenal, tejido adiposo y hepatocitos. Los V1br se
expresan principalmente en la glandula pituitaria anterior, la medula adrenal, los islotes de
Langerhans y el tejido adiposo blanco regulando el eje hipotalamico-pituitaria-adrenal. V2r
se expresa en los tabulos colectores del rifién y las células epiteliales del endotelio vascular,
estimulando la reabsorcion de agua y la liberacion de factores hemostaticos desde la
microvasculatura [72].

De modo interesante, se ha reportado produccion in vitro de AVP en algunos tipos de
canceres como SCLC y sindrome de secrecion inapropiada de hormona antidiurética en
pacientes con cancer de pulmén y de prostata [73,74]. Existen evidencias de la presencia de
receptores (Vlar, V1bry V2r) para AVP en SCLC [75, 76,77], en cancer mamario [75,78,79]
y carcinoma de colon [8,11], entre otros.

No estd esclarecido por completo cual seria la ventaja adaptativa que ofrece la
presencia de estos receptores en la superficie de las células tumorales, aunque se ha
establecido que los receptores V1 estan vinculados a la estimulacién del crecimiento del
tumor mientras que V2r se encuentra asociado al efecto contrario [80]. Este ultimo se
expresa ademas de en los tejidos ya mencionados en células epiteliales transformadas y en
algunas variantes tumorales, incluidas cancer pulmonar, mamario y colo-rectal [8,1, 75-79].
La accion antiproliferativa de las vias asociadas a V2r se encuentra relacionada
directamente con un aumento en los niveles de AMP ciclico (AMPc), tras la activacion de la
adenilato ciclasa (AC). La AC puede responder a sefiales de otras subunidades de la
proteina G, y distintas quinasas tales como la PKC o la proteina quinasa dependiente de

AMPc (proteina quinasa A o PKA), entre otras proteinas. EI AMPc producido por la AC es
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degradado por fosfodiesterasas (PDE). [80, 81]. La PKA activada puede migrar a nacleo y
fosforilar la proteina regulatoria de respuesta a AMPc ciclico CREB (del inglés cAMP
response element binding protein). CREB, luego de reclutar a su coactivador, la proteina de
union a CREB (CBP), induce la expresion de multiples genes blanco regulando eventos que
incluyen procesos metabdlicos, de sefalizacion, proliferacion, diferenciacion y sobrevida
[81].

Desmopresina: un analogo selectivo de AVP agonista de V2r

La desmopresina (ADAVP) es un anélogo sintético de AVP con una desaminacion de
la cisteina en posicion 1 (que genera el acido 3-mercaptopropionico; Mpa) que prolonga su
vida media, presentando efecto antidiurético por mas tiempo y una sustitucion de L-Arginina
(L-Arg) por D-Arginina (D-arg) en posicion 8 que reduce el efecto presor disminuyendo la
afinidad con V1r (Fig. 1G-3)

Figura IG-3
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Mpa-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-D-arg-Gly

El analogo sintético dDAVP es asi un agonista selectivo de V2r, dicho receptor esta
presente, como ya hemos mencionado, en las células de los tubulos colectores del rifién, en
las células del endotelio vascular normal y transformado y en las células de algunos tipos
tumorales. El péptido presenta propiedades hemostéticas utilizadas en varias aplicaciones
clinicas como desordenes de sangrado y otras enfermedades hemostéaticas [71,72]. Los
efectos hemostaticos del péptido estdn dados por la liberacién endotelial del factor de
coagulacion VI, el tPA y particularmente el FVW. EI FVW es una glicoproteina con un rol
clave en el mantenimiento de la hemostasia del organismo, facilita la adhesion de las
plaquetas al subendotelio y ademas funciona como un transportador del factor VIII de la
coagulacion, protegiéndolo de la degradacion proteolitica. EI FVW es sintetizado como una
proteina precursora en las células endoteliales y megacariocitos. Los multimeros de FVW

son almacenados en granulos secretores especializados llamados cuerpos de Weibel-
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Palade. La dDAVP activa los receptores V2r e induce la secrecion del FVW a través de la
liberacién de los cuerpos de Weibel-Palade. Por otra parte, dDAVP induce un incremento en
los niveles plasméticos del factor VIII de la coagulacion, aunque los mecanismos por los que
esto se lleva a cabo no son aun totalmente conocidos. La dDAVP podria inducir la secrecion
del factor VIII o favorecer su proteccion de la degradacién proteolitica por el incremento del
FVW.

Mencionamos previamente que uno de los factores de coagulacion liberados por la
accion hemostatica de dDAVP es el tPA, una enzima proteolitica encargada de convertir el
plasminégeno en plasmina in vivo y de esta manera iniciar la degradacién de fibrina. La
mayor parte de la plasmina es rapidamente transformada en un complejo a2-antiplasmina y
no produce fibrin(6geno)olisis en la sangre circulante [82]. Por lo tanto, generalmente no se
necesita inhibir la fibrindlisis cuando se usa dDAVP con fines terapéuticos. En respuesta a
dDAVP, se produce un incremento rapido del tPA plasmatico, como ocurre con la
administracion sistémica de agentes B-adrenérgicos. La co-localizacion del FVW y el tPA en
el mismo compartimiento podria explicar el efecto coordinado de la dDAVP sobre los niveles
plasmaticos de estas dos proteinas [83].

Ademas, la dDAVP induce un incremento transitorio de la expresion de P-selectina
sobre el endotelio vascular. Los primeros estudios indicaron que la expresion de P-selectina
en las células endoteliales es muy importante durante el inicio de la interaccidon entre
leucocitos y células endoteliales, conocido como rodamiento, requisito inicial para la
adhesion y migracion leucocitaria [84]. Ademas, se ha demostrado que la dDAVP
incrementa la capacidad de los monocitos sanguineos de unirse activamente a las
plaquetas, debido a la expresion de ligandos sialilados de P-selectina sobre la superficie de
los monocitos [85].

El uso mas tradicional de la dDAVP, debido a sus propiedades antidiuréticas, ha sido
para el tratamiento de la diabetes insipida y otras patologias asociadas a la poliuria (emision
de volimenes de orina mucho mayores a los observados en condiciones normales). La
diabetes insipida es una condicion patologica infrecuente asocidada a la falla en la
produccion y/o secrecion de la AVP involucrando a la neurohipodfisis (diabetes insipida
central) o a una insensibilidad a la AVP por parte del tejido renal (diabetes insipida
nefrogénica), causado, entre otras cosas, por mutaciones en el V2r presente en los tubulos
colectores renales.

Luego, el espectro de uso de dDAVP con fines médicos fue ampliado. A fines de los
70, se introdujo el uso de dDAVP para el tratamiento de las coagulopatias hereditarias mas
comunes, la Hemofilia A y la enfermedad de von Willebrand. Dos enfermedades vinculadas
a deficiencias de factores de coagulacién. La Hemofilia A es una patologia causada por la

deficiencia del factor VIl y la enfermedad de von Willebrand es causada por una deficiencia,
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tanto en cantidad como en calidad, del FVW. El tratamiento con dDAVP ha mostrado ser
muy eficaz, seguro y con buena tolerancia también en el manejo de desordenenes de la
coagulacién inducidos por drogas, anormalidades en el funcionamiento plaquetario causado
por falla renal o hepética y en cirugias con alto riesgo de sangrado que involucran a
pacientes que no necesariamente presentan desordenes en la coagulacion [86,87].

Los efectos de dDAVP sobre células tumorales han sido estudiados en nuestro
laboratorio demostrandose por primera vez que dDAVP es capaz de reducir la capacidad
metastasica en cancer mamario murino [88], posee actividad antiangiogénica provocando
una reduccién significativa de la vascularizacién de los implantes tumorales en ratones [89] y
presenta un efecto antiproliferativo y antimetastasico en cancer de coélon [90].Nuestros
estudios también han demostrado que el tratamiento perioperatorio de dDAVP reduce
drasticamente las metastasis en pulmén y en ndédulos linfaticos en un modelo de
manipulacioén y cirugia de carcinoma mamario de ratén [91].

Ademas de sus propiedades metastasicas, dDAVP presenta propiedades citostaticas
[92] y antiangiogénicas. Las propiedades sobre la diseminacién tumoral fueron demostradas
por primera vez en cancer mamario murino en 1999 en nuestro laboratorio [93], y
confirmadas posteriormente en otros estudios [88, 91, 94]. También se ha evaluado el efecto
in vitro sobre la agregacion de las células tumorales, donde las células incubadas en plasma
de animales tratados con dDAVP permanecian principalmente como una suspension
monocelular, estos resultados indicarian que los factores de la hemostasia liberados desde
el endotelio vascular por accién de dDAVP, tales como la proteasa tPA o el FVW, podrian
modular la agregacion multicelular y reducir la formacion de émbolos tumorales circulantes,
limitando asi el potencial metastasico de las células diseminadas [93]. En este mismo
sentido Terraube et al. mostraron que el factor de FVW juega un rol protectivo contra la
diseminacion de las células tumorales en un modelo murino deficiente para el factor de FVW
[94].

Por otro lado, fue muy interesante el hallazgo de que la dDAVP presenta un efecto
antoangiogénico en cancer mamario. Se demostr0 que este efecto estd dado por la
produccion mediada por el tumor via V2r de angiostatina, un potente agente antiangiogénico
que se genera a partir del clivaje del plasmindgeno presente en la matriz extracelular (MEC).
El agregado de dDAVP in vitro modulé de manera positiva la generacion de angiostatina en
lineas de cancer mamario positivas para V2r pero no en las variantes tumorales negativas
para V2r. La produccion de angiostatina en presencia de dDAVP se correlacioné con la
produccién de proteasas, mostrando un aumento considerable de los niveles de activadores
de plasmindgeno en los medios condicionados por las células tumorales, asi como también

se encontré una modulacion positiva de las metaloproteasas de matriz (MMPSs) expresadas
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por las lineas tumorales [89]. En distintas lineas tumorales se demostrd que los activadores
del plasminégeno se asocian directamente con la generacion de angiostatina [95].

De este modo dDAVP parece inducir un efecto antitumoral dual al actuar sobre los
V2r de las células tumorales y sobre los receptores del endotelio microvascular, rompiendo
asi el didlogo necesario para la progresion tumoral entre las células tumorales y endoteliales
[96].

Las propiedades citostaticas de dDAVP mediante la estimulacion selectiva del V2r,
tal como fue explicado para AVP, se ha vinculado a la activacién de la enzima AC, con el
subsecuente aumento de los niveles de AMPc y la actividad de la PKA [78, 80, 97, 98]. Se
ha reportado ampliamente que incrementos en los niveles de AMPc intracelular usando
analogos permeables de AMPc tales como el 8-Br-AMPc 0 agentes elevadores de AMPc,
como algunas hormonas y forskolina, pueden conducir al arresto del ciclo celular, a la
inhibicién de la migracién y a respuestas proapoptéticas de numerosas variantes de células
tumorales, entre ellas cancer mamario [99,100]. Con estos estudios varios autores han
postulado que la via de sefializacion AC/AMPc/PKA funciona como un sistema supresor del
crecimiento tumoral en cancer de mama y sugieren que podria ser utilizado como blanco
para el bloqueo de la progresién tumoral [100, 101].

Por todo lo expuesto podemos sintetizar que el péptido sintético dDAVP al actuar
sobre los V2r de las células tumorales y sobre los receptores del endotelio microvascular,
ejerceria un doble mecanismo antitumoral: (a) accién citostatica y angiostatica en las células
tumorales, estimulando la produccién de AMPc, estimulando sefales intracelulares
antiproliferativas y generando un ciclo proteolitico que lleva a la produccion de angiostatina;
(b) liberacién endotelial de factores de la coagulacién por parte del endotelio vascular, que
mejoran la hemostasia e interfieren la anidacion y sobrevida de células metastasicas
[80,94,95,96].

Nuestro laboratorio ha comenzado luego de todos éstos hallazgos la busqueda de
nuevos analogos de AVP con el fin de encontrar analogos mejorados y de complejizar
nuestras interpretaciones del mecanismo de accién de los agonistas del V2r. Se han
sintetizado y estudiado de manera racional un amplio panel de péptidos derivados de
dDAVP [92, 102]. También se sabe que el conocimiento de la historia evolutiva y la
determinacion de la presencia de neuropéptidos, en particular los genes de péptidos tipo
AVP que son muy antiguos y conservados encontrandose.la superfamilia AVP/oxitocina
(OT) presente tanto en vertebrados como en invertebrados [103], puede enriquecer y
complejizar nuestras interpretaciones fisiol6gicas y nuestra comprension de los mecanismos

de accién de la AVP asi como también arrojar luz al disefio de nuevos analogos.
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Hipotesis
El desarrollo de esta tesis doctoral se basa en 3 hipétesis centrales arrojadas a partir

del analisis de los antecedentes mencionados previamente:

- Si V2r, uno de los subtipos de receptores de la superfamilia de GPCR de la
hormona neuropeptidica altamente conservada AVP, esté asociado a efectos antitumorales,
y est& presente en TNE y tumores con transdiferenciacion NE; entonces los anélogos de

AVP agonistas de V2r tendrian un efecto antitumoral en dichos tumores.

-Si, el conocimiento evolutivo de la molécula AVP en el reino animal y el disefio
racional a partir de la molécula de dDAVP proporcionan una fuente para el desarrollo de
nuevos analogos con propiedades antitumorales en TNE; entonces éstos conocimientos

permitirian el disefio de analogos mejorados.

-Si los analogos peptidicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en las
células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferacién y la
migracién celular, favorecer la produccion de efectores antiangiogénicos, estimular la
diferenciacion celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos analogos constituirian
posibles terapias para dichos tumores con caracteristicas NE agresivos y con pocas

alternativas terapéuticas.
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Objetivo general

El objetivo de la presente tesis doctoral se centr6 en disefiar, mediante una
aproximacion racional y una evolutiva, analogos de AVP agonistas selectivos para el V2r; y
evaluar las propiedades antitumorales in vitro e in vivo de éstos nuevos anélogos de AVP
sobre lineas celulares con caracteristicas NE, incluyendo las siguientes lineas celulares:
NCI-H82, agresiva de SCLC y PC-3, adenocarcinoma de préstata y sobre lineas sin

caracteristicas NE como la linea NCI-H125 de NSCLC (tipo carcinoma escamoso).

37






Metodologia General

(Solo se explica la metodologia general los detalles de los ensayos estaran especificados en

cada capitulo)






Metodologia General

Lineas celulares y condiciones de cultivo.

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron las siguientes lineas de células
tumorales humanas: NCI-H82 (#HTB-175™), una variante de SCLC derivada de sitio de
metastasis (efusién pleural); NCI-H125 (#CRL-5801™), una linea de NSCLC y dentro de
éstos de carcinoma escamoso; PC-3 (#CRL-1435™), una linea de adenocarcinoma
prostatico humano grado IV hormono independiente derivada de sitio de metéstais (hueso) y
MCF-7 (# HTB-22™) una linea de carcinoma mamario humano derivada de sitio de
metastasis (efusion pleural). NCI-H82 crece formando cumulos y las demés lineas se
adhieren al sustrato formando monocapas confluentes. Todas las lineas, excepto MCF-7,
fueron mantenidas en RPMI 1640 (Gibco) con 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado
por calor, 2 mM de glutamina y 80 ug de gentamicina. La linea MCF-7 se mantuvo en D-
MEM (Gibco) con 10% de SFB inactivado por calor, 2 mM de glutamina y 80 pg de
gentamicina. Todas las lineas fueron obtenidas de la American Type Culture Collection
(ATCC).

Todas las células adherentes utilizadas fueron subcultivadas aproximadamente tres
veces por semana, usando una solucion de disociacion enzimética con 0.025% de tripsina y
0.01 % de acido etildiaminotetraacético o EDTA (Gibco) diluido en solucion de buffer fostato
salino (PBS). La viabilidad celular fue evaluada usando la técnica de exclusién con el

colorante vital azul tripan.

Analogos peptidicos

Los andlogos sintéticos, en el inicio de la tesis, fueron sintetizados en el marco de un
convenio de co-desarrollo entre la Universidad Nacional de Quilmes y la compafiia Romikin
S.A. Las responsables de la sintesis fueron las Dras. Nancy lannucci y Maria Belén Pastrian
de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, Catedra de Biotecnologia, Universidad de Buenos
Aires. Los péptidos se sintetizaron en fase sdlida con proteccion Na-Fmoc mediante la
estrategia de bolsa de té. Los productos sintéticos fueron purificados por la técnica de
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC, del inglés reversed-phase
high-performance liquid chromatography) e identificados mediante espectrometria de masas
de ionizacion por electroespray (ESI-MS del inglés electrospray ionization mass
spectrometry). La cuantificacion se realizé utilizando como referencia un estandar comercial
de dDAVP adquirido de BCN Peptides (San Quinti de Mediona, Barcelona, Espafa). La
droga liofilizada fue resuspendida y diluida para los ensayos in vivo en solucion fisiologica.
En una segunda etapa, los péptidos fueron comprados en American Peptide Company, Inc.
(Miembro de BACHEM). En cada capitulo especificaremos como se obtuvieron los péptidos

utilizados y en que concentracion o tratamientos fueron empleados.
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ENSAYOS IN VITRO
Inmunofluorescencia (IF)

Con el objetivo de detectar la presencia del V2r en las lineas tumorales estudiadas,
las células fueron sembradas sobre cubre objetos (CV) ubicados en una placa de 12 pocillos
en medio suplementado con 10% de SFB. Los CV fueron lavados con PBS en frio. Se fijaron
las células sobre los CV con 0.5 ml de paraformaldehido 4% por pocillo durante 15 minutos
a temperatura ambiente. Luego se incubaron los CV en 0.5 ml de NH4CI 50 mM por 5
minutos para exponer Yy fijar epitopes. Tras lavar con PBS, los CV fueron incubados en 0.5
ml de SFB al 3% por 15 minutos para bloquear sitios inespecificos y reducir el ruido de
fondo. Los CV se incubaron durante 1 hora en camara humeda a 37°C con 50 pl de una
dilucion 1:50 del anticuerpo primario de conejo anti-V2r (Santa Cruz Biotechnology). La
unién del anticuerpo primario fue detectada mediante incubacion con una dilucion 1:400 de
un anticuerpo secundario de cabra anti-lgG de conejo conjugado a isotiocianato de
fluoresceina en PBS 0.1% SFB (Caltag). Finalmente, las células fueron montadas en medio
con 47, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para contrastar ndcleos. Se almacenaron en -20°C
protegidos de la luz hasta visualizarlos en el microscopio. Se utiliz6 el microscopio de
fluorescencia Nikon TE-2000 y las fotografias fueron adquiridas con el software Nikon NIS-

Elements.

Ensayo de proliferacién celular.

Para medir la proliferacion celular se utiliz6 un ensayo metabdlico basado en la
actividad de las deshidorgenasas mitocondriales (método del MTT (reduccion metabdlica del
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo, para células adherentes o el método
del MTS (reduccién metabdlica del bromuro de 3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi-metoxi-
fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) para células que crecen en suspension). Las células
tumorales se sembraron en medio con 10% de SFB en placas de 96 pocillos. A las 24 horas
se cambié el medio de cultivo y se llevaron a cabo los tratamientos con los distintos
analogos sintéticos a distintas concentraciones (ver en cada capitulo). Tras 72 horas de
incubacién con los analogos el ensayo se revel6 agregando 20 pl de MTT o MTS (Sigma) en
una concentracion inicial de 5 mg/ml en medio de cultivo sin rojo fenol. Se incub6 a 37°C, se
descarto6 el medio, en el caso del ensayo de MTT, y se disolvieron los cristales de formazan
en 200 ul de dimetil sulféxido (DMSO). Por dltimo, se ley6 la absorbancia a 570 nm para el

ensayo de MTT o 490 nm para el ensayo de MTS.
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Cultivo clonogénico

Adicionalmente, los efectos antiproliferativos de los analogos fueron evaluados en
cultivos celulares de baja densidad utilizando un ensayo de crecimiento clonogénico. Las
células fueron sembradas en placas de 96 pocillos y cultivadas durante 7 dias en medio
completo con concentraciones especificas de analogos peptidicos (ver capitulo
correspondiente). El medio completo con droga o vehiculo (PBS) fue reemplazado cada 72
horas. Los cultivos fueron luego fijados con una solucion al 10% v/v de formalina y tefiidos
con cristal violeta 0.5% para facilitar el conteo de colonias.

Migracién de células tumorales.

Ensayo de herida en monocapa.

Las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y crecidas en presencia de
medio suplementado con 10% SFB. Cuando las células alcanzaron 95% de confluencia en
cada pocillo, se realizaron tres heridas sobre la monocapa con un tip de p200 y la placa se
incubd a 37°C durante 20 horas en presencia de los analogos o PBS. Una herida control se
realizé 1 hora antes de finalizar el ensayo. Las células fueron lavadas con PBS, fijadas con
una solucion al 10% v/v de formalina y luego tefiidas con una solucién al 5% p/v de azul de
toluidina. El area invadida de 10 campos aleatorios por pocillo fue cuantificada usando el

programa Image J (NIH).

Migracién en Transwell®

Se utilizaron insertos para cultivo celular (Corning) para placas de 24 pocillos con
poro de 8 um. Se crecieron las células 24 horas en medio con 10% de SFB y luego fueron
mantenidas durante 24 horas en condiciones de baja concentracion de suero.
Posteriormente las células fueron sembradas en el compartimiento superior de la camara en
medio sin suplementar en presencia de los distintos analogos peptidicos o del vehiculo
mientras que en la parte inferior de la cAmara se agregd SFB al 10% como quimioatractante.
Luego de un periodo de incubacion de 16 horas, las células que atravesaron la membrana
porosa fueron fijadas y tefiidas o fueron obtenidas directamente del compartimento inferior
en las lineas en las que las células logran atravesar la membrana para ser cuantificadas
bajo microscopio. Las células presentes en la parte superior de los filtros fueron retiradas
suavemente con un hisopo de algodon. El nimero de células que migraron y lograron

atravesar la membrana en el grupo control fue considerado como el 100%.
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Tiempo de duplicacion

Las células fueron sembradas en places de 12 pocillos en presencia de andlogos o
vehiculo. Las células viables fueron contadas cada 24 horas por 3 dias en camara de

neubauer usando el método de exclusion de azul tripan.

gRT-PCRy RT-PCR

Se evallo la presencia del V2r, la expresién y modulacién de marcadores NE vy la
expresion de las proteinas involucradas en la via intrinseca de la apoptosis BAX, Bcl-2 y Bcl-
XL por reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa con trasncripcion reversa (QRT-
PCR, del inglés quantitative reverse transcription polymerase chain reaction). La expresion
del V2r y del marcador NE NSE fue determinada también mediante reaccion en cadena de
polimerasa con transcripcion reversa (RT-PCR del inglés reverse transcription polymerase
chain reaction).

El ARN total de células fue purificado por extraccién con Trizol (Invitrogen). La
muestra fue cuantificada mediante espectrofotometria UV a 260 nm y se evalué la pureza de
cada una de las muestras analizando la relacién de absorbancia 260/280 nm. Luego el ARN
extraido fue sometido a transcripcion reversa (RT). Para la reaccién de RT, 1 ug de ARN
molde junto a 500 ng de primers oligodT (12-18 pares de base o pb de longitud) y 1 yl de un
mix de 10 mM de dNTPs fueron incubados a 65°C durante 5 minutos y luego 1 minuto en
hielo. Tras el agregado de ditiotreitol (DTT), buffer de primera cadena, inhibidor de ARNsa y
la retrotranscriptasa SuperScript Il (Invitrogen) se incubd la mezcla durante 50 minutos a
50°C. Se inactivé la reaccidon de polimerizacibn a 70°C durante 15 minutos. Una vez
obtenido el ADNc se realiz6 la qPCR.

Los primers especificos se encuentran detallados en los capitulos correspondientes.
La qRT-PCR se realizé usando SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific Inc)
y el Sistema de PCR en tiempo real StepOne (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las
condiciones de ciclado fueron las siguientes: 48°C por 30 minutos, 95°C por 10 minutes, 40
ciclos de 95°C por 15 segundos seguidos por 60°C por 60 segundos.

Para la RT-PCR un volumen de 4 pl del mix resultante de la reacciéon de RT se
agregaron a 20 ul de Supermix (Invitrogen) junto a los primers Forward y Reverse (1 pl de
una solucién stock de 20 pmoles/ul cada uno). Las RT-PCR se visualizaron mediante la

confeccion de geles 2% de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

Silenciamiento de V2r

Para determinar la especificidad de los analogos por el V2r se realiz6 el ensayo de
proliferacién celular de las lineas tumorales silenciando V2r. Se realizaron dos rondas de

transfeccion de las células utilizando ARN de interferencia (ARNi) para el V2r o ARNi control

44



Metodologia General

utilizando Lipofectamina 2000 (Life Techonologies) siguiendo indicaciones del proveedor. A
los 7 dias las células fueron sembradas y tratadas por 72 horas con los andlogos. La
proliferacion celular se midié utilizando el ensayo de metabolizacion de MTS o MTT tal como

se describi6 previamente.

Bloqueo de V2r a través de antagonista no peptidico

Para estudiar la selectividad de los analogos se utilizd un bloqueo del receptor
incubando las células con el antagonista no peptidico (quimico) competitivo del V2r
Tolvaptan coincubado con los analogos y evaluando la proliferacion celular por los ensayos

ya mencionados.

ENSAYOS IN VIVO

Animales

Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones inmunocomprometidos atimicos
machos BALB/c Fox1lnu-/- , de 6-12 semanas de edad y un peso de 20-25 gramos provistos
por el bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La
Plata. Los animales fueron mantenidos en jaulas de a 5-10 ratones, con temperatura y ciclos
de luz-oscuridad controlados, con libre acceso al agua y alimento en camas de viruta. Los
animales inmunocomprometidos fueron mantenidos en gabinetes de aislamiento en
condiciones estériles con aire filtrado (HEPA 99.99%) con acceso a agua, alimento y viruta
esterilizado.

Se evalud latencia, toma, crecimiento y agresividad tumoral tras el implante
subcutaneo (s.c.) de las distintas lineas celulares humanas en el flanco de ratones atimicos
Balb/c Fox1nu-/- y colonizacidn pulmonar mediante inyeccion intravnosa (i.v.) de las células

tumorales. En cada capitulo se detallara el protocolo llevado a cabo.

Concentraciones
Los experimentos in vitro fueron llevados a cabo usando concentraciones de los
analogos en el rango nanomolar (nM) y micromolar (uM) bajo, un rango consistente con las

dosis empleadas in vivo [89, 91, 92].

ANALISIS ESTADISTICO

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 6,
version 6.01 (GraphPad Prism Software, La Jolla, CA, Estados Unidos). Los resultados
presentados son expresados como media * error estandar (SEM), media + desvio estandar
(SD), media % Intervalos de confianza para la media al 95%(IC95) o mediana + rango

intercuartil (1Q), segun corresponda. La normalidad de los datos fue testeada por medio de
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la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad fue determinada con la
prueba de Barlett. Para comparaciones entre grupos experimentales se utiliz6 ANOVA con
disefio simple completamente aleatorizado, ANOVA factorial o ANOVA de medidas
repetidas segun corresponda. Para ANOVA de medidas repetidas fue utilizada la correccion
de Geisser-Greenhause para cumplir el supuesto de esfericidad. Los tiempos de duplicacion
se calcularon usando la ecuacion de crecimiento exponencial y los ajustes de las curvas
fueron comparados. Los datos que no superaron las pruebas de normalidad y
homogeneidad de varianzas fueron analizados con la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis. Se utilizaron como test a posteriori la prueba de Dunnett, la de Tukey, la
comparacion de IC95 o la prueba de Dunn segun corresponda. Los datos analizados fueron
arrojados de al menos 3 experimentos independientes de al menos un n=6 cada uno. Se
consideraron estadisticamente significativas las pruebas que tuvieron un p<0.05.En los
protocolos de progresion tumoral las tasas de crecimiento representan las pendientes de las

regresiones lineales de los volimenes tumorales en funcion del tiempo.
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Como se ha mencionado en la introduccion general, nuestro laboratorio viene
evaluando desde hace tiempo el efecto antitumoral de la dDAVP, un analogo sintético
agonista del V2r de la hormona neuropeptidica AVP, y ha comenzado el estudio de
analogos de la dDAVP a fin de encontrar nuevos compuestos con actividad antitumoral
aumentada y para comprender la base estructural del efecto antitumoral encontrado. Asi
como también ha sido un objetivo de nuestro grupo extender el estudio del efecto
antitumoral a nuevos tipos de tumores con pocas alternativas terapéuticas.

El desarrollo de medicamentos adecuados, seguros y efectivos para el tratamiento
de enfermedades es una tarea que requiere de la interaccién de diferentes disciplinas. La
quimica medicinal se dedica al disefio y sintesis de nuevos compuestos bioactivos a partir
de la informacién bioldgica previamente generada desde distintos campos disciplinares. Esta
informacién, incluye la generada por el campo evolutivo, fisiolégico, bioquimico,
computacional y por otras disciplinas que utilizan un gran abanico de aproximaciones

metodoldgicas.

Aproximacion evolutiva como herramienta para el disefio de drogas

La identificacibn y andlisis de secuencias peptidicas naturales presentes en
organismos vivos es una aproximacion ampliamente usada para el desarrollo de nuevos
compuestos con aplicaciones terapéuticas, constituyendo de este modo la diversidad
biolégica, una de las principales fuentes de compuestos lideres farmacolégicos. En la
naturaleza encontramos un gran numero de péptidos con funciones muy variadas. Todos los
organismos, desde los microorganismos hasta el hombre, presentan alguno de éstos
péptidos con una actividad determinada. Durante la evolucion de la vida se ha ido
generando y diversificado una sofisticada coleccion de péptidos ricos en di-sulfuros
combinandose asombrosamente a lo largo de millones de afios dando como resultado el
gran abanico de péptidos que encontramos hoy. Muchos productos peptidicos naturales
producen actividades biolégicas a través de blancos moleculares variados y a veces no
relacionados. Entre estos péptidos encontramos un gran numero de agonistas y
antagonistas, los cuales actdan sobre canales idnicos, transportadores y GPCRs, entre los
que se encuentra la AVP y los péptidos relacionados que encontramos en animales [104]. El
conocimiento de estos productos y de su historia evolutiva puede enriquecer las
interpretaciones fisiolégicas y la comprension de los mecanismos de accion de los péptidos,
representando una estrategia para la busqueda de nuevos compuestos lideres para el

disefio de nuevas drogas [105].
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Aproximacion racional como herramienta para el disefio de drogas

Ademas de la aproximacion evolutiva antes mencionada, existen otras estrategias
para la busqueda de drogas. Algunos de estos métodos estan basados en el screening de
bibliotecas de compuestos, donde la estrategia de busqueda estd basada exclusivamente en
el azar. En contraste, otras aproximaciones involucran el disefio racional de drogas, donde
el conocimiento del blanco no solo es a nivel molecular sino también a nivel estructural,
siendo estos conocimientos elementos fundamentales para el disefio. El disefio racional de
drogas basado en estudios de estructura actividad (SAR), constituye una indispensable
herramienta para el desarrollo de nuevas medicinas, contribuyendo a aumentar las
posibilidades de éxito y disminuyendo los costos. Los estudios de SAR relacionan
caracteristicas de la estructura quimica con las propiedades, efectos y/o la actividad
biolégica. En la industria quimica y farmacéutica, los estudios de SAR han sido usados
desde hace tiempo para el disefio quimico de drogas seguras con propiedades deseables
[106].

Ala scanning

El ala-scanning (Ala-Scan) es una técnica rapida utilizada ampliamente para el
disefio racional de drogas a partir del estudio de las SAR de muchas moléculas con
potencial terapéutico [107]. Esta técnica consiste en la sustitucibn secuencial de cada
aminoacido del péptido lider por un residuo alanina (Ala), con el objetivo de identificar los
aminoacidos que son fundamentales para la estabilidad y la actividad biolégica de la
molécula [108], asi como también para disefiar analogos selectivos y/o con actividad
mejorada [109]. La alanina se usa en esta técnica ya que se considera el aminoacido mas
neutral, tiene una cadena lateral simple con un grupo funcional metilico quimicamente inerte,
no es altamente hidr6fobo y no tiene carga, ademas imita la estructura secundaria de
muchos otros aminoacidos. Estas caracteristicas permiten determinar la SAR del péptido de
interés.

Ala-Scan se ha utilizado para investigar las SAR de varias moléculas terapéuticas
potenciales y se ha utilizado para disefiar analogos con actividad mejorada y/o con
selectividad [108,109,110,111].

Aproximaciones evolutiva y racional basadas en el neuropéptido AVP y su analogo
dDAVP

La AVP es una hormona nonapeptidica multifuncional altamente conservada que se
encuentra relacionada evolutiva y estructuralmente con la hormona oxitocina (OT). Estos
dos péptidos se habrian originado de una hormona ancestral llamada vasotocina (VT) la cual

a través de la evolucion se diversificé en diferentes péptidos tipo VT/AVP/OT, con un alto
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grado de conservacion interespecifica en todo el reino Metazoa. Los péptidos derivan de
precursores mas largos y presentan multiples actividades fisiolégicas [112].

Este antiguo sistema hormonal VT/AVP/OT ha sido conservado evolutivamente,
encontrando péptidos relacionados a AVP en un amplio rango de especies y, como se
menciond recientemente, se cree que todos éstos péptidos tipo AVP han evolucionado
desde el péptido ancestral VT hace 600-700 millones de afios, originAndose antes de la
division de Protostomados y Deuterostomados [113]. Todos los miembros de la familia
peptidica VT/OT/AVP presentes en las diferentes especies de vertebrados e invertebrados
muestran un alta similaridad en la secuencia con 6 residuos que conforman un anillo unido
mediante un puente disulfuro entre los dos residuos cisteina (Cys) de las posiciones 1y 6
conservadas, y una cola flexible C-terminal con tres residuos (del 7 al 9), con una prolina
(Pro) en la posicion 7 altamente conservada y una glicina (Gly) en posicibn 9
(CXXXXCPXG*). Las posiciones 2 y 3 son residuos aromaticos o hidrofébicos y las
posiciones 4 y 5 son residuos polares o cargados. La variabilidad observada se da en las
posiciones 2-5 y en la posicion 8 [114]. Todos los péptidos tipo VT/AVP de vertebrados
tienen una tirosina (Tyr) en posicion 2, una Pro en posicion 7 y un residuo basico en posicién
8 (Arginina (Arg) o Lisina (Lys)), indicando que estas podrian ser posiciones evolutivamente
conservadas. De este modo podemos concluir que hay solo cinco o seis sitios capaces de
tolerar cambios para la interaccién receptor-ligando.

Los ligandos peptidicos, como AVP, y sus receptores datan de hace méas de 600
millones de afios de evolucién y comprenden uno de los mas viejos y mejor estudiados
sistemas de sefalizacion peptidicos de GPCR [115,116]. Este sistema de sefializaciéon
constituye un modelo interesante en el campo de la endocrinologia y de la neurofisiologia
comparada. Los GPCRs constituyen la familia mas grande de proteinas conocidas de
receptores de superficie celular que regula un amplio espectro de procesos celulares por
transduccién de sefiales. Los receptores se han adaptado a una gran variedad de ligandos;
comprendiendo un rango de agonistas enddgenos que comprende lipidos, azucares,
compuestos organicos volatiles, aminoacidos, acidos organicos y péptidos, entre otros [117].

Ademas de la importancia que despierta la AVP y sus receptores a nivel evolutivo y
funcional, también el estudio de éste péptido, tal como se menciond en la introduccion
general, ha despertado mucho interés para el desarrollo de potenciales compuestos
terapéuticos con diversas aplicaciones médicas. En este sentido la AVP ha sido
extensamente estudiada y modificada racionalmente dando como resultado nuevos
derivados con actividad agonista o antagonista. De estos estudios surgio la dDAVP, a la cual

se ha hecho extensa referencia en la introduccién general.
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Por lo tanto la hipétesis a contrastar en este capitulo es:

-Si, el conocimiento evolutivo de la molécula AVP en el reino animal y el disefio
racional a partir de la molécula de dDAVP proporcionan una fuente para el desarrollo
de nuevos andlogos con propiedades antitumorales en TNE; entonces éstos

conocimientos permitirian el disefio de anadlogos mejorados.
Para lo cual previamente debemos contrastar en parte ésta otra hipotesis:

-Si V2r, uno de los subtipos de receptores de la superfamilia de GPCR de la
hormona neuropeptidica altamente conservada AVP, esta asociado a efectos antitumorales,
y esta presente en TNE y tumores con transdiferenciacion NE, entonces los analogos de
AVP agonistas de V2r tendrian un efecto antitumoral en dichos tumores.
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Objetivos especificos Capitulo |

eldentificar el blanco molecular (V2r) en las lineas NCI-H82 (SCLC), NCI-H125
(NSCLC, carcinoma escamoso de pulmén) y PC-3 (adenocarcinoma de prostata).

eDeterminar la expresion de marcadores de diferenciacion NE tales como enolasa
neuronal especifica (NSE) y Cromogranina A (CgA) en las lineas tumorales humanas NCI-
H82, NCI- H125 y PC-3.

eDeterminar el efecto de AVP y dDAVP sobre la proliferacion celular en las lineas

que expresan V2r.

sExplorar péptidos bioactivos tipo AVP desde fuentes naturales focalizando en los

procesos evolutivos de los metazoos y su actividad fisiolégica.

eRealizar estudios de SAR para identificar las posiciones aminoacidicas claves en el
compuesto parental dDAVP usando la probada capacidad citostatica como criterio en una
linea de SCLC.

eBuscar analogos con actividad antitumoral aumentada en SCLC altamente agresivo
generados a partir de las dos metodologias mencionadas en los objetivos especificos

anteriores.
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Compuestos peptidicos

Disefio de drogas basado en una perspectiva evolutiva.

Se llevé a cabo una revision bibliogréfica de la evoluciébn molecular del sistema
VT/AVP/OT para arrojar luz al mecanismo de receptor-ligando en animales y disefiar un
nuevo analogo tomando como criterio la actividad biolégica y fisioldgica relacionada con
eventos biologicos claves que ocurren durante el desarrollo del cancer. El analogo fue
desarrollado combinando el péptido natural elegido con los cambios en posicion 1 y 8
presentes en el péptido de primera generacion dDAVP. El nuevo analogo disefiado fue: 1-
desamino-2-leucina-3-isoleucina-4-treonina-8-D-AVP (dDInotocina; dDINT; MpaLITNCPrG*)
y fue obtenido de American Peptide Company Inc. (California, USA, un miembro del grupo
BACHEM). Certificado de analisis: 958.1amu; pureza: 98.4%.

Disefio de drogas basado en una aproximacién racional usando la técnica de
Ala-Scanning.

Productos quimicos: La resina de Rink-amida, los aminoacidos Fmoc, los reactivos
de acoplamiento y los disolventes para la sintesis de péptidos fueron obtenidos de lIris
BiotechGmbH (Marktredwitz, Alemania). Los disolventes para la purificacién de péptidos
fueron de grado HPLC comprados en Tedia Company Inc. (Fairfield, OH).

Péptidos: Los péptidos Ala sustituidos fueron sintetizados en fase sélida, tal como
fue detallado en la metodologia general. La ciclacién de los péptidos se realizé en fase
sélida, aprovechando el fenémeno de pseudo-diluciéon que puede favorecer la formacion de
puente intramolecular. En resumen, (Trt) -Mpa y (Trt) -Cys se desprotegieron en una
solucion de acido trifluoroacético (TFA): diclorometano (DCM): disolucion de
triisopropilsilano (TIS) (2: 95: 3) durante 1 hora a temperatura ambiente, después de la
oxidacion con 10 eq 12 en N, N dimetiformamida durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se desprotegieron los péptidos y se escindieron de la resina
usando una solucién de TFA: H _ {2} O: TIS (95: 2,5: 2,5) durante 3 horas a temperatura
ambiente.

Las posiciones 2, 3, 4, 5, 7, 8 y 9 fueron ala-sustituidas en dDAVP. Las posiciones 1
y 6, involucradas en la formacion del puente disulfuro, no fueron ala sustituidas con el fin de
mantener la caracteristica ciclica de los analogos. Los péptidos fueron purificados,
cuantificados e identificados como se explico en la metodologia general.

El péptido resultante de este andlisis de SAR fue: 1-desamino-4-valina-5-glutamina-
8-D-AVP (conocido como [V'Q°’] dDAVP; MpaYFVQCPIG*) y fue comprado en American
Peptide Company Inc. (California, USA, un miembro del grupo BACHEM). Certificado de

andlisis: 1054.2 amu; pureza: 98.4%.
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Expresion de V2r y de marcadores de diferenciacion NE.

Inmunofluorescencia (IF) para determinar expresion de V2r

Con el objetivo de detectar la presencia del V2r en células tumorales, las células
NCI-H125, MCF-7 y PC-3 fueron sembradas en pocillos sobre los CV ubicados en una placa
de 12 pocillos en medio suplementado con 10% de SFB y se esperd que las células lleguen
a la confluencia adecuada. Las células NCI-H82 fueron sembradas en placas de 12 pocillos
y una vez que llegaron a un ndmero adecuado fue extraido el medio con células vy
centrigugado a 12000 rpm por 5 minutos a fin de obtener el pellet celular para realizar todos
los pasos del procedimiento.

Los CV o pellets fueron tratados tal como se explicé en la metodologia general. La
linea celular de carcinoma mamario MCF-7 fue usada como control positivo de la expresion
del V2r.

RT-PCR para determinar expresion del V2r

El ARN total de las células NCI-H82 o NCI-H125 fue obtenido realizando una
extraccion con Trizol (Invitrogen). La muestra fue cuantificada y luego se realizé la RT como
se detallé en la metodologia general. Una vez obtenido el ADNc para la PCR se utilizaron
los primers diseflados previamente [102]. Los primers utilizados amplificaron una secuencia

de aproximadamente 500 pb. El gen de B-Actina se utiliz6 como control de carga.

gRT-PCR para determinar expresion del V2r y de marcadores NE

Se evalud la expresion del V2r y los marcadores de diferenciacion NE, NSE y CgA,
en las lineas NCI-H82, PC-3 y NCI-H125 usando gRT-PCR como fue detallado en la
metodologia general. La linea celular de carcinoma mamario MCF-7 fue usada como control
positivo de la expresion del V2r. Cada muestra se analizé por triplicado y los valores de
namero de ciclo promedio para llegar al umbral (Ct) se usaron para el analisis posterior. Los
valores de Ct se normalizaron para los niveles de expresiéon de GAPDH y se normalizaron al
control (MCF-7 para V2r y NCI-H125 para marcadores NE). Los valores de cuantificacién
relativa (RQ) se calcularon como 224,

Los primers utilizados para la RT-PCR y para la gqRT-PCR se encuentran en la tabla
C1-1.
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Tabla C1-1. Primers utilizados en éste capitulo.

Gen Secuencia Primers Referencia

Fwd: 5-CTGGCCAAGGACACTTCATC-3
V2r gRT-PCR Disefiados en esta tesis
Rv: 5-GAAGGCAGCTGAGCTTC-3

Fwd: 5-GTG GCC AAG ACT GTG AGG AT-3
V2r RT-PCR Pastrian et al, 2014 [102]
Rv: 5'-ATA CAG CTG GGG ATG TGG AG-3".

Fwd: 5-GAGACAAACAGCGTTACTTAG-3
NSE
Rv: 5-AGCTGCCCCTGCCTTAC-3
Tai et al, 2011 [65]

Fwd: 5-GCGGTGGAAGAGCCATCAT-3
CgA
Rv: 5-TCTGTGGCTTCACCACTTTTCTC-3

Fwd: 5-CATGGGTGTGAACCATGAGA-3
GAPDH Ring et al, 2005 [118]
Rv: 5-CAGTGATGGCATGGACTGTG-3

Western Blot para determinar expresion del marcador NE, NSE

Monocapas de células o suspensiones celulares fueron recogidas en PBS vy
separadas por centrifugacion. Los pellets celulares se homogeneizaron y fueron lisados. Las
proteinas presentes fueron separadas por electroforesis y transferidas a una membrana
para electrotransferencia. La membrana fue bloqueada en 5% caseina en PBS durante 1
hora e incubada con una dilucion 1:500 del anticuerpo primario de conejo anti-NSE (Abcam)
overnight. Luego de lavados con PBS, se adicioné un anticuerpo secundario anti conejo 1gG
biotinilado en una dilucion 0,05 pg/ml (Invitrogen). Las bandas proteicas se visualizaron

usando un kit comercial de inmunoperoxidasa.

Ensayo de proliferacion celular

Se evalud el efecto sobre la proliferacion celular de AVP ([Arg®]-Vasopressin acetate
salt; Sigma-Aldrich), dDAVP, los analogos ala sustituidos y los nuevos analogos sobre el
crecimiento rapido de células NCI-H82 (5x10° células por pocillo) usando el ensayo de MTS
(Promega) tal como se describe en la metodologia general. Las concentraciones usadas
fueron 100 y 1000 nM por tener un efecto antiproliferativo reportado [91, 92, 93, 117] o PBS
como vehiculo. Se ley6 la absorbancia a 490 nm y se relativiz6 al control tomando la

absorbancia promedio de esto grupo como 100%.
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Identificacion del blanco molecular V2r, en las lineas NCI-H82, PC-3 y NCI-H125.

Los resultados muestran por medio de inmunofluorescencia que las lineas NCI-H82 y
PC-3 expresan el V2r y que la linea NCI-H125 es negativa para dicho receptor (Fig. C1.1A),
resultado confirmado para NCI-H82 y NCI-H125 por RT-PCR (Fig. C1.1B). Por otro lado la
gRT-PCR indica que la linea NCI-H82, una linea de SCLC con rasgos NE expresa altos
niveles de V2r. La linea MCF-7, una conocida linea de cancer de mama que expresa todos
los receptores de AVP, incluyendo el V2r, fue usada como control positivo. Como se ve en la
figura C1.1C, NCI-H82 expresa 10 veces mas ARNm para el V2r en comparacion a MCF7.
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Figura C1.1 A. Identificacién del Blanco Molecular. A. Inmunofluorescencia: se sembraron las células
tumorales en placas de 12 pocillos sobre cubreobjetos en medio de cultivo con 10% de SFB, luego de 24
horas se fijaron con paraformaldehido 4% y se incubaron con un anticuerpo primario especifico para V2r
(Santa Cruz); se revel6 empleando un anticuerpo secundario conjugado a fluoresceina. Las fotos fueron
tomadas con el software Nikon NIS Elements. Aumento X1000. B. RT-PCR: se extrajo el ARN de pellets de
células tumorales con Trizol y se obtuvo el ADNc con retrotranscriptasa SuperScript lll. Las bandas se
visualizaron en geles de agarosa 2%, teflidos con BrEt. C. qRT-PCR. El ARN de 1x10° células fue extraido
con Trizol y cuantificado. La RT se llevé a cabo con SuperScript Il first-Strand. Se realizé una PCR en tiempo
real con SYBR Green PCR Master Mix. Las condiciones de ciclado fueron: 48°C por 30 minutos, 95°C por 10
minutes, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos seguida por 60 °C por 60 segundos. Cada muestra fue analizada
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Evaluacién de la expresion de los marcadores de diferenciacion NE, NSE y CgA.

CgA y NSE son los marcadores NE mas comunmente empleados para determinar
las caracteristicas NE, tanto a nivel tisular como en la circulacion general [4,5]. Los mismos
fueron evaluados por gqRT-PCR. Como muestra la figura C1.2B tanto la linea NCI-H82 como
PC-3 expresan niveles significativos de dichos marcadores, para el marcador NSE este
resultado fue confirmado, ademés, por Western Blot para ambas lineas (Fig. C1.2B).
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Figura C1.2. Expresion de los marcadores NE, Enolasa neuronal especifica (NSE) y Cromogranina A
(CgA) en lineas tumorales de pulmén y prostata. A. qRT-PCR: El ARN total de 1x10° células fue extraido
con Trizol y luego fue cuantificado. La RT se llevd a cabo con SuperScript Il first-Strand. Se realiz6 una PCR
en tiempo real con SYBR Green PCR Master Mix. Las condiciones de ciclado fueron las descriptas en la
figura C1.1C. Cada muestra fue analizada por triplicado y los valores de Ct se usaron para el andlisis. Los
valores de Ct se normalizaron a los niveles de expresion de GAPDH y se expresaron en relacion a la muestra
control (NCI-H125). Los valores de RQ se calcularon como: 2-hact

SEM. B.Western Blot: Monocapas de células NCI-H125 y PC-3 o suspensiones celulares de NCI-H82 fueron

.Los resultados se expresan como media +

Evaluacién del efecto sobre la proliferacion celular del neuropéptido no selectivo AVP
y el analogo selectivo para el V2r dDAVP sobre células NCI-H82.

La linea NCI-H82 (variante de SCLC) es una linea tumoral humana de rapida
expansion y alta tasa de crecimiento, debido a esto es considerada un modelo celular
adecuado para el estudio de nuevos compuestos terapéuticos. Muchas lineas celulares de
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SCLC, como NCI-H82, son células derivadas de sitios metastasicos y en general
representan enfermedad resistente. Ademas, dicha linea expresa altos niveles del V2r, tal
como fue mostrado en la figura C1.1C, siendo por estas razones la linea elegida para
realizar la evaluacién inicial de AVP y sus analogos [118]. Para evaluar el impacto de la
intervencion agonista de los diferentes receptores de AVP sobre las células tumorales
testeamos el efecto del péptido natural AVP y de su anélogo sintético dDAVP en fase log de
crecimiento sobre células de cancer de pulmén. Luego de 72 horas de exposicion, AVP, que
tiene la capacidad de unirse a todos los subtipos de receptores, incrementd
significativamente la proliferacién en un 14% a una concentracién de 100 nM. Los efectos
mitogénicos del ligando natural AVP fueron mayores a bajas (100 nM) que a altas
concentraciones (1000 nM). De modo muy interesante, el agonista selectivo para el VZ2r,
dDAVP, redujo significativamente la proliferacion celular en un 23% a una concentracion de
1000 nM. (Fig. C1.3).

Figura C1.3

120

100+

80 A

Proliferacién Celular
(% control)
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Figura C1.3 Evaluacion del efecto sobre la proliferacién celular en la linea NCI-H82 de AVP y dDAVP.
El efecto de AVP y dDAVP (100 y 1000 nM) en fase log de crecimiento fue medido usando el ensayo de
MTS. La densidad 6ptica de las células control fue considerada como 100% de viabilidad. Los resultados
estdn expresados como media + SEM. ANOVA seguido de la prueba de Tukey. *p<0.05 **p<0.01
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Disefio de drogas basado en una perspectiva evolutiva.

Como ya mencionamos, las hormonas peptidicas tipo VT se encuentran en todo el
reino animal, desde invertebrados, como moluscos, anélidos, artrépodos y nematodos, hasta
en vertebrados no mamiferos y en mamiferos [120].

Los agnatos constituyen el grupo mas primitivo de vertebrados (Superclase Agnatha)
en los cuales encontramos péptidos tipo VT/AVP, la arginina vasotocina neurohipofisiaria
(AVT) es un neuropéptido ancestral homologo a AVP/OT de vertebrados [121, 122] que
aparece en este grupo con funciones que no estan vinculadas a la osmorregulacién. En los
Chondrichthyes, el gen fue duplicado apareciendo otro péptido vinculado a la reproduccién
que presenta un cambio en posicion 8 con respecto a la AVT (Leucina 8 en lugar de Arginina
8). Asi los péptidos neurohipofisiarios se dividieron en dos funciones principales, por un lado
el grupo de la OT vinculado a la reproduccién y por otro el grupo de la AVT vinculado al
balance de electrolitos. Dentro de los Actinopterygii encontramos la AVT y la Isotocina (IT),
recién en este grupo la AVT adquiere funciones relacionadas al balance hidrosalino. En el
primer grupo de tetrdpodos y anfibios aparece la Mesotocina (MT) evolucionando a partir de
la IT, cumpliendo funciones reproductivas. En reptiles y aves encontramos el mismo estado
gque en anfibios. En los Prototheria (primer grupo de mamiferos), aparece la Arg-vasopresina
(AVP) mientras que la MT evoluciona hacia la OT. Los mamiferos euterios (entre ellos el
hombre) tiene la misma condicion que los prototerios con una copia simple de AVP y una de
OT [123, 124].

En invertebrados, el sistema de sefializacion VT/AVP/OT ha sido aislado de varias
especies. En anélidos y nematodos han sido identificados péptidos relacionados a OT, la
anetocina y lys-conopresina G en anélidos y la nematocina en nematodos. La anetocina fue
aislada de la lombriz de tierra Eisenia foetida y participa en procesos vinculados a la
reproduccion y motilidad muscular y la Lys-conopresina G fue hallada en sanguijuelas
participando en la reproduccion y osmorregulacion [125, 126]. La nematocina, ha sido
identificada en el nematodo Caenorhabditis elegans. Los analisis genéticos denotan que
este péptido actiia como un neuromodulador de los circuitos neuronales involucrados en el
comportamiento reproductivo y el aprendizaje asociativo [127].

En moluscos cefalépodos estd presente la cefalotocina en Octopus vulgaris y la
sepiatocina en Sepia sp. Estos dos péptidos son homologos y modulan la actividad contractil
de varios musculos como los del pene, oviducto y vena cava sugiriendo que estarian
involucrados en la reproduccioén y circulacion sanguinea [128]. Homologos de AVP también
han sido aislados del veneno de caracoles. La caracterizacion bioquimica de estos péptidos
mostré que son idénticos a la Lys-conopresina G. Podria ser un ejemplo de conversion

evolutiva de péptidos endégenos que se especializaron en otros usos como la defensa. Los
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dos tipos de conopresina encontrados presentan lisina o arginina en posicién 8, una posicion
que estd fuertemente relacionada al efecto presor en vertebrados. Los péptidos fueron
aislados de los moluscos gasterépodos Conus geographus y Conus striutus, ambos poseen
una residuo hidrofébico neutral en posicion 2: Fenilalanina (Phe) en la conopresina G (C.
geographus) e Isoleucina (lle) en la conopressin S (C. striutus) [129]. Presentan un residuo
Arg en posicion 4 ambos péptidos, esto les otorga una carga neta de +3, superior a la que
encontramos en AVP (+2), esta carga solo es encontrada en otros dos péptidos, la
cefalotocina y la anetocina.

Diferentes tipos de Inotocina (INT) han sido encontrados en insectos. Gruber et al.
describieron la secuencia de la INT y sus posibles receptores en el genoma de la especie de
hormiga Camponotus floridanus [130], evidenciando variaciones aminoacidicas en las
posiciones 2 y 4 con respecto a la INT encontrada en otros insectos como langostas y otras
especies de hormigas. La secuencia del receptor en hormigas también mostré similaridad
con la de otros insectos, tales como los escarabajos [131, 132], sugiriendo que ellos podrian
tener una funcion similar. Este sistema neuropeptidico, dentro de los érdenes basales de
Holometabolos (presentan metamorfosis completa), esta restringido al orden Coleoptera y
otros grupos basales. De este modo podemos ver que el sistema peptidico INT esté solo en
los holometdbolos basales, mientras que otros ordenes lo han abandonado. En el
escarabajo, Tribolium castaneum, el receptor de INT se expresa principalmente en la cabeza
y hay baja expresién en los tubulos de Malpigi o intestino (6rganos vinculados a la
excrecion), sugiriendo que la INT no estimula la reabsorcion de agua como si lo hace en
mamiferos la AVP [133]. La elevada expresion de los receptores de INT en los estados
larvales tempranos, en los huevos y en el estado de pupa, podrian indicar que el péptido
cumple alguna funcion relacionada al desarrollo del animal [134]. En Tribolium, Akins et al.
proponen que INT estimula (directa o indirectamente) la secreciéon de factores diuréticos,
recordemos que los insectos tienen excrecion por secrecion y no por reabsorcion como
ocurre en los mamiferos, estos factores actuarian sobre los tibulos de Malpigi a nivel de la
diuresis [135].

De la informacién mencionada anteriormente (resumida en la Tabla C1-Il) elegimos a
la INT como un buen candidato para ser utilizado como péptido base para el desarrollo de
un nuevo compuesto antitumoral, debido a que la secuencia primaria de la INT de insectos
tales como Tribolium posee una actividad fisiolégica natural vinculada a la diferenciacion
celular que ocurre en gran medida durante la metamorfosis, ya que los receptores del
péptido fueron encontrados en altisima expresion en los primeros estadios larvales y en el
estadio de pupa. Dado que la diferenciacién y la proliferacion celular son dos procesos
claves en el desarrollo y progreso del cancer es que fue elegido este péptido como base

para el disefio del nuevo analogo. Asi, el péptido elegido fue modificado teniendo en cuenta
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los cambios introducidos en AVP que dieron origen al péptido de primera generacion dDAVP

(posiciones 1y 8), a fin de otorgarle mayor estabilidad y evitar la interaccién con V1r, y asi

un nuevo andlogo fue sintetizado: 1l-desamino-2-leucina-3-isoleucina-4-treonina-8-D-AVP
(dDInotocina; dDINT; MpaLITNCPrG*) (ver Fig. C1.5) .La actividad biologica de dDINT fue
evaluada en la linea celular de SCLC NCI-H82 que expresa altos niveles de V2r, tal como se

demostré en este capitulo.

Tabla C1.1I- Variantes moleculares de neuropéptidos tipo VT/AVP/OT en Metazoa.

Neuropeptido

Phylum/Clase/Especi

. Secuencia Funcién Referencias
(tipo AVP/OT) e
] Douzery et al.,
Vasotocina ancestral
CFVRNCPPG* Precursor Precursor 2004; Gruber,
de Metazoos (VT)
2014
) ) Relacionado a
Annelida/ Oligochaeta y )
. OT: reproducion Oumi et al.,
Annetocina CFVRNCPTG* (Subclase) -
o ) y motilidad del 1994
Eisenia foetida ] )
intestino
Annelida/Hirudinea
) (subclase) Reproducién y
Lys-Conopressina G CFIRNCPKG* ) o N Salzt et al. 1993
Whitmania pigra, osmorregulacion
Erpobdella octoculata
) Nematoda/SecernenteaC | Reproducion y Beets et al.,
Nematocina CFLNSCPYRRY* » o
aenorhabditis elegans aprendizaje 2013
. Mollusca/Cephalopoda Actividad
Cephalotocina CYFRNCPIG* ) o
Octopus vulgaris contractil (pene,
oviducto,
musculos d la Henry et al.,
) . Mollusca/Cephalopoda vena cava); 2013
Sepiotocina CFWTTCPIG* ) o )
Sepia officinalis Reproduction y
circulacion
sanguine
] CFIRNCPKG* Mollusca/ Gastropoda
Conopressina G Lys o Arg en )
Conus geographus L Nielsen et al.,
posicion 8;
] Mollusca/ Gastropoda 1994
Conopressina S CIIRNCPKG* defensa

Conus striutus

70



Capitulo I-Resultados

Tabla C1.ll- Variantes moleculares de neuropéptidos tipo VT/AVP/OT en Metazoa.
(Continuacion)

Arthropoda/Insecta/Hym

Estimulacion de

enoptera (Orden)/ carbo hidratos y Gruber and
CLIVNCPRG* Formicidae (Famllla) movilizacién de Muttenthaler,
o o 2012
Camponotus floridanus, lipidos; ecdisis
Proux et al.
Arthropoda/Insecta/ 1987; Dulcis et
al., 2005; Kim et
Coleoptera
al., 2006; Zitnan
Inotocina Tribolium castaneum et al., 2007,
Stafflinger et al.,
Orthoptera .
Desarrollo y 2008; Li et al.,
Locusta migratoria diferenciacion 2008; Aikins et
CLITNCPRG* )
celular; ecdysis; al., 2008;
Hymenoptera . o
diuresis indirecta Hauser et
Atta cephalotes, al.2010;
Harpegnath saltator, Dircksen et al.
2011; Gruber
Nasonia vitripennis
and
Muttenthaler,
2012.
Neuropéptido .
Mayasich and
ancestral
Chordata/Vertebrata i Clarke, 2016;
homdlogo a OT y
(subphylum)/Agnatha Koehbach et al.,
AVP en
2013
vertebrados
Duplicacion del
Chordata/Vertebrata AVT
en .
(subphylum)/ (iVT o™ Kiss and
+ .
Vasotocina ancestral Mikkelsen, 2005
CYIQNCPRG* Chondrchthyes
de Vertebrados (AVT)
Chordata/Vertebrata
(subphylum)/ Comienza a Kiss and
aparecer como Mikkelsen, 2005
Actinopterygii funcion la
Chordata/Vertebrata Homeostasis
(subphylum)/ (Balance Kiss and
electrolitico) Mikkelsen, 2005
Reptilia/Aves
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Tabla C1.lI- Variantes moleculares de neuropéptidos tipo VT/AVP/OT en Metazoa.

(Continuacioén)

Chordata/Vertebrata .
) ) Kiss and
Isotocina (IT) CYISNCPIG* (subphylum)/ Reproducién ]
] . Mikkelsen, 2005
Actinopterygii
Reproducién
Chordata/Vertebrata (Duplica ]
o ) ) Kiss and
Oxitocina (OT) CYIQNCPLG* (subphylum)/Mammalia cion del gen )
] ] Mikkelsen, 2005
Eutheria AVT, cambio d
Arg8 por Leu8)
) Chordata/Vertebrata ]
Mesotocina (MT) N Kiss and
CYIQNCPIG* (subphylum)/ Reproducién )
) Mikkelsen, 2005
Reptiles y Aves
Chordata/Vertebrata ]
. ) . Homeostasis y )
Arginina vasopresina (subphylum)/Mammalia Kiss and
CYFQNCPRG* ) balance )
(AVP) Prothotheria and ) . Mikkelsen, 2005
. hidrosalino
Eutheria

*Amidacion C-terminal.

Disefio de drogas basado en una aproximacién racional mediante la técnica de ala-
scanning.

Los péptidos ala sustituidos fueron sintetizados como se explicé previamente y luego
fueron estudiados utilizando la linea celular agresiva NCI-H82 y evaluando la proliferacion
celular como evento clave en las SAR de dDAVP. La Tabla CI.2 resume los rasgos mas
importantes de la sintesis de los analogos usados para estudiar el efecto antiproliferativo
con SAR de dDAVP. La actividad citostatica fue reducida un 100% cuando los aminoacidos
2 y 3 fueron ala sustituidos; y en un 50% cuando el aminoacido 4 fue reemplazado (Fig.
C1.4B izquierda). El efecto antiproliferativo fue conservado cuando los aminoacidos en la
posiciones 8 y 9 fueron sustituidos (Fig. Cl.4B derecha), y parcialmente reducida cuando la
sustitucion ocurrio en las posiciones 5y 7 (Fig. Cl.4B).

Basandonos en los resultados mencionados, un nuevo analogo fue sintetizado,
reemplazando la glutamina (gln) en posicion 4 por una valina (val) y la asparagina (asn) de
posicion 5 por una gin. Los aminoacidos de las posiciones 4 y 5 pertenecen al loop
conformacional de la molécula, el cual tiene un rol clave en la interaccién ligando-receptor
para su actividad antitumoral. Un aumento de hidrofobicidad en la posicion 4 y una
sustitucién conservativa en posicién 5 podria resultar en un incremento de la afinidad por el
V2r el cual posee una cavidad en la cara extracelular del receptor que contiene un lado
hidrofébico [115].
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El péptido resultante fue 1-desamino-4-valina-5-glutamina-8-D-arginina vasopresina
([V'Q°] dDAVP; MpaYFVQCPrG*) (ver Fig. CI.5) y fue evaluado, al igual que dINT, como
agente antiproliferativo en las células de SCLC, NCI-H82.

Tabla CI. Il: Analogos de dDAVP Ala sustituidos. Nombre, secuencia y rasgos fisico-quimicos

del compuesto de primera generacién dDAVP y sus Ala-analogos.

Peptido Secuencia® RT® (min) MW° Experimental MW Tedérico
dDAVP MpaYFQNCPrG* 24.7 1068.45 1068.24

[Ala?] dDAVP MpaAFQNCPIG* 20.3 976.40 976.14

[Ala’] dDAVP MpaYAQNCPIG* 155 992.41 992.14

[Ala"] dDAVP MpaYFANCPIG* 26.3 1011.54 1011.18

[Ala°] dDAVP MpaYFQACPIG* 28.1 1025.45 1025.21

[Ala’] dDAVP MpaYFQNCAIG* 23.7 104258 1042.20

[Alag] dDAVP MpaYFQNCPAG* 24.9 983.40 983.13

[Ala°] dDAVP MpaYFQNCPrA* 25.3 1082.49 1082.26

Modificado de Pastrian et al, 2014 [102]
#A: alanina (Ala); Y: tirosina (Tyr); F: fenilalanina (Phe); Q: glutamina (GIn); N: asparagina (Asn); C: cisteina (Cys); P: prolina

(Pro); Mpa: acido 3-mercaptopropionico (desamino-Cys); r: D-arginina (D-Arg). °RT: Tiempo de retencion en RP-HPLC. *"MW:
Peso molecular (Da).
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Figura Cl.4. Ala-Scan de dDAVP sobre células de cancer de pulmén agresivas NCI-H82. A. Estructura
guimica y secuencia petidica del compuesto nonapeptidico parental dDAVP. Las estructuras quimicas
fueron dibujadas con BIOVIA (http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-draw/). B.

Proliferacion celular. Inhibicién de la proliferacién luego de 72 horas de exposiciéon a una concentracion de
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primera generaciéon dDAVP y los compuestos de segunda generacion [\/4Q5]dDAVP (disefio racional) y
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Evaluacién del efecto antiproliferativo mediante la estimulacién de V2r de los nuevos
anélogos, dDINT y [V*Q’] dDAVP, sobre células NCI-H82.

Se evalué el efecto citostatico de los nuevos analogos, [V'Q”] dDAVP y dDINT, en
comparacion con el péptido de primera generacion dDAVP sobre células agresivas de
cancer de pulmon NCI-H82 en fase log de crecimiento. Luego de 72 horas de exposicion, el
analogo [V'Q°] dDAVP mostré6 un mayor efecto citostatico que dDAVP tanto a altas (1000
nM) como a bajas concentraciones (100 nM), llegando a una reduccibn maxima de la
proliferacion celular del 40% a altas concentraciones (Fig. C1.6). Sin embargo, el nuevo
analogo dDINT redujo el crecimiento de las células tumorales solo en un 10% a la maxima
concentracion utilizada, mostrando una marcada reduccién en la eficacia como agente
citostatico comparado con dDAVP (Fig. C1.6).

Figura C1.6
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Figura C1.6 Efecto de los analogos sobre la proliferacion celular en la linea NCI-H82. [V*Q°] dDAVP y
dDINT, (100 nM y 1000 nM) sobre células NCI-H82 en fase log de crecimiento usando el ensayo de MTS.
0=Control (PBS); 100=100 nM; 1000=1000 nM. Los resultados se expresan como media + IC95. ANOVA de
doble via seguido de comparacién de intervalos de confianza para la media al 95%.***p<0.001 (cada anélogo
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Resumen Resultados Capitulo |

eSe evalud la presencia del blanco molecular V2r y la expresion de marcadores NE
en las lineas estudiadas, encontrando dos lineas positivas para ambas caracteristicas (NCI-
H82 y PC-3).

eSe evalud el efecto sobre la proliferacién celular del péptido natural AVP y de su
analogo selectivo para el V2r, dDAVP, sobre la linea NCI-H82 confirmando que AVP tiene

un efecto proliferativo y dDAVP antiproliferativo.

eSe demostrd la importancia del loop conformacional de la molécula de primera

generaciéon dDAVP para la interaccion con el V2r y su actividad antiproliferativa.

eSe desarrolld6 el anédlogo [V‘Q°]JdDAVP que presenta un aumento de la
hidrofobicidad en la posicion aminoacidica 4 para una mejor interaccion con el bolsillo

hidrofébico de la cara extracelular del receptor.

eSe disefid el nuevo andlogo dDINT tomando como base el péptido tipo AVP
presente en insectos a partir de un andlisis evolutivo de la estructura y actividad fisiol6gica

de los péptidos tipo VT/AVP/OT del reino animal.

e [V'Q°] dDAVP present6 un efecto citostatico aumentado con respecto al péptido de

primera generacion dDAVP sobre células tumorales de SCLC.
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Nuestro laboratorio viene trabajando desde hace afios en la investigacion y
desarrollo de nuevos compuestos peptidicos para el tratamiento de diferentes tipos de

cancer, haciendo foco principalmente en los tumores con pocas alternativas terapéuticas.

La complejidad fisiolégica, la conservacion evolutiva y sobre todo la relevancia
terapéutica de los receptores de VT/AVP/OT hacen a esta familia de receptores uno de los
GPCRs més estudiados [114]. La expresion de los diferentes receptores de AVP en varios
tipos de cancer, resaltan el rol multifacético de AVP y su interés e implicancias
patofisiolégicas [135]. Como ya mencionamos, el V2r esta asociado con sefalizacion
antiproliferativa, a través de la activacién de la adenilato ciclasa seguida por el aumento
intracelular de AMPc [80]. La AVP activa todos los subtipos de receptores y tiene actividad
mitogénica en algunos tipos de cancer, indicando que el péptido natural puede actuar como
un factor de crecimiento en células malignas, aumentando la transcripcion, la proliferaciéon y
la sobrevida celular [136].Esto es consistente con los resultados obtenidos en la linea NCI-
H82, donde pudimos observar un leve aumento de la proliferacion celular en las células
tratadas con AVP. El agonista de V2r, dDAVP, ha demostrado disparar propiedades
antitumorales en modelos preclinicos de cancer de mama y colo-rectal. Este compuesto
parece romper con la interaccion cooperativa entre las células tumorales y endoteliales
durante la progresion tumoral inhibiendo la angiogénesis y la colonizacidbn metastasica [81,
88, 89, 91, 137]. En éste capitulo pudimos identificar la presencia de altos niveles del V2r en
la linea tumoral humana y agresiva de SCLC NCI-H82 y determinar que el compuesto
presenta actividad antiproliferativa in vitro en dicha linea celular. Tomando toda la
informacion previa y éstos resultados podemos decir que compuestos como dDAVP, los
cuales interaccionan especificamente con receptores involucrados en la regulacion de
eventos bioldgicos claves para las células tumorales, son muy apreciados como compuestos
lideres para el desarrollo de nuevos péptidos antitumorales derivados y su estudio en lineas
tumorales agresivas. Una de las aproximaciones metodoldgicas utilizadas aqui fue llevar
adelante un estudio de SAR mediante la técnica de Ala-scan para identificar los aminoacidos
claves para la actividad antiproliferativa de dDAVP en células de cancer de pulmon agresivo.
Este andlisis demostr6 que los aminoéacidos localizados en el loop del péptido son

fundamentales para la interaccién con V2r y la actividad antiproliferativa de dDAVP.

Como fue previamente reportado todos los vertebrados tienen una Tirosina en
posicion 2, una de las posiciones que al ser reemplazada por alanina suprimio
completamente el efecto antiproliferativo; y prolina en posicion 7, una de las posiciones que
causo una pérdida parcial del efecto citostatico al ser sustituida [138,139]. Estos resultados

son consistentes con los arrojados por el estudio de Ala-scan realizado sobre la linea MDA-
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MB-231 de cancer de mama [102] asi como también con la evaluacion de tetrapéptidos que
realizé nuestro grupo, donde pudo determinarse, particularmente a altas concentraciones,
una disminucién del efecto antiproliferativo comparado con la molécula parental ciclada, esta
disminucion del efecto podria deberse a la pérdida de la interaccion electrostatica entre la
porcion extracelular de V2r y el asa presente en la molécula parental, pero ausente en los
tetrapéptidos [92].

Por otro lado, éstos resultados también son consistentes con lo postulado por
Czaplewski et al. a partir de estudios de docking molecular. Este grupo reporté que las
posiciones hidrofébicas N-terminales, Cys-1-Tyr-2-Phe-3, podrian apoyarse e interaccionar
con el piso de la cavidad hidrofébica de V2r, mientras la Arg-8 podria ser responsable de la
interaccion con uno de los loops extracelulares del receptor [115]. Manning et al.,
determinaron tres modificaciones estructurales principales de AVP que determinan una
importante mejora en la actividad antidiurética / vasopresora [138, 139]. Dos de estas
modificaciones estan presentes en dDAVP y se mencionaron previamente: la desaminaciéon
de la posicién 1 y la sustitucién de L-arginina (Arg) por la D-arginina (arg) en la posicion 8.
La tercera modificacion, el aumento de la lipofilicidad en la posicion 4 esta presente en el
analogo intermedio dV*DAVP descrito por Manning y evaluado en ensayos de union de
receptores humanos [139], donde se determind como un alin mas potente agonista selectivo
de V2r y antagonista de V1r que dDAVP.

Teniendo en cuenta todo esto sintetizamos el nuevo analogo, [V‘Q°] dDAVP, y
evaluamos su efecto biolégico sobre células de SCLC. En este analogo se reemplazo una
glutamina por valina en posicion 4, por todo lo expuesto, y sustituimos una asparagina por
glutamina en posicion 5, constituyendo este un cambio conservativo tendiente a aumentar la
estabilidad del analogo debido a la mayor susceptibilidad a la desaminacién de la
asparagina [140,141].

El péptido resultante, [V*Q°JdDAVP fue evaluado como agente citostatico, mostrando
un efecto aumentado comparado con dDAVP tanto a bajas como a altas concentraciones,
llegando a un méaximo de inhibicion de la proliferacion celular del 40% . Estos resultados son
consistentes con lo reportado por Manning, donde un aumento en la hidrofobicidad en la
posicion 4 aumenta la afinidad de los andlogos de AVP por V2r (con una afinidad 10 veces

superior por V2r humano que la de la dDAVP) [72].

Ademas de esta estrategia, propusimos otra estrategia para el desarrollo de nuevos
andlogos de AVP, focalizdndonos en la busqueda de secuencias peptidicas naturales

usando una aproximacion evolutiva a través de todo el reino animal incluyendo los humanos.
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Nuestro trabajo se focalizo en: i) el desarrollo de analogos de AVP con potencial aplicacion
terapedutica en cancer; ii) que los andlogos de AVP tengan actividad estrictamente agonista
sobre el V2r de las células tumorales iii) preservar las modificaciones estructurales claves
presentes en dDAVP para aumentar la actividad biolégica. Esta estrategia condujo al disefio
de un analogo de la INT de insectos, llamado dDINT basado en la similitud en la funcién. El
analogo fue evaluado como agente antiproliferativo en células NCI-H82. Luego de su
evaluaciébn como agente citostatico, el nuevo analogo dDINT no mostr6 mayor potencia
antiproliferativa que el compuesto parental dDAVP. Los resultados de la técnica de ala-
scanning podrian explicar por qué el analogo dDINT no presentd actividad antitumoral. A
pesar de la similitud en la funcién entre AVP e INT, los aminoacidos presentes en el ciclo de
la molécula son muy diferentes a los encontrados en AVP. Estos aminoacidos son los
responsables de la especificidad de la interaccién del péptido con el bolsillo de unién del
V2r. Cuando los aminoacidos de naturaleza hidrofébica de las posiciones 2 y 3 son
sustituidos por un aminoacido alifatico neutral como la alanina, el efecto antiproliferativo se
pierde completamente. En dDINT estos aminoacidos son alifaticos y neutrales como la
alanina mientras que en AVP y dDAVP son aromaticos. Este cambio podria ser el
responsable de suprimir el efecto antitumoral mediado por V2r observado luego del
tratamiento con dDAVP. Aunque el disefio a partir de un andlisis evolutivo enfatizando en la
funcion fisioldgica no fue efectivo en este caso, este puede constituir un punto de partida

para futuros disefios y desarrollos de drogas para desérdenes relacionados al V1ry V2r.

En este capitulo hemos identificado dos lineas celulares agresivas humanas que
expresan el V2r y que presentan caracteristicas NE pudiendo constituir modelos celulares
interesantes de TNE, la linea de SCLC NCI-H82 y la linea de adenocarcinoma de prostata
PC-3. También hemos demostrado la estrecha relacion entre el loop de dDAVP y su
actividad antiproliferativa ensayada sobre células agresivas de SCLC y hemos encontrado
un péptido mejorado respecto al péptido parental mediante un disefio racional. NCI-H82 es
una linea celular humana altamente agresiva de células de cancer de pulmén y representa
un valioso modelo de enfermedad de SCLC con rasgos NE recurrente y resistente a las
terapias, que ademas expresa altos niveles de V2r y de marcadores NE, tal como lo hemos

mostrado en este capitulo.

Este capitulo constituye un punto de partida para el desarrollo de potenciales
compuestos con aplicacion terapéutica en TNE como SCLC y otras posibles aplicaciones en
tumores de similares caracteristicas. Demostramos aqui que el disefio racional a partir de la

molécula de dDAVP proporciond una fuente para el desarrollo de un nuevo analogo con
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propiedades antitumorales mejoradas en TNE, encontrando en [V*Q°]JdDAVP un compuesto
prometedor para el tratamiento de éstos tipos tumorales.
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Como ya mencionamos en la introduccion general, los TNE expresan y producen
neuropéptidos, proteinas especificas y hormonas las cuales participan de la regulacion del
crecimiento tumoral. El estudio de estos productos ha sido desde hace tiempo un tema de
interés para los investigadores como punto de partida para encontrar los mecanismos
involucrados en la progresion del cancer y para la basqueda de nuevas terapias dirigidas.
Los TNE son muy controvertidos por su heterogeneidad pero a la vez muy interesantes de
estudiar por la agresividad que presentan algunos de ellos y por generar resistencia a las
terapias actuales. Tal como demostramos en el capitulo anterior las lineas tumorales
humanas de SCLC, NCI-H82, y de cancer de préstata, PC-3, presentan marcadores de
diferenciacion NE convirtiéndolas en modelos interesantes para el estudio de nuevas drogas
con potencial aplicacion terapéutica. Ademas de esta caracteristica, estas dos lineas
expresan el V2r, nuestro receptor de interés, haciendo de las mismas no solo lineas de
interés terapéutico sino también modelos para evaluar preclinicamente dDAVP y el nuevo

analogo [V*Q°]dDAVP, como posibles terapias dirigidas para estos tipos de tumores.

Progresion tumoral: transicion epitelio mesenquimal (TEM) y diseminacién
metastasica

El fenotipo celular es el resultado de un equilibrio dindmico entre la maquinaria de
transcripcion y traduccion de la célula con el entorno. Esta maquinaria regula la proliferacion
y la diferenciacion celular en cada 6rgano o tejido. En la célula tumoral este equilibrio se
encuentra alterado como consecuencia de una serie de mdltiples y secuenciales
alteraciones genéticas que se van acumulando, conduciendo a perturbar la homeostasis y
otras funciones fisiolégicas. Este desequilibrio puede conllevar a la malignizacion celular,
gue es un proceso complejo que implica multiples pasos que conducen a la transformacién
progresiva de células normales a células tumorales. Asi las células adquieren caracteristicas
que les permiten transformarse en malighas y logran un microambiente que favorece esta
progresion maligna, como se explicard a continuacién [142]. La inestabilidad gendmica
genera que el tumor esté formado por poblaciones heterogéneas de células, donde algunas
de éstas adquieren la capacidad de metastatizar, colonizando otros sitios distintos a los del
tumor primario, siendo la progresion metastasica la principal causa de muerte por cancer
(Fig. C2.1) [143].
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Figura C2.1
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Extraido y modificado de Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011) [142].

Figura C2.1 Capacidades adquiridas durante la malignizacion celular que conduce al cancer. Si bien

no todos los tipos de cancer adquieren las mismas capacidades funcionales durante su desarrollo, estas son

La progresion tumoral se puede considerar un proceso secuencial de etapas
concatenadas desde la malignizacion y formacion del tumor primario hasta la colonizacion
metastésica. La pérdida de la organizacion celular no solo depende de la célula tumoral sino
también de la desorganizacion de la matriz extracelular (MEC) que la circunda. Asi, la
diseminacion metastasica involucra una serie de pasos complejos, interdependientes y
secuenciales, donde el no cumplimiento de alguno de ellos impide que una célula tumoral
conquiste un oOrgano distante y se convierta en metastasica. Los pasos secuenciales se
pueden resumir del siguiente modo y a este fendmeno se lo denomina cascada metastésica
(Fig. C2.2):

1- Transformacion inicial y crecimiento de las células tumorales conformando el
tumor primario que acumula mutaciones genéticas y epigenéticas gracias a su inestabilidad
genética.

2-El tumor debe ser capaz de incrementar la vascularizacion, a este proceso se lo
denomina angiogénesis. Para ello, debe existir una sobreexpresion de factores
proangiogénicos aportados tanto por el tumor como por las células del ambiente tumoral.

3-Las células tumorales deben ser capaces de desprenderse del tumor primario, de

adquirir capacidad de moverse e invadir el estroma del huésped, intravasar en los vasos

90



Capitulo ll-Introduccion

linfaticos o sanguineos y diseminarse a través del lecho vascular a los distintos 6rganos
[142,143]. Las células deben ser capaces de disminuir la adhesion intercelular y de esta
forma poder alterar la arquitectura tisular y avanzar hacia la progresion maligna. Las
moléculas de adhesion E-cadherina e integrinas se constituyen como mediadores
importantes en el fenotipo maligno. Las células con capacidad metastasica deben ser
resistentes a las sefiales extracelulares de muerte celular programada (apoptosis), asi como
también deben presentar la capacidad de perturbar la membrana basal y la matriz
extracelular, donde las MMPs juegan un rol preponderante [144].

4-Las células logran evadir el sistema inmune y llegar a un 6rgano blanco receptivo.

5-Las células logran extravasarse en este nuevo 6rgano y producir micrometastasis y
tumores secundarios en érganos distantes.

Durante esta progresion tumoral que llega a la metastasis, se establece una
comunicacion activa entre las células tumorales y el estroma, mediado por sefales
autocrinas, paracrinas o endocrinas mediante contactos célula-célula o sefales de tipo
factores de crecimiento y citoquinas, entablando una comunicacion andloga a la establecida
entre una célula epitelial y su ambiente durante el desarrollo embrionario [145].

A pesar de los continuos avances en las técnicas quirdrgicas y del desarrollo de
terapias adyuvantes y de mantenimiento, la gran mayoria de las muertes por cancer se
relacionan con la diseminacion metastasica. Aunque las bases genéticas de la
tumorigénesis pueden variar ampliamente entre los diferentes tipos de cancer, los pasos
moleculares y celulares requeridos para la formacion de metastasis son similares en las
distintas variantes de tumores solidos. En el proceso de invasion tumoral y metastasis
participan distintos factores derivados del tumor y del organismo huésped, como factores

angiogénicos, proteoliticos, migratorios y proliferativos, entre otros [146].

91



Capitulo ll-Introduccion

Figura C2.2
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Figura C2.2 Resumen de las diferentes etapas de la progresién tumoral, desde la formacion de un tumor
primario hasta la colonizaciéon metastasica de un 6rgano distante. En respuesta a un ambiente hipoxico, la
angiogénesis es inducida por la secrecion de distintos factores proangiogénicos por las células tumorales.
Los macrdéfagos, plaquetas y células stem mesenquimales (MSC) contribuyen a la TEM, permitiéndole a las
células tumorales adquirir un fenotipo invasivo. Un mediador clave en este evento es TGF-B, el cual es
secretado por células estromales y participa en un loop de sefializacion paracrina sobre las células
tumorales. Los macréfagos asociados a tumor (TAMs), fibroblastos asociados a cancer (CAFs) y las células
progenitoras derivadas de linaje mieloide suelen asociarse en los bordes del tumor durante la invasion
favoreciendo la remodelacion de la MEC, y la inmunosupresion al interferir la diferenciacion de células
dendriticas. Se ha reportado que durante la intravasacion de las células tumorales a la circulacion, los

macroéfagos se localizan en areas perivasculares dentro del tumor donde asisten a las células malignas para
atravesar las paredes vasculares. Plaquetas y distintos componentes de la coagulacion, en la circulacién, se
asocian a las células tumorales evitando el reconocimiento de células del sistema inmune. Las plaquetas
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Apoptosis

Como se ha mencionado previamente la apoptosis constituye uno de los procesos
que se encuentra desregulado en cancer. La apoptosis es un proceso celular altamente
regulado y muy eficiente por el que se produce la muerte celular programada.

La muerte celular programada se puede llevar a cabo por dos vias diferentes:

1)- la via intrinseca, que constituye la via regulada por la familia Bcl-2, activadas por
estimulos intrinsecos como la activacion excesiva de oncogenes, dafio del ADN o liberacién
de proteinas efectoras. Esta via activa la caspasa 9.

2)- la via extrinseca que se activa mediante miembros de la familia de receptores
del factor de necrosis tumoral (TNF), activada en respuesta a estimulos extrinsecos, como la
unién de los ligandos Fas y TNF-a a los receptores de superficie como parte de la fase
efectora de la respuesta inmune. Esta via activa la caspasa 8.

En algunas células, la via extrinseca puede cortar la via intrinseca a través de la
caspasa 8 que activara otras proteinas que generaran la activacion de la caspasa 9. Ambas
vias confluyen al actuar sobre la membrana mitocondrial externa [147].

En un gran nimero de tumores la evasibn de la apoptosis se vincula a una
traslocacion que produce un reordenamiento cromosémico que ubica al gen Bcl-2 bajo la
regulacién de un gen potenciador, generando la sobreexpresion de Bcl-2 e inhibiendo la
muerte celular programada, sin necesidad de aumentar la proliferacién celular [148]. En
mamiferos la apoptosis se produce por medio de proteinas de la familia de la Bcl-2 formada
por aproximadamente 14 proteinas divididas en pro-apoptéticas y anti-apoptéticas, cuando
existe mayor proporcion de alguna de estas actividades se determina la susceptibilidad de la

célula hacia la muerte o hacia la supervivencia [149].

TEM y diferenciacion NE.

La TEM es un proceso que ocurre en condiciones normales durante el desarrollo
embrionario y también es uno de los procesos claves para la colonizacion metastasica antes
mencionada. Las células epiteliales se caracterizan por una morfologia cuboidal y por
presentar polaridad celular. Las células interactian estrechamente entre si a través de
complejos de adhesion homotipicos mediados por proteinas de union célula-célula
(compuestas principalmente por la familia de las cadherinas).

El proceso de TEM fue descripto por primera vez en 1968 por Elizabeth Hay y hace
referencia al cambio fenotipico mediante el cual las células de tipo epitelial adquieren
caracteristicas de células mesenquimales como la capacidad de moverse, la capacidad
invasiva, la pérdida de polaridad y de adhesion célula-célula y la expresién de proteinas

como la Vimentina [150- 152]. La pérdida de la expresion y la funcién de E-cadherina se han

93



Capitulo ll-Introduccion

asociado con la interrupcion de las uniones E-cadherina y la ganancia de la motilidad celular
e invasividad en varios tipos de tumores. Se ha identificado la pérdida de E-cadherina en
carcinomas NE gastricos y esto fue asociado con la metastasis en ganglios linfaticos; sin
embargo, no se correlacion6 con la invasién a érganos adyacentes o metastasis a distancia.
Adicionalmente, la pérdida progresiva de E-cadherina en células tumorales con la
acumulacion de B-catenina indica que se han sometido una TEM [151].

El proceso inverso a TEM, o sea la transicion mesenquimo epitelial (TME) se da en el
organo colonizado [153-155]. La diferenciacién NE de los tumores esté relacionada con la
transicion desde células con caracteristicas epiteliales a células con fenotipo invasivo y
metastasico. Se ha encontrado diferenciacion NE en un subgrupo de una variedad de
carcinomas que incluyen cancer de prostata [156], cAncer de mama [157], cancer gastrico y
cancer colo-rectal [158] y NSCLC [159]. Se ha sugerido que marcadores de diferenciacion
NE, tales como la NSE, una enzima enolasa glucolitica que constituye un marcador
bioguimico especifico para neuronas y células NE secretoras de péptidos pueden utilizarse
para identificar células NE y para determinar mal pronéstico y colonizacibn metastasica en

varios carcinomas y principalmente en TNE de pulmén [160, 161].

Capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales

Clasicamente, el proceso de invasion puede ser dividido en tres pasos secuenciales:

1)- la adhesién de las células tumorales a la membrana basal u otras estructuras de
la MEC,

2)- la disgregacion de la membrana basal por digestién proteolitica y
3)- la migracion de las células invasivas a través de la membrana basal modificada.

Las similitudes biolégicas observadas en los procesos de invasién tumoral y
angiogénesis subrayan la funcion cooperativa de las células tumorales y las células
endoteliales durante el proceso de progresion tumoral. Las proteasas extracelulares estan
encargadas de la degradacion, remodelacion y liberacion de factores reguladores de la
angiogénesis a partir de la MEC durante la progresion de la migracion celular y la invasion.
Existen tres grandes grupos de proteasas compuestos por MMPs, cisteino proteasas y
serino proteasas, tales como los activadores de plasmindgeno tipo tisular o uroquinasa (tPA
y uPA). Estas ultimas se encargan de activar diversas MMPs latentes y degradar algunas
proteinas de matriz tales como fibronectina, laminina y colageno tipo IV [162]. La adhesion
de las células tumorales a la membrana basal involucra el anclaje especifico a

glicoproteinas de matriz, tales como fibronectina, laminina y colagenos, las cuales se unen a
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una variedad de receptores de la superficie de las células tumorales como la integrina 31
entre otras moléculas de anclaje. Sin embargo, a medida que el tumor pierde diferenciacion
y aumenta su agresividad, la dependencia al anclaje no resulta esencial para la célula
tumoral, ya que las integrinas continian mediando en las sefiales de sobrevida aun en
ausencia de su ligando [163].

En éste capitulo se examina el impacto de la estimulacion del V2r sobre eventos
celulares claves relacionados a la progresion tumoral a partir del uso de los anélogos
selectivos del V2r, dDAVP y [V*Q’]dDAVP. Los analogos fueron evaluados en las lineas
altamente agresivas NCI-H82 y PC-3 que resultaron positivas tanto para la expresion del V2r
como para los marcadores de diferenciacion NE estudiados en el capitulo anterior. Los
eventos claves estudiados se numeran a continuacién: proliferacion celular, tanto a alta
como a baja densidad; tiempo de duplicaciéon; apoptosis; migracion celular y modulacion de
la expresion de marcadores NE. Por otro lado también se evaludé por silenciamiento y

bloqueo del V2r la especificidad del nuevo anéalogo disefiado racionalmente, [V*Q°JdDAVP.
En este capitulo se contrasta parte de las siguientes hipétesis:

-Si V2r, uno de los subtipos de receptores de la superfamilia de GPCR de la
hormona neuropeptidica altamente conservada AVP, esté asociado a efectos antitumorales,
y esta presente en TNE y tumores con transdiferenciacién NE, entonces los analogos de

AVP agonistas de V2r tendrian un efecto antitumoral en dichos tumores.

-Si los analogos peptidicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en
las células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferacién y
la migracién celular, favorecer la produccion de efectores antiangiogénicos, estimular la
diferenciacién celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos analogos
constituirian posibles terapias para dichos tumores con caracteristicas NE agresivos

y con pocas alternativas terapéuticas.
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Objetivos especificos Capitulo Il

eEvaluar el efecto antiproliferativo in vitro de los analogos selectivos de AVP, dDAVP
y [V*Q°]dDAVP sobre células de cancer de pulmén (SCLC y NSCLC) y de prostata.

eDeterminar si existen variaciones en el tiempo de duplicacion de las lineas celulares
utilizadas con y sin tratamiento de los analogos.

eEstudiar el efecto antimigratorio in vitro de los anélogos selectivos de AVP, dDAVP y
[V*Q°]dDAVP sobre células de cancer de pulmén y préstata NE.

eEstudiar el efecto de los analogos sobre la apoptosis, in vitro, en lineas tumorales
de pulmén y de préstata humanas.

eDemostrar la especificidad del analogo [V*Q°JdDAVP por el V2r.

eEvaluar el efecto de los anélogos, dDAVP y [V*Q°]dDAVP, sobre la modulacion de
la expresion de los marcadores NE, CgA y NSE, in vitro, en las lineas de cancer de pulmén
y préstata humanas.
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Ensayo de proliferacion celular

El protocolo utilizado fue el mismo que ya se especificoO en la metodologia general.
Para la linea NCI-H82 fue utilizado al igual que en capitulo anterior el ensayo del MTS y
para las otras lineas el ensayo del MTT. La proliferacion celular fue cuantificada por la
capacidad de las células viables de reducir el MTS o el MTT en formazan. La absorbancia
fue medida en una longitud de onda de 490 o 570 nm respectivamente. Se sembraron 5x10°
células NCI-H82, 3x10° células NCI-H125 y 3x10° células PC-3, luego se incubaron durante
72 horas con los analogos de AVP o PBS.

El rango de concentraciones utilizadas fue de 100 nM a 1500 nM de los analogos
dDAVP y [V*Q°]dDAVP.

También se evalué la proliferancién celular en la linea NCI-H82, las células fueron
incubadas con el analogo [V*‘Q°JdDAVP (1000 nM) y coincubadas con el anélogo y el
antagonista no peptidico selectivo y competitivo del V2r Tolvaptan® (1500 nM), para probar
la especificidad del nuevo analogo por el V2r.

Cultivo Clonogénico

Adicionalmente al ensayo de proliferacion celular se realizé el ensayo de crecimiento
de colonias a baja densidad celular para la linea PC-3. 350 células PC-3 fueron sembradas
por pocillo en placas de 96 pocillos por 7 dias, en medio completo, en presencia de distintas
concentraciones de los compuestos (100-1500 nM). ElI medio fue renovado a los 4 dias. El
dia 7 las células fueron fijadas con formalina (10%) y tefiidas con cristal violeta 0.5%. Luego

se contaron las colonias que presentaban mas de 30 células.
Migracion

Ensayo en Transwell®

Para evaluar la migracion celular se utilizé el ensayo de migracion en Transwell®
utilizando una cdmara de Boyden modificada con una membrana con poros de 8 pym en
placa de 24 pocillos. 3 x 10° células NCI-H82 o 3 x 10* células NCI-H125 en medio libre de
SFB se sembraron en la cdmara superior del transwell®. En la cdmara inferior del pocillo se
colocé una concentracién de 1000 nM de dDAVP y [V*Q°]JdDAVP. Luego de incubar por 16
horas las células NCI-H82 que pasaron a la camara inferior fueron cuantificadas por
recuento directo en cadmara de neubauer. Las células NCI-H125 que quedaron en la cara
inferior de la membrana luego de 16 horas de incubacion, fueron fijadas y tefiidas con 0.5%
Cristal violeta y 20% metanol y luego solubilizadas en Etanol/acético 3:1. La absorbancia fue

medida a 595 nm. La absorbancia del grupo control fue considerada 100% en ambos casos.
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Ensayo por herida en monocapa

Para evaluar la migracion celular se utilizd6 el ensayo de migracion en herida
descripto en la metodologia general, 4 x 10° células PC-3 fueron sembradas en placas de 6
pocillos y se incubaron por 20 horas bajo la presencia de los analogos dDAVP vy
[V*Q°]dDAVP a una concentracién de 1000 nM o vehiculo. Las heridas fueron fotografiadas
usando un microscopio invertido Nikon TE-2000 y el area migrada fue cuantificada usando el

software ImageJ (NHI).
Tiempo duplicacion

Se evalud el efecto sobre el tiempo de duplicacion de células NCI-H82 y PC-3
tratadas con analogos a una concentracion de 1000 nM o PBS. Se contaron las células en
camara de neubauer cada 24 horas durante 3 dias luego del tratamiento sin cambiar el

medio.

Silenciamiento

Las células NCI-H82 y NCI-H125 fueron transfectadas para su silenciamiento (tal
como se detalla en la metodologia general) y luego sembradas y tratadas por 72 horas con
el analogo [V‘Q°]JdDAVP (100 nM-1500 nM). La proliferacién celular se midié utilizando el
ensayo de metabolizacién de MTS (NCI-H82) o MTT (NCI-H125). Se midi6 la absorbancia a
490 y 570 nm respectivamente. Luego se evaludé por gRT-PCR la expresiéon de V2r en las
células silenciadas y no silenciadas con los primers para el V2r descriptos en el capitulo |

para determinar el grado de silenciamiento logrado.

gRT-PCR

Se evalud por gqRT-PCR la modulacién de los marcadores NE, NSE y CgA y de las
proteinas reguladoras de la apoptosis BAX, Bcl-2 y Bcl-xL en las lineas NCI-H82 y PC-3. En
la linea NCI-H82 se evalué la expresion y relacion entre BAX y Bcel-xL y en la linea PC-3 la
expresion y relacion entre BAX y Bcl-2 por ser éstas unas de las responsables de regular la
apoptosis y estar sobreexpresadas en cada linea celular.

Para esto las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y cuando superaron
el 50% de confluencia fueron tratadas con una concentracion 1000 nM de analogos o
vehiculo overnight. 16 horas después del tratamiento, las células fueron utilizadas para
extraer su ARN y posteriormente realizar una qRT-PCR tal como se detall6 en la
introduccion general y en el capitulo |. Las células tratadas con PBS, correspondientes a
cada linea celular estudiada, fueron utilizadas como grupo control para relativizar la

expresion de los marcadores. Cada muestra se analiz6 por triplicado y el Ct se usé para el
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andlisis posterior. Los valores de Ct se normalizaron para los niveles de expresion de
GAPDH en el caso de los marcadores NE (NSE y CgA) y para los niveles de HPRTL1 en el
caso de las proteinas vinculadas a la regulacion de la apoptosis (BAX, Bcl-2 y Bcl-xL). Los
valores de RQ se calcularon como 2744,

Para los genes vinculados a la regulacion de la apoptosis (BAX, Bcl-2 y Bcl-xL) se
determind la expesion de los genes por separado para luego realizarse el cociente entre la
expresion relativa de BAX y su par anti-apoptético y asi determinar si los analogos
presentan algun efecto sobre la muerte celular programada.

Los primers utilizados para NSE y CgA estan detallados en el Capitulo | (Tabla C1-
II), La tabla C2-1 muestra los primers utilizados para BAX, Bcl-2, Bcl-xL y HPRT1 en este

capitulo.

Tabla C2-1. Primers utilizados en éste capitulo.

Gen Secuencia Primers Referencia

Fwd: 5'-GGCCGGGTTGTCGCCCTTTT-3"
BAX Zhang et al, 2014 [164]
Rv: 5-CCGCTCCCGGAGGAAGTCCA-3’

Fwd: 5-GGATGCCTTTGTGGAACTGTAC-3'

Bcl-2
Rv: 5'- TTCACTTGTGGCCCAGATAGG-3'
Cabrera et al, 2017 [165]
Fwd: 5-GGTCGCATTGTGGCCTTTTT-3'
Bcl-xL
Rv: 5- GCTCTAGGTGGTCATTCAGGT-3'
HPRT.1 Fwd: 5"-AACGTCTTGCTCGAGATGTG-3 Cortesia Lic. Hector Cuello

RV: 5-GCTTTGATGTAATCCAGCAGG-3’ (LOM)
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Capitulo llI-Resultados

Efecto antiproliferativo de los analogos de AVP, dDAVP y [V'Q°]dDAVP sobre células

de cancer de pulmén y préstata humanas.

[V*Q°]dDAVP fue disefiado como un agonista selectivo del V2r de AVP derivado de la
molécula dDAVP mediante una aproximacion racional, tal como mostramos en el capitulo
anterior. En el Capitulo | observamos que el nuevo analogo sintético [V'Q°JdDAVP resulto
un mejor agente antiproliferativo, in vitro, que el andlogo parental a las dos concentraciones
probadas (100 y 1000 nM) en la linea NCI-H82 de SCLC humana. En este capitulo se
estudio el efecto del nuevo analogo y del analogo parental dDAVP en un rango mas amplio
de concentraciones teniendo en cuenta ademas concentraciones intermedias, tanto en la
linea NCI-H82 como en la linea PC-3 que también expresa V2r y marcadores de
diferenciacion NE.

Para estudiar el efecto citostatico de los analogos sobre las lineas de interés se
realizaron ensayos de proliferacién celular in vitro. La incubacién de células NCI-H82 en
presencia de los compuestos dDAVP y [V*Q°]dDAVP result6 en una significativa inhibicion
de la proliferacion (p<0.05). El analogo [V*Q°]JdDAVP mostré un mayor efecto citostatico
respecto de dDAVP, a bajas (100 nM) y a altas (1000 nM) concentraciones, llegando a una
inhibicion maxima del 40% de la proliferacién celular (Fig. C2.3A). La incubacion de células
PC-3 a alta densidad en presencia de los compuestos resulté en una inhibicion de la
proliferacion que no muestra dosis dependencia. El andlogo [V*Q°JdDAVP no mostré un
mayor efecto citostatico respecto de dDAVP (Fig. C2.3C).

Ademas se evalu6 una linea tumoral de pulmén que, como demostramos en el
capitulo I, no expresa V2r ni marcadores de diferenciacion NE. En esta linea, NCI-H125, se
determin6 que no hay efecto antiproliferativo de dDAVP ni del analogo mejorado
[V'*Q°]dDAVP (Fig. C2.3B).
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Figura C2.3
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Figura C2.3. Evaluacién del efecto de los andlogos dDAVP y [V'Q°]JdDAVP sobre la proliferacion
celular en lineas tumorales de pulmon y prostata humanas. Se realiz6 el ensayo de metabolizacién de
MTT para PC-3 y NCI-H125 o MTS para NCI-H82. Se sembraron 3 x10° células PC-3 y NCI-H82 y 5x10°
células NCI-H82 por pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 72 horas con los analogos (100
nM a 1500 nM). La proliferacién celular fue cuantificada por la capacidad de las células viables de reducir el
MTT o el MTS en formazan. La absorbancia fue medida en una longitud de onda de 570 nm para el MTT o
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Efecto antitumoral in vitro de los analogos dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre el crecimiento

a baja densidad de células de cancer de préstata humana PC-3.

Por otro lado se evaluo6 el efecto de los andlogos a baja densidad celular en la linea
PC-3, como método complementario al ensayo de MTT con el objetivo de evaluar los
analogos en condiciones mas limitantes. Se obtuvieron resultados similares al crecimiento
en alta densidad pero con un mayor efecto de los dos anélogos, llegando a una inhibicién
del 30-40% a altas concentraciones (1000 nM). Dentro del rango de concentraciones

evaluadas no se alcanzo6 la concentracion inhibitoria del 50% (IC50). (Fig. C2.4).

Figura C2.4
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Figura C2.4. Evaluacion del efecto de los anéalogos, dDAVP y [V*Q°]dDAVP, sobre el crecimiento a
baja densidad en la linea de cancer de prostata humana PC-3. A. Cultivo clonogénico: se realiz6 el
ensayo de crecimiento en colonias a baja densidad celular. 350 células PC-3 fueron sembradas en placas de
96 pocillos en medio completo en presencia de distintas concentraciones de los compuestos. El medio fue
renovado a los 4 dias. El dia 7 las células fueron fijadas con formalina y tefiidas con cristal violeta. Las
colonias de >30 células fueron contadas y relativizadas al control (PBS, 100%). Los datos muestran media +

SEM de tres experimentos independientes. ANOVA factorial (2x4) ) la interaccion fue no significativa (n.s), la
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Evaluacién del tiempo de duplicacion de NCI-H82 y PC-3 con y sin tratamiento de
dDAVP y el anélogo [V*Q°]dDAVP.

Para reconfirmar el efecto citostatico de dDAVP y [V*Q°JdDAVP sobre las células
estudiadas se evalud el tiempo de duplicacién con y sin tratamiento de los analogos (Fig.
C2.5). El tiempo de duplicacion sin tratamiento fue de 33 horas y de 36 horas para NCI-H82
y PC-3 respectivamente. El tratamiento con dDAVP y [V*Q°]dDAVP increment6 el tiempo de
duplicacién en ambas lineas celulares, 6-7 horas més para NCI-H82 y 5-6 horas para PC-3.
La comparacién de los ajustes de las ecuaciones de crecimiento exponencial fue
estadisticamente significativa para ambas lineas (NCI-H82 células control, tiempo de
duplicacién: 33 horas, Coeficiente de determinacion del modelo (R)= 0.98; NCI-H82 células
tratadas con dDAVP , tiempo de duplicacion: 40 horas R=0, 96; NCI-H82 células tratadas
con [V*Q°]dDAVP , tiempo de duplicacién: 38 horas R=0, 94; PC-3 células control, tiempo de
duplicacién: 36 horas, R=0.92; PC-3 :tratadas con dDAVP, tiempo de duplicacion 42 horas,
R=0.93; PC-3 células tratadas con [V*Q°]JdDAVP , tiempo de duplicacién: 39 horas R=0, 92).
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Figura C2.5. Evaluacién del efecto de los analogos, dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre el tiempo de
duplicacién en las lineas NCI-H82 y PC-3. Para calcular el tiempo de duplicacion las células viables fueron
contadas en camara de neubauer cada 24 hs por 3 dias usando el método de exclusion de azul tripan. El
tiempo de duplicacion con y sin tratamiento de dDAVP o [V*Q°]JdDAVP 1000 nM fue calculado con el modelo
de fase exponencial de crecimiento. A. NCI-H82. B. PC-3. Los resultados expresan media + SEM del nimero
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Efecto de dDAVP y [V'Q’]JdDAVP sobre la apoptosis en lineas tumorales de SCLC y

préstata.

Dentro del grupo de proteinas de la familia Bcl-2 con funcién anti-apoptética
encontramos a las proteinas Bcl-2 y Bcl-XL, entre otras. Dentro de las proteinas de la familia
con actividad pro-apoptética encontramos a Bax, entre otras. Se ha reportado que la linea
PC-3 sobre-expresa Bcl-2 [166] y que la linea NCI-H82 no presenta niveles detectables de
expresion de Bcl-2 pero si de Bcel-xL [167].

Por lo expuesto es que se determind in vitro por gRT-PCR la expresion de BAX y Bcl-
2 para evaluar si los anélogos regulan genes vinculados a la apoptosis en la linea PC-3 y la
expresion de BAX y Bcl-xL en la linea NCI-H82. Como puede verse en las figuras C2.6 y
C2.7 ambos analogos tuvieron un efecto que conduciria a una regulacién pro-apoptética de
las células tumorales. En la linea NCI-H82 puede verse un efecto significativamente mayor
del anélogo [V*Q°]JdDAVP con respecto al analogo parental dDAVP tanto en los genes
separados (Fig. C2.6C y D) como al evaluar la relacién (Fig. C2.7B), balanceando la
regulacién hacia un efecto pro-apoptoético. En la linea PC-3 ambos analogos regularon con
el mismo efecto al gen Bcl-2 pero el analogo [V*Q°]dDAVP (Fig. C2.6B) no presentd efecto
estadisticamente significativo en la regulacion de BAX (Fig. 2.6A). Al analizar la relacion
entre ambos genes, el balance hace que ambos analogos tengan un efecto pro-apoptotico
siendo significativamente mayor el efecto del analogo dDAVP en PC-3 y el analogo
[V'‘Q°]dDAVP en NCI-H82 (Fig. C2.8A).
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Figura C2.6. Efecto de los analogos, dDAVP y [V*'Q°]dDAVP sobre la modulacién de proteinas
reguladoras de la apoptosis en las lineas tumorales PC-3 y NCI-H82. Ambas lineas celulares fueron
incubadas con dDAVP y [V4Q5]dDAVP (1000 nM, overnight). Cada muestra fue analizada por triplicado y los
valores de Ct se usaron para el andlisis. Los valores de Ct se normalizaron a los niveles de expresiéon de
HPRTL1 y se expresaron en relacion a la muestra control (tratada con PBS). Los valores de RQ se calcularon
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Figura C2.7
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Figura C2.7. Efecto de los analogos, dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre la Modulacién de proteinas
reguladoras de la apoptosis en las lineas tumorales PC-3 y NCI-H82. Se evalud la relacién entre la
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Efecto antimigratorio in vitro de los analogos selectivos de AVP, dDAVP vy
[V*Q°]dDAVP sobre células de cancer de pulmén y prostata NE.

El tratamiento in vitro a una concentracion de 1000 nM inhibié un 60-75% la migracion
de células NCI-H82 en transwell® (Fig. C2.8A) y en un 40% la migracién en herida en PC-3
(Fig. 2.9C y D). Como era de esperar, los analogos no tuvieron efecto en la migracion celular
en la linea NCI-H125 que carece de rasgos NE y no expresa el V2r (Fig. C.8.B).

Figura C2.8
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Figura C2.8. Efecto de los analogos dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre la migracién celular de células de
cancer de pulmoén. Para evaluar la migracion celular se utilizé el ensayo de migracion en transwell®
utilizando una camara de Boyden modificada con una membrana con poros de 8-um en placa de 24 pocillos.
3 x 10° células NCI-H82 y 3 x 10° células se sembraron en la camara superior del transwell. En la camara
inferior del pocillo se coloc6 medio suplementado con 10% de SFB y una concentracién de 1000 nM de
dDAVP o [V'Q°]JdDAVP. Luego se incubaron por 16 horas. A. NCI-H82. B. NCI-H125. Los valores
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Figura C2.9
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Figura C2.9. Efecto de los analogos dDAVP y [V*Q’]dDAVP sobre la migracién celular de células de
cancer de préstata. Para evaluar la migracién celular se utilizé el ensayo de migracién en herida, 4 x 10°
células PC-3 fueron sembradas en placas de 6 pocillos, cuando llegaron a confluencia se realiz6 una herida
con un tip de p200. Se recambi6 el medio y se colocaron los péptidos a una concentracion de 1000 nM. Se
incubaron por 20 horas, se fijaron con una solucién de metanol al 20% y tifieron con Cristal violeta al 0.5%.

La herida control se realiz6 una hora antes de finalizar el experimento. Las lineas rojas punteadas

Especificidad del analogo [V*Q°]dDAVP por el V2r evaluada sobre la linea NCI-H82.

Para determinar la especificidad del analogo [V*Q°]dDAVP por el V2r se realiz6 el
ensayo de proliferacion celular de las lineas tumorales silenciando el gen de V2r con ARN
de interferencia (ARNi) en las lineas NCI-H82 y NCI-H125. El efecto citostatico del analogo
[V*Q°]dDAVP, disefiado racionalmente en el capitulo I,probado en el capitulo | y en este
capitulo se vié suprimido al transfectar con ARNi para el V2r la linea NCI-H82 (Fig. C2.10A)
En la linea NCI-H125, negativa para el V2r, no se evidencio efecto alguno en las células
transfectadas con el ARNi control ni con el ARNi para el V2r (Fig. C2.10B). Para corroborar
el silenciamiento y determinar la eficiencia del silenciamiento logrado con la transfeccion se
realiz6 una qRT-PCR de las células transfectadas, el resultado evidencié que la eficiencia
del silenciamiento fue de un 50%, pudiendo explicar el mismo la pérdida parcial del efecto
antiproliferativo que observamos al realizar el ensayo de proliferacion con las células NCI-
H82 silenciadas para el V2r (Fig. C2.10C).
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Figura C2.10
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Figura C2.10. A. Especificidad del analogo [V*Q”]dDAVP por el V2r evaluada por silenciamiento con
ARNi en la linea NCI-H82 y posterior ensayo de proliferacion celular. Se realizaron dos rondas de
transfeccion de las células utilizando ARNi para el V2r o ARNi control (scrambled) utilizando Lipofectamina

2000 siguiendo indicaciones del proveedor. Las células transfectadas fueron sembradas y tratadas por 72
horas con el analogo [V*Q°JdDAVP (100-1500 nM). La proliferacion celular se midié utilizando el ensayo de

Por otro lado se realiz6 el bloqueo del V2r por medio de un antagonista competitivo
no peptidico del V2r de AVP: el compuesto tolvaptan. Dicho antagonista posee una afinidad
muy superior al V2r en comparacion a los ligandos peptidicos derivados de AVP (Ki
tolvaptan: 0.43 nM versus Ki dDAVP: 23.3 nM) [168]. Como se observa en la Figura C2.11,

la capacidad moduladora sobre el crecimiento de células tumorales de [V*Q°]JdDAVP a alta
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concentracion fue completamente bloqueada mediante la coincubacién del antagonista

tolvaptan.

Figura C2.12
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Figura C2.11. Bloqueo quimico del V2r en la linea NCI-H82. Se evalud el efecto antiproliferativo de
[V'Q°JdDAVP (1000 nM) mediante el ensayo del MTS en presencia y ausencia del antagonista selectivo del
V2r tolvaptan (1000 nM). Los valores estan expresados como media + SEM y corresponden a los resultados

de al menos 3 ensayos independientes. ANOVA simpre seguido de la prueba de Tukey. ***p<0,001

Ambos resultados, los arrojados por el silenciamiento del V2r como los arrojados por
el bloqueo quimico, indican que la reduccion del crecimiento celular in vitro observada tras la
incubacién con [V*Q°JdDAVP en la linea NCI-H82 resultaria principalmente de la activacion
del V2r de AVP.

Efecto de dDAVP sobre la modulacién in vitro de los marcadores de diferenciacion

NE, NSE y CgA en las lineas tumorales estudiadas.

Como previamente demostramos en el capitulo I, NCI-H82 y PC-3 expresan altos
niveles de los marcadores de diferenciacion NE, NSE y CgA, con relevancia clinica. Para
evaluar si dDAVP mediante el V2r tiene capacidad de modular los niveles de expresion de
estos marcadores de diferenciacién NE, se determiné la expresion de ARNm por gRT-PCR
luego de una incubacion overnight con una concentracion 1000 nM de dDAVP. Como
muestra la Figura C2.12, la expresion de los marcadores fue drasticamente reducida luego
del tratamiento en un 90% para NSE y un 80% para CgA en la linea NCI-H82 y en un 80%
para NSE y un 95% para CgA en la linea PC-3.
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Figura C2.12
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Figura C2.12. Evaluacion del efecto de dDAVP sobre la modulacion de los marcadores de
diferenciacion NE, NSE y CgA en las lineas NCI-H82 y PC-3. La expresion relativa de ARNm de CgA y
NSE fue evaluada por gRT-PCR en células incubadas con dDAVP (1000 nM, overnight). Cada muestra fue
analizada por triplicado y los valores de Ct se usaron para el andlisis. Los valores de Ct se normalizaron a los

-z -z
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Resumen Resultados Capitulo I

ePudo demostrarse que los anédlogos de AVP, dDAVP y [V'Q°]dDAVP, presentan un

efecto antiproliferativo y antimigratorio in vitro en las lineas celulares NCI-H82 y PC-3.

«El analogo [V*Q°JdDAVP present6 propiedades mejoradas con respecto al analogo
dDAVP en la linea NCI-H82 de SCLC, no asi en la linea PC-3 de adenocarcinoma de

préstata.

eSe mostré que los analogos no tienen efecto en la linea celular de NSCLC NCI-

H125 que es negativa para el V2r y no expresa marcadores de diferenciacion NE.

eSe determiné que ambos analogos son capaces de regular la expresion de BAX y
Bcl-2 o Bcl-xL en las lineas de préstata y pulmén promoviendo un balance pro-apoptético.

eSe logré demostrar, a través del silenciamiento por ARNi y bloqueo del V2r por un
antagonista competitivo no peptidico, que el efecto citostatico del analogo [V*'Q°]JdDAVP es

mediado especificamente por V2r.

eSe demostré que los analogos modulan la expresion de los marcadores de
diferenciacion NE, NSE y CgA, tanto en la linea NCI-H82 como PC-3 disminuyendo

drasticamente la expresion de ambos marcadores en ambas lineas celulares.
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Como ya hemos mencionado, el V2r de AVP se asocia con sefializacion
antiproliferativa, ésta sefializaciébn, como han descripto muchos autores, involucra al eje
AC/AMPCc/PKA, con la activacion de adenilato ciclasa seguida por el incremento intracelular
de AMPc [80,169-172]. Se ha demostrado que aumentos en los niveles de AMPc intracelular
inhiben la proliferacion celular al bloquear las sefiales entre dos proteinas oncogénicas
claves para el desarrollo tumoral denominadas Ras y Raf-1. Concentraciones elevadas de
AMPc inducen una fosforilacion mediada por PKA de Raf, asi inhibiendo su activacion y
blogueando la cascada mitogénica [171]. Adicionalmente Naviglio et al. reportaron que
agentes gque inducen aumentos en los niveles intracelulares de AMPc en células de cancer
mamario revierten los efectos proliferativos de la leptina, una hormona que actda como
factor mitogénico y estimulador de la sobrevida en muchas estirpes de células tumorales
[90]. La reversidn de este efecto esta caracterizada, entre otras cosas, por descensos en las
concentraciones de las proteinas moduladoras del ciclo celular ciclina D1 y A y la proteina
antiapoptética, ya descripta, Bcl-2. Al modular negativamente estas proteinas las células se
arrestan parcialmente en la fase GO0/G1 [172] y se induce la apoptosis. Resumiendo, la
estimulacion del V2r, por analogos de AVP agonistas para dicho receptor, produce
incrementos en AMPc que pueden desencadenar el arresto del ciclo celular y la apoptosis

en numerosos tipos de células tumorales, suprimiendo asi la transformacion maligna.

Ademas de la supresion de la proliferaciéon celular y la estimulacién de la apoptosis
mencionada recientemente, se ha reportado que la activacion del V2r y el subsecuente
aumento de AMPc que conduce a la estimulaciéon de la via AMPc/PKA resulta también en la
inhibicion de la migracion y la invasion celular en diferentes tipos de tumores, como céncer

de mama y de vejiga [98,173, 174].

En este capitulo nos hemos focalizado en los efectos antitumorales vinculados a los
eventos celulares claves para la progresion tumoral como la proliferacion, la migracion y la
apoptosis. Hemos examinado el efecto in vitro de dDAVP vy el analogo, disefiado por una
aproximacion racional, [V'Q°JdDAVP, sobre lineas tumorales de céncer de pulmén y de
prostata con fenotipo NE. NCI-H82 y PC-3 son lineas celulares altamente agresivas, las
cuales, tal como mostramos en el capitulo |, expresan altos niveles de los marcadores de
diferenciacion NE, NSE y CgA, asi como también presentan V2r. Como se expuso
previamente, la participacion de neuropéptidos en el crecimiento tumoral, especialmente en
los TNE, es objeto de estudio tanto para comprender los mecanismos involucrados en la
progresion del cancer como para la busqueda de nuevos tratamientos. Estos tumores son,
en general, agresivos y resistentes a las terapias actuales. Las células de TNE expresan

marcadores que pueden servir como marcadores para el diagndstico y el seguimiento del
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tratamiento. Los marcadores circulantes especificos para determinados tipos de tumores se
pueden usar como la informacién diagnéstica y pronéstica de TNE [175], de aqui la

importancia de encontrar modelos celulares que expresen estos marcadores.

Pudimos demostrar, entonces, en éste capitulo que los analogs agonistas del V2r de
AVP, dDAVP y [V*Q°]JdDAVP, son capaces de reducir significativamente la proliferacion y la
migracion celular, aumentar significativamente el tiempo de duplicacién y estimular la
apoptosis en ambas lineas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3. El anélogo [V*‘Q°]dDAVP
presentd un efecto mejorado, tanto en la proliferacion como en la migracién celular respecto
al péptido parental, dDAVP, en la linea de SCLC humana NCI-H82.

El perfil antitumoral de dDAVP sobre las células PC-3 fue similar al obtenido por
Sasaki et. al, donde se report6 la capacidad antiproliferativa y anti-invasiva de dDAVP sobre
células de cancer de prostata [176]. Cabe destacar que [V'Q’]JdDAVP no presentd
propiedades mejoradas comparado con el péptido parental, dDAVP, en la linea PC-3. Esto
puede deberse a las caracteristicas particulares de la linea que la hacen una linea altamente
heterogénea. Se ha reportado que dicha linea puede sufrir transdiferenciacion NE bajo
ciertas condiciones [177]. Podria ocurrir que ciertas subpoblaciones de células que
presentan transdiferenciaciéon NE expresen V2r y por esta razon se observe una respuesta
parcial a la incubacién con la droga y debido a esto las diferencias entre analogos pueden

ser mas dificiles de evaluar.

Por esta razon, adicionalmente, se estudi6 el efecto de los péptidos en el crecimiento
a baja densidad celular, en la linea PC-3, utilizando el ensayo de crecimiento clonogénico
donde se cuantifican las colonias. Este método complementa el método del MTT, debido a
gue las condiciones son mas limitantes y asi el ensayo es mejor para la evaluacién de
nuevos agentes antitumorales [178]. Bajo estas condiciones el efecto inhibitorio de ambos
analogos fue mayor que el observado en el ensayo de metabolizacion del MTT usando
células en fase de crecimiento log, el analogo [V*Q’]JdDAVP mostrd asi un mayor efecto
citostético que el péptido parental dDAVP llegando a inhibir un 40% el crecimiento celular a
baja densidad a altas concentraciones, aunque esta diferencia no fue estadisticamente

significativa.

Ambos anélogos presentaron un efecto sobre la regulacion de la apoptosis hacia un
balance pro-apototico, ésta fue evaluada en las lineas de SCLC, NCI-H82, y de cancer de
prostata PC-3. Como ya se describio, la desregulacion de la apoptosis es distintiva del
cancer y varios estudios han sugerido que la actividad de los genes antiapoptéticos es

fundamental para la supervivencia celular [179], esta desregulacion dependerd de la
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expresion y el balance de los distintos genes de la familia Bcl-2 que contiene miembros anti-
apoptoticos (como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bcl-A2) y miembros pro-apopaticos de
multiples dominios (como Bak, Bax).

En TNE las proteinas de la familia Bcl-2 son reguladores centrales de la apoptosis
intrinseca y la sobreexpresion de Bcl-2 y Bcel-xL se encuentran con frecuencia en multiples
tumores donde ejercen distintos roles en la supervivencia celular, el desarrollo del tumor y la

resistencia a drogas, especialmente a la quimioterapia [180, 181].

Bcl-2 estd sobre-expresado en los linfomas B del centro folicular, también se han
detectado altos niveles de Bcl-2 en la leucemia linfocitica cronica, el linfoma difuso de
células grandes B y el linfoma de células del manto; asi mismo, se ha reportado en tumores
s6lidos como mama, sistema nervioso central, pulmoén [182,183] y en lineas de carcinoma

prostatico entre las que se encuentra la linea PC-3 [166].

Se ha reportado que Bcl-xL estd sobre-expresado en mieloma mdltiple y ha sido
propuesto como promotor de supervivencia de células B. Estas células son probablemente
blancos de reparacion por alteraciones en el ADN que pueden generar translocaciones
cromosomicas como aquéllas que envuelven al oncogen c-myc. La expresion descontrolada
de c-myc es una caracteristica de las neoplasias de células plasmaticas. Se sabe que la
sobrexpresion de c-myc y de Bcl-xL bajo el control del promotor de IgH conlleva al desarrollo
de plasmocitoma de una manera mas rapida. Bcl-xL también se ha asociado al desarrollo de
resistencia terapéutica en la leucemia mieloide crénica [184]. Se ha reportado que las
células NCI-H82 expresan niveles relativamente altos de la proteina c-myc, sin embargo, no
expresan niveles detectables de la proteina bcl-2. Dado que se ha demostrado que bcl-2 y c-
myc cooperan en la transformaciéon celular de tal manera que bcl-2 suprime la funcion
promotora de muerte celular de c-myc [185, 186], células como NCI-H82 deben tener
algunos otros mecanismos que bcl-2 para compensar la funcion de promocion de la muerte
celular de c-myc, para poder sobrevivir y crecer. Por lo tanto, en las células NCI-H82,
algunos otros genes que son funcionalmente similares a bcl-2 podrian en realidad estar
desregulados o activados. De hecho, el gen que codifica para la proteina bcl-xL ha sido

identificado en ésta linea celular [167].

Aqui pudimos demostrar, si bien restan realizar algunos ensayos complementarios
que refuercen ésto, que los analogos de AVP, dDAVP y [V*Q°JdDAVP regulan la expresion
de las proteinas vinculadas a la apoptosis, BAX, Bcl-2 y Bcl-xL llevando a las células hacia

un balance pro-apoptotico.
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También hemos mostrado aqui que el nuevo anéalogo [V*Q°]JdDAVP actda via V2r,
por medio del silenciamiento y bloqueo quimico del receptor con el antagonista de V2r
Tolvaptan. Tanto el silenciamiento como el bloqueo quimico redujeron drasticamente el
efecto citostatico observado previamente por el analogo. Estos resultados complementan los
hallazgos reportados por nuestro grupo en la linea de cancer de mama humana, MDA-MB-
231 [172], y también los de Keegan et al. [79], donde el uso de satavapan (otro antagonista
no peptidico de V2r) bloqueé de manera leve los efectos citostatios de dDAVP sobre células

de cancer de mama humanas.

Como hemos mencionado, la diferenciacién NE de tumores se ha relacionado con la
TEM, adquiriendo las células de tipo epitelial un fenotipo invasivo y metastasico [187].De
modo muy interesante, luego del tratamiento in vitro con altas concentraciones de dDAVP, la
expresion de los dos marcadores de diferenciaciéon NE estudiados, NSE y CgA, fue reducida
drasticamente en las dos lineas, NCI-H82 y PC-3. En la clinica del cancer de préstata, la
transicion desde tumores primariamente androgeno-dependientes hacia tumores hormono
independientes, representa un pronéstico desfavorable para el paciente. La
transdiferenciacion NE es fundamental en este proceso y contribuye a la progresion tumoral
y resistencia hormonal [187,188]. Adicionalmente, en cancer de pulmén, la transformacion
desde NSCLC a SCLC fue asociada a pobre respuesta al tratamiento y a un aumento de
NSE en suero de pacientes [60, 61]. Una reduccién de la expresion de marcadores NE
podria indicar desdiferenciacion NE. En pacientes con céncer, elevados niveles de CgA y
NSE se correlaciona con carga tumoral, nimero de sitios de diseminacion y pérdida de
respuesta clinica, mientras que una disminucion de los marcadores NE podrian indicar un
mejor pronostico [64]. Asi, la capacidad de dDAVP para modular la expresién de
marcadores NE en diferentes tipos de tumor constituye una interesante e importante

contribucién para futuros estudios.

Las lineas tumorales humanas, NCI-H82 y PC-3, representan valiosos modelos de
cancer de tipo NE recurrente y farmacorresistente [58, 64]. Esta es la primera vez que se
demuestra la eficacia de estos analogos sintéticos de AVP como agentes antitumorales en
SCLC. Hoy en dia, las terapias dirigidas como interferébn a, analogos de SST (SSA) e
inhibidores de VEGF y mTOR se convirtieron en una parte integral de las terapias para
tumores NE, particularmente para tumores gastroenteropancreaticos bien diferenciados y de
crecimiento lento. La quimioterapia se usa para tumores poco diferenciados. El tratamiento
exitoso de los TNE diseminados requiere un abordaje multimodal, la cirugia del tumor radical
puede ser curativa pero rara vez es posible [25]. Por esta razon, los compuestos selectivos

como dDAVP y [V*Q® dDAVP, que presentan su accién biolégica mediante el V2r y que
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poseen, ademas, baja toxicidad representan candidatos interesantes como agentes
antitumorales en estos tipos de tumores, habiendo mostrado aqui su efecto in vitro
antiproliferativo, pro-apoptotico, antimigratorio y sobre la modulacion de la expresion de
marcadores de diferenciacion NE hacia niveles mas bajos vinculados a mejor prondéstico,y

restando evaluarlos in vivo para confirmar su potencial antitumoral (ver siguiente capitulo).
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Tomando en consideracion los antecedentes ya mencionados y los resultados del
efecto de los analogos de AVP in vitro sobre la modulacion de la expresién de marcadores
NE, la proliferacion celular, el tiempo de duplicacion, la apoptosis y la migracion celular
mostrados en los capitulos | y Il para las lineas de cancer de pulmén y préstata humanas,
NCI-H82 y PC-3 y habiendo demostrado la selectividad de [V‘Q°]JdDAVP por V2r; es que en
este capitulo estudiaremos los efectos in vivo de los anélogos tanto en el crecimiento como
en la angiogénesis tumoral en ambas lineas tumorales, consideradas modelos interesantes

para la busqueda de nuevas terapias.

Crecimiento tumoral

Como ya detallamos en el capitulo II, el crecimiento tumoral depende del éxito de
una secuencia de pasos, desde la malignizacion de las células para constituir el tumor
primario hasta el escape de las mismas al torrente sanguineo y la colonizacién de un sitio a
distancia para la subsiguiente formacion de micrometastasis o de un tumor secundario.

El SCLC se caracteriza por un rapido crecimiento, alta vascularizacion, desequilibrio
de la apoptosis, diseminacion temprana y rapida resistencia a la quimioterapia, y como ya se
describié en la introduccion general es un tipo de TNE-P.

El cancer de préstata NE es un subtipo altamente agresivo de cancer de préstata que
puede surgir de novo o0 mas comunmente de diferenciacion de un adenocarcinoma luego de
la terapia hormonal. El adenocarcinoma de prostata (CaP) es el cancer mas comun en los
paises occidentales y la segunda causa principal de muerte relacionadas con el cancer en
hombres [189]. A pesar de las mejoras en el diagndstico, las técnicas quirdrgicas y los
tratamientos disponibles, las tasas de supervivencia de CaP han mejorado muy poco, y la
mayoria de las muertes relacionadas con CaP se deben del cancer de préstata metastasico
resistente a la castracion (MCRPC, del inglés castration-resistant prostate cancer), que
progresa y metastatiza después de la castracién quirdrgica o médica. A menudo una
manifestacion tardia de CaP es el desarrollo del cancer de prostata NE como célula
pequefia o célula grande, también llamado cancer de préstata NE relacionado con el
tratamiento, éste se considera un subtipo de cancer de préstata refractario a hormonas
[190]. Se estima que hasta el 30% de los canceres de prostata de etapa tardia presentan un
predominio de diferenciacion NE, ademds, los pacientes con metéstasis viscerales de
cancer de préstata NE suelen tener altos niveles de marcadores NE, como CgA, NSE y
péptido liberador de gastrina en suero [191]. La acumulacion de diferenciacion NE aumenta
con la progresion de la enfermedad y se correlaciona con la exposicion del paciente a la
terapia de deprivacion de andrégenos a largo plazo. Los estudios preclinicos también
respaldan la idea de que la transformacion de CaP a cancer de prostata NE relacionado con

el tratamiento es promovida por la terapia de privacion de andégenos y puede surgir como
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un mecanismo de resistencia [192-194]. Dado que la terapia de privacion de andrégenos
promueve el desarrollo de cancer de prostata NE, se prevé que su incidencia aumente con

la introduccion de nuevos y potentes agentes hormonales en el campo clinico [195].

Angiogénesis

La angiogénesis tumoral constituye un proceso indispensable para que un tumor
pueda desarrollarse, crecer y diseminarse. La vasculatura de la mayoria de los tejidos
adultos es quiescente debido a la preponderancia de factores inhibitorios sobre activadores
de la angiogénesis. Sin embargo, en determinados procesos fisiol6gicos normales, como la
embriogénesis y la reparacion/cicatrizacion de heridas, o en diversas condiciones
patolégicas, incluyendo el desarrollo tumoral, la artritis reumatoidea y diversas
enfermedades cardiovasculares, este equilibrio cambia a favor del fenotipo pro-angiogénico.

La angiogénesis se puede visualizar como un proceso de brotacién de nuevos vasos
a partir del endotelio vascular preexistente. Dicho proceso puede dividirse en dos etapas;
una de activacidon y otra de resolucién. La fase de activacion involucra: produccion y
secrecion de factores angiogénicos; activacion y proliferacion de células endoteliales
regulada por la asociacibn a pericitos y células musculares lisas; aumento en la
permeabilidad vascular y deposicion extravascular de fibrina; desensamblaje de la pared
vascular; degradacién de la membrana basal; migracion e invasion celular de la MEC por
parte de las células endoteliales, también regulada por los pericitos; y formacion del lumen
capilar. Finalmente, en la etapa de resolucién, tras la reconstruccion de la MEC, el
ensamblaje de la pared vascular y el reclutamiento y diferenciacién de células de muasculo
liso, el flujo sanguineo se establece en el vaso recién formado [196, 197].

La regulacién del proceso angiogénico esta dado por un balance entre moléculas que
estimulan el proceso angiogénico y otras que lo inhiben. En este sentido, la migracién hacia
un fenotipo pro-angiogénico de determinado tejido esta dada por el aumento en la
biodisponibilidad de factores estimuladores de la angiogénesis. Esto introduce el concepto
de “switch angiogénico”. En un contexto tumoral, cuando el switch esta “apagado” los
factores antiangiogénicos predominan, en cambio cuando el balance se vuelca levemente
hacia agentes activadores del proceso angiogénico y el switch se “enciende”, una corona
vascular se desarrolla alrededor del foco tumoral, irrighndolo con nutrientes y favoreciendo

su crecimiento y diseminacion [196].

Angiogénesis inducida por tumor

El crecimiento tumoral requiere de manera imprescindible del establecimiento de una
vasculatura por medio de la cual puedan llegar a las células los nutrientes y el oxigeno, y a

través de la cual eliminar los productos de desecho. La hipoxia es un fendmeno que sucede
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rapidamente en el desarrollo de un foco tumoral debido, principalmente, a la alta tasa
proliferativa de las células que lo componen. Bajo estas condiciones, los tumores pueden
permanecer en estado latente meses e incluso afios hasta que una subpoblacién adquiere la
capacidad de inducir angiogénesis. Ante el switch proangiogénico el tumor entonces es
capaz de expandir su tamafio y obtiene también una ruta de escape para diseminarse a
otros 6rganos. Mientras las células tumorales no sean capaces de inducir la formacion de
nuevos vasos, la masa tumoral no alcanzard un tamafio mayor a 1-1.5 mm de diametro
[198]. El switch angiogénico puede ocurrir en diferentes etapas del desarrollo tumoral
dependiendo del tipo tumoral que se trate y el ambiente que lo rodea. Algunas lesiones pre-
malignas son capaces de inducir angiogénesis y este evento permite la progresion de la
enfermedad.

La vascularizacion que induce un tumor ocurre principalmente mediante el
mecanismo de angiogénesis. Sin embargo, existen evidencias recientes que indican que
algunos tumores son capaces de reclutar células precursoras endoteliales desde la médula
O6sea en un proceso que simula el proceso vasculogénico, es decir la formacién de
primordios vasculares de novo [199]. Los factores involucrados en la estimulacion de este
proceso son el VEGF-A, el factor de crecimiento de placenta, el factor derivado del estroma
(SDF-1/CXCL12) y la angiopoietina-1 (Ang-1) [200]. EI microambiente tumoral también
posee un papel importante en la diferenciacion del fenotipo vascular. Por otro lado, se ha
demostrado recientemente que las células endoteliales per se pueden secretar ciertas
guemoquinas que reclutan del lecho vascular a células precursora endoteliales para ser
incorporadas a los nuevos vasos en crecimiento [201, 202]. El proceso neoangiogénico
tumoral no presenta diferencias en las caracteristicas generales con el proceso fisiolégico
normal. La asociacion de nuevos pericitos al vaso formado culmina con el proceso
angiogénico en condiciones fisiol6gicas, ya que este evento reduce la dependencia de las
células endoteliales al VEGF secretado por el organismo. Sin embargo, la pobre asociacion
de los pericitos en la angiogénesis tumoral puede explicar la continua estimulaciéon del
proceso.

Sin embargo, la fuente de los inductores angiogénicos y la sobreestimulacion por
parte del tumor y el microambiente tumoral dan como resultado una vasculatura poco
organizada y disfuncional. La induccién del factor de crecimiento VEGF-A por parte del
tumor puede, por si solo, iniciar el proceso angiogénico en una vasculatura quiescente. Este
agente proangiogénico promueve la dilatacion de los vasos e incrementa la permeabilidad
permitiendo que las proteinas plasmaticas se filtren a través de los vasos y se depositen
sirviendo de matriz provisoria para que las células endoteliales activadas puedan migrar.
Este paso es acompafiado por la pérdida del recubrimiento de los pericitos, proceso

mediado por angiopoietina-2, que presenta su receptor del tipo tirosina quinasa
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selectivamente en células endoteliales [203]. La membrana basal y la MEC deben ser
degradadas para permitir la migracion de las células endoteliales. A medida que esto ocurre
las células endoteliales forman una columna de migracion, proliferan y se produce la
diferenciacién endotelial, donde las células cambian su forma y se adhieren unas a otras
formando el lumen tubular. Los tumores expresan varios factores pro-angiogénicos. Aunque
el FGF fue el primero en ser descubierto, VEGF-A es el méas ubicuo. La mayoria de los
tumores también son capaces de secretar VEGF-C y VEGF-D, los cuales se unen al
receptor VEGFR2 y activan vias estrechamente cercanas a VEGF-A.

Los vasos sanguineos que se producen en los tumores por la activacion cronica de la
angiogénesis suelen ser aberrantes, estando marcados por la rapida velocidad en que se
forman, siendo distorsionados, con excesiva ramificacion, un flujo de sangre erratico y
presentan microhemorragias, permeabilidad y niveles anormales en la proliferacion vy

apoptosis de las células endoteliales (Fig. C3.1).

Figura C3.1
Vasculatura Vasculatura Figura C3.1 Esquema de la vasculatura normal y
Normal Tumoral . . . .
tumoral. Rojo: sistema arterial. Azul: sistema
WSS,
Anti Pro Anti Pro
Factores Angiogénicos

Adaptado de Jain y Carmeliet 2012 [204].

Datos clinicos indican una clara correlacion entre la angiogénesis y la agresividad, el
crecimiento y la diseminacién tumoral. Histéricamente, la angiogénesis fue considerada solo
importante cuando los tumores macroscopicos ya habian crecido, pero los datos posteriores
indicaron que también contribuye a la fase microscépica premaligna de la progresion
neoplésica. En algunos tipos de cancer, como cancer de prostata por ejemplo, los primeros
eventos moleculares que determinan el encendido del “switch angiogénico” no se conocen,
probablemente porque ocurren antes que pueda establecerse el diagnostico clinico de la
enfermedad [205].
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Terapias antiangiogénicas

La inhibicion de la angiogénesis es una atractiva estrategia terapéutica en oncologia.
Su rol fundamental en la patogénesis de la progresion maligna se destaca por las mejoras
clinicamente relevantes en la sobrevida libre de enfermedad y la tasa de respuesta global
reportadas en ensayos clinicos fase Ill de varias neoplasias malignas, asi los agentes
antiangiogénicos se han convertido en una parte escencial de las terapias para muchos
tumores sélidos. Existen varias evidencias que sugieren que la angiogénesis en SCLC tiene
un papel fundamental en la determinacién de la tasa de crecimiento, invasividad y desarrollo
de metastasis. Ademas, se considera que la formacidbn de nuevos vasos sanguineos
estructural y funcionalmente andémalos desde los vasos preexistentes es un proceso
mediador de la resistencia a la quimioterapia [206, 207].

Debido al rol central que juega el VEGF en el proceso de angiogénesis, este ligando
y sus receptores han sido un blanco muy atractivo para la investigacién oncolégica y el
desarrollo de nuevas terapias dirigidas. Asi como en la mayoria de tumores sélidos, en los
TNE-GEP la sobreexpresion de VEGF se ha relacionado con un estadio mas avanzado de la
enfermedad y con un peor pronostico [208]. También en SCLC, la densidad de
microvasculatura se ha correlacionado con los niveles de VEGF y un aumento del recuento
de microvasos se ha considerado un factor prondstico adverso en pacientes con SCLC
tratados con cirugia y quimioterapia adyuvante [209].

Algunas de éstas terapias antiangiogénicas incluyen anticuerpos monoclonales
dirigidos contra VEGF, como bevacizumab, y pequefias moléculas capaces de inhibir los
receptores tirosina quinasa de VEGF tales como sunitinib® utilizado principalmente en
tumores pancreéticos avanzados. Actualmente el avance de los estudios de sunitinib se esté
desarrollando en TNE-GEP para evaluar su actividad en combinacién con SSA.

Como ya hemos mencionado, los analogos de AVP agonistas del V2r inducen la
produccion mediada por el tumor de angiostatina, un potente agente antiangiogénico [210],
reportado en cancer de mama por nuestro laboratorio [89]. De este modo dDAVP, y los
anélogos selectivos para el V2r, inducirian un efecto dual, por un lado angiostético y por otro
antimestasico, rompiendo el didlogo entre las células tumorales y endoteliales durante la
progresion tumoral [96], representando de éste modo interesantes candidatos como agentes

para el tratamiento de TNE.
En este capitulo se contrastara parte de las siguientes hipétesis:

-Si V2r, uno de los subtipos de receptores de la superfamilia de GPCR de la

hormona neuropeptidica altamente conservada AVP, estd asociado a efectos
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antitumorales, y esta presente en TNE y tumores con transdiferenciacion NE, entonces

los andlogos de AVP agonistas de V2r tendrian un efecto antitumoral en dichos tumores.

-Si los analogos peptidicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en
las células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferaciéon y la
migracién celular, favorecer la produccion de efectores antiangiogénicos, estimular la
diferenciacion celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos analogos
constituirian posibles terapias para dichos tumores con caracteristicas NE agresivos
y con pocas alternativas terapéuticas.

136



Capitulo lll-Introduccidn

Objetivos Especificos Capitulo Il

eEstudiar los efectos de los analogos, dDAVP y [V*Q°]JdDAVP sobre el crecimiento
tumoral en modelos de xenotransplante de las lineas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3,
en ratones atimicos.

eEstudiar los efectos de los analogos, dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre la angiogénesis
y agresividad tumoral en un modelo de xenotransplante de la linea celular humana NCI-H82
en ratones atimicos.
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Progresién tumoral de xenotransplantes en ratones inmunocomprometidos

Las células de adenocarcinoma prostadtico PC-3 fueron cultivadas hasta
semiconfluencia y cosechadas por tripsinizacion. Luego 3 x 10° células en 0,3 ml RPMI 1640
y fueron inoculadas en el flanco derecho de ratones atimicos por via s.c. y se dejo progresar
el tumor. Con las células NCI-H82 el procedimiento fue similar pero se inocularon 1x10°
células en 150 pl RPMI 1640 méas 150 pl de matrigel® (1:1 relacion medio matrigel®) en el
flanco derecho de los ratones.

Los animales fueron monitoreados mediante palpacion periddica. El diametro mayor
y menor perpendicular del tumor fue medido con calibre 3 veces por semana y el volumen
tumoral fue determinado mediante la formula: T/6 x diametro mayor x didmetro menor?. Al
dia 35 para PC-3, tras palpar los primeros focos tumorales, los animales fueron tratados con
3 dosis semanales de 0.3 pg/kg i.v. de dDAVP o [V*Q°]JdDAVP durante 38 dias (Fig. C3.2).
Los ratones inoculados con NCI-H82 fueron tratados desde el dia 5 pos inoculacién, por su
rapido prendimiento, 3 veces por semana durante 20 dias con la misma dosis de analogos
(Fig. C3.3). El protocolo finalizé cuando el promedio del tamafio tumoral en algin grupo
superd los 1200 mm®. Los animales al finalizar el protocolo fueron sacrificados por
dislocacion cervical. Las piezas tumorales fueron conservadas en formalina 10% en PBS

para posteriores estudios histopatoldgicos.

Figura C3.2
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Figura C3.2 Esquema de tratamiento de ensayo de crecimiento tumoral subcutédneo en la linea de

cancer de préstata humana PC-3: 3x10° células PC-3 fueron inoculadas de en el subcutis de ratones nude

con tratamiento de los analogos a partir del dia 35 posinoculacién de las células tres veces por semana (0,3
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Figura C3.3
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Figura C3.3 Esquema de tratamiento de ensayo de crecimiento tumoral subcutédneo en la linea de
SCLC humana NCI-H82: 1x10° células NCI-H82 con matrigel fueron inoculadas de en el subcutis de ratones

nude. El tratamiento con los analogos comenzo el dia 5 pos inoculacion de las células y se realizo tres veces

Angiogénesis in vivo

Se evalué la angiogénesis inducida por las células tumorales mediante el ensayo de
implante de Matrigel® modificado. Para llevar a cabo dicho ensayo se mezclaron 200 pl de
Matrigel® en hielo con heparina (50 U/ml) y 1 x 10° células NCI-H82 en 100 pl de RPMI 1640.
La heparina favorece la unién de distintos factores de crecimiento endotelial y sus
respectivos receptores, tal como es el ejemplo de VEGF y el VEGFR [197]. La mezcla de
Matrigel® fue inoculada via subcutanea en el flanco derecho de ratones atimicos macho
nu/nu usando jeringas en hielo para evitar la polimerizacién del Matrigel®. Los animales
fueron sacrificados utilizando una camara de mondxido de carbono a los 15 dias pos
inyeccion. Las piezas de Matrigel® fueron recuperadas, pesadas, fotografiadas y
homogeneizadas en 300 ml de buffer de lisado RBC (por sus siglas en inglés Red Blood
Cell). Luego su contenido de hemoglobina fue determinado mediante el kit de Drabkin
(Sigma). El grupo de animales tratados con los analogos sintéticos dDAVP o [V*Q°]dDAVP
recibié una dosis de 0.3 pg/kg/dia o 1 pg/kg/dia por via endovenosa, media hora antes de la
inoculacién del Matrigel® con las células tumorales y 3 veces por semana hasta el dia 15 pos
desafio (Fig. C3.4).
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Figura C3.4 Esquema de tratamiento
de ensayo de angiogénesis in vivo.
Inoculacion de células NCI-H82 en el

subcutis de ratones nude con tratamiento

de los analogos 30 minutos antes de la

Los animales tratados con los analogos dDAVP o [V*Q°]dDAVP recibieron dosis de

0.3-1 pg/kg/dia por via endovenosa. Dicho rango de dosis posee relevancia clinica con

efectos hemostaticos ampliamente reportados en humanos [211,212,213], y con

propiedades antitumorales reportadas en modelos preclinicos murinos y ensayos clinicos

veterinarios en caninos [88,214,215]. dDAVP puede inducir taquifilaxis si es administrada

diariamente [71]. Es por esto que en tratamientos que se extienden por mas de 5 dias, los

analogos fueron administrados respetando un esquema de 3 dosis semanales. El grupo

control recibi6é solo el vehiculo salino.
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Efecto de los analogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre el crecimiento tumoral en
modelos de xenotransplante de las lineas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3, en

ratones atimicos.

Se estudiaron los efectos in vivo de los compuestos en NCI-H82 y PC-3. Se
evaluaron dos modelos heterotdpicos para las lineas antes mencionadas, inyectando las
células en el subcutis para determinar la progresion tumoral (1x10° células NCI-82 con
matrigel 1:1 y 3x10° PC-3 sin matrigel). Una vez puesto a punto se evaluaron los analogos
(0.3 ug/kg-3 veces por semana) observandose una inhibicién del crecimiento tumoral de un
40% y un 35% para ambos analogos para NCI-H82 (Fig. C3.5 y C3.6) y PC-3
respectivamente (Fig. C3.7 y C3.8).

Figura C3.5
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Figura C3.5. Progresion tumoral de la linea de pulmén humana NCI-
en el subcutis del flaco derecho con 1x10° células NCI-H82 en 150 pl d
fueron tratados tres veces por semana (a partir del dia 5 pos inocula
anélogos. Los tumores fueron medidos con calibre tres veces por sem
SEM (n=10 por grupo). ANOVA de medidas repetidas con correccion de
esfericidad **p<0.01***p<0.001.

147



Capitulo llI-Resultados

Figura C3.6
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Figura C3.6. Progresion tumoral de la linea de pulmén humana
dia 25. ANOVA simple contrastado con Tukey***p<0.001. Los v
representativas de los tumores al dia 25.
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Figura C3.7. Progresién tumoral en la linea de cancer de prdostata humana PC-3: Ratones nu/nu fueron
inyectados en el subcutis del flaco derecho con 3x10° Células PC-3 sin matrigel en 300 pl de RPMI. Los
ratones fueron tratados tres veces por semana a partir del dia 35 pos inoculacién de células con 0,3 ug/kg de
los anélogos. Los tumores fueron medidos con calibre tres veces por semana. Los valores representan media
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Figura C3.8
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Figura C3.8. Progresion tumoral en la linea de cancer de préstata humana PC-3: A. Tasa de crecimiento
tumoral al dia 38 pos tratamiento (dia 73 pos inoculacion). Los valores representan media + SD. ANOVA
contrastado con Tukey ***p<0.001. B. Fotos representativas de los tumores al dia 38 pos tratamiento (dia 73

Efecto de los analogos, dDAVP y [V*'Q°]dDAVP sobre la angiogénesis tumoral en un

modelo de xenotransplante de la linea celular humana NCI-H82 en ratones atimicos.

Para estudiar el efecto antiangiogénico de los andlogos dDAVP y [V'Q°JdDAVP in vivo
se realiz6 el ensayo de plug de Matrigel® para luego cuantificar la formacion de vasos por
medicion de hemoglobina y nimero de vasos que irrigaban el plug. Como puede observarse
en la figura C3.9A, ambos analogos a una dosis de 1lupg/kg/dia reducen la angiogénesis
(hemoglobina en tumor) en un 40%, asi como también disminuye la cantidad de vasos que

irrigan el tumor en un 50% respecto al control tratado con PBS (Fig. C3.9B).
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Figura C3.9
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Figura C3.9. Evaluacion del efecto de los analogos sobre la angiogénesis en la linea NCI-H82. Ensayo
de Plug de matrigel®: 1x10° células NCI-H82 fueron inoculadas en el subcutis del flanco derecho de ratones
atimicos (1:2 RPMI con células/matrigel, volumen final 200 uL). El tratamiento se realizé media hora antes de
inocular las células y durante 7 dias (3 veces por semana; dosis: 0.3 ug/kg y 1 ug/kg).A. Los tumores fueron
fotografiados y retirados para ser procesados con buffer de lisis y reactivo de drabkin para medir el contenido

de hemoglobina a una absorbancia de 405 nm. El contenido de hemglobina estd expresado como % de
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Resumen Resultados Capitulo 1l

eSe logré un modelo xenogénico satisfactorio para evaluar el efecto in vivo de los

compuestos en las linea tumoral humana NCI-H82.

eSe logré un modelo xenogénico satisfactorio para evaluar el efecto in vivo de los

compuestos en las linea tumoral humana PC-3.

eLos anélogos, dDAVP y [V*Q°]JdDAVP mostraron una inhibicién del crecimiento

tumoral similar en ambas lineas.

eSe generd un modelo in vivo para evaluar angiogénesis en la linea NCI-H82 con

resultados satisfactorios, ambos anélogos inhibieron la angiogénesis.
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En este capitulo se exploraron los efectos in vivo de los anélogos selectivos del V2r,
dDAVP y [V*Q°]dDAVP sobre las lineas tumorales agresivas humanas NCI-H82 y PC-3. La
inyeccion intravenosa de dosis clinicamente relevantes de ambos analogos provocé una
importante reduccion del volumen tumoral comparado con el grupo control tanto en el
modelos de SCLC como en el de adenocarcinoma prostatico hormono independiente con
caracteristicas NE. En consistencia con los resultados in vitro, los tumores tratados con los
analogos presentaron una tasa de crecimiento significativamente menor (35%) comparada
con la de los tumores tratados con el vehiculo. Bajo estas condiciones experimentales, el
analogo [V'Q°]JdDAVP no mostré un mayor efecto que el péptido parental a diferencia de los
observado in vitro y en otros modelos de cancer, como cancer de mama [172]. Esto podria
deberse a que los tumores agresivos tales como los de SCLC y de cancer de préstata
hormono independiente de rapida expansion y tasa de crecimiento elevada demanden
mayores dosis para mostrar diferencias significativas entre compuestos. Se requieren
futuros estudios in vivo, sobre todo de evaluacién de dosis para poder arribar a alguna

conclusion.

Por otro lado se evalud el efecto de los anélogos sobre la angiogénesis inducida por
tumor, pudiendo determinarse que ambos analogos presentan actividad antiangiogénica en
los dos modelos estudiados a dosis de 1 pg/kg/dia, reduciendo en un 40% el contenido de
hemoglobina en el tumor. Como ya se ha mencionado, los analogos de AVP agonistas del
V2r presentan, entre otros efectos, un efecto antiangiogénico in vivo, el cual dependeria, al
menos en parte, de la presencia del V2r en las células tumorales y de la modulacién de su
dialogo con el endotelio vascular debido a la liberacién de angiostatina por las mismas [89].
La actividad antiangiogénica se explicaria parcialmente por éste mecanismo y estariamos
reconfirmando, con los resultados arrojados aqui, el mecanismo de los analogos de AVP
agonistas del V2r sobre las células tumorales. Recordemos que ademas, los péptidos
también actuarian sobre las células del endotelio vascular generando una répida liberacion
sistémica de factores hemostéticos y profibrinoliticos. Es asi, que la administracion sistémica
de dDAVP induce una liberacion rpida de FVW mediante la estimulacion del V2r presente
en la microvasculatura. El FVW es una gran glicoproteina multimérica plasmética que
despliega un rol central en la homeostasis. Este factor actia como proteina transportadora

del FVIII y media la adhesién plaquetaria a las células endoteliales [217].

Como ya se menciond el crecimiento de una masa tumoral necesita establecer un
lecho vascular que le permita a las células neoplasicas nutrirse, acceder a oxigeno y
eliminar sus productos de desecho para poder crecer y diseminarse. Es asi que la

capacidad de inducir la formacién de nuevos vasos determina la malignidad y permite a las
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células tumorales colonizar 6rganos distantes. Como consecuencia, la modulacién del
proceso angiogénico se ha convertido en una de las estrategias terapéuticas mas
estudiadas con el fin de limitar la progresion tumoral [216]. Representando asi, compuestos
capaces de modular biol6égicamente factores angiogénicos, como los agonistas del V2r,
herramientas terapéuticas muy interesantes tanto como agentes Unicos, asi como también

agentes con posibilidades de combinacion con otros tratamientos.

Tanto la linea NCI-H82 como la linea PC-3, representan modelos tumorales NE de
droga-resistencia y enfermedad recurrente muy valiosos [58, 59, 62]. El SCLC es un tipo de
tumor raro y agresivo, pero en aumento, que presenta caracteristicas NE. Incluso cuando es
tratado inicialmente con quimioterapia y radioterapia, el SCLC eventualmente desarrolla
resistencia al tratamiento y los pacientes con enfermedad avanzada tienen una mediana de
sobrevida de menos de 12 meses [218]. Se ha detectado cierta plasticidad en las células de
SCLC, que antes se consideraban homogéneas, encontrandose variantes celulares como es
el caso de la linea aqui utilizada, NCI-H82. Las lineas variantes (~ 10-20%) mostraron
diferentes comportamientos in vitro e in vivo (xenoinjerto), distintos patrones de crecimiento,
morfologias diversas y relativa resistencia a la terapia estandar [219]. Muchas de las lineas
variantes se establecieron a partir de tejido tumoral obtenido de pacientes en recaida [220].
Al igual que lo que ocurre con tumores de prostata luego del tratamiento de privacion
hormonal, un problema central para el tratamiento de SCLC es la resistencia a la
quimioterapia que ocurre invariablemente después de la terapia, tendiendo a mostrar
sensibilidad intrinseca o resistencia multimedicamentosa [221]. Es necesario comprender los
mecanismos que causan resistencia a la quimioterapia, asi como resistencia a multiples
farmacos. Tales esfuerzos dependeran en gran medida de una mejor comprension de la
biologia molecular de SCLC en el diagnostico inicial y en el momento de la recaida. Suele
haber respuesta inicial de SCLC a la terapia citotoxica pero ésta respuesta frecuentemente
es de corta duracion, y los tumores recurrentes son casi siempre multirresistentes [222]. Una
comprension de los mecanismos de la resistencia a drogas sera esencial para desarrollar

nuevos enfoques terapéuticos.

Independientemente del estado, el prondstico actual para pacientes con SCLC es
poco satisfactorio a pesar de las mejoras en el diagndéstico y la terapia desarrolladas durante
los ultimos 25 afios debido a que este tipo de tumor tiende a diseminarse y a menudo
presenta sintomas poco especificos [223]. Hoy en dia, como ya hemos descripto en la
intrduccion general, las terapias dirigidas para NET GET bien diferenciados y de crecimiento
lento son interferon, SSA, inhibidores de VEGF e inhibidores de mTOR, mientras que para

los tumores NE pobremente diferenciados y progresivos como SCLC solo existe la
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quimioterapia y radioterapia, con la subsecuente resistencia generada en un gran porcetaje
de los tumores tratados [25], evidenciando asi, la urgente necesidad de nuevas
aproximaciones terapéuticas para este tipo de tumor.

Es asi que los andlogos estudiados aqui constituyen interesantes alternativas para el
tratamiento de éstos tipos de tumores. Se deben tener en cuenta a la hora de avanzar con
los estudios de éstos analogos peptidicos de la AVP, aspectos como los sindromes
paraneoplasicos, particularmente, el Sindrome de Secrecion Inadecuada de Hormona
Antidiurética (SIAH) ya que esto podria presentar un problema a la hora de tratar con éstos
analogos a pacientes. Ambos analogos deberian administrarse solo bajo un control estricto
del nivel de sodio sérico del paciente y de la ingesta y produccion de liquidos para evitar las
complicaciones asociadas a la hiponatremia y también se deberia prestar atencion al riesgo
de acumulacién de liquido en tejidos. Debe tenerse en cuenta el riesgo de hiponatremia,
particularmente en pacientes mayores que reciben soluciones hipoténicas o dosis frecuentes
y repetidas del analogo. También se recomiendaria precaucion en nifios pequefios
[212,213].

En éste sentido debemos tener en cuenta que a partir de la actividad antitumoral
reportada en modelos preclinicos de cancer de mama, mencionada previamente
[88,89,91,92,93], nuestro grupo ha realizado un ensayo clinico prospectivo abierto de fase Il
donde se evalu6é el uso perioperatorio de dDAVP en pacientes con cancer de mama
(NCT01606072) obteniendo resultados satisfactorios en cuanto a seguridad, disminucion del
sangrado y efectos antitumorales preliminares (reduccién de CTC a las 24 horas pos cirugia)
[224]. Todos los criterios de exclusion de nuestro ensayo clinico de fase Il se tendran en
cuenta para cualquier consideracion futura de ensayo clinico para [V‘Q°JdDAVP. Estos
criterios de exclusién incluyeron embarazo o lactancia, tratamiento hormonal,
hipersensibilidad conocida a dDAVP o AVP, enfermedad de von Willebrand grave o

hemofilia, SIAH, insuficiencia renal o hiponatremia, diabetes tipo | o Il, entre otros.

Los estudios farmacoldgicos / toxicoldgicos para el nuevo anélogo [V*Q°]JdDAVP se
llevaron a cabo previamente a la evalucion del compuesto in vivo. Este consistido en el
estudio de toxicidad aguda en ratas Wistar, con el fin de evaluar los efectos adversos del
compuesto. Asi, se realiz6 la evaluacion clinica completa de los animales incluyendo, ritmo
cardiaco y respiratorio, sistema nervioso, actividad motriz, parametros bioquimicos y
hematoldgicos. La administracion fue via i.v. utilizando dosis de 1, 10 y 100 pg/kg de dDAVP
o [V'Q°]JdDAVP, no encontrandose diferencias importantes entre el analogo [V‘Q°]dDAVP y
dDAVP en dosis hasta 300 veces mayores que las que producen un efecto antitumoral in
vivo [172].
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En su conjunto, los resultados obtenidos en éste capitulo muestran los primeros
indicios preclinicos in vivo del efecto de los andlogos de AVP, dDAVP y [V'Q°]JdDAVP sobre
lineas tumorales con caracteristicas NE. Estos hallazgos no sélo son muy interesantes sino
que resultan muy alentadores en lo referente a la blusqueda de posibles terapias para éste
tipo de tumores, aportando, por un lado, valiosos modelos de TNE agresivos para el estudio
de farmacos y por otro constituyendo el inicio para el desarrollo preclinico de los
compuestos antitumorales dDAVP y [V‘Q°]JdDAVP para éste tipo de enfermedad
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Como se ha mencionado vastamente, la sefalizacion autdcrina y paracrina a través
de compuestos como neuropéptidos es fundamental para el crecimiento tumoral en general,
y mas aun en los TNE. Las células tumorales de los TNE comparten la funcion comun de
secretar hormonas polipeptidicas de bajo peso molecular y aminas biogénicas. La expresion
de marcadores NE y sus receptores estan involurados en el desarrollo y progresion tumoral
y han sido utilizados como biomarcadores para el diagndéstico asi como también como
blancos para el desarrollo de nuevas terapias dirigidas. Si bien los TNE son raros, su interés
radica en su heterogeneidad, su agresividad, su resistencia a las terapias actuales y el
aumento de su incidencia en los Ultimos afios, lo que los convierte en tumores con pocas
posibilidades terapéuticas actualmente. A esto debemos sumarle que los sintomas a

menudo son inespecificos lo que hacen que su deteccion sea en general tardia.

En la busqueda de nuevos blancos terapéuticos, péptidos sintéticos analogos de
neuropéptidos naturales como la AVP con propiedades reguladoras de eventos claves para
la progresion tumoral, probadas en algunos tipos de cancer, y con accién sobre factores de
la hemostasia, resultan candidatos interesantes para su estudio como posibles compuestos

para el tratamiento de TNE.

En esta tesis, se examin6 el impacto de la estimulacion selectiva del V2r de AVP a
través de analogos agonistas de dicho receptor como dDAVP y el nuevo analogo, disefiado
mediante estudios de SAR sobre el péptido de primera generacion dDAVP sobre células de
SCLC NCI-H82, [V*Q°]dDAVP, pudiendo aportar informacién a la ya reportada [225, 226]

para el conocimiento de las posiciones claves para la interaccion con el V2r.

Por otro lado se desarroll6 y evalud otro nuevo analogo a partir de una perspectiva
evolutiva que nos llevd a disefiar un analogo del péptido encontrado en insectos: INT,
denominado dDINT. Si bien éste analogo no mostré efecto antitumoral en SCLC, este
andlisis arrojo informacion interesante constituyendo la base para futuros estudios de
neuropéptidos derivados de insectos u otros animales para el desarrollo de nuevos
anélogos. Por otro lado, el analisis evolutivo y el andlisis de las funciones de los péptidos
tipo AVP en el reino animal nos permitié pensar que los analogos podrian estar afectando la
diferenciacion celular y esto nos llevé al andlisis de la modulacién de los marcadores de
diferenciacién NE por lo analogos en las lineas estudiadas, mostrando de éste modo que el
andlisis de funciones en la naturaleza podria disparar nuevas e interesantes interpretaciones

fisiolégicas.

También se estudio el efecto de los analogos agonistas especificos de V2r, dDAVP y

[V*Q°] dDAVP, sobre eventos celulares claves relacionados a la progresion tumoral en dos
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lineas celulares humanas con caracteristicas NE de cancer de pulmén y de préstata. Se
demostré que ambos analogos muestran capacidad antitumoral, tanto in vitro como in vivo,
en estos modelos tumorales. Si bien la comprensién del mecanismo involucrado en la via de
sefalizacidén de V2r no esta completa, nuestros hallazgos muestran el beneficio potencial de
estos compuestos en los tumores agresivos con fenotipos NE, aunque es necesario

continuar con los estudios vinculados a los mecanismos de accién de los péptidos.

Dada la agresividad de la enfermedad y la urgente necesidad de enfoques
terapéuticos novedosos, los estudios realizados y los resultados obtenidos en esta tesis
doctoral, en el modelo de SCLC humano: NCI-H82, y en el modelo de cancer de préstata
agresivo con rasgos NE: PC-3, constituyen el puntapié inicial para el desarrollo preclinico de
éstos analogos de AVP, agonistas del V2r en éstos tipos de cancer, representando
hallazgos que no sélo contribuyen a la blisqueda de posibles terapias para los TNE, sino
que también, arrojan valiosos modelos de enfermedad de alta recurrencia y resistencia a

farmacos.

Creemos que la busqueda y caracterizacion funcional de analogos de AVP desde
fuentes naturales en combinacion con el disefio racional basado en SAR y estudios
computacionales puede ser una estrategia adecuada para el desarrollo de medicamentos
selectivos para el tratamiento de enfermedades humanas como los TNE agresivos con

pocas alternativas terapéuticas.

El reto restante consiste en optimizar y combinar la informacién obtenida por cada
metodologia para lograr un producto superador. Debemos avanzar tanto en los estudios
preclinicos como en las investigaciones del mecanismo de accién de dDAVP y el analogo
[V'‘Q°]dDAVP ya que los resultados presentados en esta tesis son prometedores como

posibles terapias dirigidas para éstos tipos de tumores.

Resumiento, esta tesis ha contribuido al estudio de nuevos analogos de AVP
agonistas del V2r como potenciales tratamientos para TNE con poca altrnativas

terapéuticas:

oSe determind la presencia del V2r y de los marcadores NE, CgA y NSE en una linea
de SCLC y en una linea de adenocarcinoma de préstata agresiva humanas, encontrando de
este modo dos modelos tumorales con caracteristicas NE para el estudio de los analogos

selectivos del V2r del neuropéptido AVP.

eSe demostro la importancia de la regién ciclica del analogo selectivo de primera

generacion de AVP, dDAVP para su efecto citostatico.
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«Se desarroll6 el analogo [V*Q’] dDAVP, mediante estudios de SAR del péptido de
primera generacion dDAVP, que mostro un efecto citoestatico mejorado in vitro en células
de SCLC.

¢ Se disefid un nuevo analogo dDINT por medio de una aproximacion evolutiva a

partir de un péptido presente en insectos.

Se evaluaron los analogos de AVP, dDAVP y [V*Q°]JdDAVP sobre lineas de SCLC y
adenocarcinoma prostatico, mostrando efecto antiproliferativo, antimigratorio, pro-apoptotico,
modulador de la expresion de marcadores de diferenciacion NE in vitro y un efecto
antitumoral sobre el crecimiento y la angiogénesis tumoral in vivo en ambas lineas

tumorales.

eLos resultados muestran que dDAVP y [V*Q°] dDAVP tienen potencial aplicacion
terapéutica en SCLC y adenocarcinoma de préstata agresivo y hormono-independiente con
caracteristicas NE y resistentes a las terapias.
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