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que hasta ahora la ciencia no ha encontrado  

una explicación formal.  
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Esta fuerza universal es el AMOR. 
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Los tumores neuroendocrinos (TNE) comprenden un grupo heterogéneo de 

neoplasias malignas que presentan una amplia gama de características morfológicas, 

funcionales y comportamentales. El concepto de diferenciación neuroendocrina (NE) puede 

definirse como la secreción de sustancias bioactivas por las células neoplásicas. El 

crecimiento de TNE está regulado principalmente por señalización autócrina y parácrina a 

través de neuropéptidos, hormonas peptídicas y bioaminas con acciones fisiológicas 

definidas, estas vías de señalización dependen de la expresión de receptores específicos en 

las células tumorales. Las principales proteínas expresadas por estos tumores son la 

sinaptofisina, la cromogranina A (CgA) y la enolasa neuronal específica (NSE), entre otras. 

La CgA es el biomarcador más utilizado para detectar la diferenciación NE en el cáncer de 

próstata ya sea a nivel tisular o en la circulación general. La NSE es actualmente el 

marcador tumoral más confiable en el diagnóstico, el pronóstico y el seguimiento del cáncer 

de pulmón de células pequeñas (SCLC). La diferenciación NE de los tumores ha sido 

relacionada con la transición de las células cancerosas con características epiteliales hacia 

células con fenotipos invasivos y metastásicos (transición epitelio mensenquimal, TEM). En 

algunos tipos de cáncer, como el cáncer de próstata, también se ha vinculado la 

diferenciación NE con la transición de un tumor hormono dependiente hacia un tumor 

hormono-independiente contribuyendo esta transdiferenciación con la progresión tumoral, la 

resistencia hormonal y con un pronóstico desfavorable. Además, en cáncer de pulmón, la 

transformación de NSCLC a SCLC se asocia con mala respuesta al tratamiento y aumento 

de NSE en suero. Una reducción de la expresión de los marcadores NE podría indicar 

desdiferenciación NE.  

  La vasopresina (AVP) es un neuropéptido con efecto endócrino, parácrino y 

autócrino en tejidos normales y patológicos. Los receptores AVP están presentes en 

diferentes tipos de cáncer, como cáncer de pulmón, de mama, pancreático, colorrecal y 

gastrointentinal, con efectos contrastantes sobre el crecimiento tumoral dependiendo del 

subtipo del receptor. Mientras que los receptores de AVP de tipo 1 (V1a y V1b) están 

asociados con la estimulación de la proliferación celular, el receptor de AVP de tipo 2 (V2r) 

está relacionado con efectos antiproliferativos. La desmopresina (dDAVP) es un análogo 

sintético de AVP que actúa como un agonista selectivo para el V2r, que ha mostrado 

propiedades antitumorales en modelos de cáncer de mama y colorrectal. 

El desarrollo de medicamentos cada vez más seguros, adecuados y eficaces para el 

tratamiento de enfermedades es una tarea que requiere la interacción de diferentes 

disciplinas. La identificación de secuencias de péptidos y el análisis de fuentes naturales es 

un enfoque ampliamente utilizado basado en una perspectiva evolutiva para la búsqueda de 

nuevos compuestos con aplicaciones terapéuticas. Por otra parte, el diseño racional de los 
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fármacos 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 análogos de AVP diseñados 

mediante una aproximación racional y una evolutiva, y evaluar las propiedades 

antitumorales in vitro e in vivo de los análogos de AVP diseñados sobre líneas celulares con 

y sin características NE, incluyendo las siguientes líneas celulares: NCI-H82, agresiva de 

SCLC, NCI-H125, NSCLC (carcinoma escamoso de pulmón) y PC-3, cáncer de próstata. 

El primer método de diseño de fármacos utilizado consistió en aplicar un enfoque 

evolutivo explorando péptidos bioactivos de fuentes naturales, prestando especial atención a 

su actividad fisiológica específica. Esta estrategia basada en la evolución nos llevó a diseñar 

un nuevo análogo derivatizado a partir del péptido INT presente en escarabajos, 

denominado dDINT. El segundo enfoque explorado se basó en la realización de un estudio 

SAR utilizando la técnica de Ala-scanning sobre dDAVP como compuesto de primera 

generación para identificar las posiciones aminoacídicas claves implicadas en su actividad 

antiproliferativa sobre las células NCI-H82. Previamente a ésta exploración se identificó el 

blanco molecular V2r y la expresión de los marcadores NE, CgA y NSE, en las líneas 

estudiadas mostrando que las líneas NCI-H82 y PC-3 presentan V2r y expresan los 

marcadores NE, la línea NCI-H82 mostró un mayor expresión 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 demostró 

una estrecha relación entre la secuencia aminoacídica que pertenece al bucle 

conformacional de dDAVP y su actividad antiproliferativa. Como resultado, sintetizamos el 

nuevo análogo selectivo, [V4Q5] dDAVP, introduciendo valina y glutamina en las posiciones 

aminoacídicas 4 y 5, respectivamente. [V4Q5] dDAVP mostró interesantes efectos biológicos, 

mostrando un aumento de los efectos citostáticos en las células tumorales de SCLC en 

comparación con el compuesto parental dDAVP, así como también comparado con el 

análogo dDINT.  

Los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5] dDAVP, fueron evaluados preclínicamente in 

vitro, donde redujeron significativamente la proliferación, el tiempo de duplicación y la 

migración en ambos cultivos de células tumorales, NCI-H82 y PC-3 positivas para V2r. No 

tuvieron efecto sobre la línea celular que no presenta características NE y no expresa V2r 

NCI-H125. Ambos análogos tuvieron, además, un efecto que conduciría a una regulación 

pro-apoptótica de las células tumorales al regular la expresión de BAX y su par anti-

apoptótico: Bcl-2 o Bcl-xL en las líneas de próstata y pulmón respectivamente.  

El análogo de segunda generación [V4Q5] dDAVP mostró un mayor efecto citostático 

que dDAVP sobre la proliferación celular en la línea celular NCI-H82. El silenciamiento de 

V2r usando ARN de interferencia atenuó significativamente los efectos inhibitorios de [V4Q5] 
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dDAVP sobre la proliferación de células NCI-H82 así como también el bloqueo del receptor 

mediante un antagonista competitivo no peptídico mostró el mismo efecto, confirmando así 

que el nuevo análogo actúa principalmente vía V2r. Curiosamente, después del tratamiento 

con dDAVP, la expresión de ambos marcadores NE estudiados, CgA y NSE, se redujo en 

las líneas celulares de cáncer de pulmón y de próstata. En los pacientes con cáncer, los 

niveles elevados de CgA y NSE se correlacionan con carga tumoral, número de sitios de 

diseminación y falta de respuesta clínica, mientras que una disminución de estos 

biomarcadores podría indicar un mejor pronóstico. La capacidad de dDAVP para modular los 

marcadores NE en diferentes tipos de tumores constituye una contribución interesante e 

importante para estudios posteriores. 

Exploramos el efecto in vivo de dDAVP y [V4Q5] dDAVP en xenoinjertos de SCLC 

NCI-H82 y de carcinoma prostático agresivoPC-3. Los tumores tratados (0.3 μg/kg/día, tres 

veces por semana) crecieron más lentamente en comparación con los animales tratados con 

el vehículo en ambos modelos. También se observó una disminución de la angiogénesis in 

vivo en los tumores de SCLC tratados con dosis de 1 µg/kg/día de ambos análogos, 

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 diseño racional basado en 

SAR es una buena herramienta para el diseño de agonistas específicos de V2r. Si bien el 

abordaje evolutivo en este trabajo no arrojó un análogo con propiedades antitumorales 

mejoradas, los abordajes evolutivos en combinación con estudios de SAR y estudios 

computacionales podrían proporcionar la base para futuros estudios de neuropéptidos para 

el desarrollo de nuevos y mejores análogos con potencial aplicación terapéutica, así como 

también, la reinterpretación fisiológica en humanos a partir del estudio evolutivo y la 

actividad fisiológica en otros animales podría 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 cáncer de próstata con rasgos NE: 

PC-3, constituyen el puntapié inicial para el desarrollo preclínico de éstos análogos de AVP, 

agonistas de V2r en éstos tipos de cáncer, representando hallazgos que no sólo contribuyen 

a la búsqueda de posibles terapias para TNE, sino que también, arrojan valiosos modelos de 

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

Las células neuroendócrinas (NE) derivan de las crestas neurales y del endodermo y 

presentan un inmunofenotipo común con las células neuronales compartiendo algunas 

características como la producción de neuropéptidos, neuromoduladores y 

neurotransmisores, así como también la presencia de gránulos de secreción. Se diferencian 

principalmente de las células neuronales por carecer de axones y sinapsis. Las células NE 

se organizan formando glándulas (hipófisis, paratiroides, médula adrenal y paraganglios) o 

de forma difusa en órganos como el páncreas, el tracto intestinal y respiratorio, la vía 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 órgano endócrino del organismo, conteniendo al menos 16 tipos de 

células endócrinas que producen más de 50 péptidos o aminas. Aunque durante mucho 

tiempo se asumió que éstas células derivaban unicamente de la cresta neural y migraban al 

epitelio de distintos órganos, hoy se sabe que las células NE derivan también del 

endodermo, a partir de la diferenciación de células madre en diferentes líneas celulares y 

que en este proceso intervienen diversos factores de transcripción que estimulan la 

diferenciación 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 

neuroendócrinos; TNE) comprenden un grupo heterogéneo de neoplasias malignas que 

presentan un amplio rango de características morfológicas, funcionales y comportamentales 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Modificado de Grajeda et al. 2015 [3].  

 
Figura IG-1. Distribución 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 proteínas 

específicas como la sinaptofisina (Syp, del inglés synaptophysin), la cromogranina A (CgA) y 

la enolasa neuronal específica (NSE, del inglés neuron specific enolase), entre otras [4]. 

Además de éstas proteínas los TNE pueden expresar hormonas del sistema endócrino [5,6]. 

Algunas de éstas proteínas, expresadas en los TNE, han sido escogidas, estudiadas y 

validadas como marcadores utilizados en la clínica, fundamentalmente para su determiación 

[4,5], los marcadores más utilizados son:  

-marcadores citosólicos: como la NSE 

-marcadores asociados a vesículas pequeñas como la Syp, la proteína de vesícula 

sináptica 2 (SV2), la sinaptobrevinas (VAMP1 y VAMP2), proteína asociada al sinaptosoma 

(SNAP25), la sintaxina, la proteína transportadora vesicular de monoaminas (VMAT 1 y 2) 

-marcadores asociados a gránulos secretores grandes como la CgA y la 

cromogranina B (CgB), la secretogranina, las proconvertasas 

-marcadores de membrana celular como la molécula de adhesión de la célula neural 

(NCAM/CD56) 

- factores de transcripción 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 adrenocorticotrópica (ACTH), la insulina, el 

polipéptido pancreático, el glucagón, la bombesina y la ghrelina, el péptido gastrointestinal, 

la secretina, el péptido YY, el péptido tipo glucagón tipo 1 y tipo 2, neurotensina, histamina, 

motilina, substancia P, colecistokinina.  

Estas sustancias regulan un gran número de procesos como la homeostasis de la 

glucosa, la secreción pancreática exócrina, la motilidad y el vaciamiento gástrico, el 

crecimiento y la proliferación intestinal, entre otras funciones conocidas [7]. 

El crecimiento de los TNE está regulado principalmente por señalización autócrina y 

parácrina a través de neuropéptidos, hormonas peptídicas y bioaminas con funciones 

fisiológicas bien definidas. Existen evidencias que indican la participación de neuropéptidos 

específicos, como neurotransmisores y hormonas, además de en tumores de origen NE en 

cánceres pulmonares, gastrointestinales, colo-rectales, pancreáticos y prostáticos que 

sufren una diferenciación de tipo NE [8,9]. El efecto de esta señalización depende de la 

expresión de receptores específicos en las células tumorales y la expresión de éstos 

receptores se utiliza, entre otras características, para la determinación de TNE [10,11]. 

La CgA es el biomarcador más ampliamente utilizado para detectar la diferenciación 

NE en algunos tipos de cáncer, como el de próstata, tanto a nivel tisular como en la 

circulación general [12,13]. La NSE es actualmente el marcador más confiable para el 

diagnóstico, pronóstico y seguimiento de cáncer de pulmón de células pequeñas (SCLC, del 
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inglés small cells lung cancer) [14]. Tomando toda esta información en consideración es que 

se utiliza el monitoreo de los niveles de CgA y NSE en el suero de pacientes como 

marcadores de pronóstico así como también como marcadores de respuesta al tratamiento y 

evolución de la enfermedad [15]. 

Clasificación de los TNE 

La clasificación de los TNE es muy compleja debido a las características 

heterogéneas de este tipo de neoplasias, su origen e incluso por la adquisión de 

características NE en tumores con orígenes muy diversos. La principal clasificación se da en 

función de la localización de los mismos. Así encontramos los TNE 

gastroenteropancreáticos (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 IG-1, los TNE-GEP son los más 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 

endócrinos) fue el de carcinoide, el cual fue utilizado por primera vez en 1907 para describir 

a una serie de tumores NE gastrointestinales de estructura morfológica característica, 

crecimiento organoide, celularidad con patrón monomorfo, con comportamiento menos 

agresivo que los carcinomas [16]. La primera clasificación de este grupo de tumores la 

realizaron Williams y Sandler [17] en 1963 y las dividieron, principalmente, por su origen 

embriológico en carcinoides de intestino anterior (broncopulmonares, estómago, duodeno, 

yeyuno proximal y páncreas), intestino medio (yeyuno distal, ileon, apéndice y ciego) e 

intestino posterior (colon y recto). También tuvieron en cuenta características de tinción 

histoquímica y comportamiento. Esta clasificación no tuvo aceptación 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 biológico muy 

diferente [18]. 

De éste modo la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó en 1980 como 

carcinoides a la mayor parte de los tumores endócrinos (entre los que encontramos a los 

TNE) [16]. Se distinguieron por un lado los tumores endócrinos gastroenteropancreáticos y 

por otro los de otras localizaciones extragastrointestinales. Los carcinoides a su vez se 

subdividieron en enterocromafines, de células G o no especificados. Esta clasificación no 

fue lo suficientemente útil ya que los patólogos denominaron carcinoide a todos los tumores 

con diferenciación NE, aplicando este término a tumores con morfología clásica y a 

neoplasias atípicas, mientras que los oncólogos entendían como tal a aquellas neoplasias 
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productoras de serotonina y de síndrome carcinoide. Un problema más en esta clasificación 

es el hecho de que los carcinoides difieren en su comportamiento según la localización. 

Estas dificultades fueron las que llevaron a la nueva clasificación de la OMS en el 2000 para 

todos los TNE, ya no sólo para los carcinoides, sino para todos los GEP [19], que reconoce 

tres tipos de tumores basándose en los siguientes criterios histopatológicos:  

 Grado de diferenciación  

 Tamaño del tumor  

 Extensión local  

 Invasión vascular  

 Índice proliferativo: mitosis, Ki67  

Distinguiéndolos así de manera independiente de la localización del tracto digestivo 

en:  

-Tumor NE bien diferenciado (carcinoide): comprende las neoplasias con 

estructura monomorfa trabecular y microlobulillar, a veces con áreas más sólidas, atipia 

celular leve, bajo índice mitótico (1-2 mitosis/10 campos de gran aumento) y bajo índice 

proliferativo valorado con Ki67 (<2%). 

-Carcinoma NE bien diferenciado (carcinoide atípico): comprende neoplasias que 

muestran predominio de nidos sólidos, con necrosis escasa, atipia más evidente y actividad 

mitótica importante (2-20 mitosis/10 campos de gran aumento) a veces mitosis atípicas y un 

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

-Carcinoma NE poco diferenciado (generalmente de células pequeñas): 

comprende neoplasias muy agresivas histológica y citológicamente, con atipia marcada, 

elevado índice mitótico (>20 mitosis/10 campos de gran aumento), mitosis atípicas y 

abundante necrosis. Es frecuente observar invasión vascular y perineural. El índice 

proliferativo es >20%. 

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

distingue las siguientes tipos: 

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

gran aumento, sin necrosis y >0.5 cm. 

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

de gran aumento, y/o necrosis focal.  
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-Carcinoma NE de células grandes: neoplasias NE de células grandes con >10 

mitosis/10 campos de gran aumento y necrosis. El tipo NE de cáncer de pulmón de células 

no pequeñas (NSCLC, del inglés non-small cells lung cáncer) 

-Carcinoma NE de células pequeñas (SCLC): neoplasias NE de células pequeñas 

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 última clasificación para los TNE que modifica levemente la de 2000 [21, 22]. 

Esta clasificación toma las características ya utilizadas en las clasificaciones anteriores para 

TNE-GET y TNE-P: índice de proliferación e índice mitótico, para dividir a los TNE en grado 

bajo, intermedio y alto (G1, G2 y G3, respectivamente). El índice mitótico y el índice 

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

-G1: se caracteriza por un bajo índice de proliferación y es típico en los tumores bien 

diferenciados (BD) (típicos y atípicos).  

-G3: se denomina carcinoma NE de grado 3 y presenta una alta tasa proliferativa y 

es típico en los carcinomas poco diferenciados (PD), entrando aquí los carcinomas de 

células grandes y de células pequeñas.  

-G2: tiene una relevancia clínica y pronóstica doble:  

1. en los tumores sin evidencia de actividad maligna, G2 puede ser la expresión 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 más 

agresivo [21,22].  

En las siguientes tablas se resumen los criterios de clasificación mencionados para 

TNE GEP (Tabla IG-1) y para TNE-P (Tabla IG-2).  
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TNE: tumor NE; CNE: Carcinoide NE; BD: bien diferenciado; PD: poco diferenciado.  

 

 

CT: carcinoide típico; CA: carcinoide atípico; CNCG: Carcinoma NE de Células Grandes (también llamado nSCLC); SCLC: 

cáncer de pulmón de células pequeñas.  

 

Debido a que las clasificaciones, si bien han mejorado, siguen siendo limitadas 

desde el punto de vista pronóstico y presentan poca reproducibilidad para los patólogos se 

está aplicando actualmente el sistema TNM para los TNE. Esta sigla proviene de un sistema 

de estadificación del cáncer que tiene en cuenta el tamaño y la extensión del tumor principal 

o primario (de allí la T), la diseminación a glanglios cercanos (de allí la N) y si ha 

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

Diagnóstico de TNE 

En las últimas 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 biología tumoral como también a una mejora en los métodos 

diagnósticos.  

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

Los TNE-GEP representan alrededor de dos tercios de todos los TNE, siendo los más 

Clasificación de TNE-GEP según OMS (2010) 

Tipo tumoral Grado Índice 

mitótico 

% Ki67 Tamaño celular Diferenciación Necrosis 

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 pequeña PD Si 

Clasificación de TNE-P según OMS (2010) 

Tipo tumoral Índice 

mitótico 

Citoplasma Tamaño celular Pleomorfismo 

nuclear 

Necrosis 

CT <2 Abundante Grande - No 

CA 3-10 Abundante Grande -/+ Focal 

CNCG >10 abundante Grande + Si 

SCLC >10 escaso Pequeño + Si 

Tabla IG-1 

Tabla IG-2 
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frecuentes los localizados en yeyuno/íleon, seguidos por recto, apéndice, colon y estómago. 

Los TNE de yeyuno/íleon son generalmente de pequeño tamaño (<1-2 cm) y metastatizan 

aproximadamente en la mitad de los casos en hígado. Los TNE en general son 

diagnosticados en personas con una promedio de edad de 60 años. La distribución por 

sexos es muy similar, con pequeñas variaciones según el área geográfica (52% de mujeres 

en el registro SEER americano [Vigilancia, epidemiología y resultados finales], 54% de 

varones en el registro RGETNE español [Registro de TNE]) [24]. 

La presentación clínica depende de la localización del tumor, de su extensión, y de la 

producción hormonal. El producto clásico, para los tumores de tipo carcinoide, es la 

serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) y sus metabolitos de degradación. La producción en 

exceso de esta amina es la responsable del llamado síndrome carcinoide. Los TNE de 

intestino delgado son los que con más frecuencia dan lugar al llamado síndrome carcinoide. 

El síndrome aparece en alrededor del 10% de todos los TNE. En el 90% de los TNE con el 

síndrome carcinoide existen metástasis hepáticas. El síndrome típico se caracteriza por la 

aparición de episodios de flushing, diarrea, broncospasmo, lesiones fibróticas en válvulas 

cardíacas y lesiones cutáneas. En ocasiones los tumores carcinoides se presentan con 

síntomas gastrointestinales inespecíficos como dolor abdominal, obstrucción intestinal, entre 

otros síntomas, lo que con frecuencia retrasa el diagnóstico e incluso la mayoría son 

asintomáticos y representan un hallazgo casual (necropsia, cirugía por otro motivo, etc) [25]. 

Los tumores carcinoides son con frecuencia de muy pequeño tamaño lo que dificulta 

encontrar su localización. No todos los TNE son funcionantes, esto quiere decir que no 

todos producen en exceso alguna hormona polipeptídica. En los tumores funcionantes la 

secreción en exceso de una o varias hormonas peptídicas produce cuadros clínicos muy 

específicos que hacen más fácil el diagnóstico y la localización del tumor. Los tumores no 

funcionantes comprenden entre el 15 y el 52% de los TNE [26].  

El diagnóstico se establece, en los casos en los que es posible, por el aumento de la 

secreción del principal metabolito de la 5-HT con la determinación del 5-hidroxiindolacético 

(5-HIAA) en orina de 24 horas. Esta determinación tiene una sensibilidad de un 75% y una 

especificidad de aproximadamente el 10%. La determinación de CgA en suero tiene una alta 

sensibilidad y es un parámetro muy útil como marcador general de TNE, pero su 

especificidad en carcinoides es baja, aunque su determinación tiene valor pronóstico y es 

útil 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 síndrome carcinoide atípico debido a la secreción de histamina por 

el tumor. En estos casos, la determinación de la concentración de histamina y sus productos 

de degradación en orina puede ser útil para el diagnóstico 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 útil en aquellos tumores en los que no encontramos 

ningún otro marcador disponible (tumores no funcionantes, etc.) y en aquellos casos en que 

los marcadores tumorales disponibles son inestables o difíciles 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 peptídicas, 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 clínicos específicos con síndromes no relacionados directamente con el 

tumor primario, su efecto local compresivo e invasivo o sus metástasis. Estos síndromes no 

relacionados al tumor, sino a la secreción de sustancias, se conocen como síndromes 

paraneoplásicos o efectos remotos de la malignidad. Entre estos síndromes encontramos 

los síndromes humorales ectópicos, la producción hormonal ectópica ocurre habitualmente 

en neoplasias y, aunque prácticamente cualquier tumor puede presentar diferenciación NE, 

hablamos de síndromes humorales ectópicos cuando hay síndromes endócrinos 

identificados clínicamente, causados por sustancias bioactivas producidas ectópicamente. 

Para poder definir la producción hormonal ectópica se deben poder determinar niveles 

circulantes elevados de la hormona en cuestión, producción hormonal endógena suprimida, 

presencia de un gradiente arteriovenoso en la concentración de hormona a través del tumor, 

y demostrar, además, síntesis y secreción de la hormona por el tejido tumoral in vitro. Este 

cuadro clínico y el exceso hormonal desaparcen con la cirugía o el tratamiento adecuado del 

tumor, por lo que identificar el origen ectópico de la secreción es fundamental para el 

diagnóstico y el tratamiento apropiado evitando contraindicaciones [30, 31]. 

En muchos casos, la producción hormonal ectópica y el síndrome asociado 

constituyen el primer síntoma de una neoplasia, y a veces resulta más 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. Además, como hemos 

mencionado en párrafos anteriores, la hormona o péptido producido en exceso puede servir 

como marcador tumoral, pudiendo detectarse así el tumor precozmente y determinarse su 

origen, así como también es fundamental para elegir su tratamiento y predecir su posible 

respuesta a la terapia. La producción ectópica peptídica, además, proporciona la base para 

el conocimiento de la biología tumoral que permite el avance de nuevas técnicas 

proporcionando novedosos campos de investigación tanto en oncología como en 

endocrinología y fisiología. 
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Un número importante de síndromes paraneoplásicos se relacionan con la 

producción de hormonas peptídicas, y la base de la producción ectópica, aún por 

comprender, sugiere, entre otras, dos teorías principales:  

 

1)- uno o más 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 

cuestión en algún momento del desarrollo normal.  

 

La mayoría de las teorías aceptan la naturaleza difusa del tejido endócrino tanto si es 

o no funcionante, y sugieren un cambio fundamental en la regulación génica que condiciona 

la producción ectópica hormonal [31]. 

Aunque existen diversos síndromes endócrinos paraneoplásicos, uno de los más 

comunes es el Síndrome de ACTH Ectópico (EAS). El EAS aparece principalmente en dos 

tipos de tumores y presenta características 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 presentación atípica, de pronóstico 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 crónico, con una 

presentación típica e indistinguible de la enfermedad de Cushing, con pronóstico favorable y 

que es detectada habitualmente por el endocrinólogo [32, 33]. 

El EAS, como otros síndromes humorales endócrinos ectópicos, constituye un 

desafío desde el punto de vista clínico, bioquímico y fisiológico. Su manejo nos obliga a 

pensar de manera interdisciplinar.  

Alternativas terapéuticas para TNE 

La cirugía es la única opción curativa en los TNE localizados de G1 y G2. En caso 

que no sea posible se deben tener en cuenta otras opciones terapéuticas, entre ellas los 

tratamientos paliativos.  

En los pacientes con enfermedad metastásica o con enfermedad localmente 

avanzada, el tratamiento recomendado en el caso que sean TNE GEP G1/G2 incluye SST y 

sus análogos, interferón α, terapia con radionucleidos, inhibidores del complejo mTOR y, 

actualmente se están desarrollando nuevas terapias dirigidas [35]. Para los TNE primarios 

de pulmón y mediastino no existe aún un tratamiento definido, debido a que los estudios 

clínicos presentan pocos casos con estas localizaciones [36,37], de ser posible se realiza la 

lobectomía o la resección de la lesión [38].  
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La quimioterapia es la terapia de elección para pacientes con TNE de G3, 

particularmente en tumores originados en páncreas y pulmón. La combinación 

cisplatino/carboplatino y etopósido es considerada la primera línea 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 cirugía del tumor 

primario a la quimioterapia [39,40]. También es recomendada para los TNE pancreáticos G2 

inoperables o con metástasis hepáticas. La combinación utilizada es habitualmente 

estreptozotocina y 5-fluorouracilo o doxorrubicina con tasas de respuesta del 35- 40%. El 

uso de temozolamida sola o en combinación con capecitabina puede ofrecer respuestas 

parciales de un 40-70%. 

Los inhibidores de tirosina cinasa como sunitinib y pazopanib son otra opción de 

tratamiento y han demostrado eficacia antitumoral significativa en pacientes con TNE 

pancreáticos [47].  

Hemos mencionado que la SST y sus análogos (SSA) son una buena opción de 

tratamiento dirigido para algunos tipos de TNE avanzados y/o metastásicos. La SST es un 

neuropéptido con actividad parácrina secretado por células intestinales, pulmonares, 

pancreáticas y nerviosas. Actúa como un fuerte inhibidor de varias hormonas como la 

insulina, la gastrina y algunos factores de crecimiento muy importantes en la biología 

tumoral. También inhibe la proliferación, tanto de células normales como tumorales. La 

molécula es un péptido cíclico unido por un puente disulfuro, y su actividad biológica es 

ejercida mediante 5 receptores diferentes acoplados a proteína G (GPCR), presentes en 

muchos TNE estudiados, principalmente en TNE GET, ver tabla IG-3 [41, 42].  

 

 

Modificado de Reubi, 2007 [42].  

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

aumento de la estabilidad, que les otorga actividad más prolongada en comparación con el 

Rasgos principales Características 

Incidencia de receptores 80-100% (principalmente en TNE pancreáticos e 

intestinales) 50-70% (insulinomas) 

Densidad de receptores  Predominantemente alta 

Distribución de receptores Principalmente homogénea 

Expresión de receptores Tumor diferenciado (BD)>tumor indiferenciado 

(PD) 

Subtipo de receptor Sst2>>sst1>>sst5>>sst4 

Localización del Receptor Usualmente unido a membrana (sst2) 

Tabla IG-3- Expresión de receptores de SST en TNE-GEP 
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péptido parental. Se ha demostrado que la SST y sus análogos no sólo presentan actividad 

antiproliferativa sino que también disparan actividad antiangiogénica en células tumorales, 

tanto in vitro como in vivo, destacando así la importancia que presentan algunos 

neuropéptidos y sus derivados sintéticos para ser usados como potenciales agentes 

antitumorales [43].  

El uso de SSA, como los fármacos octreotido y lanreotido, es también, la terapia de 

referencia en TNE funcionantes de cualquier tamaño [35-43]. En la enfermedad tumoral 

avanzada su uso tiene un importante papel tanto en el control de la secreción hormonal 

anómala como en el control de la progresión tumoral. La respuesta a estos fármacos 

depende del patrón de expresión de sus receptores, y de que las vías celulares de 

respuesta estén preservadas. En términos generales los tumores menos diferenciados (ya 

sea porque nunca expresaron o por progresiva desdiferenciación) tienen menos expresión 

de receptores de SST [40, 43], ver tabla IG-3. 

Estos análogos (octeotrido), con acción prolongada (LAR, del inglés long acting 

release) fueron evaluados en un estudio prospectivo con asignación aleatoria y controlado 

con placebo (LAR 30 mg cada 4 semanas) en pacientes con TNE de intestino delgado 

(PROMID), se encontró eficacia antiproliferativa de octreotido LAR, con una mediana de 

tiempo hasta la progresión 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 metastásico [40, 44]. 

Durante el año pasado (2017), se han publicado los resultados de un estudio clínico 

fase III (NETTER-1) en el que se evaluó la eficacia y seguridad de 177Lu-Dotatate (análogo 

de SST radiomarcado, una forma de radioterapia sistémica dirigida que permite la 

administración de radionucleidos directamente a las células tumorales) en comparación con 

dosis altas de octreotido de acción prolongada en pacientes con TNE bien diferenciados 

avanzados de intestino delgado, que hubieran presentado progresión a análogos 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 progresión de 33 meses [45]. El análisis sugiere 

mayor supervivencia general con 177Lu-Dotatate que con dosis altas de octreotido con 

limitados efectos tóxicos 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 clínicos fase II y III en 

TNE de pulmón; los resultados terapéuticos provienen exclusivamente de datos recuperados 

de la literatura en series heterogéneas o reportes de casos, constituyendo este un nicho 

vacío para la búsqueda de nuevas terapias dirigidas. Los estudios en desarrollo son el 

RAD001 en TNE avanzados, existe un subanálisis del mismo estudio publicado en 2013 
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(RADIANT 2-RAD001 en tumores neuroendócrinos avanzados), en el que se evaluó la 

eficacia y la seguridad de la administración de everolimus (inhibidor del complejo mTOR) y 

octreotido de acción prolongada en una cohorte de pacientes con TNE-P de grado bajo e 

intermedio. Se encontró una mediana de supervivencia libre de progresión de 13.6 meses 

para los pacientes tratados con el producto en comparación con 5.59 meses en los 

pacientes tratados con placebo [45]. Esta combinación también fue evaluada en TNE 

avanzados con síndrome carcinoide, siendo efectiva y de elección [48].  

El manejo y tratamiento de los carcinoides debe ser multidisciplinario. En los 

carcinoides no metástasicos el tratamiento quirúrgico es el único potencialmente curativo. 

También puede llevarse a cabo la resección quirúrgica de las metástasis hepáticas si es 

posible. Otras opciones terapéuticas para las metástasis hepáticas son la 

quimioembolización, y la ablación con radiofrecuencia que mejoran notablemente la 

sintomatología del síndrome [50]. En la mayor parte de los casos tratar el síndrome 

metabólico asociado generado por el tumor es parte fundamental del tratamiento del tumor. 

Para el EAS, que constituye una enfermedad heterogénea cuya manifestación tiene 

múltiples causas producida por tumores con pronóstico desfavorable, la elección del 

tratamiento depende de la identificación del tumor, su origen, localización y clasificación. El 

tratamiento ideal es la cirugía, pero muchas veces no es posible, debido a la presencia de 

enfermedad metastásica, al diagnóstico 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 farmacológico también mejora los síntomas del 

síndrome, especialmente los análogos de la SST ya nombrados (octreotido, lanreotido), y 

puede prolongar la supervivencia. Otros tratamientos son el inteferon-α y la quimioterapia 

como ya hemos mencionado para otros TNE. Existen nuevos tratamientos en desarrollo 

como fármacos  antiangiogénicos y los inhibidores del complejo mTOR [51]. 

En términos generales, no se encuentran bien establecidas las segundas líneas de 

tratamiento, de modo que son necesarios estudios complementarios [39,52]. Se debe 

realizar un abordaje multidisciplinario y el tratamiento debe ser individualizado en función del 

sitio de origen. Los análogos de SST deben ser empleados en aquellos pacientes que 

presentan captación positiva de sus receptores, con la intención de mejorar los síntomas del 

síndrome carcinoide. La administración continua de octreotide LAR genera un incremento 

estadísticamente significativo en la supervivencia libre de progresión en los pacientes con 

TNE de páncreas G1/G2 y, ante la progresión, 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 último, es necesario seguir conociendo la enfermedad y su biología 

molecular a fin de avanzar en la clasificación y la predicción del pronóstico de los TNE, así 
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como para favorecer el desarrollo de futuras estrategias terapéuticas. En la tabla IG-4 se 

presenta un resumen de las alternativas terapéuticas actuales mencionadas aquí.  

 

 

G1: Grado 1; G2: Grado 2; G3: Grado 3; TC: Tumores carcinoides; GET: Gastroenteropancreáticos 

Tratamiento Tipo de TNE 

Cirugía 

Localizados de G1 y G2 

Primarios pulmonares y de mediastino (de ser 

posible) 

Primario de G3 (de ser posible, luego de 

quimioterapia), con diseminación únicamente 

hepática.  

Metástasis hepática (de ser posible) 

TC no metastásicos 

Análogos de SST (Octeotrido y Lanreotido) 

GET Avanzados, metastásicos y no 

metastasicos de G1 y G2 

Funcionantes de cualquier tamaño, incluso 

metastásicos 

Inhibidores de mTOR (everolimus) combinados o 

no con análogos de SST (Octeotrido) 

GET  

Pulmonares G1 y G2 

TC  

Interferón α  GET Avanzados, metastásicos G1 y G2 

Radionucleidos (
177

Lu-Dotatate) GET Avanzados, metastásicos G1 y G2 

Quimioterapia  

 

(cisplatino/carboplatino 

y etopósido) Primera 

línea 

G3 

 

 

estreptozotocina y 5-

fluorouracilo o 

doxorrubicina 

Pancréaticos G2 inoperables y con metástasis 

en hígado  

temozolamida sola o en 

combinación con 

capecitabina 

TC 

Radioterapia (asociada a quimioterapia) G3  

Inhibidores de tirosina cinasa y antiangiogénicos 

(sunitinib y pazopanib)  

Pancréaticos 

TC 

Embolización-Quimioembolización Metástasis hepáticas  

Tabla IG-4- Resumen de tratamientos disponibles actualmente para los TNE 
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Cáncer de pulmón y próstata con características NE 

Como ya mencionamos la OMS clasifica a los TNE-P en 4 subtipos histológicos: 

tumores de bajo grado (G1, carcinoides típicos), tumores de grado intermedio (G2, 

carcinoides atípicos) y 2 neoplasias de alto grado (G3, carcinoma NE de células grandes y 

SCLC).  

La incidencia de TNE-P es baja, los carcinoides típicos comprenden el 1-2% y los 

carcinoides atípicos solo el 0.2% de las neoplasias pulmonares generales. Hasta el 90% de 

los pacientes con TNE-P central presenta síntomas, mientras que los tumores periféricos 

pueden diagnosticarse de manera incidental [36,37].  

El SCLC es un tipo de TNE de G3, muy agresivo, altamente metastásico, que 

representa el 15% de los carcinomas broncogénicos y que causa la muerte de 250.000 

personas anualmente en el mundo [53, 54]. El SCLC se caracteriza por un rápido 

crecimiento tumoral, alta vascularización, inestabilidad genómica, desregulación de la 

apoptosis y metástasis temprana, entre otras características, y está asociado a más 

síndormes paraneoplásicos que cualquier otro tipo de cáncer, siendo la secreción 

inadecuada de hormona antidiurética y EAS los más comunes [54]. Casi todos los pacientes 

con SCLC son actuales o ex fumadores y los pacientes que sobreviven más de dos años 

desde el diagnóstico tienen un alto riesgo de desarrollar un segundo tumor primario [55]. 

Este tipo de cáncer está en aumento en países de ingresos medios y bajos.  

Los tumores de SCLC, como todo TNE, tienen la capacidad de secretar hormonas 

polipeptídicas de bajo peso molecular y aminas biogénicas y presentan una alta 

heterogeneidad entre pacientes. Estos pueden contener elementos de cáncer de pulmón de 

células no pequeñas (NSCLC del inglés non small cells lung cáncer, pudiendo ser éstas NE 

o no) y a éstos tumores se los denomina combinados [56].  

Además, en cáncer de pulmón se ha reportado una transformación 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 mutación original de EGFR y 

desarrollan, además, la pérdida de RB1 [55]. Presentan pobre pronóstico y aumento de NSE 

en suero [15, 58, 59, 60,61]. En pacientes con cáncer se correlacionan niveles elevados de 

CgA y NSE con tamaño tumoral, número de metástasis y pérdida de respuesta clínica, 

mientras una disminución de estos marcadores indica mejor pronóstico [62]. 

Debido a la falta de tejidos resecados de SCLC para investigación es que los 

modelos preclínicos con células y ratones presentan una gran importancia para comprender 

la biología de la enfermedad y poder desarrollar investigación traslacional.  

Ocasionalmente, tumores histológicamente y biológicamente parecidos a SCLC 

pueden surgir en otros sitios (conocidos como carcinomas de células pequeñas 
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Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-L-Arg-Gly

extrapulmonares) [63]. En cáncer de próstata (CaP), por ejemplo, se observa una transición 

desde tumores primariamente andrógeno dependientes hacia tumores hormono 

independientes con pronóstico desfavorable. La transdiferenciación NE es fundamental en 

estos procesos y contribuye a la progresión tumoral y resistencia hormonal [13, 64]. Así 

como también, se ha detectado una transdiferenciación de tipo NE en células tumorales 

prostáticas y pulmonares vinculada al tratamiento, resistencia a la terapia, mayor 

agresividad del tumor y pobre pronóstico [60,65, 66]. 

Por todo esto podemos decir que la diferenciación de tumores no NE hacia rasgos 

NE, entre otras características, se relaciona con la transición desde células tumorales con 

rasgos epiteliales hacia células invasivas y con fenotipo metastásico [61]. Los tumores de 

SCLC, así como también los tumores que sufren una diferenciación NE como respuesta de 

resistencia a la terapia, representan modelos interesantes tanto para la comprensión 

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

El neuropéptido vasopresina y el cáncer 

La vasopresina (AVP, también denominada hormona antidiurética; ADH) es una 

hormona neuropeptídica sintetizada primariamente en el hipotálamo, almacenada y liberada 

por la neurohipófisis, presente en la mayoría de los mamiferos (Fig. IG-2).  

 

 

 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

La AVP es un nonapéptido (ver secuencia en parte inferior de figura IG-2) con un 

puente disulfuro entre las cisteínas de las posiciones 1 y 6, que tiene un efecto 

principalmente endócrino pero también puede ser secretada por tejidos normales y 

patológicos ejerciendo actividades autócrinas y parácrinas [65].  

Los efectos de AVP son mediados por tres tipos de receptores de membrana 

pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteína G (GPCR). Estos 

Figura IG-2. Estructura química y secuencia 

peptidica de la hormona neuropeptídica AVP.  

La estructura química fue dibujada con BIOVIA 

(http://accelrys.com/products/collaborative-

science/biovia-draw/).  

Figura IG-2 
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receptores son receptores de tipo 1 (V1ar y V1br también llamado V3r) y receptores de tipo 

2 (V2r) y tienen numerosas acciones centrales y periféricas [68,69]. Los receptores de AVP 

son proteínas de membrana, cuyos tamaños oscilan entre 371 y 424 aminoácidos, 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 homología de 

secuencia del 45%. Además, estas isoformas son conservadas evolutivamente entre 

especies, alcanzando un 90% de homología 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)-

Ácido aspártico (Asp)-Tirosina (Tyr) localizada en el segundo bucle intracelular [70]. 

La función principal de la AVP en mamíferos es mantener el balance hidrosalino, 

causando un efecto antidiurético e incrementando la presión arterial [71]. Despliega también 

otras acciones incluyendo la agregación plaquetaria, la liberación del factor de von 

Willebrand (FVW), el factor VIII de la coagulación y el activador tisular del plasminógeno 

(tPA) [72]. Los V1ar se expresan en la musculatura vascular donde median la contracción 

muscular, y también en cerebro, corteza adrenal, tejido adiposo y hepatocitos. Los V1br se 

expresan principalmente en la glándula pituitaria anterior, la medula adrenal, los islotes de 

Langerhans y el tejido adiposo blanco regulando el eje hipotalámico-pituitaria-adrenal. V2r 

se expresa en los túbulos colectores del riñón y las células epiteliales del endotelio vascular, 

estimulando la reabsorción de agua y la liberación de factores hemostáticos desde la 

microvasculatura [72]. 

De modo interesante, se ha reportado producción in vitro de AVP en algunos tipos de 

cánceres como SCLC y síndrome de secreción inapropiada de hormona antidiurética en 

pacientes con cáncer de pulmón y de próstata [73,74]. Existen evidencias de la presencia de 

receptores (V1ar, V1br y V2r) para AVP en SCLC [75, 76,77], en cáncer mamario [75,78,79] 

y carcinoma de colon [8,11], entre otros. 

No está esclarecido por completo cuál sería 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 están vinculados a la estimulación del crecimiento del 

tumor mientras que V2r se encuentra asociado al efecto contrario [80]. Este último se 

expresa además de en los tejidos ya mencionados en células epiteliales transformadas y en 

algunas variantes tumorales, incluidas cáncer pulmonar, mamario y colo-rectal [8,1, 75-79]. 

La acción antiproliferativa de las vías asociadas a V2r se encuentra relacionada 

directamente con un aumento en los niveles de AMP cíclico (AMPc), tras la activación de la 

adenilato ciclasa (AC). La AC puede responder a señales de otras subunidades de la 

proteína G, y distintas quinasas tales como la PKC o la proteína quinasa dependiente de 

AMPc (proteína quinasa A o PKA), entre otras proteínas. El AMPc producido por la AC es 
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Mpa-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-D-arg-Gly

degradado por fosfodiesterasas (PDE). [80, 81]. La PKA activada puede migrar a núcleo y 

fosforilar la proteína regulatoria de respuesta a AMPc cíclico CREB (del inglés cAMP 

response element binding protein). CREB, luego de reclutar a su coactivador, la proteína de 

unión a CREB (CBP), induce la expresión de múltiples genes blanco regulando eventos que 

incluyen procesos metabólicos, de señalización, proliferación, diferenciación y sobrevida 

[81]. 

Desmopresina: un análogo selectivo de AVP agonista de V2r 

La desmopresina (dDAVP) es un análogo sintético de AVP con una desaminación de 

la cisteína en posición 1 (que genera el ácido 3-mercaptopropiónico; Mpa) que prolonga su 

vida media, presentando efecto antidiurético por más tiempo y una sustitución de L-Arginina 

(L-Arg) por D-Arginina (D-arg) en posición 8 que reduce el efecto presor disminuyendo la 

afinidad con V1r (Fig. IG-3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El análogo sintético dDAVP es así un agonista selectivo de V2r, dicho receptor está 

presente, como ya hemos mencionado, en las células de los túbulos colectores del riñón, en 

las células del endotelio vascular normal y transformado y en las células de algunos tipos 

tumorales. El péptido presenta propiedades hemostáticas utilizadas en varias aplicaciones 

clínicas como desórdenes de sangrado y otras enfermedades hemostáticas [71,72]. Los 

efectos hemostáticos del péptido están dados por la liberación endotelial del factor de 

coagulación VIII, el tPA y particularmente el FVW. El FVW es una glicoproteína con un rol 

clave en el mantenimiento de la hemostasia del organismo, facilita la adhesión de las 

plaquetas al subendotelio y además funciona como un transportador del factor VIII de la 

coagulación, protegiéndolo de la degradación proteolítica. El FVW es sintetizado como una 

proteína precursora en las células endoteliales y megacariocitos. Los multímeros de FVW 

son almacenados en gránulos secretores especializados llamados cuerpos de Weibel-

Figura IG-3. Estructura química y secuencia 

peptídica del análogo sintético de AVP, 

Desmopresina (dDAVP).  

La estructura química fue dibujada con BIOVIA 

(http://accelrys.com/products/collaborative-

science/biovia-draw/).  

 

Figura IG-3 



Introducción General 

32 
 

Palade. La dDAVP activa los receptores V2r e induce la secreción del FVW a través de la 

liberación de los cuerpos de Weibel-Palade. Por otra parte, dDAVP induce un incremento en 

los niveles plasmáticos del factor VIII de la coagulación, aunque los mecanismos por los que 

esto se lleva a cabo no son aún totalmente conocidos. La dDAVP podría inducir la secreción 

del factor VIII o favorecer su protección de la degradación proteolítica por el incremento del 

FVW. 

Mencionamos previamente que uno de los factores de coagulación liberados por la 

acción hemostática de dDAVP es el tPA, una enzima proteolítica encargada de convertir el 

plasminógeno en plasmina in vivo y de esta manera iniciar la degradación de fibrina. La 

mayor parte de la plasmina es rápidamente transformada en un complejo α2-antiplasmina y 

no produce fibrin(ógeno)olisis en la sangre circulante [82]. Por lo tanto, generalmente no se 

necesita inhibir la fibrinólisis cuando se usa dDAVP con fines terapéuticos. En respuesta a 

dDAVP, se produce un incremento rápido del tPA plasmático, como ocurre con la 

administración sistémica de agentes β-adrenérgicos. La co-localización del FVW y el tPA en 

el mismo compartimiento podría explicar el efecto coordinado de la dDAVP sobre los niveles 

plasmáticos de estas dos proteínas [83]. 

Además, la dDAVP induce un incremento transitorio de la expresión de P-selectina 

sobre el endotelio vascular. Los primeros estudios indicaron que la expresión de P-selectina 

en las células endoteliales es muy importante durante el inicio de la interacción entre 

leucocitos y células endoteliales, conocido como rodamiento, requisito inicial para la 

adhesión y migración leucocitaria [84]. Además, se ha demostrado que la dDAVP 

incrementa la capacidad de los monocitos sanguíneos de unirse activamente a las 

plaquetas, debido a la expresión de ligandos sialilados de P-selectina sobre la superficie de 

los monocitos [85]. 

El uso más tradicional de la dDAVP, debido a sus propiedades antidiuréticas, ha sido 

para el tratamiento de la diabetes insípida y otras patologías asociadas a la poliuria (emisión 

de volúmenes de orina mucho mayores a los observados en condiciones normales). La 

diabetes insípida es una condición patológica infrecuente asocidada a la falla en la 

producción y/o secreción de la AVP involucrando a la neurohipófisis (diabetes insípida 

central) o a una insensibilidad a la AVP por parte del tejido renal (diabetes insípida 

nefrogénica), causado, entre otras cosas, por mutaciones en el V2r presente en los túbulos 

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 coagulopatías hereditarias más 

comunes, la Hemofilia A y la enfermedad de von Willebrand. Dos enfermedades vinculadas 

a deficiencias de factores de coagulación. La Hemofilia A es una patología causada por la 

deficiencia del factor VIII 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 desórdenenes de la 

coagulación inducidos por drogas, anormalidades en el funcionamiento plaquetario causado 

por falla renal o hepática y en cirugías con alto riesgo de sangrado que involucran a 

pacientes que no necesariamente presentan desórdenes en la coagulación [86,87]. 

Los efectos de dDAVP sobre células tumorales han sido estudiados en nuestro 

laboratorio demostrándose por primera vez que dDAVP es capaz de reducir la capacidad 

metastásica en cáncer mamario murino [88], posee actividad antiangiogénica provocando 

una reducción significativa de la vascularización de los implantes tumorales en ratones [89] y 

presenta un efecto antiproliferativo y antimetastásico en cáncer de cólon [90].Nuestros 

estudios también han demostrado que el tratamiento perioperatorio de dDAVP reduce 

drásticamente las metástasis en pulmón y en nódulos linfáticos en un modelo de 

manipulación y cirugía de carcinoma mamario de ratón [91]. 

Además de sus propiedades metastásicas, dDAVP presenta propiedades citostáticas 

[92] y antiangiogénicas. Las propiedades sobre la diseminación tumoral fueron demostradas 

por primera vez en cáncer 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 agregación de las células tumorales, donde las células incubadas en plasma 

de animales tratados con dDAVP permanecían principalmente como una suspensión 

monocelular, estos resultados indicarían que los factores de la hemostasia liberados desde 

el endotelio vascular por acción de dDAVP, tales como la proteasa tPA o el FVW, podrían 

modular la agregación multicelular y reducir la formación de émbolos tumorales circulantes, 

limitando así el potencial metastásico de las células diseminadas [93]. En este mismo 

sentido Terraube et al. mostraron que el factor de FVW juega un rol protectivo contra la 

diseminación 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 cáncer mamario. Se demostró que este efecto está dado por la 

producción mediada por el tumor vía V2r de angiostatina, un potente agente antiangiogénico 

que se genera a partir del clivaje del plasminógeno presente en la matriz extracelular (MEC). 

El agregado de dDAVP in vitro moduló de manera positiva la generación de angiostatina en 

líneas de cáncer mamario positivas para V2r pero no en las variantes tumorales negativas 

para V2r. La producción de angiostatina en presencia de dDAVP se correlacionó con la 

producción de proteasas, mostrando un aumento considerable de los niveles de activadores 

de plasminógeno en los medios condicionados por las células tumorales, así como también 

se encontró una modulación positiva de las metaloproteasas de matriz (MMPs) expresadas 
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por las líneas tumorales [89]. En distintas líneas tumorales se demostró que los activadores 

del plasminógeno se asocian directamente con la generación 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 

así el diálogo necesario para la progresión tumoral entre las células tumorales y endoteliales 

[96]. 

Las propiedades citostáticas de dDAVP mediante la estimulación selectiva del V2r, 

tal como fue explicado para AVP, se ha vinculado a la activación 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 

análogos permeables de AMPc tales como el 8-Br-AMPc o agentes elevadores de AMPc, 

como algunas hormonas y forskolina, pueden conducir al arresto del ciclo celular, a la 

inhibición de la migración y a respuestas proapoptóticas de numerosas variantes de células 

tumorales, entre ellas cáncer mamario [99,100]. Con estos estudios varios autores han 

postulado que la vía de señalización AC/AMPc/PKA funciona como un sistema supresor del 

crecimiento tumoral en cáncer de mama y sugieren que podría ser utilizado como blanco 

para el bloqueo de la progresión 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, 

ejercería un doble mecanismo antitumoral: (a) acción citostática y angiostática en las células 

tumorales, estimulando la producción de AMPc, estimulando señales intracelulares 

antiproliferativas y generando un ciclo proteolítico que lleva a la producción de angiostatina; 

(b) liberación endotelial de factores de la coagulación por parte del endotelio vascular, que 

mejoran la hemostasia e interfieren la anidación y sobrevida de células metastásicas 

[80,94,95,96]. 

Nuestro laboratorio ha comenzado luego de todos éstos hallazgos la búsqueda de 

nuevos análogos de AVP con el fin de encontrar análogos mejorados y de complejizar 

nuestras interpretaciones del mecanismo de acción 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 

determinación de la presencia de neuropéptidos, en particular los genes de péptidos tipo 

AVP que son muy antiguos y conservados encontrándose.la superfamilia AVP/oxitocina 

(OT) presente tanto en vertebrados como en invertebrados [103], puede enriquecer y 

complejizar nuestras interpretaciones fisiológicas y nuestra comprensión de los mecanismos 

de acción de la AVP así como también arrojar luz al diseño de nuevos análogos.  
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Hipótesis 

El desarrollo de esta tesis doctoral se basa en 3 hipótesis centrales arrojadas a partir 

del análisis de los antecedentes mencionados previamente: 

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

hormona neuropeptídica altamente conservada AVP, está asociado a efectos antitumorales, 

y está presente en TNE y tumores con transdiferenciación NE; entonces los análogos de 

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

-Si, el conocimiento evolutivo de la molécula AVP en el reino animal y el diseño 

racional a partir de la molécula de dDAVP proporcionan una fuente para el desarrollo de 

nuevos análogos con propiedades antitumorales en TNE; entonces éstos conocimientos 

permitirían el diseño de análogos mejorados. 

-Si los análogos peptídicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en las 

células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferación y la 

migración celular, favorecer la producción de efectores antiangiogénicos, estimular la 

diferenciación celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos análogos constituirían 

posibles terapias para dichos tumores con características NE agresivos y con pocas 

alternativas terapéuticas. 
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Objetivo general 

El objetivo de la presente tesis doctoral se centró en diseñar, mediante una 

aproximación racional y una evolutiva, análogos de AVP agonistas selectivos para el V2r; y 

evaluar las propiedades antitumorales in vitro e in vivo de éstos nuevos análogos de AVP 

sobre líneas celulares con características NE, incluyendo las siguientes líneas celulares: 

NCI-H82, agresiva de SCLC y PC-3, adenocarcinoma de próstata y sobre líneas sin 

características NE como la línea NCI-H125 de NSCLC (tipo carcinoma escamoso). 
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(Solo se explica la metodología general los detalles de los ensayos estarán especificados en 

cada capítulo)
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Líneas celulares y condiciones de cultivo. 

Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron las siguientes líneas de células 

tumorales humanas: NCI-H82 (#HTB-175™), una variante de SCLC derivada de sitio de 

metástasis (efusión pleural); NCI-H125 (#CRL-5801™), una línea de NSCLC y dentro de 

éstos de carcinoma escamoso; PC-3 (#CRL-1435™), una línea de adenocarcinoma 

prostático humano grado IV hormono independiente derivada de sitio de metástais (hueso) y 

MCF-7 (# HTB-22™) una línea de carcinoma mamario humano derivada de sitio de 

metástasis (efusión pleural). NCI-H82 crece formando cúmulos y las demás líneas se 

adhieren al sustrato formando monocapas confluentes. Todas las líneas, 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 µg de gentamicina. La línea MCF-7 se mantuvo en D-

MEM (Gibco) con 10% de SFB inactivado por calor, 2 mM de glutamina y 80 µg de 

gentamicina. Todas las líneas fueron obtenidas de la American Type Culture Collection 

(ATCC).  

Todas las células adherentes utilizadas fueron subcultivadas aproximadamente tres 

veces por semana, usando una solución de disociación enzimática con 0.025% de tripsina y 

0.01 % de ácido etildiaminotetraacético o EDTA (Gibco) diluído en solución de buffer fostato 

salino (PBS). La viabilidad celular fue evaluada usando la técnica de exclusión con el 

colorante vital azul tripán. 

Análogos peptídicos 

Los análogos 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 compañía Romikin 

S.A. Las responsables de la síntesis fueron las Dras. Nancy Iannucci y María Belén Pastrían 

de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, Cátedra de Biotecnología, Universidad de Buenos 

Aires. Los péptidos se sintetizaron en fase sólida con protección Nα-Fmoc mediante la 

estrategia de bolsa de té. Los productos sintéticos fueron purificados por la técnica de 

cromatografía líquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC, del inglés reversed-phase 

high-performance liquid chromatography) e identificados mediante espectrometría de masas 

de ionización por electroespray (ESI-MS del inglés electrospray ionization mass 

spectrometry). La cuantificación se realizó utilizando como referencia un estándar comercial 

de dDAVP adquirido de BCN Peptides (San Quinti de Mediona, Barcelona, España). La 

droga liofilizada fue resuspendida y diluida para los ensayos in vivo en solución fisiológica. 

En una segunda etapa, los péptidos fueron comprados en American Peptide Company, Inc. 

(Miembro de BACHEM). En cada capítulo especificaremos como se obtuvieron los péptidos 

utilizados y en que concentración o tratamientos fueron empleados.  
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ENSAYOS IN VITRO 

Inmunofluorescencia (IF) 

Con el objetivo de detectar la presencia del V2r en las líneas 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 frío. Se fijaron 

las células sobre los CV con 0.5 ml de paraformaldehído 4% por pocillo durante 15 minutos 

a temperatura ambiente. Luego se incubaron los CV en 0.5 ml de NH4Cl 50 mM por 5 

minutos para exponer y fijar epítopes. Tras lavar con PBS, los CV fueron incubados en 0.5 

ml de SFB al 3% por 15 minutos para bloquear sitios inespecíficos y reducir el ruido de 

fondo. Los CV se incubaron durante 1 hora en cámara húmeda a 37°C con 50 µl de una 

dilución 1:50 del anticuerpo primario de conejo anti-V2r (Santa Cruz Biotechnology). La 

unión del anticuerpo primario fue detectada mediante incubación con una dilución 1:400 de 

un anticuerpo secundario de cabra anti-IgG de conejo conjugado a isotiocianato de 

fluoresceína en PBS 0.1% SFB (Caltag). Finalmente, las células fueron montadas en medio 

con 4´, 6-diamino-2-fenilindol (DAPI) para contrastar núcleos. Se almacenaron en -20°C 

protegidos de la luz hasta visualizarlos en el microscopio. Se utilizó el microscopio de 

fluorescencia Nikon TE-2000 y las fotografías fueron adquiridas con el software Nikon NIS-

Elements. 

Ensayo de proliferación celular.  

Para medir la proliferación celular se utilizó un ensayo metabólico basado en la 

actividad de las deshidorgenasas mitocondriales (método del MTT (reducción metabólica del 

Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo, para células adherentes o el método 

del MTS (reducción metabólica del bromuro de 3-[4,5,dimetiltiazol-2-il]-5-[3-carboxi-metoxi-

fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio) para células que crecen en suspensión). Las células 

tumorales se sembraron en medio con 10% de SFB en placas de 96 pocillos. A las 24 horas 

se cambió el medio de cultivo y se llevaron a cabo los tratamientos con los distintos 

análogos sintéticos a distintas concentraciones (ver en cada capítulo). Tras 72 horas de 

incubación con los análogos el ensayo se reveló agregando 20 µl de MTT o MTS (Sigma) en 

una concentración inicial de 5 mg/ml en medio de cultivo sin rojo fenol. Se incubó a 37°C, se 

descartó el medio, en el caso del ensayo de MTT, y se disolvieron los cristales de formazan 

en 200 µl de dimetil sulfóxido (DMSO). Por último, se leyó 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 análogos 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 días en medio 

completo con concentraciones específicas de análogos peptídicos (ver capítulo 

correspondiente). El medio completo con droga o vehículo (PBS) fue reemplazado cada 72 

horas. Los cultivos fueron luego fijados con una solución al 10% v/v de formalina y teñidos 

con cristal violeta 0.5% para facilitar el conteo de colonias.  

Migración 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 

incubó a 37ºC durante 20 horas en presencia de los análogos o PBS. Una herida control se 

realizó 1 hora antes de finalizar el ensayo. Las células fueron lavadas con PBS, fijadas con 

una solución al 10% v/v de formalina y luego teñidas con una solución al 5% p/v de azul de 

toluidina. El área invadida de 10 campos aleatorios por pocillo fue cuantificada usando el 

programa Image J (NIH). 

Migración en Transwell®  

Se utilizaron insertos para cultivo celular (Corning) para placas de 24 pocillos con 

poro de 8 µm. Se crecieron las células 24 horas en medio con 10% de SFB y luego fueron 

mantenidas durante 24 horas en condiciones de baja concentración de suero. 

Posteriormente las células fueron sembradas en el compartimiento superior de la cámara en 

medio sin suplementar en presencia de los distintos análogos peptídicos o del vehículo 

mientras que en la parte inferior de la cámara se agregó SFB al 10% como quimioatractante. 

Luego de un período de incubación de 16 horas, las células que atravesaron la membrana 

porosa fueron fijadas y teñidas o fueron obtenidas directamente del compartimento inferior 

en las líneas 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 algodón. El número de células que migraron y lograron 

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

Las células fueron sembradas en places de 12 pocillos en presencia de análogos o 

vehículo. Las células viables fueron contadas cada 24 horas por 3 días en cámara de 

neubauer usando el método de exclusión de azul tripán.  

qRT-PCR y RT-PCR 

Se evalúo la presencia del V2r, la expresión y modulación de marcadores NE y la 

expresión de las proteínas involucradas en la vía intrínseca de la apoptosis BAX, Bcl-2 y Bcl-

xL por reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa con trasncripción reversa (qRT-

PCR, del inglés quantitative reverse transcription polymerase chain reaction). La expresión 

del V2r y del marcador NE NSE fue determinada también mediante reacción en cadena de 

polimerasa con transcripción reversa (RT-PCR del inglés reverse transcription polymerase 

chain reaction).  

El ARN total de células fue purificado por extracción con Trizol (Invitrogen). La 

muestra fue cuantificada mediante espectrofotometría UV a 260 nm y se evaluó la pureza de 

cada una de las muestras analizando la relación de absorbancia 260/280 nm. Luego el ARN 

extraído fue sometido a transcripción reversa (RT). Para la reacción de RT, 1 μg de ARN 

molde junto a 500 ƞg de primers oligodT (12-18 pares de base o pb de longitud) y 1 μl 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 III (Invitrogen) se incubó la mezcla durante 50 minutos a 

50°C. Se inactivó la reacción de polimerización a 70°C durante 15 minutos. Una vez 

obtenido el ADNc se realizó la qPCR. 

Los primers específicos se encuentran detallados en los capítulos correspondientes. 

La qRT-PCR se realizó 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: 48ºC por 30 minutos, 95ºC por 10 minutes, 40 

ciclos de 95ºC por 15 segundos seguidos por 60ºC por 60 segundos.  

Para la RT-PCR un volumen de 4 μl del mix resultante de la reacción de RT se 

agregaron a 20 μl de Supermix (Invitrogen) junto a los primers Forward y Reverse (1 μl de 

una solución stock de 20 pmoles/ul cada uno). Las RT-PCR se visualizaron mediante la 

confección de geles 2% de agarosa teñidos con bromuro de etidio.  

Silenciamiento de V2r 

Para determinar la especificidad de los análogos por el V2r se realizó el ensayo de 

proliferación celular de las líneas tumorales silenciando V2r. Se realizaron dos rondas de 

transfección de las células utilizando ARN de interferencia (ARNi) para el V2r o ARNi control 
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utilizando Lipofectamina 2000 (Life Techonologies) siguiendo indicaciones del proveedor. A 

los 7 días las células fueron sembradas y tratadas por 72 horas con los análogos. La 

proliferación celular se midió utilizando el ensayo de metabolización de MTS o MTT tal como 

se describió previamente.  

Bloqueo de V2r a través de antagonista no peptídico 

Para estudiar la selectividad de los análogos se utilizó un bloqueo del receptor 

incubando las células con el antagonista no peptídico (químico) competitivo del V2r 

Tolvaptan coincubado con los análogos y evaluando la proliferación celular por los ensayos 

ya mencionados.  

ENSAYOS IN VIVO 

Animales 

 Para los ensayos in vivo, se utilizaron ratones inmunocomprometidos atímicos 

machos BALB/c Fox1nu-/- , 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 evaluó latencia, toma, crecimiento y agresividad tumoral tras el implante 

subcutáneo (s.c.) de las distintas líneas celulares humanas en el flanco de ratones atímicos 

Balb/c Fox1nu-/- y colonización pulmonar mediante inyección intravnosa (i.v.) de las células 

tumorales. En cada capítulo se detallará el protocolo llevado a cabo.  

Concentraciones 

Los experimentos in vitro fueron llevados a cabo usando concentraciones de los 

análogos en el rango nanomolar (ƞM) y micromolar (µM) bajo, un rango consistente con las 

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

ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad Prism 6, 

versión 6.01 (GraphPad Prism Software, La Jolla, CA, Estados Unidos). Los resultados 

presentados son expresados como media ± error estándar (SEM), media ± desvío estándar 

(SD), media ± Intervalos de confianza para la media al 95%(IC95) o mediana ± rango 

intercuartil (IQ), según 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 utilizó ANOVA con 

diseño simple completamente aleatorizado, ANOVA factorial o ANOVA de medidas 

repetidas según corresponda. Para ANOVA de medidas repetidas fue utilizada la corrección 

de Geisser-Greenhause para cumplir el supuesto de esfericidad. Los tiempos de duplicación 

se calcularon usando la ecuación 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 

comparación de IC95 o la prueba de Dunn según corresponda. Los datos analizados fueron 

arrojados de al menos 3 experimentos independientes de al menos un n=6 cada uno. Se 

consideraron estadísticamente significativas las pruebas que tuvieron un p<0.05.En los 

protocolos de progresión tumoral las tasas de crecimiento representan las pendientes de las 

regresiones lineales de los volúmenes tumorales en función del tiempo.  
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Como se ha mencionado en la introducción general, nuestro laboratorio viene 

evaluando desde hace tiempo el efecto antitumoral de la dDAVP, un análogo sintético 

agonista del V2r de la hormona neuropeptídica AVP, y ha comenzado el estudio de 

análogos de la dDAVP a fin de encontrar nuevos compuestos con actividad antitumoral 

aumentada y para comprender la base estructural del efecto antitumoral encontrado. Así 

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 interacción de diferentes disciplinas. La 

química medicinal se dedica al diseño y síntesis de nuevos compuestos bioactivos a partir 

de la información biológica previamente generada desde distintos campos disciplinares. Esta 

información, incluye la generada por el campo evolutivo, fisiológico, bioquímico, 

computacional y por otras disciplinas que utilizan un gran abanico de aproximaciones 

metodológicas.  

Aproximación evolutiva como herramienta para el diseño de drogas 

La identificación y análisis de secuencias peptídicas naturales presentes en 

organismos vivos es una aproximación ampliamente usada para el desarrollo de nuevos 

compuestos con aplicaciones terapéuticas, constituyendo de este modo la diversidad 

biológica, una de las principales fuentes de compuestos líderes farmacológicos. En la 

naturaleza encontramos un gran número 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 evolución de la vida se ha ido 

generando y diversificado una sofisticada colección de péptidos ricos en di-sulfuros 

combinándose asombrosamente a lo largo de millones de años dando como resultado el 

gran abanico de péptidos que encontramos hoy. Muchos productos peptídicos naturales 

producen actividades biológicas a través de blancos moleculares variados y a veces no 

relacionados. Entre estos péptidos encontramos un gran número de agonistas y 

antagonistas, los cuales actúan sobre canales iónicos, 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 fisiológicas y la comprensión de los mecanismos de acción de los péptidos, 

representando una estrategia para la búsqueda de nuevos compuestos líderes para el 

diseño de nuevas drogas [105]. 
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Aproximación racional como herramienta para el diseño de drogas 

Además de la aproximación evolutiva antes mencionada, existen otras estrategias 

para la búsqueda de drogas. Algunos de estos métodos están basados en el screening de 

bibliotecas de compuestos, donde la estrategia de búsqueda está basada exclusivamente en 

el azar. En contraste, otras aproximaciones involucran el diseño 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 diseño. El diseño 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 

características de la estructura química con las propiedades, efectos y/o la actividad 

biológica. En la industria química y farmacéutica, los estudios de SAR han sido usados 

desde hace tiempo para el diseño químico de drogas seguras con propiedades deseables 

[106]. 

Ala scanning 

El ala-scanning (Ala-Scan) es una técnica rápida utilizada ampliamente para el 

diseño racional de drogas a partir del estudio de las SAR de muchas moléculas con 

potencial terapéutico [107]. Esta técnica consiste en la sustitución secuencial de cada 

aminoácido del péptido líder por un residuo alanina (Ala), con el objetivo de identificar los 

aminoácidos que son fundamentales para la estabilidad y la actividad biológica de la 

molécula [108], así como también para diseñar análogos selectivos y/o con actividad 

mejorada [109]. La alanina se usa en esta técnica ya que se considera el aminoácido más 

neutral, tiene una cadena lateral simple con un grupo funcional metílico químicamente inerte, 

no es altamente hidrófobo y no tiene carga, además imita la estructura secundaria de 

muchos otros aminoácidos. Estas características 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 diseñar análogos con actividad mejorada y/o con 

selectividad [108,109,110,111]. 

Aproximaciones evolutiva y racional basadas en el neuropéptido AVP y su análogo 

dDAVP  

La AVP es una hormona nonapeptídica multifuncional altamente conservada que se 

encuentra relacionada evolutiva y estructuralmente con la hormona oxitocina (OT). Estos 

dos péptidos se habrían originado de una hormona ancestral llamada vasotocina (VT) la cual 

a través de la evolución se diversificó en diferentes péptidos tipo VT/AVP/OT, con un alto 
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grado de conservación interespecífica en todo el reino Metazoa. Los péptidos derivan de 

precursores más largos y presentan múltiples actividades fisiológicas [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 

mencionó recientemente, se cree que todos éstos péptidos tipo AVP han evolucionado 

desde el péptido ancestral VT hace 600-700 millones de años, originándose antes de la 

división de Protostomados y Deuterostomados [113]. Todos los miembros de la familia 

peptídica 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 cisteína (Cys) de las posiciones 1 y 6 

conservadas, y una cola flexible C-terminal con tres residuos (del 7 al 9), con una prolina 

(Pro) en la posición 7 altamente conservada y una glicina (Gly) en posición 9 

(CXXXXCPXG*). Las posiciones 2 y 3 son residuos aromáticos o hidrofóbicos y las 

posiciones 4 y 5 son residuos polares o cargados. La variabilidad observada se da en las 

posiciones 2-5 y en la posición 8 [114]. Todos los péptidos tipo VT/AVP de vertebrados 

tienen una tirosina (Tyr) en posición 2, una Pro en posición 7 y un residuo básico en posición 

8 (Arginina (Arg) o Lisina (Lys)), indicando que estas podrían ser posiciones evolutivamente 

conservadas. De este modo podemos concluir que hay solo cinco o seis sitios capaces de 

tolerar cambios para la interacción receptor-ligando.  

Los ligandos peptídicos, como AVP, y sus receptores datan de hace más de 600 

millones de años de evolución y comprenden uno de los más viejos y mejor estudiados 

sistemas de señalización peptídicos de GPCR [115,116]. Este sistema de señalización 

constituye un modelo interesante en el campo de la endocrinología y de la neurofisiología 

comparada. Los GPCRs constituyen la familia más grande de proteínas conocidas de 

receptores de superficie celular que regula un amplio espectro de procesos celulares por 

transducción de señales. Los receptores se han adaptado a una gran variedad de ligandos; 

comprendiendo un rango de agonistas endógenos que comprende lípidos, azúcares, 

compuestos orgánicos volátiles, aminoácidos, ácidos orgánicos y péptidos, entre otros [117].  

Además de la importancia que despierta la AVP y sus receptores a nivel evolutivo y 

funcional, también el estudio de éste péptido, tal como se mencionó en la introducción 

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 surgió la dDAVP, a la cual 

se ha hecho extensa referencia en la introducción general.  
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Por lo tanto la hipótesis a contrastar en este capítulo es: 

-Si, el conocimiento evolutivo de la molécula AVP en el reino animal y el diseño 

racional a partir de la molécula de dDAVP proporcionan una fuente para el desarrollo 

de nuevos análogos con propiedades antitumorales en TNE; entonces éstos 

conocimientos permitirían el diseño de análogos mejorados. 

Para lo cual previamente debemos contrastar en parte ésta otra hipótesis: 

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

hormona neuropeptídica altamente conservada AVP, está asociado a efectos antitumorales, 

y está presente en TNE y tumores con transdiferenciación NE, entonces los análogos de 

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

. 
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Objetivos específicos Capítulo I 

Identificar el blanco molecular (V2r) en las líneas NCI-H82 (SCLC), NCI-H125 

(NSCLC, carcinoma escamoso de pulmón) y PC-3 (adenocarcinoma de próstata). 

Determinar la expresión de marcadores de diferenciación NE tales como enolasa 

neuronal específica (NSE) y Cromogranina A (CgA) en las líneas tumorales humanas NCI-

H82, NCI- H125 y PC-3. 

Determinar el efecto de AVP y dDAVP sobre la proliferación celular en las líneas 

que expresan V2r. 

Explorar péptidos bioactivos tipo AVP desde fuentes naturales focalizando en los 

procesos evolutivos de los metazoos y su actividad fisiológica. 

Realizar estudios de SAR para identificar las posiciones aminoacídicas claves en el 

compuesto parental dDAVP usando la probada capacidad citostática como criterio en una 

línea de SCLC. 

Buscar análogos con actividad antitumoral aumentada en SCLC altamente agresivo 

generados a partir de las dos metodologías mencionadas en los objetivos específicos 

anteriores. 
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Compuestos peptídicos 

Diseño de drogas basado en una perspectiva evolutiva.  

Se llevó a cabo una revisión bibliográfica de la evolución molecular del sistema 

VT/AVP/OT para arrojar luz al mecanismo de receptor-ligando en animales y diseñar un 

nuevo análogo tomando como criterio la actividad biológica y fisiológica relacionada con 

eventos biológicos claves que ocurren durante el desarrollo del cáncer. El análogo fue 

desarrollado combinando el péptido natural elegido con los cambios en posición 1 y 8 

presentes en el péptido de primera generación dDAVP. El nuevo análogo diseñado 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 análisis: 958.1amu; pureza: 98.4%.  

Diseño de drogas basado en una aproximación racional usando la técnica de 

Ala-Scanning.  

Productos químicos: La resina de Rink-amida, los aminoácidos Fmoc, los reactivos 

de acoplamiento y los disolventes para la síntesis de péptidos fueron obtenidos de Iris 

BiotechGmbH (Marktredwitz, Alemania). Los disolventes para la purificación de péptidos 

fueron de grado HPLC comprados en Tedia Company Inc. (Fairfield, OH). 

Péptidos: Los péptidos Ala sustituidos fueron sintetizados en fase sólida, tal como 

fue detallado en la metodología general. La ciclación de los péptidos se realizó en fase 

sólida, aprovechando el fenómeno de pseudo-dilución que puede favorecer la formación de 

puente intramolecular. En resumen, (Trt) -Mpa y (Trt) -Cys se desprotegieron en una 

solución de ácido trifluoroacético (TFA): diclorometano (DCM): disolución de 

triisopropilsilano (TIS) (2: 95: 3) durante 1 hora a temperatura ambiente, después de la 

oxidación con 10 eq I2 en N, N dimetilformamida durante 30 minutos a temperatura 

ambiente. Posteriormente se desprotegieron los péptidos y se escindieron de la resina 

usando una solución 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 formación del puente disulfuro, no fueron ala sustituidas con el fin de 

mantener la característica cíclica de los análogos. Los péptidos fueron purificados, 

cuantificados e identificados como se explicó en la metodología general.  

El péptido resultante de este análisis de SAR fue: 1-desamino-4-valina-5-glutamina-

8-D-AVP (conocido como [V4Q5] dDAVP; MpaYFVQCPrG*) y fue comprado en American 

Peptide Company Inc. (California, USA, un miembro del grupo BACHEM). Certificado de 

análisis: 1054.2 amu; pureza: 98.4%. 
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Expresión de V2r y de marcadores de diferenciación NE. 

Inmunofluorescencia (IF) para determinar expresión 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 esperó 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 número adecuado fue extraído el medio con células y 

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 explicó en la metodología general. La 

línea celular de carcinoma mamario MCF-7 fue usada como control positivo de la expresión 

del V2r.  

RT-PCR para determinar expresión del V2r 

El ARN total de las células NCI-H82 o NCI-H125 fue obtenido realizando una 

extracción con Trizol (Invitrogen). La muestra fue cuantificada y luego se realizó la RT como 

se detalló en la metodología general. Una vez obtenido el ADNc para la PCR se utilizaron 

los primers diseñados previamente [102]. Los primers utilizados amplificaron una secuencia 

de aproximadamente 500 pb. El gen de β-Actina se utilizó como control de carga.  

qRT-PCR para determinar expresión del V2r y de marcadores NE 

Se evaluó la expresión del V2r y los marcadores de diferenciación NE, NSE y CgA, 

en las líneas NCI-H82, PC-3 y NCI-H125 usando qRT-PCR como fue detallado en la 

metodología general. La línea celular de carcinoma mamario MCF-7 fue usada como control 

positivo de la expresión del V2r. Cada muestra se analizó por triplicado y los valores de 

número de ciclo promedio para llegar al umbral (Ct) se usaron para el análisis posterior. Los 

valores de Ct se normalizaron para los niveles de expresión de GAPDH y se normalizaron al 

control (MCF-7 para V2r y NCI-H125 para marcadores NE). Los valores de cuantificación 

relativa (RQ) se calcularon como 2-ΔΔCt. 

Los primers utilizados para la RT-PCR y para la qRT-PCR se encuentran en la tabla 

C1-1. 
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Tabla C1-I. Primers utilizados en éste capítulo.  

 

Western Blot para determinar expresión del marcador NE, NSE 

Monocapas de células o suspensiones celulares fueron recogidas en PBS y 

separadas por centrifugación. Los pellets celulares se homogeneizaron y fueron lisados. Las 

proteínas presentes fueron separadas por electroforesis y transferidas a una membrana 

para electrotransferencia. La membrana fue bloqueada en 5% caseína en PBS durante 1 

hora e incubada con una dilución 1:500 del anticuerpo primario de conejo anti-NSE (Abcam) 

overnight. Luego de lavados con PBS, se adicionó un anticuerpo secundario anti conejo IgG 

biotinilado en una dilución 0,05 µg/ml (Invitrogen). Las bandas proteicas se visualizaron 

usando un kit comercial de inmunoperoxidasa. 

Ensayo de proliferación celular 

Se evaluó el efecto sobre la proliferación celular de AVP ([Arg8]-Vasopressin acetate 

salt; Sigma-Aldrich), dDAVP, los análogos ala sustituidos y los nuevos análogos sobre el 

crecimiento rápido de células NCI-H82 (5x103 células por pocillo) usando el ensayo de MTS 

(Promega) tal como se describe en la metodología general. Las concentraciones usadas 

fueron 100 y 1000 ƞM por tener un efecto antiproliferativo reportado [91, 92, 93, 117] o PBS 

como vehículo. Se leyó la absorbancia a 490 nm y se relativizó al control tomando la 

absorbancia promedio de esto grupo como 100%. 

 

Gen Secuencia Primers Referencia 

V2r qRT-PCR 
Fwd: 5-CTGGCCAAGGACACTTCATC-3 

Rv: 5-GAAGGCAGCTGAGCTTC-3 
Diseñados en esta tesis 

V2r RT-PCR 
Fwd: 5′-GTG GCC AAG ACT GTG AGG AT-3 

Rv: 5′-ATA CAG CTG GGG ATG TGG AG-3′. 
Pastrian et al, 2014 [102] 

NSE 
Fwd: 5-GAGACAAACAGCGTTACTTAG-3 

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

CgA 
Fwd: 5-GCGGTGGAAGAGCCATCAT-3 

Rv: 5-TCTGTGGCTTCACCACTTTTCTC-3 

GAPDH 
Fwd: 5-CATGGGTGTGAACCATGAGA-3 

Rv: 5-CAGTGATGGCATGGACTGTG-3 
Ring et al, 2005 [118] 
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Identificación del blanco molecular V2r, en las líneas NCI-H82, PC-3 y NCI-H125.  

Los resultados muestran por medio de inmunofluorescencia que las líneas NCI-H82 y 

PC-3 expresan el V2r y que la línea 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 

qRT-PCR indica que la línea NCI-H82, una línea de SCLC con rasgos NE expresa altos 

niveles de V2r. La línea MCF-7, una conocida línea de cáncer 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 más ARNm para el V2r en comparación a MCF7.  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MCF-7(C+) 

Figura C1.1 A. Identificación 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 paraformaldehído 4% y se incubaron con un anticuerpo primario específico para V2r 

(Santa Cruz); se reveló empleando un anticuerpo secundario conjugado a fluoresceína. 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 III. Las bandas se 

visualizaron en geles de agarosa 2%, teñidos con BrEt. C. qRT-PCR. El ARN de 1x10
6
 células fue extraído 

con Trizol y cuantificado. La RT se llevó a cabo con SuperScript III first-Strand. Se realizó una PCR en tiempo 

real con SYBR Green PCR Master Mix. Las condiciones de ciclado fueron: 48ºC por 30 minutos, 95ºC por 10 

minutes, 40 ciclos de 95ºC por 15 segundos seguida por 60 ºC por 60 segundos. Cada muestra fue analizada 

por triplicado y los valores de Ct se usaron para el análisis. Los valores de Ct se normalizaron a los niveles 

de expresión de GAPDH y se expresaron en relación a la muestra control (MCF-7). Los valores de RQ 

(cuantificación relativa) se calcularon como: 2
-ΔΔCt

.  
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Evaluación de la expresión de los marcadores de diferenciación NE, NSE y CgA.  

CgA y NSE son los marcadores NE más comúnmente empleados para determinar 

las características NE, tanto a nivel tisular como en la circulación general [4,5]. Los mismos 

fueron evaluados por qRT-PCR. Como muestra la figura C1.2B tanto la línea NCI-H82 como 

PC-3 expresan niveles significativos de dichos marcadores, para el marcador NSE este 

resultado fue confirmado, además, por Western Blot para ambas líneas (Fig. C1.2B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Evaluación del efecto sobre la proliferación celular del neuropéptido no selectivo AVP 

y el análogo selectivo para el V2r dDAVP sobre células NCI-H82. 

La línea NCI-H82 (variante de SCLC) es una línea tumoral humana de rápida 

expansión y alta tasa de crecimiento, debido a esto es considerada un modelo celular 

adecuado para el estudio de nuevos compuestos terapéuticos. Muchas líneas celulares de 

Figura C1.2 

A. B. 

Figura C1.2. Expresión de los marcadores NE, Enolasa neuronal específica (NSE) y Cromogranina A 

(CgA) en líneas tumorales de pulmón y próstata. A. qRT-PCR: El ARN total de 1x10
6
 células fue extraído 

con Trizol y luego fue cuantificado. La RT se llevó a cabo con SuperScript III first-Strand. Se realizó 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 análisis. Los 

valores de Ct se normalizaron a los niveles de expresión de GAPDH y se expresaron en relación a la muestra 

control (NCI-H125). Los valores de RQ se calcularon como: 2
-ΔΔCt

.Los resultados se expresan como media ± 

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

recogidas en PBS y separadas por centrifugación. Los pellets celulares fueron lisados. Las proteínas 

presentes se separaron por electroforesis y se transfirieron a una membrana. La membrana se bloqueó en 

5% caseína en PBS y se incubó con el anticuerpo monoclonal anti-NSE (ABCAM) overnight. Luego se 

adicionó un anticuerpo secundario biotinilado. Las bandas proteicas se visualizaron usando un kit comercial 

de inmunoperoxidasa. 
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SCLC, como NCI-H82, son células derivadas de sitios metastásicos y en general 

representan enfermedad resistente. Además, dicha línea expresa altos niveles del V2r, tal 

como fue mostrado en la figura C1.1C, siendo por estas razones la línea elegida para 

realizar la evaluación inicial de AVP y sus análogos [118]. Para evaluar el impacto de la 

intervención agonista de los diferentes receptores de AVP sobre las células tumorales 

testeamos el efecto del péptido natural AVP y de su análogo sintético dDAVP en fase log de 

crecimiento sobre células de cáncer de pulmón. Luego de 72 horas de exposición, AVP, que 

tiene la capacidad de unirse a todos los subtipos de receptores, incrementó 

significativamente la proliferación en un 14% a una concentración de 100 ƞM. Los efectos 

mitogénicos del ligando natural AVP fueron mayores a bajas (100 ƞM) que a altas 

concentraciones (1000 ƞM). De modo muy interesante, el agonista selectivo para el V2r, 

dDAVP, redujo significativamente la proliferación celular en un 23% a una concentración de 

1000 ƞM. (Fig. C1.3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C1.3 Evaluación del efecto sobre la proliferación celular en la línea NCI-H82 de AVP y dDAVP. 

El efecto de AVP y dDAVP (100 y 1000 ƞM) en fase log de crecimiento fue medido usando el ensayo de 

MTS. La densidad óptica de las células control fue considerada como 100% de viabilidad. Los resultados 

están expresados como media ± SEM. ANOVA seguido de la prueba de Tukey. *p<0.05 **p<0.01 

(correspondiente a cada concentración vs. control). 
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Diseño de drogas basado en una perspectiva evolutiva.  

Como ya mencionamos, las hormonas peptídicas tipo VT se encuentran en todo el 

reino animal, desde invertebrados, como moluscos, anélidos, artrópodos y nematodos, hasta 

en vertebrados no mamíferos y en mamíferos [120].  

Los agnatos constituyen el grupo más primitivo de vertebrados (Superclase Agnatha) 

en los cuales encontramos péptidos tipo VT/AVP, la arginina vasotocina neurohipofisiaria 

(AVT) es un neuropéptido ancestral homólogo a AVP/OT de vertebrados [121, 122] que 

aparece en este grupo con funciones que no están vinculadas a la osmorregulación. En los 

Chondrichthyes, el gen fue duplicado apareciendo otro péptido vinculado a la reproducción 

que presenta un cambio en posición 8 con respecto a la AVT (Leucina 8 en lugar de Arginina 

8). Así los péptidos neurohipofisiarios se dividieron en dos funciones principales, por un lado 

el grupo de la OT vinculado a la reproducción 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 tetrápodos y anfibios aparece la Mesotocina (MT) evolucionando a partir de 

la IT, cumpliendo funciones reproductivas. En reptiles y aves encontramos el mismo estado 

que en anfibios. En los Prototheria (primer grupo de mamíferos), aparece la Arg-vasopresina 

(AVP) mientras que la MT evoluciona hacia la OT. Los mamíferos euterios (entre ellos el 

hombre) tiene la misma condición que los prototerios con una copia simple de AVP y una de 

OT [123, 124]. 

En invertebrados, el sistema de señalización 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 

reproducción y motilidad muscular y la Lys-conopresina G fue hallada en sanguijuelas 

participando en la reproducción y osmorregulación [125, 126]. La nematocina, ha sido 

identificada en el nematodo Caenorhabditis elegans. Los análisis genéticos denotan que 

este péptido actúa como un neuromodulador de los circuitos neuronales involucrados en el 

comportamiento reproductivo y el aprendizaje asociativo [127]. 

En moluscos cefalópodos está presente la cefalotocina en Octopus vulgaris y la 

sepiatocina en Sepia sp. Estos dos péptidos son homólogos y modulan la actividad contráctil 

de varios músculos como los del pene, oviducto y vena cava sugiriendo que estarían 

involucrados en la reproducción y circulación sanguínea [128]. Homólogos de AVP también 

han sido aislados del veneno de caracoles. La caracterización bioquímica de estos péptidos 

mostró que son idénticos a la Lys-conopresina G. Podría ser un ejemplo de conversión 

evolutiva de péptidos endógenos que se especializaron en otros usos como la defensa. Los 

Figura 5 
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dos tipos de conopresina encontrados presentan lisina o arginina en posición 8, una posición 

que está fuertemente relacionada al efecto presor en vertebrados. Los péptidos fueron 

aislados de los moluscos gasterópodos Conus geographus y Conus striutus, ambos poseen 

una residuo hidrofóbico neutral en posición 2: Fenilalanina (Phe) en la conopresina G (C. 

geographus) e Isoleucina (Ile) en la conopressin S (C. striutus) [129]. Presentan un residuo 

Arg en posición 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 aminoacídicas 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 mostró similaridad 

con la de otros insectos, tales como los escarabajos [131, 132], sugiriendo que ellos podrían 

tener una función similar. Este sistema neuropeptídico, dentro de los órdenes basales de 

Holometábolos (presentan metamorfosis completa), está restringido al orden Coleoptera y 

otros grupos basales. De este modo podemos ver que el sistema peptídico INT está solo en 

los holometábolos 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 expresión en los túbulos de Malpigi o intestino (órganos vinculados a la 

excreción), sugiriendo que la INT no estimula la reabsorción de agua como si lo hace en 

mamíferos la AVP [133]. La elevada expresión de los receptores de INT en los estados 

larvales tempranos, en los huevos y en el estado de pupa, podrían indicar que el péptido 

cumple alguna función relacionada al desarrollo del animal [134]. En Tribolium, Akins et al. 

proponen que INT estimula (directa o indirectamente) la secreción de factores diuréticos, 

recordemos que los insectos tienen excreción por secreción y no por reabsorción como 

ocurre en los mamíferos, estos factores actuarían sobre los túbulos de Malpigi a nivel de la 

diuresis [135]. 

De la información mencionada anteriormente (resumida en la Tabla C1-II) 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 fisiológica natural vinculada a la diferenciación 

celular que ocurre en gran medida durante la metamorfosis, ya que los receptores del 

péptido fueron encontrados en altísima expresión en los primeros estadios larvales y en el 

estadio de pupa. Dado que la diferenciación y la proliferación celular son dos procesos 

claves en el desarrollo y progreso del cáncer es que fue elegido este péptido como base 

para el diseño del nuevo análogo. Así, el péptido elegido fue modificado teniendo en cuenta 
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los cambios introducidos en AVP que dieron origen al péptido de primera generación dDAVP 

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

un nuevo análogo fue sintetizado: 1-desamino-2-leucina-3-isoleucina-4-treonina-8-D-AVP 

(dDInotocina; dDINT; MpaLITNCPrG*) (ver Fig. C1.5) .La actividad biológica de dDINT fue 

evaluada en la línea celular de SCLC NCI-H82 que expresa altos niveles de V2r, tal como se 

demostró en este capítulo. 

 

 

Neuropeptido 

(tipo AVP/OT) 
Secuencia 

Phylum/Clase/Especi

e 
Función Referencias 

Vasotocina ancestral 

de Metazoos (VT) 
CFVRNCPPG* Precursor Precursor 

Douzery et al., 

2004;  Gruber, 

2014 

Annetocina CFVRNCPTG* 

Annelida/ Oligochaeta 

(Subclase) 

Eisenia foetida 

Relacionado a  

OT: reprodución 

y motilidad del 

intestino 

Oumi et al., 

1994 

Lys-Conopressina G CFIRNCPKG* 

Annelida/Hirudinea 

(subclase) 

Whitmania pigra, 

Erpobdella octoculata 

Reprodución y 

osmorregulación 
Salzt et al. 1993 

Nematocina CFLNSCPYRRY* 
Nematoda/SecernenteaC

aenorhabditis elegans 

Reprodución  y 

aprendizaje 

Beets et al., 

2013 

Cephalotocina CYFRNCPIG* 
Mollusca/Cephalopoda 

Octopus vulgaris 

Actividad 

contráctil (pene, 

oviducto, 

músculos d la 

vena cava); 

Reproduction y 

circulación 

sanguine 

Henry et al., 

2013 
Sepiotocina CFWTTCPIG* 

Mollusca/Cephalopoda 

Sepia officinalis 

Conopressina G 
CFIRNCPKG* 

 

Mollusca/ Gastropoda 

Conus geographus 
Lys o Arg en 

posición 8; 

defensa 

Nielsen et al., 

1994 
Conopressina S CIIRNCPKG* 

Mollusca/ Gastropoda 

Conus striutus 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla C1.II- Variantes moleculares de neuropéptidos tipo VT/AVP/OT en Metazoa.  
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Inotocina 

 

CLIVNCPRG* 

Arthropoda/Insecta/Hym

enoptera (Orden)/ 

Formicidae (Familia) 

Camponotus floridanus, 

Estimulación de 

carbo hidratos y 

movilización de 

lípidos; ecdisis 

Gruber and 

Muttenthaler, 

2012 

CLITNCPRG* 

Arthropoda/Insecta/ 

Coleoptera 

Tribolium castaneum 

Orthoptera 

Locusta migratoria 

Hymenoptera 

Atta cephalotes, 

Harpegnath saltator, 

Nasonia vitripennis 

 

Desarrollo y 

diferenciación 

celular; ecdysis; 

diuresis indirecta 

Proux et al. 

1987; Dulcis et 

al., 2005; Kim et 

al., 2006; Zitnan 

et al., 2007; 

Stafflinger et al., 

2008; Li et al., 

2008; Aikins et 

al., 2008; 

Hauser et 

al.2010; 

Dircksen et al. 

2011; Gruber 

and 

Muttenthaler, 

2012. 

Vasotocina ancestral 

de Vertebrados (AVT) 
CYIQNCPRG* 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/Agnatha 

Neuropéptido 

ancestral 

homólogo a OT y 

AVP en 

vertebrados 

Mayasich and 

Clarke, 2016; 

Koehbach et al., 

2013 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/ 

Chondrchthyes 

Duplicación del 

gen AVT  

(AVT+OT) 

 

Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/ 

Actinopterygii 

Comienza a 

aparecer como 

función la 

Homeostasis 

(Balance 

electrolítico) 

Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/ 

Reptilia/Aves 

Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

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

(Continuación) 
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*Amidación C-terminal.  

 Diseño de drogas basado en una aproximación racional mediante la técnica de ala-

scanning.  

Los péptidos ala sustituidos fueron sintetizados como se explicó previamente y luego 

fueron estudiados utilizando la línea celular agresiva NCI-H82 y evaluando la proliferación 

celular como evento clave en las SAR de dDAVP. La Tabla CI.2 resume los rasgos más 

importantes de la síntesis de los análogos usados para estudiar el efecto antiproliferativo 

con SAR de dDAVP. La actividad citostática fue reducida un 100% cuando los aminoácidos 

2 y 3 fueron ala sustituidos; y en un 50% cuando el aminoácido 4 fue reemplazado (Fig. 

C1.4B izquierda). El efecto antiproliferativo fue conservado cuando los aminoácidos en la 

posiciones 8 y 9 fueron sustituidos (Fig. CI.4B derecha), y parcialmente reducida cuando la 

sustitución ocurrió en las posiciones 5 y 7 (Fig. CI.4B). 

Basándonos en los resultados mencionados, un nuevo análogo fue sintetizado, 

reemplazando la glutamina (gln) en posición 4 por una valina (val) y la asparagina (asn) de 

posición 5 por una gln. Los aminoácidos de las posiciones 4 y 5 pertenecen al loop 

conformacional de la molécula, el cual tiene un rol clave en la interacción ligando-receptor 

para su actividad antitumoral. Un aumento de hidrofobicidad en la posición 4 y una 

sustitución conservativa en posición 5 podría 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 

hidrofóbico [115].  

Isotocina (IT) CYISNCPIG* 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/ 

Actinopterygii 

Reprodución 
Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

Oxitocina (OT) CYIQNCPLG* 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/Mammalia 

Eutheria 

Reprodución 

(Duplica

ción del gen 

AVT, cambio d 

Arg8 por Leu8) 

Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

Mesotocina (MT) 

 
CYIQNCPIG* 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/ 

Reptiles y Aves 

Reprodución 
Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

Arginina vasopresina 

(AVP) 
CYFQNCPRG* 

Chordata/Vertebrata 

(subphylum)/Mammalia 

Prothotheria and 

Eutheria 

Homeostasis y 

balance 

hidrosalino 

Kiss and 

Mikkelsen, 2005 

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

(Continuación) 
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El péptido resultante fue 1-desamino-4-valina-5-glutamina-8-D-arginina vasopresina 

([V4Q5] 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. II: Análogos de dDAVP Ala sustituidos. Nombre, secuencia y rasgos fisico-químicos 

del compuesto de primera generación dDAVP y sus Ala-análogos.  

Modificado de Pastrian et al, 2014 [102] 

a
A: alanina (Ala); Y: tirosina (Tyr); F: fenilalanina (Phe); Q: glutamina (Gln); N: asparagina (Asn); C: cisteina (Cys); P: prolina 

(Pro); Mpa: ácido 3-mercaptopropionico (desamino-Cys); r: D-arginina (D-Arg). 
b
RT: Tiempo de retención en RP-HPLC. 

c
MW: 

Peso molecular (Da). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Peptido Secuencia
a
 RT

b
 (min) MW

c
 Experimental MW

c
Teórico 

dDAVP MpaYFQNCPrG* 24.7 1068.45 1068.24 

[Ala
2
] dDAVP MpaAFQNCPrG* 20.3 976.40 976.14 

[Ala
3
] dDAVP MpaYAQNCPrG* 15.5 992.41 992.14 

[Ala
4
] dDAVP MpaYFANCPrG* 26.3 1011.54 1011.18 

[Ala
5
] dDAVP MpaYFQACPrG* 28.1 1025.45 1025.21 

[Ala
7
] dDAVP MpaYFQNCArG* 23.7 1042.58 1042.20 

[Ala
8
] dDAVP MpaYFQNCPAG* 24.9 983.40 983.13 

[Ala
9
] dDAVP MpaYFQNCPrA* 25.3 1082.49 1082.26 
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Figura CI.4. Ala-Scan de dDAVP sobre células de cáncer de pulmón agresivas NCI-H82. A. Estructura 

química y secuencia petídica del compuesto nonapeptidico parental dDAVP. Las estructuras químicas 

fueron dibujadas con BIOVIA (http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-draw/).  B. 

Proliferación celular. Inhibición de la proliferación luego de 72 horas de exposición a una concentración de 

1000 ƞM del péptido sobre células NCI-H82 en fase log de crecimiento. Los datos están representados por la 

media ± SEM., ANOVA seguido por la prueba de Dunnett, **p<0.01 análogo vs. dDAVP (Control).  

  

Figura C1.4 

A. 

B. 

Ciclo Cola 
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Figura C1.5 

Figura C1.5. Estructura química y secuencia peptídica del compuesto natural, AVP; el compuesto de 

primera generación dDAVP y los compuestos de segunda generación [V
4
Q

5
]dDAVP (diseño racional) y 

dDINT (diseño evolutivo). Las estructuras químicas fueron dibujadas con BIOVIA 

(http://accelrys.com/products/collaborative-science/biovia-draw/).  
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Evaluación del efecto antiproliferativo mediante la estimulación de V2r de los nuevos 

análogos, dDINT y [V4Q5] dDAVP, sobre células NCI-H82. 

Se evaluó el efecto citostático de los nuevos análogos, [V4Q5] dDAVP y dDINT, en 

comparación con el péptido de primera generación dDAVP sobre células agresivas de 

cáncer de pulmón NCI-H82 en fase log de crecimiento. Luego de 72 horas de exposición, el 

análogo [V4Q5] dDAVP mostró un mayor efecto citostático que dDAVP tanto a altas (1000 

ƞM) como a bajas concentraciones (100 ƞM), llegando a una reducción máxima de la 

proliferación celular del 40% a altas concentraciones (Fig. C1.6). Sin embargo, el nuevo 

análogo dDINT redujo el crecimiento de las células tumorales solo en un 10% a la máxima 

concentración utilizada, mostrando una marcada reducción en la eficacia como agente 

citostático comparado con dDAVP (Fig. C1.6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura C1.6 

Figura C1.6  Efecto de los análogos sobre la proliferación celular en la línea NCI-H82. [V
4
Q

5
] dDAVP y 

dDINT, (100 ƞM y 1000 ƞM) sobre células NCI-H82 en fase log de crecimiento usando el ensayo de MTS. 

0=Control (PBS); 100=100 ƞM; 1000=1000 ƞM. Los resultados se expresan como media ± IC95. ANOVA de 

doble vía seguido de comparación de intervalos de confianza para la media al 95%.***p<0.001 (cada análogo 

vs. control); ###p<0.001 (misma concentración de análogo vs. dDAVP).  
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Resumen Resultados Capítulo I 

Se evaluó la presencia del blanco molecular V2r y la expresión de marcadores NE 

en las líneas estudiadas, encontrando dos líneas positivas para ambas características (NCI-

H82 y PC-3). 

Se evaluó el efecto sobre la proliferación celular del péptido natural AVP y de su 

análogo selectivo para el V2r, dDAVP, sobre la línea NCI-H82 confirmando que AVP tiene 

un efecto proliferativo y dDAVP antiproliferativo.  

Se demostró la importancia del loop conformacional de la molécula de primera 

generación dDAVP para la interacción con el V2r y su actividad antiproliferativa. 

Se desarrolló el análogo [V4Q5]dDAVP que presenta un aumento de la 

hidrofobicidad en la posición aminoacídica 4 para una mejor interacción con el bolsillo 

hidrofóbico de la cara extracelular del receptor. 

Se diseñó el nuevo análogo dDINT tomando como base el péptido tipo AVP 

presente en insectos a partir de un análisis evolutivo de la estructura y actividad fisiológica 

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

 [V4Q5] dDAVP presentó un efecto citostático aumentado con respecto al péptido de 

primera generación dDAVP sobre células tumorales de SCLC. 
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Figura 7.I 
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Nuestro laboratorio viene trabajando desde hace años en la investigación y 

desarrollo de nuevos compuestos peptídicos para el tratamiento de diferentes tipos de 

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

La complejidad fisiológica, la conservación evolutiva y sobre todo la relevancia 

terapéutica de los receptores de VT/AVP/OT hacen a esta familia de receptores uno de los 

GPCRs más estudiados [114]. La expresión de los diferentes receptores de AVP en varios 

tipos de cáncer, resaltan el rol multifacético de AVP y su interés e implicancias 

patofisiológicas [135]. Como ya mencionamos, el V2r está asociado con señalización 

antiproliferativa, a través de la activación 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 cáncer, indicando que el péptido natural puede actuar como 

un factor de crecimiento en células malignas, aumentando la transcripción, la proliferación y 

la sobrevida celular [136].Esto es consistente con los resultados obtenidos en la línea NCI-

H82, donde pudimos observar un leve aumento de la proliferación celular en las células 

tratadas con AVP. El agonista de V2r, dDAVP, ha demostrado disparar propiedades 

antitumorales en modelos preclínicos de cáncer de mama y colo-rectal. Este compuesto 

parece romper con la interacción cooperativa entre las células tumorales y endoteliales 

durante la progresión tumoral inhibiendo la angiogénesis y la colonización metastásica [81, 

88, 89, 91, 137]. En éste capítulo pudimos identificar la presencia de altos niveles del V2r en 

la línea tumoral humana y agresiva de SCLC NCI-H82 y determinar que el compuesto 

presenta actividad antiproliferativa in vitro en dicha línea celular. Tomando toda la 

información previa y éstos resultados podemos decir que compuestos como dDAVP, los 

cuales interaccionan específicamente con receptores involucrados en la regulación de 

eventos biológicos claves para las células tumorales, son muy apreciados como compuestos 

líderes para el desarrollo de nuevos péptidos antitumorales derivados y su estudio en líneas 

tumorales agresivas. Una de las aproximaciones metodológicas utilizadas aquí fue llevar 

adelante un estudio de SAR mediante la técnica de Ala-scan para identificar los aminoácidos 

claves para la actividad antiproliferativa de dDAVP en células de cáncer de pulmón agresivo. 

Este análisis demostró que los aminoácidos localizados en el loop del péptido son 

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

Como fue previamente reportado todos los vertebrados tienen una Tirosina en 

posición 2, una de las posiciones que al ser reemplazada por alanina suprimió 

completamente el efecto antiproliferativo; y prolina en posición 7, una de las posiciones que 

causó una pérdida parcial del efecto citostático al ser sustituida [138,139]. Estos resultados 

son consistentes con los arrojados por el estudio de Ala-scan realizado sobre la línea MDA-
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MB-231 de cáncer de mama [102] así como también con la evaluación de tetrapéptidos que 

realizó nuestro grupo, donde pudo determinarse, particularmente a altas concentraciones, 

una disminución del efecto antiproliferativo comparado con la molécula parental ciclada, esta 

disminución del efecto podría deberse a la pérdida de la interacción electrostática entre la 

porción 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 reportó que las 

posiciones hidrofóbicas N-terminales, Cys-1-Tyr-2-Phe-3, podrían apoyarse e interaccionar 

con el piso de la cavidad hidrofóbica de V2r, mientras la Arg-8 podría ser responsable de la 

interacción 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 están presentes en dDAVP y se mencionaron previamente: la desaminación 

de la posición 1 y la sustitución de L-arginina (Arg) por la D-arginina (arg) en la posición 8. 

La tercera modificación, el aumento de la lipofilicidad en la posición 4 está presente en el 

análogo intermedio dV4DAVP descrito por Manning y evaluado en ensayos de unión de 

receptores humanos [139], donde se determinó como un aún más potente agonista selectivo 

de V2r y antagonista de V1r que dDAVP. 

Teniendo en cuenta todo esto sintetizamos el nuevo análogo, [V4Q5] dDAVP, y 

evaluamos su efecto biológico sobre células de SCLC. En este análogo se reemplazo una 

glutamina por valina en posición 4, por todo lo expuesto, y sustituimos una asparagina por 

glutamina en posición 5, constituyendo este un cambio conservativo tendiente a aumentar la 

estabilidad del análogo debido a la mayor susceptibilidad a la desaminación de la 

asparagina [140,141].  

El péptido resultante, [V4Q5]dDAVP fue evaluado como agente citostático, mostrando 

un efecto aumentado comparado con dDAVP tanto a bajas como a altas concentraciones, 

llegando a un máximo de inhibición de la proliferación celular del 40% . Estos resultados son 

consistentes con lo reportado por Manning, donde un aumento en la hidrofobicidad en la 

posición 4 aumenta la afinidad de los análogos de AVP por V2r (con una afinidad 10 veces 

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

Además de esta estrategia, propusimos otra estrategia para el desarrollo de nuevos 

análogos de AVP, focalizándonos en la búsqueda de secuencias peptídicas naturales 

usando una aproximación evolutiva a través de todo el reino animal incluyendo los humanos. 
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Nuestro trabajo se focalizo en: i) el desarrollo de análogos de AVP con potencial aplicación 

terapeútica en cáncer; ii) que los análogos 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 biológica. Esta estrategia condujo al diseño 

de un análogo de la INT de insectos, llamado dDINT basado en la similitud en la función. El 

análogo fue evaluado como agente antiproliferativo en células NCI-H82. Luego de su 

evaluación como agente citostático, el nuevo análogo dDINT no mostró mayor potencia 

antiproliferativa que el compuesto parental dDAVP. Los resultados de la técnica de ala-

scanning podrían explicar por qué el análogo dDINT no presentó actividad antitumoral. A 

pesar de la similitud en la función entre AVP e INT, los aminoácidos presentes en el ciclo de 

la molécula son muy diferentes a los encontrados en AVP. Estos aminoácidos son los 

responsables de la especificidad de la interacción del péptido con el bolsillo de unión del 

V2r. Cuando los aminoácidos de naturaleza hidrofóbica de las posiciones 2 y 3 son 

sustituidos por un aminoácido alifático neutral como la alanina, el efecto antiproliferativo se 

pierde completamente. En dDINT estos aminoácidos son alifáticos y neutrales como la 

alanina mientras que en AVP y dDAVP son aromáticos. Este cambio podría ser el 

responsable de suprimir el efecto antitumoral mediado por V2r observado luego del 

tratamiento con dDAVP. Aunque el diseño a partir de un análisis evolutivo enfatizando en la 

función fisiológica no fue efectivo en este caso, este puede constituir un punto de partida 

para futuros diseños y desarrollos de drogas para desórdenes relacionados al V1r y V2r. 

En este capítulo hemos identificado dos líneas celulares agresivas humanas que 

expresan el V2r y que presentan características NE pudiendo constituir modelos celulares 

interesantes de TNE, la línea de SCLC NCI-H82 y la línea de adenocarcinoma de próstata 

PC-3. También hemos demostrado la estrecha relación 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 diseño racional. NCI-H82 es 

una línea celular humana altamente agresiva de células de cáncer de pulmón y representa 

un valioso modelo de enfermedad de SCLC con rasgos NE recurrente y resistente a las 

terapias, que además expresa altos niveles de V2r y de marcadores NE, tal como lo hemos 

mostrado en este capítulo.  

Este capítulo constituye un punto de partida para el desarrollo de potenciales 

compuestos con aplicación terapéutica en TNE como SCLC y otras posibles aplicaciones en 

tumores de similares características. Demostramos aquí que el diseño racional a partir de la 

molécula de dDAVP proporcionó una fuente para el desarrollo de un nuevo análogo con 
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propiedades antitumorales mejoradas en TNE, encontrando en [V4Q5]dDAVP un compuesto 

prometedor para el tratamiento de éstos tipos tumorales.  



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo II: Estudio preclínico in vitro de dDAVP y el 

nuevo análogo [V
4
Q

5
]dDAVP sobre líneas tumorales 

humanas con características NE de pulmón y 

próstata. 
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Como ya mencionamos en la introducción general, los TNE expresan y producen 

neuropéptidos, proteínas específicas y hormonas las cuales participan de la regulación 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 progresión del cáncer y para la búsqueda 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 capítulo anterior las líneas tumorales 

humanas de SCLC, NCI-H82, y de cáncer de próstata, PC-3, presentan marcadores de 

diferenciación NE convirtiéndolas en modelos interesantes para el estudio de nuevas drogas 

con potencial aplicación terapéutica. Además de esta característica, estas dos líneas 

expresan el V2r, nuestro receptor de interés, haciendo de las mismas no solo líneas de 

interés terapéutico sino también modelos para evaluar preclínicamente dDAVP y el nuevo 

análogo [V4Q5]dDAVP, como posibles terapias dirigidas para estos tipos de tumores.  

Progresión tumoral: transición epitelio mesenquimal (TEM) y diseminación 

metastásica 

El fenotipo celular es el resultado de un equilibrio dinámico entre la maquinaria de 

transcripción y traducción de la célula con el entorno. Ésta maquinaria regula la proliferación 

y la diferenciación celular en cada órgano o tejido. En la célula tumoral este equilibrio se 

encuentra alterado como consecuencia de una serie de múltiples y secuenciales 

alteraciones genéticas que se van acumulando, conduciendo a perturbar la homeostasis y 

otras funciones fisiológicas. Este desequilibrio puede conllevar a la malignización celular, 

que es un proceso complejo que implica múltiples pasos que conducen a la transformación 

progresiva de células normales a células tumorales. Así las células adquieren características 

que les permiten transformarse en malignas y logran un microambiente que favorece esta 

progresión maligna, como se explicará a continuación [142]. La inestabilidad genómica 

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 progresión metastásica la principal causa de muerte por cáncer 

(Fig. C2.1) [143]. 
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      Extraído y modificado de Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011) [142].  

 

 

 

La progresión tumoral se puede considerar un proceso secuencial de etapas 

concatenadas desde la malignización y formación del tumor primario hasta la colonización 

metastásica. La pérdida de la organización celular no solo depende de la célula tumoral sino 

también de la desorganización de la matriz extracelular (MEC) que la circunda. Así, la 

diseminación metastásica involucra una serie de pasos complejos, interdependientes y 

secuenciales, donde el no cumplimiento de alguno de ellos impide que una célula tumoral 

conquiste un órgano distante y se convierta en metastásica. Los pasos secuenciales se 

pueden resumir del siguiente modo y a este fenómeno se lo denomina cascada metastásica 

(Fig. C2.2): 

1- Transformación 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 vascularización, a este proceso se lo 

denomina angiogénesis. Para ello, debe existir una sobreexpresión 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 

Figura C2.1 Capacidades adquiridas durante la malignización celular que conduce al cáncer. Si bien 

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

las estrategias más conocidas. 

Figura C2.1 
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linfáticos o sanguíneos y diseminarse a través del lecho vascular a los distintos órganos 

[142,143]. Las células deben ser capaces de disminuir la adhesión intercelular y de esta 

forma poder alterar la arquitectura tisular y avanzar hacia la progresión maligna. Las 

moléculas de adhesión E-cadherina e integrinas se constituyen como mediadores 

importantes en el fenotipo maligno. Las células con capacidad metastásica deben ser 

resistentes a las señales extracelulares de muerte celular programada (apoptosis), así 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 órgano blanco receptivo. 

5-Las células logran extravasarse en este nuevo órgano y producir micrometástasis y 

tumores secundarios en órganos distantes.  

Durante esta progresión tumoral que llega a la metástasis, se establece una 

comunicación activa entre las células tumorales y el estroma, mediado por señales 

autócrinas, parácrinas o endócrinas mediante contactos célula-célula o señales de tipo 

factores de crecimiento y citoquinas, entablando una comunicación análoga a la establecida 

entre una célula epitelial y su ambiente durante el desarrollo embrionario [145]. 

A pesar de los continuos avances en las técnicas quirúrgicas y del desarrollo de 

terapias adyuvantes y de mantenimiento, la gran mayoría de las muertes por cáncer se 

relacionan con la diseminación metastásica. Aunque las bases genéticas de la 

tumorigénesis pueden variar ampliamente entre los diferentes tipos de cáncer, los pasos 

moleculares y celulares requeridos para la formación de metástasis son similares en las 

distintas variantes de tumores sólidos. En el proceso de invasión tumoral y metástasis 

participan distintos factores derivados del tumor y del organismo huésped, como factores 

angiogénicos, proteolíticos, migratorios y proliferativos, entre otros [146].  
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Extraído y modificado de Quail & Joice, 2013 [145].  
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Figura C2.2 Resumen de las diferentes etapas de la progresión tumoral, desde la formación de un tumor 

primario hasta la colonización metastásica de un órgano distante. En respuesta a un ambiente hipóxico, la 

angiogénesis es inducida por la secreción de distintos factores proangiogénicos por las células tumorales. 

Los macrófagos, 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-β, el cual es 

secretado por células estromales y participa en un loop de señalización parácrina sobre las células 

tumorales. Los macrófagos asociados a tumor (TAMs), fibroblastos asociados a cáncer (CAFs) y las células 

progenitoras derivadas de linaje mieloide suelen asociarse en los bordes del tumor durante la invasión 

favoreciendo la remodelación de la MEC, y la inmunosupresión al interferir la diferenciación de células 

dendríticas. Se ha reportado que durante la intravasación de las células tumorales a la circulación, los 

macrófagos se localizan en áreas perivasculares dentro del tumor donde asisten a las células malignas para 

atravesar las paredes vasculares. Plaquetas y distintos componentes de la coagulación, en la circulación, se 

asocian a las células tumorales evitando el reconocimiento de células del sistema inmune. Las plaquetas 

acompañan a las células tumorales al sitio de extravasación, donde se unen a regiones de retracción 

vascular favoreciendo la salida del sistema circulatorio. En sitios de colonización secundaria, como el pulmón, 

los fibroblastos aumentan los niveles de fibronectina, la cual sirve como anclaje para las células tumorales y 

las células progenitoras hematopoyéticas (HPCs). Células con actividad inmunosupresora, como las células 

supresoras derivadas de linaje mieloide (MDSCs), también condicionan el nicho premetastásico haciéndolo 

más permisivo para la colonización tumoral. El tumor primario y el secundario pueden comunicarse entre sí 

por medio de exosomas liberados por células tumorales y estromales. Su contenido dirige el tropismo de la 

diseminación tumoral, modula la evasión inmunológica y favorece la transición mesénquimal-epitelio (TME).  

 

Figura C2.2 
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Apoptosis 

Como se ha mencionado previamente la apoptosis constituye uno de los procesos 

que se encuentra desregulado en cáncer. 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 vías diferentes: 

1)- la vía intrínseca, que constituye la vía regulada por la familia Bcl-2, activadas por 

estímulos intrínsecos como la activación excesiva de oncogenes, daño del ADN o liberación 

de proteínas efectoras. Esta vía activa la caspasa 9.  

2)- la vía extrínseca que se activa mediante miembros de la familia de receptores 

del factor de necrosis tumoral (TNF), activada en respuesta a estímulos extrínsecos, como la 

unión de los ligandos Fas y TNF-α a los receptores de superficie como parte de la fase 

efectora de la respuesta inmune. Esta vía activa la caspasa 8.  

En algunas células, la vía extrínseca puede cortar la vía intrínseca a través de la 

caspasa 8 que activará otras proteínas que generarán la activación de la caspasa 9. Ambas 

vías confluyen al actuar sobre la membrana mitocondrial externa [147].  

En un gran número de tumores la evasión de la apoptosis se vincula a una 

traslocación que produce un reordenamiento cromosómico que ubica al gen Bcl-2 bajo la 

regulación de un gen potenciador, generando la sobreexpresión de Bcl-2 e inhibiendo la 

muerte celular programada, sin necesidad de aumentar la proliferación celular [148]. En 

mamíferos la apoptosis se produce por medio de proteínas de la familia de la Bcl-2 formada 

por aproximadamente 14 proteínas divididas en pro-apoptóticas y anti-apoptóticas, cuando 

existe mayor proporción de alguna de estas actividades se determina la susceptibilidad de la 

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

TEM y diferenciación 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 colonización metastásica antes 

mencionada. Las células epiteliales se caracterizan por una morfología cuboidal y por 

presentar polaridad celular. Las células interactúan estrechamente entre sí a través de 

complejos de adhesión homotípicos mediados por proteínas de unión 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 fenotípico mediante el cual las células de tipo epitelial adquieren 

características de células mesenquimales como la capacidad de moverse, la capacidad 

invasiva, la pérdida de polaridad y de adhesión célula-célula y la expresión de proteínas 

como la Vimentina [150- 152]. La pérdida de la expresión y la función de E-cadherina se han 
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asociado con la interrupción 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 gástricos y esto fue asociado con la metástasis en ganglios linfáticos; sin 

embargo, no se correlacionó con la invasión a órganos adyacentes o metástasis a distancia. 

Adicionalmente, la pérdida progresiva de E-cadherina en células tumorales con la 

acumulación de β-catenina indica que se han sometido una TEM [151].  

El proceso inverso a TEM, o sea la transición mesenquimo epitelial (TME) se da en el 

órgano colonizado [153-155]. La diferenciación NE de los tumores está relacionada con la 

transición desde células con características epiteliales a células con fenotipo invasivo y 

metastásico. Se ha encontrado diferenciación NE en un subgrupo de una variedad de 

carcinomas que incluyen cáncer de próstata [156], cáncer de mama [157], cáncer gástrico y 

cáncer colo-rectal [158] y NSCLC [159]. Se ha sugerido que marcadores de diferenciación 

NE, tales como la NSE, una enzima enolasa glucolítica que constituye un marcador 

bioquímico específico para neuronas y células NE secretoras de péptidos pueden utilizarse 

para identificar células NE y para determinar mal pronóstico y colonización metastásica en 

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

Capacidad migratoria e invasiva de las células tumorales  

Clásicamente, el proceso de invasión puede ser dividido en tres pasos secuenciales: 

1)- la adhesión de las células tumorales a la membrana basal u otras estructuras de 

la MEC,  

2)- la disgregación de la membrana basal por digestión proteolítica y  

3)- la migración de las células invasivas a través de la membrana basal modificada.  

Las similitudes biológicas observadas en los procesos de invasión tumoral y 

angiogénesis subrayan la función cooperativa de las células tumorales y las células 

endoteliales durante el proceso de progresión tumoral. Las proteasas extracelulares están 

encargadas de la degradación, remodelación y liberación de factores reguladores de la 

angiogénesis a partir de la MEC durante la progresión de la migración celular y la invasión. 

Existen tres grandes grupos de proteasas compuestos por MMPs, cisteíno proteasas y 

serino proteasas, tales como los activadores de plasminógeno tipo tisular o uroquinasa (tPA 

y uPA). Estas últimas se encargan de activar diversas MMPs latentes y degradar algunas 

proteínas de matriz tales como fibronectina, laminina y colágeno tipo IV [162]. La adhesión 

de las células tumorales a la membrana basal involucra el anclaje específico a 

glicoproteínas de matriz, tales como fibronectina, laminina y colágenos, las cuales se unen a 
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una variedad de receptores de la superficie de las células tumorales como la integrina β1 

entre otras moléculas de anclaje. Sin embargo, a medida que el tumor pierde diferenciación 

y aumenta su agresividad, la dependencia al anclaje no resulta esencial para la célula 

tumoral, ya que las integrinas continúan mediando en las señales de sobrevida aún en 

ausencia de su ligando [163].  

En éste capítulo se examina el impacto de la estimulación del V2r sobre eventos 

celulares claves relacionados a la progresión tumoral a partir del uso de los análogos 

selectivos del V2r, dDAVP y [V4Q5]dDAVP. Los análogos fueron evaluados en las líneas 

altamente agresivas NCI-H82 y PC-3 que resultaron positivas tanto para la expresión del V2r 

como para los marcadores de diferenciación NE estudiados en el capítulo anterior. Los 

eventos claves estudiados se numeran a continuación: proliferación celular, tanto a alta 

como a baja densidad; tiempo de duplicación; apoptosis; migración celular y modulación de 

la expresión de marcadores NE. Por otro lado también se evaluó por silenciamiento y 

bloqueo del V2r la especificidad del nuevo análogo diseñado racionalmente, [V4Q5]dDAVP. 

En este capítulo se contrasta parte de las siguientes hipótesis:  

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

hormona neuropeptídica altamente conservada AVP, está asociado a efectos antitumorales, 

y está presente en TNE y tumores con transdiferenciación NE, entonces los análogos de 

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

-Si los análogos peptídicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en 

las células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferación y 

la migración celular, favorecer la producción de efectores antiangiogénicos, estimular la 

diferenciación celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos análogos 

constituirían posibles terapias para dichos tumores con características NE agresivos 

y con pocas alternativas terapéuticas.  
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Objetivos específicos Capítulo II 
 

 Evaluar el efecto antiproliferativo in vitro de los análogos selectivos de AVP, dDAVP 

y [V4Q5]dDAVP sobre células de cáncer de pulmón (SCLC y NSCLC) y de próstata.  

 Determinar si existen variaciones en el tiempo de duplicación de las líneas celulares 

utilizadas con y sin tratamiento de los análogos. 

 Estudiar el efecto antimigratorio in vitro de los análogos selectivos de AVP, dDAVP y 

[V4Q5]dDAVP sobre células de cáncer de pulmón y próstata NE.  

 Estudiar el efecto de los análogos sobre la apoptosis, in vitro, en líneas tumorales 

de pulmón y de próstata humanas. 

 Demostrar la especificidad del análogo [V4Q5]dDAVP por el V2r. 

 Evaluar el efecto de los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP, sobre la modulación de 

la expresión de los marcadores NE, CgA y NSE, in vitro, en las líneas de cáncer de pulmón 

y próstata humanas.  
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 Ensayo de proliferación celular 

El protocolo utilizado fue el mismo que ya se especificó en la metodología general. 

Para la línea NCI-H82 fue utilizado al igual que en capítulo anterior el ensayo del MTS y 

para las otras líneas el ensayo del MTT. La proliferación celular fue cuantificada por la 

capacidad de las células viables de reducir el MTS o el MTT en formazán. La absorbancia 

fue medida en una longitud de onda de 490 o 570 nm respectivamente. Se sembraron 5x103 

células NCI-H82, 3x103 células NCI-H125 y 3x103 células PC-3, luego se incubaron durante 

72 horas con los análogos de AVP o PBS. 

El rango de concentraciones utilizadas fue de 100 ƞM a 1500 ƞM de los análogos 

dDAVP y [V4Q5]dDAVP.  

También se evaluó la proliferanción celular en la línea NCI-H82, las células fueron 

incubadas con el análogo [V4Q5]dDAVP (1000 ƞM) y coincubadas con el análogo y el 

antagonista no peptídico selectivo y competitivo del V2r Tolvaptán® (1500 ƞM), para probar 

la especificidad del nuevo análogo por el V2r.  

Cultivo Clonogénico 

Adicionalmente al ensayo de proliferación celular se realizó el ensayo de crecimiento 

de colonias a baja densidad celular para la línea PC-3. 350 células PC-3 fueron sembradas 

por pocillo en placas de 96 pocillos por 7 días, en medio completo, en presencia de distintas 

concentraciones de los compuestos (100-1500 ƞM). El medio fue renovado a los 4 días. El 

día 7 las células fueron fijadas con formalina (10%) y teñidas con cristal violeta 0.5%. Luego 

se contaron las colonias que presentaban más de 30 células.  

Migración  

Ensayo en Transwell® 

Para evaluar la migración celular se utilizó el ensayo de migración en Transwell® 

utilizando una cámara de Boyden modificada con una membrana con poros de 8 μm en 

placa de 24 pocillos. 3 x 105 células NCI-H82 o 3 x 104 células NCI-H125 en medio libre de 

SFB se sembraron en la cámara superior del transwell®. En la cámara inferior del pocillo se 

colocó una concentración de 1000 ƞM de dDAVP y [V4Q5]dDAVP. Luego de incubar por 16 

horas las células NCI-H82 que pasaron a la cámara inferior fueron cuantificadas por 

recuento directo en cámara de neubauer. Las células NCI-H125 que quedaron en la cara 

inferior de la membrana luego de 16 horas de incubación, fueron fijadas y teñidas 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 migración celular se utilizó el ensayo de migración en herida 

descripto en la metodología general, 4 x 105 células PC-3 fueron sembradas en placas de 6 

pocillos y se incubaron por 20 horas bajo la presencia de los análogos dDAVP y 

[V4Q5]dDAVP a una concentración de 1000 ƞM o vehículo. Las heridas fueron fotografiadas 

usando un microscopio invertido Nikon TE-2000 y el área migrada fue cuantificada usando el 

software ImageJ (NHI). 

Tiempo duplicación 

Se evaluó el efecto sobre el tiempo de duplicación de células NCI-H82 y PC-3 

tratadas con análogos a una concentración de 1000 ƞM o PBS. Se contaron las células en 

cámara de neubauer cada 24 horas durante 3 días 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 metodología general) y luego sembradas y tratadas por 72 horas con 

el análogo [V4Q5]dDAVP (100 ƞM-1500 ƞM). La proliferación celular se midió utilizando el 

ensayo de metabolización de MTS (NCI-H82) o MTT (NCI-H125). Se midió la absorbancia a 

490 y 570 nm respectivamente. Luego se evaluó por qRT-PCR la expresión de V2r en las 

células silenciadas y no silenciadas con los primers para el V2r descriptos en el capítulo I 

para determinar el grado de silenciamiento logrado.  

qRT-PCR 

Se evaluó por qRT-PCR la modulación de los marcadores NE, NSE y CgA y de las 

proteínas reguladoras de la apoptosis BAX, Bcl-2 y Bcl-xL en las líneas NCI-H82 y PC-3. En 

la línea NCI-H82 se evaluó la expresión y relación entre BAX y Bcl-xL y en la línea PC-3 la 

expresión y relación entre BAX y Bcl-2 por ser éstas unas de las responsables de regular la 

apoptosis y estar sobreexpresadas en cada línea celular.  

Para esto las células fueron sembradas en placas de 6 pocillos y cuando superaron 

el 50% de confluencia fueron tratadas con una concentración 1000 ƞM de análogos o 

vehículo overnight. 16 horas después del tratamiento, las células fueron utilizadas para 

extraer su ARN y posteriormente realizar una qRT-PCR tal como se detalló en la 

introducción general y en el capítulo I. Las células tratadas con PBS, correspondientes a 

cada línea celular estudiada, fueron utilizadas como grupo control para relativizar la 

expresión de los marcadores. Cada muestra se analizó por triplicado y el Ct se usó para el 
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análisis posterior. Los valores de Ct se normalizaron para los niveles de expresión de 

GAPDH en el caso de los marcadores NE (NSE y CgA) y para los niveles de HPRT1 en el 

caso de las proteínas vinculadas a la regulación de la apoptosis (BAX, Bcl-2 y Bcl-xL). Los 

valores de RQ se calcularon como 2-ΔΔCt. 

Para los genes vinculados a la regulación de la apoptosis (BAX, Bcl-2 y Bcl-xL) se 

determinó la expesión de los genes por separado para luego realizarse el cociente entre la 

expresión relativa de BAX y su par anti-apoptótico y así determinar si los análogos 

presentan algún efecto sobre la muerte celular programada. 

Los primers utilizados para NSE y CgA están detallados en el Capítulo I (Tabla C1-

II), La tabla C2-I muestra los primers utilizados para BAX, Bcl-2, Bcl-xL y HPRT1 en este 

capítulo.  

Tabla C2-I. Primers utilizados en éste capítulo.  

 

 

 

 

 

Gen Secuencia Primers Referencia 

BAX 
Fwd: 5´-GGCCGGGTTGTCGCCCTTTT-3´ 

Rv: 5´-CCGCTCCCGGAGGAAGTCCA-3´ 
Zhang et al, 2014 [164] 

Bcl-2 
Fwd: 5′-GGATGCCTTTGTGGAACTGTAC-3′ 

Rv: 5′- TTCACTTGTGGCCCAGATAGG-3′ 
Cabrera et al, 2017 [165] 

Bcl-xL 
Fwd: 5′-GGTCGCATTGTGGCCTTTTT-3′ 

Rv: 5′- GCTCTAGGTGGTCATTCAGGT-3′ 

HPRT-1 
Fwd: 5´-AACGTCTTGCTCGAGATGTG-3´ 

Rv: 5´-GCTTTGATGTAATCCAGCAGG-3´ 

Cortesía Lic. Hector Cuello 

(LOM) 
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Efecto antiproliferativo de los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre células 

de cáncer de pulmón y próstata humanas. 

[V4Q5]dDAVP fue diseñado como un agonista selectivo del V2r de AVP derivado de la 

molécula dDAVP mediante una aproximación racional, tal como mostramos en el capítulo 

anterior. En el Capítulo I observamos que el nuevo análogo sintético [V4Q5]dDAVP resultó 

un mejor agente antiproliferativo, in vitro, que el análogo parental a las dos concentraciones 

probadas (100 y 1000 ƞM) en la línea NCI-H82 de SCLC humana. En este capítulo se 

estudió el efecto del nuevo análogo y del análogo parental dDAVP en un rango más amplio 

de concentraciones teniendo en cuenta además concentraciones intermedias, tanto en la 

línea NCI-H82 como en la línea PC-3 que también expresa V2r y marcadores de 

diferenciación NE.  

Para estudiar el efecto citostático de los análogos sobre las líneas de interés se 

realizaron ensayos de proliferación celular in vitro. La incubación de células NCI-H82 en 

presencia de los compuestos dDAVP y [V4Q5]dDAVP resultó en una significativa inhibición 

de la proliferación (p<0.05). El análogo [V4Q5]dDAVP mostró un mayor efecto citostático 

respecto de dDAVP, a bajas (100 ƞM) y a altas (1000 ƞM) concentraciones, llegando a una 

inhibición máxima del 40% de la proliferación celular (Fig. C2.3A). La incubación de células 

PC-3 a alta densidad en presencia de los compuestos resultó en una inhibición de la 

proliferación que no muestra dosis dependencia. El análogo [V4Q5]dDAVP no mostró un 

mayor efecto citostático respecto de dDAVP (Fig. C2.3C).  

Además se evaluó una línea tumoral de pulmón que, como demostramos en el 

capítulo I, no expresa V2r ni marcadores de diferenciación NE. En esta línea, NCI-H125, se 

determinó que no hay efecto antiproliferativo de dDAVP ni del análogo mejorado 

[V4Q5]dDAVP (Fig. C2.3B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Capítulo II-Resultados 

106 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C2.3. Evaluación del efecto de los análogos dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre la proliferación 

celular en líneas tumorales de pulmón y próstata humanas. Se realizó el ensayo de metabolización de 

MTT para PC-3 y NCI-H125 o MTS para NCI-H82. Se sembraron 3 x10
3 

células PC-3 y NCI-H82 y 5x10
3
 

células NCI-H82 por pocillo en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 72 horas con los análogos (100 

ƞM a 1500 ƞM). La proliferación celular fue cuantificada por la capacidad de las células viables de reducir el 

MTT o el MTS en formazán. La absorbancia fue medida en una longitud de onda de 570 nm para el MTT o 

490 nm para el MTS. A. NCI-H82. B. NCI-H125. C. PC-3. Los valores representan media ± SEM y son 

representativas de tres experimentos independientes. Para la comparación de análogos se realizó ANOVA 

factorial (2x4) con comparación de IC95 para la media #p<0.05. Los * corresponden a la comparación de 

cada concentración de análogo con el control (PBS); *p<0.05 **p<0.01. 
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Efecto antitumoral in vitro de los análogos dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre el crecimiento 

a baja densidad de células de cáncer de próstata humana PC-3.  

Por otro lado se evaluó el efecto de los análogos a baja densidad celular en la línea 

PC-3, como método complementario al ensayo de MTT con el objetivo de evaluar los 

análogos en condiciones más limitantes. Se obtuvieron resultados similares al crecimiento 

en alta densidad pero con un mayor efecto de los dos análogos, llegando a una inhibición 

del 30-40% a altas concentraciones (1000 ƞM). Dentro del rango de concentraciones 

evaluadas no se alcanzó la concentración inhibitoria del 50% (IC50). (Fig. C2.4). 

 

 

 

 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura C2.4. Evaluación del efecto de los análogos, dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP, sobre el crecimiento a 

baja densidad en la línea de cáncer de próstata humana PC-3. A. Cultivo clonogénico: se realizó 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 días. El día 7 las células fueron fijadas con formalina y teñidas 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 interacción fue no significativa (n.s), la 

comparación entre compuestos también fue n.s por lo que se procedió a comparar cada concentración de 

análogo con el control (PBS) mediante la prueba de Dunnett **p<0.01; ***p<0.001. B. Microfotografías 

representativas del efecto del tratamiento por 7 días de los análogos sobre la formación de colonias a baja 

densidad. Las colonias fueron fotografiadas usando un microscopio invertido Nikon TE-2000, aumento X40. 
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Evaluación del tiempo de duplicación de NCI-H82 y PC-3 con y sin tratamiento de  

dDAVP y el análogo [V4Q5]dDAVP. 

Para reconfirmar el efecto citostático de dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre las células 

estudiadas se evaluó el tiempo de duplicación con y sin tratamiento de los análogos (Fig. 

C2.5). El tiempo de duplicación sin tratamiento fue de 33 horas y de 36 horas para NCI-H82 

y PC-3 respectivamente. El tratamiento con dDAVP y [V4Q5]dDAVP incrementó el tiempo de 

duplicación en ambas líneas celulares, 6-7 horas más para NCI-H82 y 5-6 horas para PC-3. 

La comparación de los ajustes de las ecuaciones de crecimiento exponencial fue 

estadísticamente significativa para ambas líneas (NCI-H82 células control, tiempo de 

duplicación: 33 horas, Coeficiente de determinación del modelo (R)= 0.98; NCI-H82 células 

tratadas con dDAVP , tiempo de duplicación: 40 horas R=0, 96; NCI-H82 células tratadas 

con [V4Q5]dDAVP , tiempo de duplicación: 38 horas R=0, 94; PC-3 células control, tiempo de 

duplicación: 36 horas, R=0.92; PC-3 :tratadas con dDAVP, tiempo de duplicación 42 horas, 

R=0.93; PC-3 células tratadas con [V4Q5]dDAVP , tiempo de duplicación: 39 horas R=0, 92).  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura C2.5 

Figura C2.5. Evaluación del efecto de los análogos, dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre el tiempo de 

duplicación en las líneas NCI-H82 y PC-3. Para calcular el tiempo de duplicación las células viables fueron 

contadas en cámara de neubauer cada 24 hs por 3 días usando el método de exclusión de azul tripán. El 

tiempo de duplicación con y sin tratamiento de dDAVP o [V
4
Q

5
]dDAVP 1000 ƞM fue calculado con el modelo 

de fase exponencial de crecimiento. A. NCI-H82. B. PC-3. Los resultados expresan media ± SEM del número 

de células.Se compararon los ajustes de curvas de crecimiento exponencial de las células control y tratadas 

a 72 horas **p<0.001. 
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Efecto de dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre la apoptosis en líneas tumorales de SCLC y 

próstata. 

Dentro del grupo de proteínas de la familia Bcl-2 con función anti-apoptótica 

encontramos a las proteínas Bcl-2 y Bcl-XL, entre otras. Dentro de las proteínas de la familia 

con actividad pro-apoptótica encontramos a Bax, entre otras. Se ha reportado que la línea 

PC-3 sobre-expresa Bcl-2 [166] y que la línea NCI-H82 no presenta niveles detectables de 

expresión de Bcl-2 pero si de Bcl-xL [167].  

Por lo expuesto es que se determinó in vitro por qRT-PCR la expresión de BAX y Bcl-

2 para evaluar si los análogos regulan genes vinculados a la apoptosis en la línea PC-3 y la 

expresión de BAX y Bcl-xL en la línea NCI-H82. Como puede verse en las figuras C2.6 y 

C2.7 ambos análogos tuvieron un efecto que conduciría a una regulación pro-apoptótica de 

las células tumorales. En la línea NCI-H82 puede verse un efecto significativamente mayor 

del análogo [V4Q5]dDAVP con respecto al análogo parental dDAVP tanto en los genes 

separados (Fig. C2.6C y D) como al evaluar la relación (Fig. C2.7B), balanceando la 

regulación hacia un efecto pro-apoptótico. En la línea PC-3 ambos análogos regularon con 

el mismo efecto al gen Bcl-2 pero el análogo [V4Q5]dDAVP (Fig. C2.6B) no presentó efecto 

estadísticamente significativo en la regulación de BAX (Fig. 2.6A). Al analizar la relación 

entre ambos genes, el balance hace que ambos análogos tengan un efecto pro-apoptótico 

siendo significativamente mayor el efecto del análogo dDAVP en PC-3 y el análogo 

[V4Q5]dDAVP en NCI-H82 (Fig. C2.8A). 
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Figura C2.6 

E
x

p
r
e

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 A

R
N

m
 B

c
l-

2

 (
R

Q
)

P
C

-3
 c

o
n

tr
o

l

P
C

-3
 d

D
A

V
P

P
C

-3
 [

V
4 Q

5 ]d
D

A
V

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

* *
* *

n .s

E
x

p
r
e

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 A

R
N

m
 B

A
X

 (
R

Q
)

P
C

-3
 c

o
n

tr
o

l

P
C

-3
 d

D
A

V
P

P
C

-3
 [

V
4 Q

5 ]d
D

A
V

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

3 .0

* * *

E
x

p
r
e

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 A

R
N

m
 B

c
l-

x
L

 (
R

Q
)

N
C

I-
H

8
2
 c

o
n

tr
o

l

N
C

I-
H

8
2
 d

D
A

V
P

N
C

I-
H

8
2
 [

V
4 Q

5 ]d
D

A
V

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

E
x

p
r
e

s
ió

n
 r

e
la

ti
v

a
 A

R
N

m
 B

A
X

 (
R

Q
)

N
C

I-
H

8
2
 c

o
n

tr
o

l

N
C

I-
H

8
2
 d

D
A

V
P

N
C

I-
H

8
2
 [

V
4 Q

5 ]d
D

A
V

P

0 .0

0 .5

1 .0

1 .5

2 .0

2 .5

3 .0

* * *

* * *

* *

A. 

B. 

C. 

D. 

Figura C2.6. Efecto de los análogos, dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre la modulación de proteínas 

reguladoras de la apoptosis en las líneas tumorales PC-3 y NCI-H82. Ambas líneas celulares fueron 

incubadas con dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP (1000 ƞM, overnight). Cada muestra fue analizada por triplicado y los 

valores de Ct se usaron para el análisis. Los valores de Ct se normalizaron a los niveles de expresión de 

HPRT1 y se expresaron en relación a la muestra control (tratada con PBS). Los valores de RQ se calcularon 

como: 2
-ΔΔCt. 

A. Expresión relativa de ARNm de BAX y B. de Bcl-2 en células PC-3. C. Expresión relativa 

de ARNm de BAX y D. de Bcl-xL en células NCI-H82.Los resultados se expresan como media ± SEM. 

ANOVA simple contrastado con Tukey **p<0.01; ***p<0.001 ; n.s: no significativo. 
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Figura C2.7 
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Figura C2.7. Efecto de los análogos, dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre la Modulación de proteínas 

reguladoras de la apoptosis en las líneas tumorales PC-3 y NCI-H82. Se evaluó la relación entre la 

expresión de BAX y su par anti-apoptótico. A. Expresión relativa de ARNm de BAX/ expresión relativa de 

Bcl-2 en células PC-3. B. Expresión relativa de ARNm de BAX/ expresión relativa de Bcl-xL en células 

NCI-H82.  Los resultados se expresan como media ± SEM. ANOVA simple contrastado con  Tukey **p<0.01; 

***p<0.001.  
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Efecto antimigratorio in vitro de los análogos selectivos de AVP, dDAVP y 

[V4Q5]dDAVP sobre células de cáncer de pulmón y próstata NE. 

El tratamiento in vitro a una concentración de 1000 ƞM inhibió un 60-75% la migración 

de células NCI-H82 en transwell® (Fig. C2.8A) y en un 40% la migración en herida en PC-3 

(Fig. 2.9C y D). Como era de esperar, los análogos no tuvieron efecto en la migración celular 

en la línea NCI-H125 que carece de rasgos NE y no expresa el V2r (Fig. C.8.B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura C2.8 

Figura C2.8. Efecto de los análogos dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre la migración celular de células de 

cáncer de pulmón. Para evaluar la migración celular se utilizó el ensayo de migración en transwell® 

utilizando una cámara de Boyden modificada con una membrana con poros de 8-μm en placa de 24 pocillos. 

3 x 10
3
 células NCI-H82 y 3 x 10

5
 células se sembraron en la cámara superior del transwell. En la cámara 

inferior del pocillo se colocó medio suplementado con 10% de SFB y una concentración de 1000 ƞM de 

dDAVP o [V
4
Q

5
]dDAVP. Luego se incubaron por 16 horas. A. NCI-H82. B. NCI-H125. Los valores 

representan media ± SEM y son representativas de tres experimentos independientes. ANOVA simple 

contrastado con Tukey. *p<0.05 **p<0.01, n.s (no significativo). Para la línea NCI-H125 (B), el ANOVA fue 

n.s. 
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Especificidad del análogo [V4Q5]dDAVP por el V2r evaluada sobre la línea NCI-H82.  

Para determinar la especificidad del análogo [V4Q5]dDAVP por el V2r se realizó el 

ensayo de proliferación celular de las líneas tumorales silenciando el gen de V2r con ARN 

de interferencia (ARNi) en las líneas NCI-H82 y NCI-H125. El efecto citostático del análogo 

[V4Q5]dDAVP, diseñado racionalmente en el capítulo I,probado en el capítulo I y en este 

capítulo se vió suprimido al transfectar con ARNi para el V2r la línea NCI-H82 (Fig. C2.10A) 

En la línea NCI-H125, negativa para el V2r, no se evidenció 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 transfección se 

realizó una qRT-PCR de las células transfectadas, el resultado evidenció 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 proliferación con las células NCI-

H82 silenciadas para el V2r (Fig. C2.10C).  

C. 

B. 

Figura C2.9. Efecto de los análogos dDAVP y [V
4
Q

5
]dDAVP sobre la migración celular de células de 

cáncer de próstata. Para evaluar la migración celular se utilizó el ensayo de migración en herida, 4 x 10
5 

células PC-3 fueron sembradas en placas de 6 pocillos, cuando llegaron a confluencia se realizó una herida 

con un tip de p200. Se recambió el medio y se colocaron los péptidos a una concentración de 1000 ƞM. Se 

incubaron por 20 horas, se fijaron con una solución de metanol al 20% y tiñeron con Cristal violeta al 0.5%. 

La herida control se realizó una hora antes de finalizar el experimento. Las líneas rojas punteadas 

representan el ancho de la herida control realizada a tiempo 0.Las heridas fueron fotografiadas usando un 

microscopio invertido Nikon TE-2000 y el área migrada fue cuantificada usando ImageJ. Los valores 

representan media ± SEM y son representativas de tres experimentos independientes. ANOVA simple 

contrastado con Tukey. ***p<0.001, n.s (no significativo).  

B. Microfotografías representativas, magnificación x40. 
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Por otro lado se realizó el bloqueo del V2r por medio de un antagonista competitivo 

no peptídico del V2r de AVP: el compuesto tolvaptán. Dicho antagonista posee una afinidad 

muy superior al V2r en comparación a los ligandos peptídicos derivados de AVP (Ki 

tolvaptan: 0.43 ƞM versus Ki dDAVP: 23.3 ƞM) [168]. Como se observa en la Figura C2.11, 

la capacidad moduladora sobre el crecimiento de células tumorales de [V4Q5]dDAVP a alta 

Figura C2.10 

Figura C2.10. A. Especificidad del análogo [V
4
Q

5
]dDAVP por el V2r evaluada por silenciamiento con 

ARNi en la línea NCI-H82 y posterior ensayo de proliferación celular. Se realizaron dos rondas de 

transfección 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 análogo [V
4
Q

5
]dDAVP (100-1500 ƞM). La proliferación celular se midió utilizando el ensayo de 

metabolización de MTS para A. NCI-H82 (ANOVA doble vía, contrastado IC 95% *p<0.05) o MTT para B. 

NCI-H125. (ANOVA doble vía no significativo). Los datos muestran media ± IC95 de tres experimentos 

independientes. C. Expresión de V2r en células NCI-H82 silenciadas y no silenciadas.  
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Ambos resultados, los arrojados por el silenciamiento del V2r como los arrojados por 

el bloqueo químico, indican que la reducción del crecimiento celular in vitro observada tras la 

incubación con [V4Q5]dDAVP en la línea NCI-H82 resultaría principalmente de la activación 

del V2r de AVP. 

Efecto de dDAVP sobre la modulación in vitro de los marcadores de diferenciación 

NE, NSE y CgA en las líneas tumorales estudiadas. 

Como previamente demostramos en el capítulo I, NCI-H82 y PC-3 expresan altos 

niveles de los marcadores de diferenciación NE, NSE y CgA, con relevancia clínica. Para 

evaluar si dDAVP mediante el V2r tiene capacidad de modular los niveles de expresión de 

estos marcadores de diferenciación NE, se determinó la expresión de ARNm por qRT-PCR 

luego de una incubación overnight con una concentración 1000 ƞM de dDAVP. Como 

muestra la Figura C2.12, la expresión de los marcadores fue drásticamente reducida luego 

del tratamiento en un 90% para NSE y un 80% para CgA en la línea NCI-H82 y en un 80% 

para NSE y un 95% para CgA en la línea PC-3. 

Figura C2.11. Bloqueo químico del V2r en la línea NCI-H82. Se evaluó el efecto antiproliferativo de 

[V
4
Q

5
]dDAVP (1000 ƞM) mediante el ensayo del MTS en presencia y ausencia del antagonista selectivo del 

V2r tolvaptán (1000 ƞM). Los valores están 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 

tratamiento vs. Control. #p<0,05 analogo vs. análogo + Tolvaptan. T=Tolvaptan. 

Figura C2.12 
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Figura C2.12 

Figura C2.12. Evaluación del efecto de dDAVP sobre la modulación de los marcadores de 

diferenciación NE, NSE y CgA en las líneas NCI-H82 y PC-3.  La expresión relativa de ARNm de CgA y 

NSE fue evaluada por qRT-PCR en células incubadas con dDAVP (1000 ƞM, overnight). Cada muestra fue 

analizada por triplicado y los valores de Ct se usaron para el análisis. Los valores de Ct se normalizaron a los 

niveles de expresión de GAPDH y se expresaron en relación a la muestra control (el grupo incubado con PBS 

de cada línea celular). Los valores de RQ se calcularon como 2
-ΔΔCt

.Los resultados se expresan como media 

± SEM A. NCI-H82 y B. PC-3  
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Resumen Resultados Capítulo II 

 Pudo demostrarse que los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP, presentan un 

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

 El análogo [V4Q5]dDAVP presentó propiedades mejoradas con respecto al análogo 

dDAVP en la línea NCI-H82 de SCLC, no así en la línea PC-3 de adenocarcinoma de 

próstata. 

 Se mostró que los análogos no tienen efecto en la línea celular de NSCLC NCI-

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

 Se determinó que ambos análogos son capaces de regular la expresión de BAX y 

Bcl-2 o Bcl-xL en las líneas de próstata y pulmón promoviendo un balance pro-apoptótico.  

 Se logró demostrar, a través del silenciamiento por ARNi y bloqueo del V2r por un 

antagonista competitivo no peptídico, que el efecto citostático del análogo [V4Q5]dDAVP es 

mediado específicamente por V2r. 

 Se demostró que los análogos modulan la expresión de los marcadores de 

diferenciación NE, NSE y CgA, tanto en la línea NCI-H82 como PC-3 disminuyendo 

drásticamente la expresión de ambos marcadores en ambas líneas celulares.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discusión Capítulo II
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Como ya hemos mencionado, el V2r de AVP se asocia con señalización 

antiproliferativa, ésta señalización, como han descripto muchos autores, involucra al eje 

AC/AMPc/PKA, con la activación 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 proliferación celular al bloquear las señales entre dos proteínas oncogénicas 

claves para el desarrollo tumoral denominadas Ras y Raf-1. Concentraciones elevadas de 

AMPc inducen una fosforilación mediada por PKA de Raf, así inhibiendo su activación y 

bloqueando la cascada mitogénica [171]. Adicionalmente Naviglio et al. reportaron que 

agentes que inducen aumentos en los niveles intracelulares de AMPc en células de cáncer 

mamario revierten los efectos proliferativos de la leptina, una hormona que actúa como 

factor mitogénico y estimulador de la sobrevida en muchas estirpes de células tumorales 

[90]. La reversión de este efecto está caracterizada, entre otras cosas, por descensos en las 

concentraciones de las proteínas moduladoras del ciclo celular ciclina D1 y A y la proteína 

antiapoptótica, ya descripta, Bcl-2. Al modular negativamente estas proteínas las células se 

arrestan parcialmente en la fase G0/G1 [172] y se induce la apoptosis. Resumiendo, la 

estimulación del V2r, por análogos 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 así la transformación maligna. 

Además de la supresión de la proliferación celular y la estimulación de la apoptosis 

mencionada recientemente, se ha reportado que la activación del V2r y el subsecuente 

aumento de AMPc que conduce a la estimulación de la vía AMPc/PKA resulta también en la 

inhibición de la migración y la invasión celular en diferentes tipos de tumores, como cáncer 

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

En este capítulo nos hemos focalizado en los efectos antitumorales vinculados a los 

eventos celulares claves para la progresión tumoral como la proliferación, la migración y la 

apoptosis. Hemos examinado el efecto in vitro de dDAVP y el análogo, diseñado por una 

aproximación racional, [V4Q5]dDAVP, sobre líneas tumorales de cáncer de pulmón y de 

próstata con fenotipo NE. NCI-H82 y PC-3 son líneas celulares altamente agresivas, las 

cuales, tal como mostramos en el capítulo I, expresan altos niveles de los marcadores de 

diferenciación NE, NSE y CgA, así como también presentan V2r. Como se expuso 

previamente, la participación de neuropéptidos en el crecimiento tumoral, especialmente en 

los TNE, es objeto de estudio tanto para comprender los mecanismos involucrados en la 

progresión del cáncer como para la búsqueda 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 diagnóstico y el seguimiento del 
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tratamiento. Los marcadores circulantes específicos para determinados tipos de tumores se 

pueden usar como la información diagnóstica y pronóstica de TNE [175], de aquí la 

importancia de encontrar modelos celulares que expresen estos marcadores. 

Pudimos demostrar, entonces, en éste capítulo que los análogs agonistas del V2r de 

AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP, son capaces de reducir significativamente la proliferación y la 

migración celular, aumentar significativamente el tiempo de duplicación y estimular la 

apoptosis en ambas líneas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3. El análogo [V4Q5]dDAVP 

presentó un efecto mejorado, tanto en la proliferación como en la migración celular respecto 

al péptido parental, dDAVP, en la línea 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 reportó la capacidad antiproliferativa y anti-invasiva de dDAVP sobre 

células de cáncer de próstata [176]. Cabe destacar que [V4Q5]dDAVP no presentó 

propiedades mejoradas comparado con el péptido parental, dDAVP, en la línea PC-3. Esto 

puede deberse a las características particulares de la línea que la hacen una línea altamente 

heterogénea. Se ha reportado que dicha línea puede sufrir transdiferenciacion NE bajo 

ciertas condiciones [177]. Podría ocurrir que ciertas subpoblaciones de células que 

presentan transdiferenciación NE expresen V2r y por esta razón se observe una respuesta 

parcial a la incubación con la droga y debido a esto las diferencias entre análogos pueden 

ser más difíciles de evaluar. 

Por esta razón, adicionalmente, se estudió el efecto de los péptidos en el crecimiento 

a baja densidad celular, en la línea PC-3, utilizando el ensayo de crecimiento clonogénico 

donde se cuantifican las colonias. Este método complementa el método del MTT, debido a 

que las condiciones son más limitantes y así el ensayo es mejor para la evaluación de 

nuevos agentes antitumorales [178]. Bajo estas condiciones el efecto inhibitorio de ambos 

análogos fue mayor que el observado en el ensayo de metabolización del MTT usando 

células en fase de crecimiento log, el análogo [V4Q5]dDAVP mostró así un mayor efecto 

citostático que el péptido parental dDAVP llegando a inhibir un 40% el crecimiento celular a 

baja densidad a altas concentraciones, aunque esta diferencia no fue estadísticamente 

significativa.   

Ambos análogos presentaron un efecto sobre la regulación de la apoptosis hacia un 

balance pro-apotótico, ésta fue evaluada en las líneas de SCLC, NCI-H82, y de cáncer de 

próstata PC-3. Como ya se describió, la desregulación de la apoptosis es distintiva del 

cáncer y varios estudios han sugerido que la actividad de los genes antiapoptóticos es 

fundamental para la supervivencia celular [179], esta desregulación dependerá de la 
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expresión y el balance de los distintos genes de la familia Bcl-2 que contiene miembros anti-

apoptóticos (como Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 y Bcl-A2) y miembros pro-apopáticos de 

múltiples dominios (como Bak, Bax).  

En TNE las proteínas de la familia Bcl-2 son reguladores centrales de la apoptosis 

intrínseca y la sobreexpresión de Bcl-2 y Bcl-xL se encuentran con frecuencia en múltiples 

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 está sobre-expresado en los linfomas B del centro folicular, también se han 

detectado altos niveles de Bcl-2 en la leucemia linfocítica crónica, el linfoma difuso de 

células grandes B y el linfoma de células del manto; así mismo, se ha reportado en tumores 

sólidos como mama, sistema nervioso central, pulmón [182,183] y en líneas de carcinoma 

prostático entre las que se encuentra la línea PC-3 [166].  

Se ha reportado que Bcl-xL está sobre-expresado en mieloma múltiple y ha sido 

propuesto como promotor de supervivencia de células B. Estas células son probablemente 

blancos de reparación por alteraciones en el ADN que pueden generar translocaciones 

cromosómicas como aquéllas que envuelven al oncogen c-myc. La expresión descontrolada 

de c-myc es una característica de las neoplasias de células plasmáticas. Se sabe que la 

sobrexpresión de c-myc y de Bcl-xL bajo el control del promotor de IgH conlleva al desarrollo 

de plasmocitoma de una manera más rápida. Bcl-xL también se ha asociado al desarrollo de 

resistencia terapéutica en la leucemia mieloide crónica [184]. Se ha reportado que las 

células NCI-H82 expresan niveles relativamente altos de la proteína c-myc, sin embargo, no 

expresan niveles detectables de la proteína bcl-2. Dado que se ha demostrado que bcl-2 y c-

myc cooperan en la transformación celular de tal manera que bcl-2 suprime la función 

promotora de muerte celular de c-myc [185, 186], células como NCI-H82 deben tener 

algunos otros mecanismos que bcl-2 para compensar la función de promoción 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 podrían en realidad estar 

desregulados o activados. De hecho, el gen que codifica para la proteína bcl-xL ha sido 

identificado en ésta línea celular [167]. 

Aquí pudimos demostrar, si bien restan realizar algunos ensayos complementarios 

que refuercen ésto, que los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP regulan la expresión 

de las proteínas vinculadas a la apoptosis, BAX, Bcl-2 y Bcl-xL llevando a las células hacia 

un balance pro-apoptótico. 
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También hemos mostrado aquí que el nuevo análogo [V4Q5]dDAVP actúa vía V2r, 

por medio del silenciamiento y bloqueo químico del receptor con el antagonista de V2r 

Tolvaptán. Tanto el silenciamiento como el bloqueo químico redujeron drásticamente el 

efecto citostático observado previamente por el análogo. Estos resultados complementan los 

hallazgos reportados por nuestro grupo en la línea de cáncer de mama humana, MDA-MB-

231 [172], y también los de Keegan et al. [79], donde el uso de satavapan (otro antagonista 

no peptídico de V2r) bloqueó de manera leve los efectos citostátios de dDAVP sobre células 

de cáncer de mama humanas.  

Como hemos mencionado, la diferenciación NE de tumores se ha relacionado con la 

TEM, adquiriendo las células de tipo epitelial un fenotipo invasivo y metastásico [187].De 

modo muy interesante, luego del tratamiento in vitro con altas concentraciones de dDAVP, la 

expresión de los dos marcadores de diferenciación NE estudiados, NSE y CgA, fue reducida 

drásticamente en las dos líneas, NCI-H82 y PC-3. En la clínica del cáncer de próstata, la 

transición desde tumores primariamente andrógeno-dependientes hacia tumores hormono 

independientes, representa un pronóstico desfavorable para el paciente. La 

transdiferenciación NE es fundamental en este proceso y contribuye a la progresión tumoral 

y resistencia hormonal [187,188]. Adicionalmente, en cáncer de pulmón, la transformación 

desde NSCLC a SCLC fue asociada a pobre respuesta al tratamiento y a un aumento de 

NSE en suero de pacientes [60, 61]. Una reducción de la expresión de marcadores NE 

podría indicar desdiferenciación NE. En pacientes con cáncer, elevados niveles de CgA y 

NSE se correlaciona con carga tumoral, número de sitios de diseminación y pérdida de 

respuesta clínica, mientras que una disminución de los marcadores NE podrían indicar un 

mejor pronóstico [64]. Así, la capacidad de dDAVP para modular la expresión de 

marcadores NE en diferentes tipos de tumor constituye una interesante e importante 

contribución para futuros estudios.  

Las líneas tumorales humanas, NCI-H82 y PC-3, representan valiosos modelos de 

cáncer de tipo NE recurrente y farmacorresistente [58, 64]. Esta es la primera vez que se 

demuestra la eficacia de estos análogos sintéticos de AVP como agentes antitumorales en 

SCLC. Hoy en día, las terapias dirigidas como interferón α, análogos de SST (SSA) e 

inhibidores de VEGF y mTOR se convirtieron en una parte integral de las terapias para 

tumores NE, particularmente para tumores gastroenteropancreáticos 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 cirugía del tumor radical 

puede ser curativa pero rara vez es posible [25]. Por esta razón, los compuestos selectivos 

como dDAVP y [V4Q5 dDAVP, que presentan su acción biológica mediante el V2r y que 
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poseen, además, baja toxicidad representan candidatos interesantes como agentes 

antitumorales en estos tipos de tumores, habiendo mostrado aquí su efecto in vitro 

antiproliferativo, pro-apoptótico, antimigratorio y sobre la modulación de la expresión de 

marcadores de diferenciación NE hacia niveles más bajos vinculados a mejor pronóstico,y 

restando evaluarlos in vivo para confirmar su potencial antitumoral (ver siguiente capítulo). 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo III: Estudio preclínico in vivo de dDAVP y el 
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Tomando en consideración los antecedentes ya mencionados y los resultados del 

efecto de los análogos de AVP in vitro sobre la modulación de la expresión de marcadores 

NE, la proliferación celular, el tiempo de duplicación, la apoptosis y la migración celular 

mostrados en los capítulos I y II para las líneas de cáncer de pulmón y próstata humanas, 

NCI-H82 y PC-3 y habiendo demostrado la selectividad de [V4Q5]dDAVP por V2r; es que en 

este capítulo estudiaremos los efectos in vivo de los análogos tanto en el crecimiento como 

en la angiogénesis tumoral en ambas líneas tumorales, consideradas modelos interesantes 

para la búsqueda de nuevas terapias.  

Crecimiento tumoral 

Como ya detallamos en el capítulo II, el crecimiento tumoral depende del éxito de 

una secuencia de pasos, desde la malignización de las células para constituir el tumor 

primario hasta el escape de las mismas al torrente sanguíneo y la colonización de un sitio a 

distancia para la subsiguiente formación de micrometástasis o de un tumor secundario.  

El SCLC se caracteriza por un rápido crecimiento, alta vascularización, desequilibrio 

de la apoptosis, diseminación temprana y rápida resistencia a la quimioterapia, y como ya se 

describió en la introducción general es un tipo de TNE-P.  

El cáncer de próstata NE es un subtipo altamente agresivo de cáncer de próstata que 

puede surgir de novo o más comúnmente de diferenciación de un adenocarcinoma luego de 

la terapia hormonal. El adenocarcinoma de próstata (CaP) es el cáncer más común en los 

países occidentales y la segunda causa principal de muerte relacionadas con el cáncer en 

hombres [189]. A pesar de las mejoras en el diagnóstico, las técnicas quirúrgicas y los 

tratamientos disponibles, las tasas de supervivencia de CaP han mejorado muy poco, y la 

mayoría de las muertes relacionadas con CaP se deben del cáncer de próstata metastásico 

resistente a la castración (mCRPC, del inglés castration-resistant prostate cancer), que 

progresa y metastatiza después de la castración quirúrgica o médica. A menudo una 

manifestación tardía de CaP es el desarrollo del cáncer de próstata NE como célula 

pequeña o célula grande, también llamado cáncer de próstata NE relacionado con el 

tratamiento, éste se considera un subtipo de cáncer de próstata refractario a hormonas 

[190]. Se estima que hasta el 30% de los cánceres de próstata de etapa tardía presentan un 

predominio de diferenciación NE, además, los pacientes con metástasis viscerales de 

cáncer de próstata NE suelen tener altos niveles de marcadores NE, como CgA, NSE y 

péptido liberador de gastrina en suero [191]. La acumulación de diferenciación NE aumenta 

con la progresión de la enfermedad y se correlaciona con la exposición del paciente a la 

terapia de deprivación de andrógenos a largo plazo. Los estudios preclínicos también 

respaldan la idea de que la transformación de CaP a cáncer de próstata NE relacionado con 

el tratamiento es promovida por la terapia de privación de andógenos y puede surgir como 
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un mecanismo de resistencia [192-194]. Dado que la terapia de privación de andrógenos 

promueve el desarrollo de cáncer de próstata NE, se prevé que su incidencia aumente con 

la introducción de nuevos y potentes agentes hormonales en el campo clínico [195].  

Angiogénesis 

La angiogénesis tumoral constituye un proceso indispensable para que un tumor 

pueda desarrollarse, crecer y diseminarse. La vasculatura de la mayoría de los tejidos 

adultos es quiescente debido a la preponderancia de factores inhibitorios sobre activadores 

de la angiogénesis. Sin embargo, en determinados procesos fisiológicos normales, como la 

embriogénesis y la reparación/cicatrización de heridas, o en diversas condiciones 

patológicas, 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 brotación de nuevos vasos 

a partir del endotelio vascular preexistente. Dicho proceso puede dividirse en dos etapas; 

una de activación y otra de resolución. La fase de activación involucra: producción y 

secreción de factores angiogénicos; activación y proliferación de células endoteliales 

regulada por la asociación a pericitos y células musculares lisas; aumento en la 

permeabilidad vascular y deposición extravascular de fibrina; desensamblaje de la pared 

vascular; degradación de la membrana basal; migración e invasión celular de la MEC por 

parte de las células endoteliales, también regulada por los pericitos; y formación del lumen 

capilar. Finalmente, en la etapa de resolución, tras la reconstrucción de la MEC, el 

ensamblaje de la pared vascular y el reclutamiento y diferenciación de células de músculo 

liso, el flujo sanguíneo se establece en el vaso recién formado [196, 197]. 

La regulación del proceso angiogénico está dado por un balance entre moléculas que 

estimulan el proceso angiogénico y otras que lo inhiben. En este sentido, la migración hacia 

un fenotipo pro-angiogénico de determinado tejido está 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 está ―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, irrigándolo con nutrientes y favoreciendo 

su crecimiento y diseminación [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 oxígeno, y a 

través de la cual eliminar los productos de desecho. La hipoxia es un fenómeno que sucede 
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rápidamente 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 años hasta que una subpoblación adquiere la 

capacidad de inducir angiogénesis. Ante el switch proangiogénico el tumor entonces es 

capaz de expandir su tamaño y obtiene también una ruta de escape para diseminarse a 

otros órganos. Mientras las células tumorales no sean capaces de inducir la formación de 

nuevos vasos, la masa tumoral no alcanzará un tamaño mayor a 1-1.5 mm de diámetro 

[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 progresión de la 

enfermedad.  

La vascularización 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 

ósea en un proceso que simula el proceso vasculogénico, es decir la formación de 

primordios vasculares de novo [199]. Los factores involucrados en la estimulación 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]. El microambiente tumoral también 

posee un papel importante en la diferenciación del fenotipo vascular. Por otro lado, se ha 

demostrado recientemente que las células endoteliales per se pueden secretar ciertas 

quemoquinas 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 características generales con el proceso fisiológico 

normal. La asociación de nuevos pericitos al vaso formado culmina con el proceso 

angiogénico en condiciones fisiológicas, ya que este evento reduce la dependencia de las 

células endoteliales al VEGF secretado por el organismo. Sin embargo, la pobre asociación 

de los pericitos en la angiogénesis tumoral puede explicar la continua estimulación del 

proceso.  

 Sin embargo, la fuente de los inductores angiogénicos y la sobreestimulación por 

parte del tumor y el microambiente tumoral dan como resultado una vasculatura poco 

organizada y disfuncional. La inducción del factor de crecimiento VEGF-A por parte del 

tumor puede, por sí solo, iniciar el proceso angiogénico en una vasculatura quiescente. Este 

agente proangiogénico promueve la dilatación de los vasos e incrementa la permeabilidad 

permitiendo que las proteínas plasmáticas 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 acompañado 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 migración de las células endoteliales. A medida que esto ocurre 

las células endoteliales forman una columna de migración, proliferan y se produce la 

diferenciación 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 más ubicuo. La mayoría de los 

tumores también son capaces de secretar VEGF-C y VEGF-D, los cuales se unen al 

receptor VEGFR2 y activan vías estrechamente cercanas a VEGF-A.  

Los vasos sanguíneos que se producen en los tumores por la activación crónica de la 

angiogénesis suelen ser aberrantes, estando marcados por la rápida velocidad en que se 

forman, siendo distorsionados, con excesiva ramificación, un flujo de sangre errático y 

presentan microhemorragias, permeabilidad y niveles anormales en la proliferación y 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de Jain y Carmeliet 2012 [204].  

Datos clínicos indican una clara correlación entre la angiogénesis y la agresividad, el 

crecimiento y la diseminación tumoral. Históricamente, la angiogénesis fue considerada sólo 

importante cuando los tumores macroscópicos ya habían crecido, pero los datos posteriores 

indicaron que también contribuye a la fase microscópica premaligna de la progresión 

neoplásica. En algunos tipos de cáncer, como cáncer de próstata por ejemplo, los primeros 

eventos moleculares que determinan el encendido del ―switch angiogénico‖ no se conocen, 

probablemente porque ocurren antes que pueda establecerse el diagnóstico clínico de la 

enfermedad [205]. 

Figura C3.1 

Figura C3.1 Esquema de la vasculatura normal y 

tumoral. Rojo: sistema arterial. Azul: sistema 

venoso.  
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Terapias antiangiogénicas 

La inhibición de la angiogénesis es una atractiva estrategia terapéutica en oncología. 

Su rol fundamental en la patogénesis de la progresión maligna se destaca por las mejoras 

clínicamente relevantes en la sobrevida libre de enfermedad y la tasa de respuesta global 

reportadas en ensayos clínicos fase III de varias neoplasias malignas, así los agentes 

antiangiogénicos se han convertido en una parte escencial de las terapias para muchos 

tumores sólidos. Existen varias evidencias que sugieren que la angiogénesis en SCLC tiene 

un papel fundamental en la determinación de la tasa de crecimiento, invasividad y desarrollo 

de metástasis. Además, se considera que la formación de nuevos vasos sanguíneos 

estructural y funcionalmente anómalos 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 investigación oncológica y el 

desarrollo de nuevas terapias dirigidas. Así como en la mayoría de tumores sólidos, en los 

TNE-GEP la sobreexpresión de VEGF se ha relacionado con un estadio más avanzado de la 

enfermedad y con un peor pronóstico [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 pronóstico adverso en pacientes con SCLC 

tratados con cirugía y quimioterapia adyuvante [209]. 

Algunas de éstas terapias antiangiogénicas incluyen anticuerpos monoclonales 

dirigidos contra VEGF, como bevacizumab, y pequeñas moléculas capaces de inhibir los 

receptores tirosina quinasa de VEGF tales como sunitinib® utilizado principalmente en 

tumores pancreáticos avanzados. Actualmente el avance de los estudios de sunitinib se está 

desarrollando en TNE-GEP para evaluar su actividad en combinación con SSA.  

Como ya hemos mencionado, los análogos de AVP agonistas del V2r inducen la 

producción mediada por el tumor de angiostatina, un potente agente antiangiogénico [210], 

reportado en cáncer de mama por nuestro laboratorio [89]. De este modo dDAVP, y los 

análogos selectivos para el V2r, inducirían un efecto dual, por un lado angiostático y por otro 

antimestásico, rompiendo el diálogo entre las células tumorales y endoteliales durante la 

progresión tumoral [96], representando de éste modo interesantes candidatos como agentes 

para el tratamiento de TNE. 

En este capítulo se contrastará parte de las siguientes hipótesis: 

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

hormona neuropeptídica altamente conservada AVP, está asociado a efectos 
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antitumorales, y está presente en TNE y tumores con transdiferenciación NE, entonces 

los análogos de AVP agonistas de V2r tendrían un efecto antitumoral en dichos tumores. 

-Si los análogos peptídicos de AVP, agonistas de V2r, activan una respuesta en 

las células de TNE que expresan dicho receptor, que lleva a reducir la proliferación y la 

migración celular, favorecer la producción de efectores antiangiogénicos, estimular la 

diferenciación celular, y reducir el crecimiento tumoral; entonces éstos análogos 

constituirían posibles terapias para dichos tumores con características NE agresivos 

y con pocas alternativas terapéuticas.  
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Objetivos Específicos Capítulo III 
 

 Estudiar los efectos de los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre el crecimiento 

tumoral en modelos de xenotransplante de las líneas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3, 

en ratones atímicos.  

 Estudiar los efectos de los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre la angiogénesis 

y agresividad tumoral en un modelo de xenotransplante de la línea celular humana NCI-H82 

en ratones atímicos. 

  
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Progresión tumoral de xenotransplantes en ratones inmunocomprometidos  

Las células de adenocarcinoma prostático PC-3 fueron cultivadas hasta 

semiconfluencia y cosechadas por tripsinización. Luego 3 x 106 células en 0,3 ml RPMI 1640 

y fueron inoculadas en el flanco derecho de ratones atímicos por vía s.c. y se dejó progresar 

el tumor. Con las células NCI-H82 el procedimiento fue similar pero se inocularon 1x105 

células en 150 µl RPMI 1640 más 150 µl de matrigel® (1:1 relación medio matrigel®) en el 

flanco derecho de los ratones.  

Los animales fueron monitoreados mediante palpación periódica. El diámetro mayor 

y menor perpendicular del tumor fue medido con calibre 3 veces por semana y el volumen 

tumoral fue determinado mediante la fórmula: π/6 x diámetro mayor x diámetro menor2. Al 

día 35 para PC-3, tras palpar los primeros focos tumorales, los animales fueron tratados con 

3 dosis semanales de 0.3 µg/kg i.v. de dDAVP o [V4Q5]dDAVP durante 38 días (Fig. C3.2). 

Los ratones inoculados con NCI-H82 fueron tratados desde el día 5 pos inoculación, por su 

rápido prendimiento, 3 veces por semana durante 20 días con la misma dosis de análogos 

(Fig. C3.3). El protocolo finalizó cuando el promedio del tamaño tumoral en algún grupo 

superó los 1200 mm3. Los animales al finalizar el protocolo fueron sacrificados por 

dislocación cervical. Las piezas tumorales fueron conservadas en formalina 10% en PBS 

para posteriores estudios histopatológicos. 
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Figura C3.2 Esquema de tratamiento de ensayo de crecimiento tumoral subcutáneo en la línea de 

cáncer de próstata humana PC-3: 3x10
6
 células PC-3 fueron inoculadas de en el subcutis de ratones nude 

con tratamiento de los análogos a partir del día 35 posinoculación de las células tres veces por semana (0,3 

µg/kg) por 4 semanas.  
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Angiogénesis in vivo 

Se evaluó la angiogénesis inducida por las células tumorales mediante el ensayo de 

implante de Matrigel® modificado. Para llevar a cabo dicho ensayo se mezclaron 200 µl de 

Matrigel® en hielo con heparina (50 U/ml) y 1 x 105 células NCI-H82 en 100 µl de RPMI 1640. 

La heparina favorece la unión 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 vía subcutánea en el flanco derecho de ratones atímicos macho 

nu/nu usando jeringas en hielo para evitar la polimerización del Matrigel®. Los animales 

fueron sacrificados utilizando una cámara de monóxido de carbono a los 15 días pos 

inyección. 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 análogos sintéticos dDAVP o [V4Q5]dDAVP 

recibió una dosis de 0.3 µg/kg/día o 1 µg/kg/día por vía endovenosa, media hora antes de la 

inoculación del Matrigel® con las células tumorales y 3 veces por semana hasta el día 15 pos 

desafío (Fig. C3.4).  

 

 

 

 

Figura C3.3 Esquema de tratamiento de ensayo de crecimiento tumoral subcutáneo en la línea de 

SCLC humana NCI-H82: 1x10
5
 células NCI-H82 con matrigel fueron inoculadas de en el subcutis de ratones 

nude. El tratamiento con los análogos comenzó el día 5 pos inoculación de las células y se realizó tres veces 

por semana (0,3 µg/kg) por 25 días. 

 

Figura C3.3 



Capítulo III-Metodología 

143 
 

Péptidos

Células

Día 0
Inoculación de 

1x105NCI-H82

Inoculación 

péptidos (30 min 

antes)

D
ía

 7

D
ía

 1
5

S
a
c
ri
fi

c
io

 

o
b

te
n
c
ió

n
 d

e
 t
u
m

o
re

s

N
e
c
ro

p
s
ia

D
ía

 1
4

Péptidos 0,3/1 

ug/kg/día i.v

Péptidos 0,3/1 

ug/kg/día i.v

 

 

 

 

 

 

 

 

Tratamientos  

Los animales tratados con los análogos dDAVP o [V4Q5]dDAVP recibieron dosis de 

0.3-1 µg/kg/día por vía endovenosa. Dicho rango de dosis posee relevancia clínica con 

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

propiedades antitumorales reportadas en modelos preclínicos murinos y ensayos clínicos 

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 más de 5 días, los 

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

control recibió solo el vehículo salino.  

 

Figura C3.4 

Figura C3.4 Esquema de tratamiento 

de ensayo de angiogénesis in vivo. 

Inoculación de células NCI-H82 en el 

subcutis de ratones nude con tratamiento 

de los análogos 30 minutos antes de la 

inoulación de la células y luego tres 

veces por semana (0,3 µg/kg) por 15 

días.  
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Efecto de los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre el crecimiento tumoral en 

modelos de xenotransplante de las líneas celulares humanas, NCI-H82 y PC-3, en 

ratones atímicos. 

Se estudiaron los efectos in vivo de los compuestos en NCI-H82 y PC-3. Se 

evaluaron dos modelos heterotópicos para las líneas antes mencionadas, inyectando las 

células en el subcutis para determinar la progresión tumoral (1x105 células NCI-82 con 

matrigel 1:1 y 3x106 PC-3 sin matrigel). Una vez puesto a punto se evaluaron los análogos 

(0.3 μg/kg-3 veces por semana) observándose una inhibición del crecimiento tumoral de un 

40% y un 35% para ambos análogos para NCI-H82 (Fig. C3.5 y C3.6) y PC-3 

respectivamente (Fig. C3.7 y C3.8).  
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Figura C3.5 

Figura C3.5. Progresión tumoral de la línea de pulmón humana NCI-H82: Ratones nu/nu fueron inyectados 

en el subcutis del flaco derecho con 1x10
5
 células NCI-H82 en 150 µl de medio y 150 µl matrigel. Los ratones 

fueron tratados tres veces por semana (a partir del día 5 pos inoculación de células) con 0,3 μg/kg de los 

análogos. Los tumores fueron medidos con calibre tres veces por semana. Los valores representan media ± 

SEM (n=10 por grupo).ANOVA de medidas repetidas con corrección de Geisser-Greenhouse para supuesto de 

esfericidad **p<0.01***p<0.001.  
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Figura C3.6. Progresión tumoral de la línea de pulmón humana NCI-H82: A. Tasa de crecimiento tumoral al 

día 25. ANOVA simple contrastado con Tukey***p<0.001. Los valores representan media ± SD. B. Fotos 

representativas de los tumores al día 25.  

 

Figura C3.7 

Figura C3.7. Progresión tumoral en la línea de cáncer de próstata humana PC-3: Ratones nu/nu fueron 

inyectados en el subcutis del flaco derecho con 3x10
6
 Células PC-3 sin matrigel en 300 µl de RPMI. Los 

ratones fueron tratados tres veces por semana a partir del día 35 pos inoculación de células con 0,3 μg/kg de 

los análogos. Los tumores fueron medidos con calibre tres veces por semana. Los valores representan media 

± SEM (n=10 por grupo). El inicio del gráfico (día 0) se corresponde con el primer día de inoculación del 

tratamiento (día 35 pos inoculación de las células tumorales). ANOVA de medidas repetidas con corrección 

de Geisser-Greenhouse para supuesto de esfericidad **p<0.01***p<0.001  
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Efecto de los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre la angiogénesis tumoral en un 

modelo de xenotransplante de la línea celular humana NCI-H82 en ratones atímicos. 

Para estudiar el efecto antiangiogénico de los análogos dDAVP y [V4Q5]dDAVP in vivo 

se realizó el ensayo de plug de Matrigel® para luego cuantificar la formación de vasos por 

medición de hemoglobina y número de vasos que irrigaban el plug. Como puede observarse 

en la figura C3.9A, ambos análogos a una dosis de 1µg/kg/día reducen la angiogénesis 

(hemoglobina en tumor) en un 40%, así como también disminuye la cantidad de vasos que 

irrigan el tumor en un 50% respecto al control tratado con PBS (Fig. C3.9B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 

Figura C3.8. Progresión tumoral en la línea de cáncer de próstata humana PC-3: A. Tasa de crecimiento 

tumoral al día 38 pos tratamiento (día 73 pos inoculación). Los valores representan media ± SD. ANOVA 

contrastado con Tukey ***p<0.001. B. Fotos representativas de los tumores al día 38 pos tratamiento (día 73 

desde la inoculación de las células).  
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Figura C3.9. Evaluación del efecto de los análogos sobre la angiogénesis en la línea NCI-H82. Ensayo 

de Plug de matrigel®: 1x10
5
 células NCI-H82 fueron inoculadas en el subcutis del flanco derecho de ratones 

atímicos (1:2 RPMI con células/matrigel, volumen final 200 µL). El tratamiento se realizó media hora antes de 

inocular las células y durante 7 días (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 está expresado como % de 

control. Los valores representan media ± SEM. ANOVA simple contrastado con Tukey, *p<0.05¸**p<0.01 

(dosis de análogos vs. Control) B. Los vasos grandes que irrigaban el tumor fueron contados de las 

fotografías. Los valores representan la mediana ± Rango intercuartil. Kruskal-Wallis seguido de la prueba de 

Dunn *p<0.05 (dosis de análogos vs. Control). C. Fotografías representativas.  
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Resumen Resultados Capítulo III 
 

Se logró un modelo xenogénico satisfactorio para evaluar el efecto in vivo de los 

compuestos en las línea tumoral humana NCI-H82. 

Se logró un modelo xenogénico satisfactorio para evaluar el efecto in vivo de los 

compuestos en las línea tumoral humana PC-3. 

Los análogos, dDAVP y [V4Q5]dDAVP mostraron una inhibición del crecimiento 

tumoral similar en ambas líneas.   

Se generó un modelo in vivo para evaluar angiogénesis en la línea NCI-H82 con 

resultados satisfactorios, ambos análogos inhibieron la angiogénesis. 
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En este capítulo se exploraron los efectos in vivo de los análogos selectivos del V2r, 

dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre las líneas tumorales agresivas humanas NCI-H82 y PC-3. La 

inyección intravenosa de dosis clínicamente relevantes de ambos análogos provocó una 

importante reducción del volumen tumoral comparado con el grupo control tanto en el 

modelos de SCLC como en el de adenocarcinoma prostático hormono independiente con 

características NE. En consistencia con los resultados in vitro, los tumores tratados con los 

análogos presentaron una tasa de crecimiento significativamente menor (35%) comparada 

con la de los tumores tratados con el vehículo. Bajo estas condiciones experimentales, el 

análogo [V4Q5]dDAVP no mostró un mayor efecto que el péptido parental a diferencia de los 

observado in vitro y en otros modelos de cáncer, como cáncer de mama [172]. Esto podría 

deberse a que los tumores agresivos tales como los de SCLC y de cáncer de próstata 

hormono independiente de rápida expansión y tasa de crecimiento elevada demanden 

mayores dosis para mostrar diferencias significativas entre compuestos. Se requieren 

futuros estudios in vivo, sobre todo de evaluación de dosis para poder arribar a alguna 

conclusión.  

Por otro lado se evaluó el efecto de los análogos sobre la angiogénesis inducida por 

tumor, pudiendo determinarse que ambos análogos presentan actividad antiangiogénica en 

los dos modelos estudiados a dosis de 1 µg/kg/día, reduciendo en un 40% el contenido de 

hemoglobina en el tumor. Como ya se ha mencionado, los análogos de AVP agonistas del 

V2r presentan, entre otros efectos, un efecto antiangiogénico in vivo, el cual dependería, al 

menos en parte, de la presencia del V2r en las células tumorales y de la modulación de su 

diálogo con el endotelio vascular debido a la liberación de angiostatina por las mismas [89]. 

La actividad antiangiogénica se explicaría parcialmente por éste mecanismo y estaríamos 

reconfirmando, con los resultados arrojados aquí, el mecanismo de los análogos de AVP 

agonistas del V2r sobre las células tumorales. Recordemos que además, los péptidos 

también actuarían sobre las células del endotelio vascular generando una rápida liberación 

sistémica de factores hemostáticos y profibrinolíticos. Es así, que la administración sistémica 

de dDAVP induce una liberación rápida de FVW mediante la estimulación del V2r presente 

en la microvasculatura. El FVW es una gran glicoproteína multimérica plasmática que 

despliega un rol central en la homeostasis. Este factor actúa como proteína transportadora 

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

Como ya se mencionó el crecimiento de una masa tumoral necesita establecer un 

lecho vascular que le permita a las células neoplásicas nutrirse, acceder a oxígeno y 

eliminar sus productos de desecho para poder crecer y diseminarse. Es así que la 

capacidad de inducir la formación de nuevos vasos determina la malignidad y permite a las 
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células tumorales colonizar órganos distantes. Como consecuencia, la modulación del 

proceso angiogénico se ha convertido en una de las estrategias terapéuticas más 

estudiadas con el fin de limitar la progresión tumoral [216]. Representando así, compuestos 

capaces de modular biológicamente factores angiogénicos, como los agonistas del V2r, 

herramientas terapéuticas muy interesantes tanto como agentes únicos, así como también 

agentes con posibilidades de combinación con otros tratamientos. 

Tanto la línea NCI-H82 como la línea 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 características 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, encontrándose variantes celulares como es 

el caso de la línea aquí utilizada, NCI-H82. Las líneas variantes (~ 10-20%) mostraron 

diferentes comportamientos in vitro e in vivo (xenoinjerto), distintos patrones de crecimiento, 

morfologías diversas y relativa resistencia a la terapia estándar [219]. Muchas de las líneas 

variantes se establecieron a partir de tejido tumoral obtenido de pacientes en recaída [220]. 

Al igual que lo que ocurre con tumores de próstata luego del tratamiento de privación 

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 intrínseca o resistencia multimedicamentosa [221]. Es necesario comprender los 

mecanismos que causan resistencia a la quimioterapia, así como resistencia a múltiples 

fármacos. Tales esfuerzos dependerán en gran medida de una mejor comprensión de la 

biología molecular de SCLC en el diagnóstico inicial y en el momento de la recaída. Suele 

haber respuesta inicial de SCLC a la terapia citotóxica pero ésta respuesta frecuentemente 

es de corta duración, y los tumores recurrentes son casi siempre multirresistentes [222]. Una 

comprensión de los mecanismos de la resistencia a drogas será esencial para desarrollar 

nuevos enfoques terapéuticos.  

 Independientemente del estado, el pronóstico actual para pacientes con SCLC es 

poco satisfactorio a pesar de las mejoras en el diagnóstico y la terapia desarrolladas durante 

los últimos 25 años debido a que este tipo de tumor tiende a diseminarse y a menudo 

presenta síntomas poco específicos [223]. Hoy en día, como ya hemos descripto en la 

intrducción general, las terapias dirigidas para NET GET bien diferenciados y de crecimiento 

lento son interferón, 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 así, la urgente necesidad de nuevas 

aproximaciones terapéuticas para este tipo de tumor. 

Es así que los análogos estudiados aquí 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 análogos peptídicos de la AVP, aspectos como los síndromes 

paraneoplásicos, particularmente, el Síndrome de Secreción Inadecuada de Hormona 

Antidiurética (SIAH) ya que esto podría presentar un problema a la hora de tratar con éstos 

análogos a pacientes. Ambos análogos deberían administrarse solo bajo un control estricto 

del nivel de sodio sérico del paciente y de la ingesta y producción de líquidos para evitar las 

complicaciones asociadas a la hiponatremia y también se debería prestar atención al riesgo 

de acumulación de líquido en tejidos. Debe tenerse en cuenta el riesgo de hiponatremia, 

particularmente en pacientes mayores que reciben soluciones hipotónicas o dosis frecuentes 

y repetidas del análogo. También se recomiendaría precaución en niños pequeños 

[212,213].  

En éste sentido debemos tener en cuenta que a partir de la actividad antitumoral 

reportada en modelos preclínicos de cáncer de mama, mencionada previamente 

[88,89,91,92,93], nuestro grupo ha realizado un ensayo clínico prospectivo abierto de fase II 

donde se evaluó el uso perioperatorio de dDAVP en pacientes con cáncer de mama 

(NCT01606072) obteniendo resultados satisfactorios en cuanto a seguridad, disminución del 

sangrado y efectos antitumorales preliminares (reducción de CTC a las 24 horas pos cirugía) 

[224]. Todos los criterios de exclusión de nuestro ensayo clínico de fase II se tendrán en 

cuenta para cualquier consideración futura de ensayo clínico para [V4Q5]dDAVP. Éstos 

criterios de exclusión 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 I o II, entre otros.  

Los estudios farmacológicos / toxicológicos para el nuevo análogo [V4Q5]dDAVP se 

llevaron a cabo previamente a la evalución del compuesto in vivo. Este consistió en el 

estudio de toxicidad aguda en ratas Wistar, con el fin de evaluar los efectos adversos del 

compuesto. Así, se realizó la evaluación clínica completa de los animales incluyendo, ritmo 

cardíaco y respiratorio, sistema nervioso, actividad motriz, parámetros bioquímicos y 

hematológicos. La administración fue vía i.v. utilizando dosis de 1, 10 y 100 µg/kg de dDAVP 

o [V4Q5]dDAVP, no encontrándose diferencias importantes entre el análogo [V4Q5]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 capítulo muestran los primeros 

indicios preclínicos in vivo del efecto de los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre 

líneas tumorales con características NE. Éstos hallazgos no sólo son muy interesantes sino 

que resultan muy alentadores en lo referente a la búsqueda de posibles terapias para éste 

tipo de tumores, aportando, por un lado, valiosos modelos de TNE agresivos para el estudio 

de fármacos y por otro constituyendo el inicio para el desarrollo preclínico de los 

compuestos antitumorales dDAVP y [V4Q5]dDAVP para éste tipo de enfermedad
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Como se ha mencionado vastamente, la señalización autócrina y parácrina a través 

de compuestos como neuropéptidos es fundamental para el crecimiento tumoral en general, 

y más aún en los TNE. Las células tumorales de los TNE comparten la función común de 

secretar hormonas polipeptídicas de bajo peso molecular y aminas biogénicas. La expresión 

de marcadores NE y sus receptores están involurados en el desarrollo y progresión tumoral 

y han sido utilizados como biomarcadores para el diagnóstico así 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 últimos años, lo que los convierte en tumores con pocas 

posibilidades terapéuticas actualmente. A esto debemos sumarle que los síntomas a 

menudo son inespecíficos lo que hacen que su detección sea en general tardía.  

En la búsqueda de nuevos blancos terapéuticos, péptidos sintéticos análogos de 

neuropéptidos naturales como la AVP con propiedades reguladoras de eventos claves para 

la progresión tumoral, probadas en algunos tipos de cáncer, y con acción sobre factores de 

la hemostasia, resultan candidatos interesantes para su estudio como posibles compuestos 

para el tratamiento de TNE. 

En esta tesis, se examinó el impacto de la estimulación selectiva del V2r de AVP a 

través de análogos agonistas de dicho receptor como dDAVP y el nuevo análogo, diseñado 

mediante estudios de SAR sobre el péptido de primera generación dDAVP sobre células de 

SCLC NCI-H82, [V4Q5]dDAVP, pudiendo aportar información a la ya reportada [225, 226] 

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

Por otro lado se desarrolló y evaluó otro nuevo análogo a partir de una perspectiva 

evolutiva que nos llevó a diseñar un análogo del péptido encontrado en insectos: INT, 

denominado dDINT. Si bien éste análogo no mostró efecto antitumoral en SCLC, este 

análisis arrojó información interesante constituyendo la base para futuros estudios de 

neuropéptidos derivados de insectos u otros animales para el desarrollo de nuevos 

análogos. Por otro lado, el análisis evolutivo y el análisis de las funciones de los péptidos 

tipo AVP en el reino animal nos permitió pensar que los análogos podrían estar afectando la 

diferenciación celular y esto nos llevó al análisis de la modulación de los marcadores de 

diferenciación NE por lo análogos en las líneas estudiadas, mostrando de éste modo que el 

análisis de funciones en la naturaleza podría disparar nuevas e interesantes interpretaciones 

fisiológicas.  

También se estudió el efecto de los análogos agonistas específicos de V2r, dDAVP y 

[V4Q5] dDAVP, sobre eventos celulares claves relacionados a la progresión tumoral en dos 
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líneas celulares humanas con características NE de cáncer de pulmón y de próstata. Se 

demostró que ambos análogos muestran capacidad antitumoral, tanto in vitro como in vivo, 

en estos modelos tumorales. Si bien la comprensión del mecanismo involucrado en la vía de 

señalización de V2r no está 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 acción 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 cáncer de próstata 

agresivo con rasgos NE: PC-3, constituyen el puntapié inicial para el desarrollo preclínico de 

éstos análogos de AVP, agonistas del V2r en éstos tipos de cáncer, representando 

hallazgos que no sólo contribuyen a la búsqueda de posibles terapias para los TNE, sino 

que también, arrojan valiosos modelos de enfermedad de alta recurrencia y resistencia a 

fármacos.  

Creemos que la búsqueda y caracterización funcional de análogos de AVP desde 

fuentes naturales en combinación con el diseño 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 información obtenida por cada 

metodología para lograr un producto superador. Debemos avanzar tanto en los estudios 

preclínicos como en las investigaciones del mecanismo de acción de dDAVP y el análogo 

[V4Q5]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 análogos de AVP 

agonistas del V2r como potenciales tratamientos para TNE con poca altrnativas 

terapéuticas: 

 Se determinó la presencia del V2r y de los marcadores NE, CgA y NSE en una línea 

de SCLC y en una línea de adenocarcinoma de próstata agresiva humanas, encontrando de 

este modo dos modelos tumorales con características NE para el estudio de los análogos 

selectivos del V2r del neuropéptido AVP.  

 Se demostró la importancia de la región cíclica del análogo selectivo de primera 

generación de AVP, dDAVP para su efecto citostático. 
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 Se desarrolló el análogo [V4Q5] dDAVP, mediante estudios de SAR del péptido de 

primera generación dDAVP, que mostró un efecto citoestático mejorado in vitro en células 

de SCLC.  

  Se diseñó un nuevo análogo dDINT por medio de una aproximación evolutiva a 

partir de un péptido presente en insectos.  

 Se evaluáron los análogos de AVP, dDAVP y [V4Q5]dDAVP sobre líneas de SCLC y 

adenocarcinoma prostático, mostrando efecto antiproliferativo, antimigratorio, pro-apóptotico, 

modulador de la expresión de marcadores de diferenciación NE in vitro y un efecto 

antitumoral sobre el crecimiento y la angiogénesis tumoral in vivo en ambas líneas 

tumorales.  

 Los resultados muestran que dDAVP y [V4Q5] dDAVP tienen potencial aplicación 

terapéutica en SCLC y adenocarcinoma de próstata agresivo y hormono-independiente con 

características NE y resistentes a las terapias.  
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VIVA PERÓN!!! 
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