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RESUMEN

El osteosarcoma (OSA) es un tumor 6seo maligno y agresivo, con alta incidencia de metastasis
pulmonar y resistencia a las terapias convencionales. Esta patologia es especialmente relevante
en pacientes pediatricos y adultos jévenes, donde representa un reto clinico significativo. Los
tratamientos actuales, basados principalmente en la combinacion de quimioterapia y cirugia,
presentan limitaciones relacionadas con su toxicidad y eficacia. En este estudio, se investigo el
reposicionamiento del agente hemostatico desmopresina (dDAVP), tradicionalmente empleado
en trastornos hemorragicos, y propranolol (PPN), un B-blogueante ampliamente utilizado para
el tratamiento de afecciones cardiovasculares como la hipertension, como alternativas
terapéuticas para el OSA, seleccionadas por sus efectos anti-angiogénicos, pro-apoptéticos y
moduladoras del microambiente tumoral.

Actividad anti-tumoral y anti-angiogénica de la dDAVP: Se evaluaron los efectos anti-
tumorales y anti-angiogénicos de la dDAVP, tanto sola como en combinacién a inmunoterapia
basada en el anticuerpo anti-VEGF bevacizumab, en modelos experimentales de OSA. dDAVP
mostré una inhibicidn significativa del crecimiento tumoral y de la angiogénesis, destacando
el potencial terapéutico de AVPR2 como blanco molecular. Ademés, se observo una
correlacion negativa entre la expresion de AVPR2 y marcadores de angiogénesis (como
VEGF), agresividad y proliferacion tumoral. La alta expresion de AVPR2 se asocié con una
mejor supervivencia global y libre de enfermedad, asi como con un aumento del infiltrado de
células inmunes anti-tumorales, subrayando su relevancia clinica en el OSA.

Actividad quimio-potenciadora del PPN: Por otro lado, se evaluo la capacidad del PPN para
potenciar la eficacia de la quimioterapia estandar (metotrexato, doxorrubicina y cisplatino).
Los ensayos in vitro mostraron efectos sinérgicos en la inhibicién del crecimiento celular
tumoral, junto con una actividad cooperativa en la disipacion del potencial de membrana
mitocondrial en células tumorales. Estos resultados sugieren que el PPN podria aumentar la
eficacia de los agentes citotoxicos convencionales, al tiempo que potencialmente reduce sus
efectos adversos.

Este estudio respalda el reposicionamiento de la dDAVP y el PPN como agentes terapéuticos
prometedores para el manejo del OSA. Sus propiedades anti-tumorales, combinadas con su
capacidad para potenciar los efectos de terapias anti-angiogénicas dirigidas y quimioterapias
citotoxicas, subrayan su potencial de aplicacion clinica. Estos hallazgos abren nuevas
perspectivas para el desarrollo de estrategias combinatorias innovadoras y mas efectivas en

esta enfermedad agresiva.
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Palabras clave: OSTEOSARCOMA; TERAPIAS COMBINADAS; REPOSICIONAMIENTO
DE FARMACOS; DESMOPRESINA; BEVACIZUMAB; PROPRANOLOL; ONCOLOGIA
TRASLACIONAL.

ABSTRACT

Osteosarcoma (OSA) is a malignant and aggressive bone tumor, characterized by a high
incidence of pulmonary metastases and resistance to conventional therapies. This pathology is
particularly relevant in pediatric and young adult patients, where it represents a significant
clinical challenge. Current treatments, primarily based on the combination of chemotherapy
and surgery, face limitations related to toxicity and efficacy. This study investigated the
repurposing of the hemostatic agent desmopressin (dDAVP), traditionally used in bleeding
disorders, and propranolol (PPN), a B-blocker widely employed in cardiovascular conditions
such as hypertension, as therapeutic alternatives for OSA, selected for their anti-angiogenic,

pro-apoptotic, and tumor microenvironment-modulating effects.

Antitumor and anti-angiogenic activity of dDAVP: The antitumor and anti-angiogenic effects
of dDAVP were evaluated, both as a monotherapy and in combination with the VEGF-targeted
immunotherapy antibody bevacizumab, in experimental OSA models. dDAVP demonstrated a
significant inhibition of tumor growth and angiogenesis, highlighting the therapeutic potential
of AVPR2 as a molecular target. Additionally, a negative correlation was observed between
AVPR2 expression and markers of angiogenesis (e.g., VEGF), tumor aggressiveness, and
proliferation. High AVPR2 expression was associated with improved overall and disease-free
survival, as well as increased infiltration of antitumor immune cells, underscoring its clinical

relevance in OSA.

Chemo-enhancing activity of PPN: On the other hand, the ability of PPN to enhance the
efficacy of standard chemotherapy (methotrexate, doxorubicin, and cisplatin) was assessed. In
vitro assays showed synergistic effects in inhibiting tumor cell growth, alongside cooperative
activity in the dissipation of mitochondrial membrane potential in tumor cells. These findings
suggest that PPN could enhance the efficacy of conventional cytotoxic agents while potentially

reducing their adverse effects.
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This study supports the repurposing of dDAVP and PPN as promising therapeutic agents for
the management of OSA. Their antitumor properties, combined with their ability to potentiate
the effects of targeted anti-angiogenic therapies and cytotoxic chemotherapies, underscore their
potential clinical application. These findings open new avenues for the development of

innovative and more effective combinatorial strategies in this aggressive disease.
Keywords: OSTEOSARCOMA; COMBINED THERAPIES; DRUG REPURPOSING,;

DESMOPRESSIN; BEVACIZUMAB; PROPRANOLOL, TRANSLATIONAL
ONCOLOGY.
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INDICE DE ACRONIMOS/ABREVIATURAS

AVP: vasopresina

dDAVP: desmopresina

PPN: propranolol

CDDP: cisplatino

DOXO: doxorrubicina

MET: metotrexato

STS: sarcomas de tejidos blandos

OSA: osteosarcoma

CMP: progenitor mieloide comun (common myeloid progenitor)
CAF: fibroblastos asociados a cancer (cancer associated fibroblast)
NK: natural killers

HSC: células madre hematopoyeticas (hematopoietic stem cells)
VEGF: factor de crecimiento vascular endotelial (vascular endotelial growth factor)
TAMSs: macrofagos asociados a tumor (tumor associated macrophages)
DC: células dendriticas (dendritic cells)

dREPO: reposicionamiento de drogas

CCR: céancer colorrectal

EPI: epinefrina/adrenalina

NOREPI: norepinefrina/noradrenalina

SNS: sistema nervioso simpatico

ClI: indice combinacional (combinational index)

DRI: indice de reduccion de dosis (dose reduction index)

HSA: Highest Single Agent

ON: overnight

SFB: suero fetal bovino

OS: supervivencia general (overall survival)

DFS: supervivencia libre de enfermedad (disease free survival)
TMRM: tetracloro-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina ioduro
DMEM: medio de cultivo Eagle de Dulbecco (Dulbecco s Modified Eagle’s medium)
PBS: buffer fosfato salino (phosphate saline buffer)

ATCC: American Type Culture Collection

i.p.: intraperitoneal
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i.v.: intravenosa

s.c.: subcutaneo
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1. INTRODUCCION

I. OSTEOSARCOMA: epidemiologia, rasgos moleculares y terapia.

I.1 Generalidades de los sarcomas.

Los tumores 6seos malignos primarios, como el osteosarcoma (OSA) y el sarcoma de Ewing,
junto con los sarcomas de tejidos blandos (STS, por sus siglas soft tissue sarcomas), incluyendo
el rabdomiosarcoma y otros no rabdomiosarcomas, constituyen aproximadamente el 14% de
las neoplasias malignas en la infancia. Los sarcomas representan un grupo heterogéneo de
neoplasias mesenquimales caracterizadas por una notable heterogeneidad morfoldgica y
molecular, que se pueden clasificar en dos categorias principales: STS y sarcomas 6seos
primarios (Scubitz, K.M., et al., 2007). Existen méas de 50 subtipos histoldgicos de STS, que
presentan una gran diversidad. La incidencia varia segun el subtipo histolégico, siendo el
rabdomiosarcoma el tipo mas comun en la primera infancia, los sarcomas 0seos predominan
en la adolescencia, y maltiples tipos histolégicos de STS predominan en la adultez joven y en
adultos mayores (Amankwah, E.K., et al., 2013).

Representan menos del 1% de todos los canceres en adultos y en mayor medida, un 10% en
adolescentes y adultos jovenes. Estan localizados en diferentes areas y para cada entidad
histologica, se han identificado muchos sitios primarios. Existe poca informacion sobre las
tasas de supervivencia de los sarcomas en poblaciones generales no seleccionadas,
particularmente en lo que respecta a los perfiles de alteraciones gendémicas.

Su diagnastico es complejo, debido a que es dificil identificar con precision el sitio anatomico
de los sarcomas entre los tumores primarios de cada 6rgano. La progresion de diversos
sarcomas esta vinculada al avance de la angiogenesis y al desarrollo de resistencia a las terapias
estandar (Amadeo, B., et al., 2022). Ambos procesos seran abordados con mayor detalle méas
adelante.

El diagndstico de los distintos tumores que pertenecen al sarcoma depende de: caracteristicas
clinicas del paciente, de la morfologia celular del tumor, y de caracteristicas histopatoldgicas
de la lesion, incluyendo biomarcadores determinados por inmunohistoquimica y otros métodos
moleculares.

Estos estudios moleculares en el entorno clinico aportan refinamientos a la clasificacion

morfolégica del sarcoma y contribuyen con informacién diagndstica (frecuentemente),
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estratificacion pronostica (raramente) e informacion predictiva sobre terapias especificas

(ocasionalmente) (Marifio-Enriquez, A., et al., 2016).

1.1l Osteosarcoma: prevalencia y presentacion clinica.

Dentro de los distintos tipos de sarcomas, el OSA, es el tumor primario 6seo sélido maligno
mas comun, que generalmente se desarrolla en células osteoblasticas que forman el hueso.
Representan aproximadamente el 3-5% de los cénceres infantiles y menos del 1% de los
canceres adultos. Los individuos con OSA localizado tienen una tasa de supervivencia
promedio a 5 afios de alrededor del 80% (Mirabello, L., et al., 2011). Un desafio en este tipo
de cancer es que aproximadamente el 80% de los pacientes presentan micro metastasis, muchas
de las cuales son dificiles de detectar con los métodos convencionales de diagndstico. La
presencia de metastasis, principalmente en los pulmones, reduce drasticamente la tasa de
supervivencia de un rango inicial del 70% a un 30-50% (Meazza, C., et al., 2016).

En Argentina, segun el ROHA (Registro Oncopediatrico Hospitalario Argentino), observando
la distribucion de casos segun la clasificacion Internacional de Cancer Pediatrico (ICCC) entre
los afios 2000 — 2019, los tumores 6seos (incluidos OSA, condrosarcoma, sarcoma de Ewing,
otros tumores Gseos), se encuentran posicionados en el octavo lugar. Cabe destacar que el OSA
estd posicionado en primer lugar, representando a la mayoria de estos tumores. La tasa
estandarizada con poblacion mundial en nifios menores de 15 afios, es de 5.9 por millén de
nifios, reportada por el ROHA, siendo también el tercer cancer mas comdn en adolescentes
(Moreno, F., et al., 2022).

Si bien la supervivencia a 5 afios en paises de Europa o EE.UU. es del 70%, Argentina esta
muy por debajo, en un 40%. La prognosis en paises en desarrollo suele ser significativamente
peor en contraste con paises de altos ingresos (Revon-Riviere, G., et al., 2019).

Suelen manifestarse en nifios y adolescentes, sin embargo, el OSA se puede diagnosticar a
cualquier edad, incluso en adultos mayores. Alrededor del 10% de los OSA se diagnostican en
personas mayores de 60 afios, siendo mas prevalente en hombres que en mujeres. (Muscolo,
D.L., etal., 2009).

El OSA es un tipo de cancer que se origina cuando las células encargadas de producir hueso
nuevo se vuelven cancerigenas, formando un tumor. Como se menciond previamente, suele
manifestarse en nifios y adolescentes, principalmente en los extremos de los huesos largos,
donde el crecimiento 6seo es mas activo. La mayoria de los tumores se localizan alrededor de

la rodilla, en el extremo inferior del fémur o en la parte superior de la tibia, y también pueden
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desarrollarse en el hueso del brazo, cerca del hombro. Aunque su aparicion es mas comun en
huesos largos, el OSA puede surgir en cualquier hueso, siendo la pelvis, el hombro y el craneo
sitios frecuentes, especialmente en adultos mayores. Este cancer se caracteriza por un
crecimiento descontrolado de las células dseas y tiene la capacidad de diseminarse a otros

organos https://www.cancer.org/es/cancer/tipos/osteosarcoma/si-usted-tiene

osteosarcoma.html (2023, 9 de mayo).

Actualmente no se conoce la causa exacta del OSA, pero se cree que se debe a mutaciones del
ADN, ya sea de forma hereditaria o adquirida posterior al nacimiento, factores ambientales y
otros factores de riesgo. Entre los factores de riesgo nos encontramos con el sindrome de Li-
Fraumeni, la enfermedad de Paget del hueso, el sindrome de Werner, retinoblastoma
hereditario, sindrome de Rothmund-Thomson, sindrome de Bloom, los cuales aumentan la
probabilidad de desarrollar esta enfermedad

https://www.cancer.org/es/cancer/tipos/osteosarcoma/si-usted-tiene-osteosarcoma.html (2023,

9 de mayo).

El OSA, como se sefialo previamente, es un cancer altamente metastasico. La metastasis es el
proceso por el cual las células cancerosas del tumor primario se diseminan por el cuerpo y
forman nuevos tumores en sitios distantes. Este proceso ocurre mediante la invasion de tejidos,
la entrada en el torrente sanguineo o linfatico, la detencién en los capilares y el posterior
establecimiento en tejidos lejanos. Factores como la genética, la plasticidad celular y el entorno
premetastasico juegan un papel clave, ya que la composicion celular, el estado del sistema
inmune y la matriz extracelular, entre otros, pueden modificarse para favorecer la colonizacion.
Ademas, la inestabilidad gendmica y la dormancia tumoral representan desafios adicionales en
este proceso (Steeg, P.S., et al., 2016).

El diagndstico del OSA incluye una historia clinica, un examen fisico y varios estudios de
imagenes, como radiografias, resonancias magneticas (IRM), tomografias (TC) vy
gammagrafias 6seas. También se realizan analisis de sangre y una biopsia del tumor.

Aungue la combinacién de imagenes y sintomas puede predecir el diagndstico con un 70% de
certeza, la biopsia es esencial para confirmarlo. Los médicos deben descartar otros tumores
0seos malignos y benignos, asi como algunas enfermedades no cancerosas.

La resonancia magnética ayuda a identificar lesiones no visibles en radiografias y a planificar
cirugias. Los sintomas comunes incluyen dolor persistente, la presencia de una masa palpable

Yy, en nifios pequefos, cojera.
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Muchos pacientes llegan al médico por dolor cronico o después de un traumatismo que revela
el tumor en una radiografia. Si el tumor debilita el hueso y ocurre una fractura, la posibilidad
de que el céancer reaparezca después de la cirugia aumenta. Niveles elevados de ciertas
sustancias en sangre, como LDH (lactato deshidrogenasa) y ALP (fosfatasa alcalina, por sus
siglas alkaline phosphatase), suelen indicar un tumor mas agresivo (Muscolo, D.L., et al.,
2009).

I.111 Caracteristicas moleculares v vias alteradas en OSA.

A pesar de que aun no se conoce la causa exacta del OSA, avances recientes han permitido
caracterizar al OSA por una profunda alteracion cromosémica, marcada heterogeneidad entre
pacientes y una escasez de mutaciones recurrentes. Los analisis revelan un genoma del OSA
con marcada heterogeneidad inter e intratumoral, complejos reordenamientos cromosémicos,
alteraciones en el nimero de copias de genes y regiones de hipermutacion localizadas. Se han
realizado esfuerzos a gran escala para caracterizar este paisaje genomico, lo que ha
proporcionado vastas colecciones de datos que pueden acelerar la generacion y prueba de
hip6tesis novedosas. Se ha observado una pérdida casi universal de p53 y alteraciones
frecuentes en Rb. Ademas, se han identificado alteraciones recurrentes en la via PI3K/mTOR,
incluida la pérdida de PTEN. Otras vias como WNT/B-catenina y Notch también juegan un
papel en la progresion del OSA. Las interacciones tumor-huésped son fundamentales en el
desarrollo del OSA, con factores micro ambientales como TGFp, IL6 y la activacion de NF-
kB a través de RANK/RANKL desempefiando un papel importante. Se ha observado que
bloquear estas sefiales derivadas del estroma tiene un efecto antitumoral significativo. Uno de
los hallazgos clinicamente relevantes es la identificacion de vias responsables de la quimio
resistencia, particularmente la via PI3K/Akt/mTOR. La posibilidad de restaurar la sensibilidad
a través del apuntamiento a estas vias en un entorno clinico es una cuestion aun por resolver
(Saraf, A.J., etal., 2018).

1.1V Andgiogénesis v dialogo inmune-vascular.

El microambiente tumoral es un ecosistema complejo que incluye una diversidad de células y
componentes no celulares que interactian promoviendo tanto la progresion tumoral como la
resistencia a los tratamientos. Dentro de este microambiente, se encuentran las células
vasculares, que forman los vasos sanguineos necesarios para el aporte de oxigeno y nutrientes

al tumor, y los fibroblastos asociados al cancer (CAF por cancer associated fibroblast), que
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remodelan la matriz extracelular y secretan factores que favorecen la angiogénesis y la invasion
tumoral. En el ambito inmunoldgico, participan diversas células, como los linfocitos T
(incluyendo T reguladoras o Tregs), linfocitos B, células NK (por natural killer cells), y los
macrofagos asociados al tumor (TAMSs, por tumor associated macrophages), que pueden
suprimir la respuesta antitumoral o, en algunos casos, activarla. Ademas, otras estirpes
celulares, como los adipocitos y las células madre hematopoyéticas (HSC, por hematopoietic
stem cells), también contribuyen al microambiente tumoral mediante la produccion de factores
que modulan la progresion del céncer. Ademaés, los componentes no celulares del
microambiente, como la matriz extracelular (MEC), desempefian un papel estructural y
funcional, regulando la sefializacion celular, mientras que las citoquinas y quimioguinas actdan
como mediadores clave en la comunicacion entre las distintas células del entorno tumoral

En este contexto mencionado, la angiogénesis desempefia un rol crucial, no solo al proveer los
nutrientes y el oxigeno necesarios para el crecimiento del tumor, sino también al influir en el
dialogo entre las células del sistema inmune y las células vasculares, modulando la respuesta
inmunitaria y afectando el desarrollo del cancer. La angiogénesis, definida como la formacion
de nuevos vasos sanguineos a partir de los existentes, es un proceso clave en el crecimiento y
la progresion de los sarcomas, incluido el OSA, ya que ademés de proporcionar nutrientes y
oxigeno al tumor, actia como una via que facilita la diseminacion de las células tumorales
hacia otros érganos.

Enel OSA, laviadel factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por vascular endothelial
growth factor) tiene un papel central en la regulacion de la angiogénesis. Se ha observado que
niveles elevados de VEGF-A estan asociados con un mayor riesgo de metastasis pulmonares y
una supervivencia mas baja, mientras que la amplificacion del gen VEGFA también se vincula
a un pronostico desfavorable. Ademas, el VEGF circulante afecta la funcionalidad de las
células dendriticas, impidiendo su maduracion y permitiendo que las células tumorales escapen
a la vigilancia inmunolégica. Este proceso genera un microambiente que favorece tanto la
angiogénesis como la inmunosupresion, contribuyendo al avance del cancer. Asimismo, bajo
condiciones de hipoxia, células inmunes como las células NK 'y las Tregs pueden estimular la

produccion de VEGF, reforzando la angiogénesis tumoral.

1.V Anticuerpo monoclonal humano Bevacizumab en OSA

El VEGF desempefia un papel clave en la angiogénesis, un proceso esencial para el crecimiento

tumoral y la diseminacion metastasica en el OSA. Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal
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humano recombinante, fue desarrollado como la primera inmunoterapia pasiva dirigida contra
VEGF aprobada para el tratamiento del cancer (Hurwitz, H., et al., 2004). Este agente se une
al VEGF-A, bloqueando su interaccion con los receptores VEGFR, lo que inhibe la
proliferacion de células endoteliales y la formacion de nuevos vasos sanguineos. Como
resultado, priva al tumor de oxigeno y nutrientes esenciales, normaliza la estructura de los
vasos tumorales y promueve la apoptosis en células dependientes de la vascularizacion.

Si bien estudios preclinicos confirmaron los efectos anti-angiogénicos y anticancerigenos de
bevacizumab en lineas celulares de OSA, asi como su beneficio en otros tumores solidos como
el cancer colorrectal, cancer de pulmdn, carcinoma de células renales y cancer de préstata
(Rosell, R., et al., 2017; Rini, B.1., et al., 2021; Di Lorenzo, G., et al., 2008; Tang, W., et al.,
2020), los resultados en la clinica no cumplieron con las expectativas. En el contexto del OSA,
las mejoras en supervivencia fueron parciales, lo que se atribuye a la complejidad de la
angiogenesis, regulada por multiples factores y a la capacidad de las células tumorales para
desarrollar resistencia al tratamiento.

Estos hallazgos resaltan la necesidad de explorar terapias combinatorias que integren
bevacizumab con otros abordajes, como agentes anti-angiogénicos adicionales o

inmunoterapias, para maximizar su eficacia en el tratamiento del OSA (Xie, L., et al., 2017).

I.V1 Abordajes terapéuticos de OSA.
El enfoque terapéutico para el OSA se ha mantenido sin cambios significativos durante las

Ultimas décadas. Este consiste en la extirpacién quirdrgica de las lesiones primarias y
metastasicas, seguida de una terapia adyuvante basada en quimioterapicos como cisplatino
(CDDP), doxorrubicina (DOXO) y metotrexato (MET) (Durfee, R.A., et al., 2016). Estos
agentes citotoxicos actuan mediante diferentes mecanismos para inhibir el crecimiento tumoral.
El CDDP se une al ADN mediante enlaces cruzados, interfiriendo con su replicacion y
transcripcion, lo que provoca dafio irreversible y apoptosis celular. La DOXO inhibe la
actividad de la topoisomerasa Il, una enzima esencial para la relajacion del ADN durante la
replicacion, ademas de inducir dafio directo al ADN mediante la generacion de radicales libres.
Por su parte, el MET es un anti-metabolito que bloquea la sintesis de purinas y timidina al
inhibir la dihidrofolato reductasa, lo que interfiere con la sintesis de ADN y ARN, afectando
especialmente a células en rapida division.

Sin embargo, la limitante de estos 3 citotoxicos mencionados y causante de la interrupcion de

muchos esquemas de tratamientos, es su alta toxicidad.
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En estudios recientes, se ha observado que los mecanismos de resistencia en el OSA estan
vinculados a la activacion de la via PI3K/Akt/mTOR y MAPK, las cuales también desempefian
un papel importante en la progresion de la enfermedad (Saraf, A.J., et al., 2018; Rickel, K., et
al., 2017).

A lo largo de los afos, se han realizado numerosos esfuerzos para desarrollar terapias dirigidas
para el tratamiento del OSA. Sin embargo, muchas terapias dirigidas, como las inmunoterapias
basadas en inhibidores de puntos de control inmunolégico, no han demostrado beneficios
clinicos significativos. Hasta la fecha, estos enfoques, evaluados en diversas fases clinicas, no
han mostrado resultados alentadores, lo que se ha atribuido en gran parte al desarrollo de
resistencias por parte de las células tumorales (Xie, L., et al., 2017).

Considerando este contexto clinico, existe una urgente necesidad de implementar nuevas
alternativas terapéuticas selectivas y efectivas con foco en eventos bioldgicos relevantes en la

progresion de dicha enfermedad para mejorar el pronostico en sus pacientes.

I1. Reposicionamiento de drogas en oncologia.

I1.1 Caracteristicas y beneficios de dREPO en cancer.

El cancer es una enfermedad devastadora que afecta a millones de personas en todo el mundo,
y a pesar de los avances en la ciencia y la medicina, el desarrollo de nuevos medicamentos para
su tratamiento sigue siendo un desafio. El proceso de desarrollo de farmacos es largo y costoso,
con una duracién media de 13 afios y un costo de hasta 3 mil millones de dolares. Ademas, los
ensayos clinicos, que son esenciales para probar la seguridad y eficacia de los farmacos, pueden
ser costosos y llevar mucho tiempo. Como resultado, el reposicionamiento de drogas, que
implica el uso de medicamentos existentes para nuevos fines terapéuticos, se esta convirtiendo
en una estrategia cada vez mas atractiva. Esta estrategia puede ser méas rentable y rapida,
especialmente con una mejor comprension del cancer y el desarrollo de enfoques basados en
datos. El reposicionamiento de drogas, puede ser una opcién prometedora para el tratamiento
del cancer, ya que ofrece la oportunidad de usar medicamentos existentes de manera
innovadora y eficiente. Ademas, estos medicamentos podrian pasar rapidamente a estudios
clinicos de Fase Il/111, y el costo de desarrollo asociado podria reducirse significativamente.
Ademas, estas drogas de reposicionamiento suelen administrarse de manera ambulatoria,
presentando bajos costos asociados a su uso y amplia disponibilidad (Revon-Riviere, G., et al.,
2019).
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Hay distintas drogas de reposicionamiento, que apuntan a distintos mecanismos 0 rasgos
moleculares caracteristicos de los diferentes tipos de tumores.

En los Ultimos afios, se evidencio que la mayoria de los farmacos utilizados en terapia humana
tienen el potencial de abordar méas de un objetivo, reduciendo riesgos como también problemas
relacionados a su seguridad, ya que los mismos tienen caracteristicas farmacocinéticas
conocidas (Zhe Zang., et al., 2020) (Fig.1).
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Fig.1 Ejemplos de drogas de reposicionamiento candidatas como terapias antitumorales segin
mecanismos de accion y rasgo bioldgico tumoral afectado. Adaptado de Zhe Zang., et al., 2020.
Mecanismos clave asociados con el desarrollo y la progresién del cancer, conocidos como "hallmarks"
0 rasgos bioldgicos tumorales, se representan junto con drogas de reposicionamiento propuestas como
terapias antitumorales. Estas incluyen tratamientos que buscan inhibir la sefializacion proliferativa,
favorecer supresores del crecimiento, sensibilizar a la muerte celular, reprogramar el metabolismo
energético, inhibir la angiogénesis y evadir la invasion y metastasis, entre otros. También se ilustra la
importancia de intervenir en el microambiente tumoral, modulando la interaccion entre las células
cancerosas, el sistema inmune y la matriz extracelular.
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I1.11 Paradigma del tratamiento metronémico en cancer.

La metrondmica es un enfoque terapéutico en oncologia que combina quimioterapia
metrondmica y drogas de reposicionamiento. La quimioterapia metronémica consiste en la
administracion continua de quimioterapia a bajas dosis, lo que reduce la frecuencia de efectos
adversos y permite un tratamiento sostenido por largos periodos. Gracias a su modalidad de
aplicacion ambulatoria, este enfoque permite una terapia ininterrumpida, maximizando el
control del tumor con menor impacto en la calidad de vida del paciente. Este enfoque no solo
actla directamente sobre las células tumorales, sino que también tiene un efecto significativo
sobre el microambiente tumoral. Entre sus beneficios, destaca su capacidad para interferir con
la angiogénesis, reduciendo y normalizando la vascularizacion, modular el sistema
inmunoldgico, influyendo en el infiltrado inmune tumoral, y alterar la interaccion con la matriz
extracelular. Por lo que este enfoque permite combinar los beneficios del reposicionamiento de
drogas con las ventajas terapéuticas de la quimioterapia metronomica (André, N., et al., 2013).
Por ejemplo, la combinacion de farmacos podria: 1) afectar la respuesta de las células
cancerosas a los quimioterapicos, influyendo en la sensibilidad o resistencia de las células al
tratamiento, interrumpiendo vias clave que median la resistencia a los tratamientos existentes,
I1) interferir con la vascularizacion tumoral o favorecer su normalizacion, I11) estimular la
inmunidad del huésped y/o revertir la inmunosupresion asociada al cancer, como también 1V)
interrumpir vias proliferativas clave, modulando el crecimiento y progresion tumoral
metastasica.

Deberia ser evidente que individualmente ninguno de estos mecanismos probablemente sea
suficiente para atacar el proceso patologico multifacético que es el cancer. Por lo tanto, es
imperativo pensar sistémicamente al explorar el potencial de los agentes reposicionados y que
puedan ser considerados para combinarlos con los tratamientos anticancerigenos existentes.
De esta forma la metrondmica se centraria en alterar el microambiente tumoral y bloquear los
sistemas que permiten que el tumor sobreviva (Pantziarka, P., et al., 2015).

Ante una gran necesidad de resultados positivos y alentadores para enfrentar dicha enfermedad,
la combinacion de estos medicamentos con quimioterapicos estandar nos generaria mayores
beneficios terapéuticos, administrando dosis méas bajas del mismo, pero obteniendo iguales o
mejores resultados, resaltando la relevancia en oncopediatria ante la alta demanda insatisfecha
(Garona, J., et al., 2020).

Cabe destacar que hay que estudiar, validar y confirmar los efectos que tiene, debido a que la

combinacion de drogas de reposicionamiento con quimioterapicos puede afectar la absorcion
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y distribucion de los farmacos en el cuerpo, lo que generaria un efecto antagénico. Por ejemplo,
algunos farmacos de reposicionamiento pueden alterar la absorcion de los quimioterapicos en
el tracto gastrointestinal o modificar la union a proteinas plasmaticas, lo que puede afectar la
distribucion de los farmacos en los tejidos. Ademas, la combinacion de farmacos puede afectar
el metabolismo de los quimioterapicos en el higado o la eliminacion renal, lo que puede influir

en su concentracion plasmatica y su eficacia.

I1.111 Desmopresina (ADAVP), un anélogo de la hormona diurética vasopresina.

La desmopresina o0 dDAVP (1-desamino-8-d-arginina vasopresina) es un analogo sintético de
segunda generacion de la hormona antidiurética natural, arginina vasopresina (AVP), es
ampliamente utilizada por sus efectos hemostaticos. Este compuesto, a dosis bajas 0,2-0,3
Mg/kg, permite manejar trastornos hemorragicos y, ademas, permite su uso como agente
hemostéatico durante procedimientos quirurgicos complejos. Su principal mecanismo de accion
consiste en inducir la liberacién del factor von Willebrand (VWF) y del factor de coagulacion
VI (FVII) desde las células endoteliales, lo que contribuye a mejorar la coagulaciéon en
condiciones donde esta se encuentra alterada (Juul, K.V, et al., 2014).

El trastorno hemorragico hereditario mas comin en nifios es el VWD, enfermedad de von
Willebrand. Una de las estrategias para prevenir el sangrado en pacientes pediatricos es elevar
los niveles plasmaticos de VWF, liberando las reservas enddgenas de VWF en células
endoteliales, mediante el uso de dDAVP.

En el contexto clinico, la dADAVP ha mostrado resultados alentadores en pacientes pediatricos
con trastornos hemorragicos hereditarios. En casos de enfermedad de von Willebrand (VWD),
especialmente del tipo 1, se ha observado un aumento significativo en los niveles plasmaticos
de VWF y FVIII, suficientes para prevenir o controlar el sangrado. En pacientes con VWD tipo
2, su eficacia fue variable, aunque un porcentaje significativo presentd una respuesta completa.
Asimismo, pacientes con hemofilia A leve o moderada también respondieron favorablemente
con aumentos significativos de FVIII, y se observaron beneficios en aquellos con defectos de
la funcion plaguetaria (PFD) y otros trastornos hemorrégicos (Ben-Ami, T., et al., 2012).

La dDAVP mediante la activacion del receptor de vasopresina de tipo 2 (AVPR2) presente en
las células endoteliales microvasculares, provoca una sefializacion la cual libera al vVWF, el cual
surgié como un regulador fundamental de la metastasis, entre otros efectos, al inducir la
apoptosis de las células metastasicas, minimizando la diseminacion y la supervivencia de

células malignas residuales (Ripoll, G.V., et al., 2010; Garona, J., et al., 2019; Ripoll, G.V., et
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al., 2008; Garona, J., et al., 2016). A su vez, provoca la liberacion de la enzima profibrinolitica
activador tisular del plasminodgeno o tPA, la cual también ejerceria un rol antimetastasico al
intervenir con la formacién de clusters de células tumorales circulantes (Juul, K.V, et al.,
2014).

Paralelamente, el AVPR2 también es expresado en tejido maligno. Al actuar sobre el AVPR2
presente en células tumorales, dDAVP dispara mecanismos citostaticos y angiostaticos
asociados a la activacion del eje AVPR2/AC/AMPc/PKA, una mayor produccion del factor
anti-angiogénico angiostatina, y una reduccién en la expresion de factores pro-angiogénicos
VEGF, FGF, y HIF-1A (Hermo, G.A., et al., 2008). Explotando sus efectos anti-angiogénicos
y anti-metastasicos, se ha explorado su uso para el manejo de diversos tipos de cancer, en un
rango de dosis de 0.3-2 pg/kg, en modelos experimentales de cancer de mama, prostata y
colorrectal (CCR). Estudios en modelos agresivos y quimioresistentes de CCR determinaron
la capacidad de la dDAVP de alterar la propagacion y el crecimiento de las células tumorales
diseminadas en el higado, en combinacion con dosis bajas no toxicas de 5-FU (agente
quimioterapéutico estdndar usado para el manejo de tumores digestivos), potenciando los
efectos citostaticos inducidos por la quimioterapia, inhibiendo el crecimiento de las células
CCR, reduciendo la agresividad de las lesiones primarias y aumentando la supervivencia de
ratones que portaban tumor. Ademas, la administracion de dDAVP y 5-FU, inhibié la
formacion de metéastasis pulmonares por células murinas de CCR CT-26, en ratones
inmunocompetentes, especialmente reduciendo la enfermedad macro metastasica (Sobol, N.T.,
et al., 2023). Adicionalmente, dDAVP ha mostrado resultados prometedores en ensayos
clinicos para el tratamiento perioperatorio del cancer de mama y el control de sintomas en
pacientes con cancer colorrectal avanzado con sangrado rectal (Alonso, D.F., et al., 1999;
Giron, S., et al., 2002; Ripoll, G.V., et al., 2010; Ripoll, G.V., et al., 2013; Sasaki, H., et al.,
2015).

En el contexto del OSA, se ha demostrado que dDAVP posee efectos antitumorales
relacionados con la modulacion directa de la agresividad de células transformadas. In vitro,
dDAVP favorecio la induccidn de apoptosis en células de OSA MG-63 al aumentar los niveles
intracelulares de AMPc tras la estimulacion de AVPR2, efectos que se potenciaron al inhibir
las fosfodiesterasas responsables de la degradacién de AMPc (Sobol, N.T., et al., 2020).
Ademéas, en un modelo in vivo con xenoinjertos de OSA humano en ratones

inmunocomprometidos, la administracion intravenosa sostenida de dDAVP redujo la
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progresion tumoral primaria, inhibiendo la invasividad de las lesiones y mostrando un perfil de
seguridad favorable, sin evidencias claras de toxicidad (Sobol, N.T., et al., 2020).

Un hallazgo destacado en estudios histolégicos exploratorios indicd que aproximadamente el
70% de los casos clinicos de OSA expresan AVPR2 (Sobol, N.T., et al., 2020), lo que respalda
el potencial de este receptor como blanco terapéutico. Ademas, un mecanismo recientemente
explorado sugiere que dDAVP podria incrementar el infiltrado linfocitario antitumoral en otras

variantes del tumor, lo que subraya su capacidad para modular el microambiente tumoral
(Fig.2).

Célula endotelial

-Mommalizacion
waszular
*Modulacién de la \\\
migracidn celular y = — = =
- - > tPA *Resizstencia metastasica
morfogenesis vascular - c 5
ge \ g‘ *Induccion de apoptosis '
Proteinas de la maquinaria —i ‘Desagregacion del émbolo | Calula tumoral
rrigratons tumoral

Dinamica del

Arresto del ciclo celular

-Sfress metabdlico
-Apoptosis

Dinarmica del
cipesquelsio

*Aumento de las defensas anti- —— —
*Inhibicion del crecimiento

angiogénicas del huésped

Angiostatina o

B 7 *Reduccion de la motilidad
O Activa)—= ——a Complsioz
de adhesicn 7
‘-\-I“i AKAPS 7
Flasmlna ‘() Pa——
P‘Iasmlnogenn

obob

Fig.2 Modelo hipotético de los efectos duales y reciprocos de dDAVP sobre células tumorales y
endoteliales. Adaptado de Garona, J., et al., 2014. Los analogos peptidicos estudiados desencadenan
vias de sefializacion asociadas al AVPR2, causando la activacion de la adenilato ciclasa, seguida de una
activacion AMPc-dependiente de la PKA. El sistema AC/AMPc/PKA estaria vinculado a sefiales de
control del crecimiento y motilidad celular. En un mecanismo mediado por células tumorales, dDAVP
estimula la produccion de angiostatina, un poderoso efector anti-angiogénico. Los compuestos
modularian la secrecién de activadores de plasmindgeno, favoreciendo la generacion de angiostatina
mediante el clivaje proteolitico a partir del plasminégeno. Simultaneamente, los anélogos de
vasopresina activan la liberacion endotelial del fVW mediante la exocitosis de los cuerpos de Weibel-
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Palade. EI fVW desempefia un rol protectivo contra la diseminacion metastasica, induciendo la
apoptosis de células malignas arrestadas en la microvasculatura del érgano blanco.

Sin embargo, el accionar especifico de dDAVP sobre la angiogénesis vinculado a OSA, nunca
fue explorado, asi como tampoco la potencial actividad cooperativa en adicion a inmunoterapia
anti-VEGF bevacizumab.

11.1V El agente B-blogueante propranolol (PPN) como potencial agente anti-tumoral.

El PPN, es un bloqueador f no selectivo (antagonista no selectivo de los receptores [3-
adrenérgicos o PB-AR), el cual inicialmente fue empleado para tratar afecciones
cardiovasculares como la hipertension y la arritmia, ha emergido en afios recientes como un
potente agente anticancerigeno en diversas enfermedades oncolégicas (Pantziarka, P., et al.,
2016).

A pesar de que el PPN no se lo considera selectivo, muestra una gran afinidad por los receptores
B-AR de subtipo ADRB2, seguido por ADRB1 y en menor medida por ADRB3 (Baker, J.G.,
et al., 2005). Estos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina
G. Se encuentran presentes en casi todos los tejidos periféricos y en varias poblaciones
neuronales del sistema nervioso central (SNC) y simpatico (SNS), asi como en células
tumorales (Cole, S.W., et al., 2012; Tang, J., et al., 2013).

Comunmente activan cascadas de sefializacion intracelular en respuesta a la estimulacion
agonista de las catecolaminas: epinefrina/adrenalina (EPI) y norepinefrina/noradrenalina
(NOREPI), conocidas también como hormonas del estrés. Estas vias de sefializacion median
las respuestas de estrés del SNS de lucha o huida inducidas por amenazas ambientales y regulan
una variedad de funciones fisioldgicas, incluyendo funciones cardiacas, pulmonares, presion
arterial, metabdlicas y del sistema nervioso (Cole, S.W., et al., 2012). La activacion del SNS 'y
la liberacion de las distintas catecolaminas, tiene un impacto favorable, sobre la carcinogénesis,
la progresién tumoral y la resistencia a terapias.

El reposicionamiento de PPN comenzo con el tratamiento del hemangioma infantil, un tumor
vascular comdn en la infancia, y desde entonces se ha investigado su eficacia en numerosos
tipos de céncer, incluyendo el melanoma, el cancer de mama, el cancer de higado y cancer
colorrectal (Goldfarb, Y., et al., 2011; Montoya, A., et al., 2019; Pasquier, E., et al., 2011;
Shakhar, G., et al., 1998; Stiles, J.M., et al., 2013; Wang, F., et al., 2018; Zhou, C., et al.,
2016).
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Se ha demostrado a través de estudios preclinicos y ensayos clinicos que el PPN, mediante el
bloqueo de los receptores ADRB1 y ADRB2 en tejido maligno y células estromales, resulta en
la detencion del ciclo celular, apoptosis, reduccion de la proliferacion de células tumorales de
mama, melanoma, higado, entre otros, y en el incremento del infiltrado de linfocitos efectores
antitumorales al microambiente tumoral. Es por ello que los ADRBs constituyen blancos
farmacoldgicos interesantes (Pantziarka, P., et al., 2015; Ripoll, G.V., et al., 2010; Pasquier,
E., etal., 2011; Stiles, J.M., et al., 2013; Montoya, A., et al., 2019).

Se han realizado numerosos estudios sobre la relacion entre el uso crénico de bloqueadores de
B-AR vy la progresion en diferentes tipos de cancer, como el de mama, prostata, ovario,
melanoma y colon. En la mayoria de estos estudios, se ha encontrado que el uso de B -
bloqueantes reduce la recurrencia de metastasis y la mortalidad (Ping-Ying, C., et al., 2015).
Aungue se sabe que la activacion del SNS vy la sefializacion de B-AR desempefian un papel en
la progresion del cancer, su implicacion especifica en el OSA aun no estd completamente
comprendida. Sin embargo, estudios recientes han observado una sobreexpresion de receptores
B-AR y catecolaminas en el OSA, lo que sugiere un posible papel de estas vias en la
enfermedad.

Estudios preclinicos han demostrado que el PPN bloquea los receptores B-AR, lo que resulta
en la detencién del ciclo celular, apoptosis y reduccion de la proliferacion tumoral en células
de OSA inducidas por catecolaminas. Ademas, el PPN inhibe la capacidad formadora de
colonias tumorales y, a nivel in vivo, reduce la progresion del tumor, disminuye la tasa mitética

y favorece la necrosis tumoral (Solernd, L.M., et al., 2022) (Fig.3).
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Fig.3 Potencial mecanismo de accion del B-bloqueante propranolol en OSA. PPN, un bloqueador
B, muestra potencial antitumoral en OSA, donde la senalizacion B-AR esta aumentada. Ademas de
inhibir el crecimiento tumoral y angiogénesis, parece alterar la dinamica del citoesqueleto y bloquear
la progresion del ciclo celular en células OSA que expresan ADRB2 (Solern6 L.M., et al., 2022).

No obstante, es necesario realizar estudios mas exhaustivos para determinar con precision
cudles agentes quimioterapicos usados de manera rutinaria en el manejo del OSA, podrian
mostrar una actividad sinérgica en adicién al PPN. Esta investigacion seria crucial para
optimizar el potencial terapéutico de la quimioterapia estandar, reducir sus efectos adversos y

disefiar esquemas metronomico para futuros estudios traslacionales.

En este contexto, el reposicionamiento de farmacos emerge como una estrategia
sumamente beneficiosa y con un enorme potencial para aplicaciones oncopediatricas,
especialmente en Argentina, donde el prondstico en oncologia pediatrica es mas
desfavorable y existen numerosas necesidades terapéuticas insatisfechas, como es el caso
del OSA. Dado su costo-efectividad y la posibilidad de abordar estas carencias, resulta
esencial explorar en profundidad qué agentes quimioterapicos o terapias dirigidas
podrian exhibir una actividad sinérgica con los farmacos reposicionados dDAVP y PPN

para optimizar su uso clinico.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
I. Hipotesis

Contemplando 1) la agresividad del OSA, las necesidades insatisfechas y los pobres avances
terapéuticos actuales; 1) la alta toxicidad asociada a las drogas citotoxicas estdndar, que
impactan negativamente en los pacientes, resultando en una baja tasa de respuesta o en la
interrupcion del tratamiento y 11) el rol central que tiene la angiogénesis en la progresion de la
enfermedad, el reposicionamiento de compuestos tales como el B-bloqueante PPN y el agente
hemostatico dDAVP, podrian tener un impacto terapéutico favorable al ser administrados de
manera concomitante junto a quimio- e inmunoterapia, Yy, potencialmente sobre la
supervivencia de los pacientes de OSA. Estos compuestos podrian ofrecer alternativas
terapéuticas seguras, costo-efectiva y de amplia disponibilidad para dicha indicacion
oncopediétrica.

I1. Objetivos generales

Profundizar el estudio preclinico de la actividad antineoplasica, y potenciales beneficios
combinatorios entre nuestras dos drogas de interés; dDAVP y PPN, en dos escenarios

terapéuticos especificos:

1. En adicion a terapia basada en anticuerpos anti-VEGF (bevacizumab)

2. Sumado a quimioterapia estandar en el manejo de OSA.
I11. Objetivos especificos

Para valorar la actividad anti-angiogénica de dDAVP:

a. Evaluar el impacto pronostico de la expresion génica del blanco molecular de
desmopresina AVPR2, y estudiar la correlacion con genes marcadores de angiogénesis
y otros procesos relevantes en la progresion de la enfermedad, a través de estudios
bioinformaticos de transcriptémica en casos clinicos de sarcomas.

b. Evaluar el impacto citostatico directo de dDAVP sobre distintas celulas de OSA
AVPR2",

c. Evaluar el impacto in vitro de dDAVP sobre eventos vinculados al proceso angiogénico,
tales como morfogénesis capilar, migracion celular y crecimiento de células

microvasculares.
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d. Explorar in vivo la potencial actividad cooperativa de dDAVP, en combinacién a la
inmunoterapia basada en bevacizumab, empleando esquemas terapéuticos clinicamente
relevantes

e. Correlacionar de manera exploratoria, la expresion de AVPR2 con distintos tipos de
infiltrados inmunoldgicos en el microambiente tumoral, a partir de plataformas

bioinformaticas de libre acceso.

Para valorar los efectos quimio potenciadores de PPN:

a. Valorar actividad citostatica directa de PPN en modelos experimentales in vitro de
OSA.

b. Caracterizar la sensibilidad de los distintos quimioterapicos, como monoterapia en
modelos experimentales in vitro de OSA.

c. Realizar estudios combinacionales explorando distintas concentraciones de propanolol
(PPN) en combinacion con los distintos quimioterapicos (MET, CDDP y DOXO), y
posteriormente realizar analisis de sinergia, a traves del analisis de scores de sinergia,
indices combinacionales y dosis de reduccion.

d. Sobre el esquema combinatorio con mayor sinergia, analizar a nivel molecular el
impacto que tiene sobre el potencial de membrana mitocondrial, como parametro

metabdlico relevante asociado de induccion de ICD.

3. MATERIALES Y METODOS

). Drogas a utilizar
Los agentes citotoxicos utilizados para OSA fueron MET, DOXO y CDDP.

ElI CDDP se adquiri6 en el laboratorio Abbot (lllinois, EE.UU.), el MET atraves del laboratorio
FADA (Buenos Aires, Argentina) y la DOXO a través del laboratorio IMA (Buenos Aires,
Argentina).

El agente bevacizumab (Bevax®, Codigo ATC L01XCQ7) fue provisto por Elea-Phoenix S.A.

Las drogas de reposicionamiento utilizados para OSA fueron PPN, y, por otro lado, el analogo

sintético de la hormona antidiurética vasopresina, la dDAVP.
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El polvo liofilizado de clorhidrato de PPN (Sigma-Aldrich, Missouri, USA) se resuspendio en
buffer citrato (pH 3) para crear un stock concentrado que luego se diluyé en vehiculo salino
(buffer fosfato salino (PBS) o solucion de NaCl 0.9%).

La dDAVP se adquirio de Laboratorio Dominguez S.A. Se utiliz6 el formato intranasal:
Dinadom, spray nasal, acetato de desmopresina 0.1mg. La pureza del péptido fue del 99%
evaluada mediante cromatografia liquida de alto rendimiento — espectrometria de masas. La

dDAVP se diluyé en PBS para estudios in vitro e in vivo.

A su vez se utilizo vehiculo salino para los grupos control, utilizando volimenes que sean

equivalentes a la mayor concentracion de droga segun cada experimento.
I1). Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se empleo un panel de lineas celulares tumorales adquiridas de ATCC, de elevada agresividad
in vitro e in vivo, con perfiles mutacionales clinicamente relevantes. Los modelos incluyeron
la linea de OSA pediatrico humano MG-63 (ATCC® CRL-1427™)y K7M3, una linea de OSA
murino, altamente metastasica con tropismo a pulmon, derivada de la linea parental K7M2
(ATCC® CRL-2836 ™), Cabe destacar que ambas lineas utilizadas son AVPR2".

Se utilizo la linea celular microvascular HMEC-1 (ATCC® CRL-3243 ™), célula de tipo
endotelial aislada del endotelio del prepucio de un paciente varon. Estas células inmortalizadas,
al ser una fuente continuamente renovable de células microvasculares endoteliales humanas,

pueden utilizarse como sustituto de las células endoteliales dérmicas humanas primarias.

La linea celular microvascular de pulmén humana, HmVEC-L (Lonza CC-2527), se mantuvo
siguiendo el protocolo del distribuidor en medio basal endotelial -2 (EBM-2) (CC-3156)
suplementado con medio de crecimiento endotelial (EGM-2) MV BulletKit de Lonza-Clonetics
(CC-3202) a 37°C y 5% CO2, hasta alcanzar una confluencia del 70-90%.

Las lineas previamente mencionadas, exceptuando las HmVEC-L, crecieron adheridas al
sustrato, fueron mantenidas en estufa de cultivo gaseada (02 95%, CO2 5%) a 37°C, empleando
medio de cultivo Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, Thermo Fisher Scientific
Inc.) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Natocor) y 80 pg/ml de gentamicina
y glutamina 2mM. Las células se cosecharon utilizando una solucion tripsina/EDTA (Thermo

Fisher Scientific Inc.) diluida en PBS y se analizaron rutinariamente en busca de micoplasmas.
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I11) Ensayo de crecimiento celular tumoral y viabilidad.

Para evaluar los efectos citostaticos directos de dDAVP y PPN, y construir las curvas
concentracion vs. respuesta de las quimioterapias sobre los cultivos celulares de OSA se
realizaron ensayos de crecimiento celular tumoral a alta densidad en fase exponencial durante
72 h. Se sembraron 2500 células/well en placa de 96 pocillos para la linea celular MG-63 (100
ML por well con DMEM), y para la linea celular K7M3 se sembraron 4000 celulas/well en placa
de 96 pocillos. Se expusieron monocapas semiconfluentes de células MG-63 de répido
crecimiento a los distintos compuestos de prueba en diferentes rangos de concentraciones de
droga. Finalmente, las células fueron fijadas con metanol, se realizd una tincion por cristal
violeta con posterior resuspension en etanol:acético 3:1y lectura de absorbancia a 595 nm en

un lector de placas.

La viabilidad celular se detecté mediante exclusidn por azul de tripan, utilizada para obtener el
numero total de células viables en porcentaje, a emplearse en los distintos ensayos celulares y

moleculares.

En primer lugar, se generd una valoracion inicial tanto de las drogas de reposicionamiento
como de los agentes citotoxicos, la cual consiste en la deteccion de la concentracién de una
droga, a la cual se inhiba en un 50% una determinada actividad bioldgica (ICso) (Caldwell, et
al., 2012). La determinacidon del mismo, se efectué mediante una regresion lineal del porcentaje
de proliferacion celular en funcion de la concentracién de la droga, interpolando el valor en la

curva resultante.
IV) Combinaciones de drogas de reposicionamiento con citotoxicos

Una vez obtenido el 1Csp, se realizaron estudios combinacionales para evaluar el efecto de la
combinacion del agente quimioterapico con la droga de reposicionamiento. Estos estudios
consistieron en exponer celulas OSA MG-63 a concentraciones suboptimas de PPN en
combinacion con los agentes quimioterapéuticos estandar (MET, DOXO y CDDP) en
diferentes rangos de concentracion. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a

densidades especificas y se incluy6 un control con vehiculo salino.

El software Compusyn se utilizo para el analisis combinacional, con el objetivo de evaluar la
sinergia, aditividad o antagonismo entre ellos. Compusyn utiliza modelos matematicos para

calcular distintos indices, como el indice de combinacion (CI, por combinational index) que
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indica si la combinacion de drogas es sinérgica (Cl < 1), aditiva (CI = 1) o antagonista (CI >
1), y el indice de reduccién de dosis (DRI, por dose reduction index), el cual indica cuanto se
puede reducir la dosis de cada droga en una combinacion, para obtener el mismo efecto que
cada droga por separado, lo que es Util para optimizar concentraciones y minimizar toxicidad.
Esto proporciona informacion importante sobre la eficacia de las combinaciones de farmacos

y ayudaba en la toma de decisiones sobre el disefio de terapias combinadas mas efectivas.

A través de Synergy Finder, se evalu6 el score de sinergia de los farmacos combinados, el cual
cuantifica el grado de interaccién entre las drogas en una escala numérica, lo que permite
identificar si la combinacion entre los mismos es sinérgica, aditiva o antagdnica de una manera
integrada, a partir del analisis de multiples concentraciones evaluadas y distintas Cls obtenidas.
Un valor positivo indica sinergia, mientras que uno negativo indica antagonismo. Para calcular
el score de sinergia, se utilizé el modelo méas adecuado Highest Single Agent (HSA), el cual
compara el efecto combinado con el efecto maximo que tendria cualquiera de las drogas por si

solo.

Como resultado de estas herramientas, se evaluo el porcentaje de inhibicidn para determinar la
capacidad de las combinaciones para inhibir el crecimiento celular, DRI, Cl y score de sinergia
(HSA).

V) Analisis de angiogénesis in vitro

Ensayo de morfogénesis capilar

Previo a la siembra se cubrieron los wells con Matrigel y se incubaron durante 30"a 37°C (placa

multiwell de 24). Se sembraron 2 wells por condicion.

Se sembraron 100.000 células HMVEC-L por well en un volumen de 1ml de D-MEM
suplementado con 10 % de SFB. Se incubd ON (overnight) a 37°C en estufa con gaseo de COx.
Se tomaron 5 fotografias de 5 campos distintos por well y se realizo el recuento de los cordones

vasculares formados.

Migracion celular endotelial por transwell

En primer lugar, se realiz0 la puesta a punto del ensayo. Se sembraron las células HMEC-1 en

dos placas p60. Una vez adheridas al sustrato, se sometieron a las células a starvation
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(privacion de suero) por 24 h. En una p60 se sembraron las células, adicionandole DMEM y
0% de SFB. En la otra placa se sembraron las células, adicionandole DMEM, pero con 1% de
SFB. Transcurridas las 24 h de starvation, se disociaron las células con tripsina (0.5%), y se
procedi6 a contar tifiéndolas con azul de tripan y contandolas a través de camara de Neubauer.

Se tuvieron en cuenta dos condiciones a evaluar por transwell:

1. A 16 h, donde se sembraron dos transwell, uno con 50.000
células y el otro con 100.000 células.
2. A 24 h, donde de igual manera, se sembraron dos transwell, uno

con 50.000 células y el otro con 100.000 células.

Como quimioatractante se utiliz6 DMEM con 10% SFB en el compartimiento inferior del
sistema. Cumplido el tiempo (16 o 24 h), las células fueron fijadas con metanol y
posteriormente tefiidas con cristal violeta (0,5%) para poder realizar el conteo manual de
células quimiotacticas que lograron atravesar el inserto y migrar hacia una mayor

concentracion de SFB.

A partir de los resultados obtenidos de la puesta a punto, se procedié a realizar el tratamiento
con dDAVP. Se sembraron tres wells con 50.000 células/well (starveadas por 24 h a 0% SFB),
transcurriendo un tiempo de 24 h, debido a que las células se encontraron dentro de un rango

adecuado para ser cuantificadas. Se las sembré en DMEM y 0% de SFB.

Para realizar el tratamiento se consideraron tres grupos: control (PBS como vehiculo), dDAVP
0,1 uM y 1 uM respectivamente. Posteriormente se revel6 y cuantific6 manualmente como se

menciono previamente.

Proliferacion de células microvasculares

Se siguid el protocolo previamente descripto de crecimiento celular para células tumorales.

V1) Estudios bioinformaticos de expresion del blanco terapeutico AVPR2 asociado al agente
terapéutico dDAVP, su impacto prondstico, y correlacion con distintos marcadores

moleculares de agresividad tumoral.

A nivel bioinformético, se emplearon GEPIA 2 y TIMER 2.0, herramientas de andlisis

gendémico basadas en la base de datos TCGA y especificamente en el conjunto de datos de
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sarcomas (SARC), que incluye OSA y otros tipos de sarcoma en un rango etario amplio, desde
pacientes infantojuveniles hasta adultos. GEPIA 2 es un servidor web que permite analizar la
expresion génica en muestras de tumores y tejido normal, ofreciendo desde la cuantificacion
génica hasta el analisis de subtipos especificos de cancer. Por su parte, TIMER 2.0 es una
herramienta transcriptomica que facilita el analisis de la expresion génica en tejidos tumorales,
su impacto pronostico, y la correlacion con otros genes o con el infiltrado celular no tumoral.
En ambos casos, se utilizo el coeficiente de correlacion Spearman para evaluar la relacion entre
la expresion de genes analizados. Este coeficiente no solo mide la fuerza y direccion de la
correlacion entre variables, sino que también calcula un p-valor, que permite determinar la

significancia estadistica de la asociacion observada.

Estudio del impacto pronéstico de AVPR2 como blanco terapéutico en SARC.

Para evaluar el impacto pronostico de la expresion del AVPR2 en SARC, se utilizo la
plataforma GEPIA 2, basada en datos de TCGA como se menciond previamente. EI mismo
incluyd el estudio de la supervivencia general (OS, por overall survival) y la supervivencia

libre de enfermedad (DFS, por disease free survival) en pacientes con sarcoma.

Las muestras fueron divididas en dos grupos (alta y baja expresién de AVPR2) utilizando los
valores umbrales establecidos en la plataforma GEPIA 2. Posteriormente, se generaron gréaficos
de supervivencia tipo Kaplan-Meier para cada grupo, lo que permiti6 visualizar las diferencias
en términos de supervivencia entre ambos. La significancia estadistica de las diferencias
observadas en la OS y en DFS entre los grupos, fue evaluada mediante pruebas de log-rank
test, disponibles en la plataforma.

Andlisis de correlacién de AVPR2 con genes marcadores de distintos procesos biolégicos

relevantes en sarcoma, tales como: angiogénesis, apoptosis, ciclo celular y metéstasis.

A través de TIMER 2.0, se analizo la correlacion entre AVPR2 y distintos genes especificos
asociados a procesos biologicos relevantes en la agresividad tumoral, tales como, la induccion
de vasculatura asociada a tumor, progresion del ciclo celular, induccion y evasién de apoptosis,
entre otros. La seleccion de genes fue realizada a partir de una bisqueda exhaustiva en la base
Pubmed, relevando oncogenes o genes supresores de tumor criticos para cada fenomeno
bioldgico estudiado, haciendo especial hincapié en sarcomas, y en lo posible en OSA. Ademas,

para profundizar el estudio y confirmar la correlacion de AVPR2 con marcadores de los
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distintos procesos evaluados, se utiliz6 GEPIA 2 para investigar de manera integrada, la
correlacion entre AVPR2 y los genes marcadores en pool. Al examinar estas correlaciones,
pudimos obtener informacion adicional sobre el papel de AVPR2 en la regulacion de vias
moleculares importantes en el contexto del cancer, lo que contribuye a una comprension mas

profunda de su funcién en la progresion tumoral y la respuesta al tratamiento.

Estudiar el impacto de AVPR2 sobre los niveles de distintas poblaciones infiltrantes en el

microambiente tumoral.

TIMER 2.0 es una herramienta que permite realizar un andlisis integral de células inmunes (y
distintas poblaciones estromales) infiltrantes de tumores. EI mismo interfiere los infiltrados
celulares mediante métodos de deconvolucidn a partir de data transcriptémica clinica obtenida
por RNA-seq. Estos métodos de deconvolucion utilizan técnicas de enriquecimiento (calculan
los puntajes de cada tipo celular, combinando los perfiles de expresion de los marcadores de
tipo celular a partir de RNA-seq a granel) y métodos de regresion (estiman las fracciones de
tipo celular combinando perfiles de expresion génica especificos de cada tipo celular para

reconstruir datos de RNA-seq a granel).

A través de la plataforma TIMER 2.0, se evalu6 en primer lugar el impacto prondéstico de los
distintos infiltrados inmunes (incluyendo células B, ¢ células T CD4+, células T CD8+,
neutrofilos, macrofagos y células dendriticas) sobre la supervivencia de pacientes con SARC,
generando gréaficos de Kaplan-Meier que comparan niveles altos y bajos de infiltrado inmune.
Luego de confirmar los infiltrados con impacto clinico significativo, se exploro la correlacion
de la expresion del blanco molecular de interés (AVPR2) y el grado de infiltracion.
Adicionalmente, se analiz6 la correlacién del gen AVPR2 con diferentes marcadores génicos
de dichas células inmunitarias infiltrantes de tumores, como neutréfilos, TAM, macréfagos M1
y M2, células NK, DC, células B, células T CD8+, células Thi, células T auxiliares foliculares,

Tregs y celulas T agotadas.

Para revalidar los hallazgos, se utiliz6 GEPIA 2, el cual nos permitié realizar un analisis de
correlacion entre AVPR2 y el conjunto de marcadores génicos de dichas células inmunitarias

infiltrantes de tumores.

VI1) Animales de experimentacion y protocolo in vivo
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Ratones atimicos hembra de la cepa N:NIH(S)™/", de 8 semanas de edad y aproximadamente
20 g de peso, fueron adquiridas al Bioterio de la UNLP (Universidad Nacional de La Plata,
Facultad de Ciencias Veterinarias, Buenos Aires, Argentina), y alojadas a razon de 5 ratones
por jaula en el Bioterio de la Universidad Nacional de Quilmes (UNQ). Se suministr6 comida
y agua ad libitum y se controlo diariamente el estado general de salud de los animales. El
protocolo fue aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la UNQ.

La generacion de tumores de OSA humano se llevo a cabo mediante la inoculacion por via
subcutéanea (s.c) de 5x10° de células MG-63 en D-MEM. Se asignaron 5-6 animales por grupo
experimental: Control (PBS), dDAVP, bevacizumab y tratamiento combinado de dDAVP +
bevacizumab. Una vez confirmado el prendimiento tumoral en la totalidad de los animales, se
dio inicio al tratamiento. Los animales tratados con dDAVP recibieron dosis de 12 pg/kg/dia
por via intravenosa (i.v.) administrados durante 3 dias a la semana, con descansos de 48-72 h
entre cada administracion. Los animales tratados con bevacizumab recibieron dosis de 5
mg/kg/dia via intraperitoneal (i.p.) durante 2 dias a la semana, siguiendo un esquema
metronémico. Adicionalmente se evalud el potencial efecto cooperativo de la adicién de
dDAVP a bevacizumab, combinando ambos esquemas terapéuticos. EI grupo control recibi6
vehiculo salino también por vias V. e i.p.
Las tasas de crecimiento representan las pendientes de las regresiones lineales de las curvas

construidas con los volumenes tumorales en funcidn del tiempo.
VI1I1) Deteccion del potencial de membrana mitocondrial TMRM en células de OSA.

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial (Aym), se utilizé la sonda fluorescente
TMRM (tetracloro-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina ioduro) y se eligié el escenario

experimental de la combinacion de PPN con el quimioterapico de mayor sinergia DOXO.

La sonda TMRM es un colorante permeante celular que se acumula en las mitocondrias activas
con potenciales de membrana intactos. Si las células estan sanas y tienen mitocondrias en
funcionamiento, la sefial sera brillante. Cuando se pierde el potencial de membrana

mitocondrial, la sonda deja de acumularse y la sefial desaparece.

Las células MG-63 en primera instancia fueron cultivadas en placas hasta alcanzar una

confluencia del 70-80%. Luego, fueron tratadas segun los diferentes grupos experimentales,
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incluyendo el control con vehiculo salino (PBS), para el control positivo se utilizO MET 1 uM
conocido por inducir la disminucion de Aym, control negativo sin sonda, PPN 50 uM, DOXO
0,025 uM y la combinacion PPN 50 uM con DOXO 0,025 pM.

A cada well se le agregd la sonda, excepto al control negativo (para evitar visualizar la sonda).
Se incubaron los grupos con la solucion de TMRM tapados de la luz por 30 minutos en estufa
a 37°C en una atmosfera con 5% de CO2. Posteriormente, las células fueron lavadas tres veces

con PBS para eliminar el exceso de sonda no incorporada.

Las imagenes de las células tefiidas se obtuvieron mediante un microscopio de fluorescencia
equipado con un filtro de excitacion/emision adecuado para TMRM. Se montaron los vidrios
en el portaobjeto con una gota de DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), para tefiir los nucleos
celulares y se observo al microscopio de fluorescencia en Cytation (Agilent Biotek). Se
capturaron las iméagenes en tres modos: contraste de fase, fluorescencia de TMRM y la imagen
fusionada. Se visualiz6 al microscopio a 200x. De manera exploratorio, la intensidad de
fluorescencia de TMRM se cuantifico utilizando un software de analisis de imagenes. La
intensidad promedio de TMRM se expres6 en megapixeles/campo y se compard entre los

diferentes grupos experimentales.

IX) Andlisis estadistico

Como se mencioné previamente, el crecimiento celular se relativizo al grupo control tratado
con el vehiculo correspondiente en cada ensayo, y el calculo de las ICso para cada tratamiento
se llevo6 a cabo usando el paquete estadistico Prism Graphpad 6.0 (GraphPad Software Inc.).
Adicionalmente, se emplearon otros paquetes estadisticos, como Compusyn y Synergy Finder.
Se establecio un nivel de significancia estadistica de p<0.05. Los datos se presentan como la
mediana + rango o promedio + desviacion estandar (SD) o error estandar de la media (SEM),
segun corresponda, y representan al menos 2 o 3 experimentos independientes, salvo indicacion
en contrario. Se evaluaron, detectaron y eliminaron outliers mediante la herramienta Outlier
Calculator de Prism Graphpad 6.0.

A continuacién, se llevd a cabo andlisis descriptivo de los datos y test de normalidad para
evaluar su distribucion. Segun los resultados, se realizaron diversos andlisis estadisticos para
contrastar las diferencias entre los grupos experimentales. Para distribuciones no paramétricas,
se emplearon los test de Mann Whitney, mientras que para distribuciones normales se utilizé
el Test de t. En casos con mas de dos grupos, se llevé a cabo un andlisis de varianza (ANOVA),
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seguido del test de Tukey. En situaciones no paramétricas, se ejecuto el analisis de Kruskal-

Wallis, seguido del test de Dunn.
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4. RESULTADOS

Blogue I. dDAVP como potencial herramienta terapéutica antineoplasica en OSA:

Actividad citostatica y angiostatica, impacto pronostico de AVPR2 v su correlacion con

marcadores moleculares de agresividad tumoral.

1.1 Estudio de impacto prondéstico del blanco AVPR?2 en muestras clinicas de pacientes.

Como se ha detallado previamente, la dDAVP es un analogo sintético de la hormona
vasopresina y actla como un agonista selectivo para AVPR2, el cual es expresado en distintas
variantes de céancer, incluyendo mama, pancreas, pulmdn, colorrectal, prostata y OSA. En
estudios realizados, se informé que AVPR2 podria inhibir la proliferacion tumoral al activar la
via canonica del adenilato ciclasa/cCAMP/PKA en las células tumorales, lo que resulta en la
detencion del ciclo celular y una disminucion en la supervivencia y crecimiento de las células
tumorales (Sobol, N.T., et al., 2021). Ademas de las funciones descritas, se cree que podria
tener un papel en la regulacion de la funcion inmune y el microambiente tumoral inmunolégico.
Se ha observado que AVPR2 esta relacionado con la infiltracion de células del sistema
inmunoldgico en ciertos tipos de cancer (Mao, L., et al., 2023).

En una primera instancia, se utilizo la plataforma en linea GEPIA 2 para dividir las muestras
de sarcoma en un grupo de alta expresion y un grupo de baja expresion de AVPR2, para estudiar
la correlacion entre la expresion de la diana molecular de la dDAVP y el pronéstico de los
pacientes de sarcoma. Como se muestra en las curvas de Kaplan-Meier, se observd que una
alta expresion de AVPR?2 esta asociada con un buen prondstico en pacientes con sarcoma. La
OS fue significativamente peor en pacientes con baja expresion de AVPR2, en comparacion
con aquellos con alta expresion de AVPR2 (p=0.006) (Fig.4). Un resultado similar se observo
en el DFS (p=0.027) (Fig.5).
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AVPR2. GEPIA 2 Log Rank Test expresion del gen AVPR2. GEPIA 2 Log
Rank Test

El impacto pronostico favorable de AVPR2 en OSA fue confirmado mediante el uso de la
herramienta TIMER 2.0. Los analisis de Kaplan-Meier realizados con TIMER 2.0 mostraron
resultados consistentes con los obtenidos previamente con GEPIA 2. En ambos analisis, los
pacientes con alta expresion de AVPR2 presentaron un menor riesgo de muerte, lo que sugiere
que AVPR2 podria ser un marcador prondstico positivo en pacientes con sarcomas, incluyendo
OSA 'y otras variantes tumorales incluidas en esta base.

Estos hallazgos son particularmente relevantes porque proporcionan una doble validacién del
impacto prondstico de AVPR2 a través de diferentes plataformas bioinformaticas, lo que
aumenta la robustez y la confiabilidad de los resultados. La consistencia entre GEPIA 2 y
TIMER 2.0 en cuanto a la asociacion de la alta expresion de AVPR2 con una mejor
supervivencia, sugiere que AVPR2 podria desempefiar un papel protector durante la progresion

de este grupo de tumores tan agresivos.

I.11 Correlacién de expresion de AVPR?2 con genes vinculados al proceso de angiogénesis

tumoral.

La recurrencia posoperatoria y la metastasis son las principales causas de mal pronostico en el
OSA, lo que resalta la necesidad de identificar predictores fiables para evaluar la sensibilidad
a medicamentos y las respuestas a inmunoterapia. En este contexto, genes como VEGF, MEK

y MTOR son de especial interés debido a su papel en la angiogénesis y la progresion tumoral.
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El gen VEGFa (Vascular Endothelial Growth Factor A) codifica una proteina esencial para la
angiogenesis al estimular la proliferacion y migracion de células endoteliales en respuesta a
estimulos como la hipoxia (Karar, J., et al., 2011; Zhuangyao, L., et al., 2023). Por su parte, el
gen MEK (MAP2K1) regula la sefializacion intracelular mediante la activacion de MAP
quinasas en respuesta a factores de crecimiento como VEGF, contribuyendo a la formacién y
mantenimiento de los vasos sanguineos (Allbritton-King, J., et al., 2023; Zheng, J., et al., 2008;
Saraf, AJ., et al., 2018). Finalmente, el gen MTOR (Mammalian Target of Rapamycin)
participa en la regulacion de la proliferacion y supervivencia celular, promoviendo la
angiogenesis a través de la estimulacion de VEGF y otros factores de crecimiento vascular
(Saraf, A.J., et al., 2018; Rickel, K., et al., 2017).

Por estos motivos, y debido a su relevancia en el proceso de induccion de la angiogénesis
durante la progresion tumoral, evaluamos el vinculo de AVPR2 con estos tres genes de manera
individual o pooleada.

En este primer estudio, utilizando la plataforma en linea TIMER 2.0, se observo que dichos
genes, que tienen un impacto negativo sobre el prondstico de los pacientes al favorecer el
progreso de la enfermedad (a modo de ejemplo se muestra en la Fig. 6 el impacto detrimental
de VEGFa sobre la supervivencia general), tienen una correlacién negativa significativa con el
receptor AVPR2.

Este resultado implicaria que durante el desarrollo y progresion de los tumores integrados en
la base SARC la diana molecular AVPR2, y las vias de sefializacion activadas rio abajo,
podrian regular negativamente la expresiébn de dichos genes pro-angiogénicos, o
alternativamente, podria desempefiar roles opuestos sobre la modulacion de la vascularizacion

tumoral. (Tabla 1 y Fig. 7).
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Fig. 6 Curva Kaplan-Meier comparando alta/baja expresion del gen VEGFa en pacientes de
sarcoma. TIMER 2.0 Log Rank Test

Tabla 1. Correlacion de expresion de AVPR2 con genes asociados a angiogénesis asociada a
tumor.

VEGFa -0.356 3.66e-09 *** -0.322 2.64e-07 ***
MTOR -0.142 2.16e-02 * -0.148 2.06e-02 *
MEK -0.136 2.84e-02 * -0.135 3.47e-02 *

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001: ***** p<0.0001, Rho>0 Correlacion positiva, Rho<0 Correlacion
negativa. Test de Spearman
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Fig.7 Correlacion de expresion de AVPR2 con genes asociados a angiogénesis en sarcoma. TIMER
2.0 Test de Spearman.

A nivel confirmatorio, se realizd un anélisis del pool de genes promotores de la angiogénesis
(VEGF, MTOR y MEK) utilizando la plataforma GEPIA 2. Los resultados corroboraron los
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hallazgos del analisis individual, mostrando nuevamente una correlacion inversa significativa
y robusta entre AVPR2 y este grupo de genes, con un p-valor de 0.000015. Estos datos
refuerzan la hipétesis de una posible interaccion regulatoria entre AVPR2 y estos genes clave
en la promocion de la angiogénesis, lo que podria influir en la progresion tumoral y su
agresividad (Tabla II).

Tabla I1. Andlisis de correlacién de expresion de pool de genes que promueven la angiogénesis
analizadas a través de GEPIA 2

EVENTO CORRELACION CON AVPR2
) PANEL DE GENES
BIOLOGICO R p-valor
Angiogenesis @ VEGFa -0.26 1.5e-05 ***
MTOR
MEK

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; **** p<0.0001 R>0 Correlacién positiva, R<0 Correlacion negativa.
Test de Spearman.

I.111 Correlacion de expresion de AVPR2 con genes especificos de otros procesos

bioldgicos claves en la progresion de OSA y otros sarcomas.

Se realizé una exploracién exhaustiva nuevamente a través de la herramienta web TIMER 2.0,
evaluando genes que estan profundamente involucrados en procesos biologicos y rutas de
sefializacion asociadas claves en la progresion de sarcomas, poniendo un foco particular en
OSA. A continuacion, se detallan los genes marcadores seleccionados para cada proceso
bioldgico.

Con respecto al bloque de genes relacionados a metéastasis, se distinguieron HDACS8 (Chen, J.,
et al., 2022), AMACR (He, H.L., et al., 2018), DLX2 y MK167 (Green, W.J., et al., 2016),
como genes que promueven la diseminacion a distancia a través de mecanismos asociados a
incremento de motilidad, transicion epitelio-mesenquimal, stemness, plasticidad tumoral y

adaptacion y colonizacién del nicho metastasico, entre otros.

En el bloque de los genes relacionados a apoptosis, se selecciond a STAT5A (Xiaoxia, C., et
al., 2022), OLFM4 (Rui-hua, L., et al., 2012; Hanyu, M., et al., 2016), PINK1(Zhenxing, S.,
et al., 2023) como genes que promueven la muerte celular programada, y por otro lado a BIRC5
(Faldt Beding, A, et al., 2022), API5 (Noh, K.H., et al., 2014), BCL10 (Lambers, A.R., et al.,

Pagina 42 de 89



UADE (i’

e

Reposicionamiento de drogas en osteosarcoma agresivo y con baja inmunoreactividad:
Combinacion con agentes quimioterapicos y estudios bioinformaticos exploratorios.

1999), PRC1 (Bu, H., et al., 2020) y TRAPL1 (Yang, F., et al., 2022), como genes que inhiben
0 evaden el proceso apoptotico.

En el contexto del ciclo celular, y anclados en bibliografia actualizada, se eligieron los
siguientes genes: CDK1 (Bowen, X., et al., 2018), GNL3 (Tang, X, et al., 2017), RRS1
(Jinlian, S., et al., 2018), PARP1 (Hae-June, L., et al., 2013), todos codificantes para proteinas
que favorecen la progresion y avance del ciclo celular.

Se empled la base de datos TIMER 2.0 para evaluar la relacion entre la expresion de AVPR2
y diversos subconjuntos de genes caracteristicos de procesos bioldgicos como metastasis,

apoptosis y ciclo celular en SARC.

Tabla I11. Correlacion de expresion entre AVPR2 y genes involucrados en procesos bioldgicos

analizados a través de TIMER 2.0

HDACS -0.206 8.43e-04 *** -0.168 8.58e-03 **
AMACR -0.194 1.72e-03**  -0.168 8.65e-03 **
DLX2 -0.176 4.3%-03**  -0.197 1.99e-03 **
MKI67 -0.306 4.67e-07 ***  -0.280 9.12e-06 ***
STATS5A 0.304 5.85e-07 ***  0.258 4.53e-05 ***
OLFM4 0.164 8.07e-03 **  0.131 4.03e-02 *
PINK1 0.199 1.29e-03**  0.179 5.03e-03 **
BIRC5 -0.278 5.48e-06 ***  -0.256 5.22e-05 ***
APIS -0.191 1.93e-03**  -0.166 9.53e-03 **
BCL10 -0.102 1.01e-01 -0.131 4.08e-02 *
PRC1 -0.251 4.36e-05 ***  -0.197 2.03e-03 **
TRAP1 -0.156 1.16e-02 * -0.145 2.32e-02 *
CDK1 -0.334 3.42e-08 ***  -0.297 2.24e-06 ***
GNL3 -0.276 6.04e-06 *** -0.283 7.36e-06 ***
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Progresion RRS1 -0.202 1.06e-03 **  -0.235 2.1e-04 ***
delciclo paRrP1 -0.222 3.19e-04 ***  -0.228 3.25e-04 ***
celular

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001: **** p<0.0001, Rho>0 Correlacion positiva, Rho<0 Correlacién
negativa. Test de Spearman.

Sorprendentemente, los resultados demostraron una correlacion significativa extremadamente
robusta entre la expresion de AVPR2 y la de los multiples genes caracteristicos de los tres
procesos bioldgicos seleccionados, sin mayores fluctuaciones al efectuar correcciones de
pureza (Tabla III). Las correlaciones negativas con genes asociados al proceso de
diseminacion metastasica, la evasion de apoptosis y la progresién del ciclo celular son
indicativas de una regulacién que modularia de manera inhibitoria a la agresividad tumoral.
Por otro lado, la correlacion positiva con genes que inducen la apoptosis sugiere que una alta
expresion de AVPR2, se vincula con la activacion de vias que promueven la muerte celular
programada. En conjunto, estas correlaciones respaldan la hipétesis de que AVPR2 podria
actuar como un modulador critico en estos procesos, reduciendo la agresividad de las células

malignas al limitar su crecimiento, diseminacion y supervivencia (Tabla I11).

Tabla IV. Andlisis de correlacion de expresion entre AVPR2 y genes involucrados en procesos
biolégicos analizados a través de GEPIA 2.

CORRELACION CON AVPR?2

EVENTO
BIOLOGICO PANEL DE GENES
R p-valor
Metéstasis HDACS -0.32 1.6e-07 ***
AMACR
DLX2
MKI67
STATSA 0.3 6.7e-07 ***
Induccién_ de S
apoptosis
PINK1
BIRC5
i API5
Evasion de -~
apoptosis BCL10 0.28 4.3e-06
PRC1
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TRAP1
CDK1
" GNL3
by 0% 1setow
RRS1
PARP1

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; **** p<0.0001  R> 0 Correlacion positiva, R< 0 Correlacion
negativa. Test de Spearman.

La relacion mencionada anteriormente ha sido confirmada mediante la utilizacion de la base
de datos GEPIA 2 donde los mismos genes se han analizado en pool, encontrandose resultados
consistentes en ambas fuentes de datos tanto en genes individuales como en el analisis
agrupado. Segun los hallazgos obtenidos a partir de GEPIA 2, se observo una correlacion
significativa entre la expresion de AVPR2 y la expresion en conjunto de todos los genes
marcadores caracteristicos de los procesos bioldgicos estudiados.

Estos descubrimientos sugieren enfaticamente que la expresién de AVPR2 en sarcomas esta
estrechamente relacionada con marcadores moleculares de menor agresividad. Integrando los
distintos resultados pareceria ser que los tumores con altos niveles de AVPR2 estan menos
vascularizados, tienen una capacidad proliferativa y metastasica menor, y una elevada
induccidn de apoptosis. Esto podria redundar en una enfermedad que progresa y se disemina
de manera mas lenta, alineandose con el impacto prondéstico favorable observado para AVPR2.
Esto destaca la potencialidad de AVPR2, no solo como un blanco terapéutico antitumoral que
podria ser agonizado para reducir la progresion, angiogénesis y metastasis de distintos

sarcomas, sino también como un posible biomarcador prondstico.

1.1V Caracterizacion de sensibilidad a dDAVP en modelos experimentales in vitro de
OSA.

La dDAVP, utilizada durante afios en medicina para reducir la necesidad de transfusiones
sanguineas en cirugia, se ha consolidado como un agente coadyuvante prometedor en
oncologia. Sus propiedades anti-angiogénicas y anti-metastasicas han demostrado eficacia al
inducir apoptosis, reducir el indice mitdtico y limitar la quimiotaxis en variantes tumorales
agresivas, como el cancer de mama triple negativo, el cancer colorrectal KRAS™! y el
carcinoma pulmonar (Weinberg, R.S., et al., 2015). Sin embargo, el estudio de dDAVP en el
contexto de tumores sarcomatosos como el OSA ha sido limitado. Aunque se sabe que modula

mecanismos asociados a la agresividad tumoral, favoreciendo la apoptosis y limitando la
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quimiotaxis, su via de accion y su efecto citostatico no han sido completamente elucidados.
Para profundizar en estos aspectos, evaluamos la sensibilidad de las lineas celulares humana
MG-63 y murina K7M3 al tratamiento con dDAVP.

Se utilizaron concentraciones de dDAVP (0.1-10 puM) basadas en antecedentes previos,
logrando un efecto citostatico significativo, con una inhibicién maxima de 27% a 10 uM para
MG-63 y de 85% a 10 uM para K7M3 (Fig. 8). Esta tltima linea mencionada, es un modelo
metastasico murino, singénico para BALB/c, recientemente incorporada a la linea de
investigacion. La inhibicion observada en ambos modelos fue concentracion-dependiente, es
decir, a medida que aumentaba la concentracion de dDAVP, se observé una mayor disminucion

en la proliferacion de las células tumorales.

MG-63 K7M3
120- 15[]_
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Fig. 8 Actividad citostatica directa sobre cultivos creciendo a alta densidad de las lineas celulares
MG-63 y K7M3 en funcion de la droga de reposicionamiento dDAVP. *: p-valor <0.05, **: p-valor
<0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado con Tukey

1.\ Accionar directo de dDAVP sobre células microvasculares y modulacién de eventos

bioldgicos in vitro asociados al proceso angiogénico.

Habiendo confirmado la actividad anti-proliferativa de dDAVP sobre células malignas de OSA
positivas para AVPR2, se evalud a continuacion la potencial actividad citostatica directa sobre
celulas microvasculares. En primer lugar, se llevd a cabo un andlisis de angiogénesis in vitro

mediante la evaluacion de la morfogénesis vascular en la linea celular HmVEC-L. Estas son
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células endoteliales microvasculares humanas de pulmon, utilizadas para estudiar el impacto
de dDAVP en la formacion de estructuras vasculares.

Para este estudio, se compararon dos grupos: un grupo control y un grupo tratado con dDAVP
a una concentracién de 0,1 pM. Las imégenes representan la formacion de tubos bajo ambas
condiciones. El grafico de barras muestra el nimero de tubos por campo de alta potencia (HPF).
Los resultados revelaron que el tratamiento con dDAVP, inclusive con bajas concentraciones
de 0,1 UM, resultd en una disminucion significativa en el nimero de tubos en comparacion con
el grupo control. Especificamente, el grupo control mostr6 un promedio de aproximadamente
16 tubos por HPF, mientras que el grupo tratado con dDAVP mostrd un promedio reducido a
aproximadamente 11 estructuras vasculares por HPF. La diferencia fue estadisticamente
significativa, con un valor de p < 0.01 (**).

Estas observaciones sugieren que dDAVP tiene un efecto inhibidor directo sobre la
angiogenesis en células microvasculares. Particularmente, la inhibicion de la morfogénesis
capilar indicaria que dDAVP podria tener un potencial terapéutico en la regulacion temprana
del proceso angiogénico en donde la formacién de brotes y cordones vasculares son pasos

claves.

Morfogenesis vascular
(nro de tubulos) /HPF

Fig. 9 Efecto de la dDAVP sobre el proceso de morfogénesis vascular en células microvasculares
HmMVEC-L. *: p-valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001.
Unpaired T test.
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Adicionalmente, se realiz6 un ensayo celular para medir la migracion in vitro usando células
endoteliales microvasculares dérmicas humanas HMEC-1. Nuevamente el proceso de
quimiotaxis de células endoteliales es un evento pivotal temprano en la formacion y
remodelacion de nuevas estructuras vasculares asociadas a tumor.

Se observd que dDAVP, tanto a concentraciones de 0.1 como 1 puM, exhibe un impacto
inhibitorio significativo sobre la migracion de células endoteliales HMEC-1 en contraste al
grupo control (Fig. 10). Estas diferencias fueron estadisticamente significativas, con valores
de p< 0.01 y p< 0.0001.
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Fig. 10 Efecto de la dDAVP  sobre la migracion de células endoteliales humanas HMEC-1. *: p-
valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado con
Tukey.

Como 3er evento celular relevante durante el proceso angiogénico, se evalud el efecto

citostatico in vitro de la dDAVP sobre el crecimiento de células endoteliales humanas HMEC-
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1, mediante un ensayo de proliferacion celular a 72 h con diferentes concentraciones del
compuesto. Se analizaron 3 concentraciones, 0.1, 1 y 01 uM en comparacion con el control
tratado solo con PBS, siguiendo un esquema equivalente al empleado para células de OSA.
Los resultados muestran una reduccion significativa y concentracion-dependiente en la
proliferacion celular microvascular, en todas las concentraciones de dDAVP probadas en
comparacion con el control (Fig.11). Integrando los distintos resultados parece ser que ademas
de desplegar un efecto citostatico sobre células tumorales AVPR2", dDAVP también es capaz
de mitigar de manera directa el crecimiento, la motilidad y la morfogénesis capilar sobre células

microvasculares, 3 fendmenos claves activados en las etapas tempranas de la angiogénesis

tumoral.
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Fig.11 Efecto citostatico de dDAVP sobre la proliferacion de células endoteliales HMEC-1. *: p-
valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado con
Tukey

1.Vl Efecto antitumoral in vivo de dDAVP en combinaciéon con el agente anti-VEGF

bevacizumab sobre xenotrasplantes MG-63.

En paralelo al desarrollo de esta tesis, nuestro grupo de trabajo demostro que el tratamiento in
vivo con dDAVP tiene un efecto inhibidor sobre la angiogénesis temprana inducida por células
de OSA humano. A través de un ensayo de angiogénesis de tapén de Matrigel modificado
(MPA, por matrigel plug assay), se observo que ladDAVP (12 pg/kg/dia i.v.) en una extension

del protocolo de una semana, disminuye significativamente la vasculatura inducida por tumor
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y la carga de hemoglobina en comparacion con el grupo control, lo que sugiere un efecto anti-

angiogenico potencial en este contexto experimental.

Impulsado por los hallazgos de este proyecto y los antecedentes de dDAVP, evaluamos su
potencial actividad anti-neoplasica en combinacion con inmunoterapia basada en el mAb anti-
VEGF bevacizumab.

Como se indico en la metodologia, se utilizaron ratones nude atimicos inmunocomprometidos
para generar tumores de OSA mediante inoculacion subcutanea de 5x10° células MG-63. Los
grupos experimentales incluyeron Control (PBS), dDAVP, bevacizumab y la combinacion
dDAVP + bevacizumab, con 5 a 6 animales por grupo. Tras el prendimiento tumoral, se inicid
el tratamiento con dosis clinicamente relevantes y con potencial traslacional de los distintos
agentes: dDAVP (12 pg/kg/dia, 3 veces por semana) y bevacizumab (5 mg/kg/dia, 2 veces por
semana), como monoterapias, y evaluando también la combinacion de ambas drogas en un

esquema metrondémico concomitante (Fig. 12 A).

Las tasas de crecimiento tumoral construidas a partir de las curvas de progresion mostraron que
la velocidad de crecimiento de xenotrasplantes de MG-63 fue significativamente menor en el
grupo tratado con la combinacion de dDAVP y bevacizumab, en comparacion con los grupos
de monoterapias y el control. Si bien el tratamiento con dDAVP y bevacizumab lograron
modular negativamente la progresion de las lesiones primarias de OSA humano al ser
administrados como monoterapias, la adicién del agente hemostatico reposicionado logrd
potenciar significativamente el accionar anti-neoplésico de la terapia anti-VEGF (Fig. 12 By
C). Las iméagenes representativas de los tumores al finalizar el tratamiento (dia 29) muestran
una reduccion visible del tamafio tumoral en los grupos de monoterapia, siendo mas
pronunciada en el grupo combinado, lo que respalda la eficacia de la terapia combinada en la

inhibicion del crecimiento tumoral (Fig. 12 D).
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Fig. 12 Efecto del tratamiento combinado de dDAVP y bevacizumab en la progresion de tumores
MG-63 en ratones atimicos. A) Esquema experimental del protocolo. Las células MG-63 se inyectaron
subcutaneamente en ratones atimicos. Los tratamientos con dDAVP y/o bevacizumab comenzaron el
dia 7, aplicandose en dias alternos hasta el dia 29. B) Curvas de crecimiento tumoral en funcién del
tiempo para los diferentes grupos experimentales: control (PBS), dDAVP, bevacizumab y la
combinacion de ambos. C) Tasa de crecimiento tumoral diaria promedio para cada grupo. D) Imégenes
representativas de los tumores en ratones de cada grupo experimental al final del protocolo (dia 29). *:
p-valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado
con Tukey.

1.VIl Estudios exploratorios bioinformaticos de correlacion entre AVPR2 y el

microambiente inmune tumoral.

Las células inmunologicas en el microambiente tumoral tienen un impacto importante en la
progresion del tumor. Por lo tanto, utilizando TIMER 2.0, en primer lugar, se evaluo el impacto
prondstico clinico entre los distintos tipos de infiltrados en distintos tipos de sarcomas en la
base transcriptomica TCGA SARC. Los resultados mostraron que en infiltrados inmunolégicos
como en celulas mieloides supresoras (MDSC, por Myeloid-derived suppressor cells) y
Macrofagos con fenotipo MO (MO) a mayor grado de infiltracion se observa un peor pronostico,
es decir, un mayor riesgo de que la enfermedad progrese y los pacientes experimentan una
menor OS (Tabla V y Fig. 13). Mientras que en infiltrados como fibroblastos asociados a

cancer (CAF, por Cancer associated fibroblast), Mastocitos (Mast Cells), células progenitoras
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mieloides comunes (CMP, por Common myeloid progenitor cell), Natural Killers (NK, por sus
siglas en inglés), Linfocitos CD4+, Macréfagos M1, células madre hematopoyeticas (HSC, por
Hematopoietic Stem Cells), se observo un impacto prondstico positivo, es decir, una mayor
supervivencia en aquellos casos clinicos de sarcoma, al observarse mayor grado de infiltracion

celular en tejido maligno (Tabla V y Fig. 14).

Tabla V. Validacién impacto prondstico de distintos tipos de infiltrados en sarcoma

Infiltrado | HR P-valor | Log Rank P Z score COD
(HR)

CD4+ 0.018 0.003 4.4e-04 -2.994
MDSC 1.29 0.0129 | 5.14e-05 4.003
MO 6.684 0.005 4.06e-03 2.834
M1 0.821 0.0546 | 2.65e-03 -2.975
NK 0.794 0.0243 | 4.12e-02 -2.037
CAF 0.095 0.019 1.85e-02 -2.351
Mast Cell | 0.03 0.01 9.36e-03 -2.576
CMP 0.613 4.61e-06 | 3.29e-04 -3.594
HSC 0.098 0.001 1.03e-03 -3.264

Segun lo que se observa en la tabla, se evalu6 el HR (hazard ratio, por sus siglas en ingles). EI HR es
una medida utilizada en estudios de supervivencia para comparar el riesgo de un evento, entre dos
grupos en un periodo especifico. HR = 0: No hay diferencia en el riesgo entre los dos grupos. HR > 1:
El grupo experimental tiene un mayor riesgo de que ocurra el evento en comparacion con el grupo
control. HR < 1: El grupo experimental tiene un menor riesgo de que ocurra el evento en comparacion
con el grupo control. También, se evalud el Log Rank P: Este valor estadistico se utiliza para comparar
las curvas de supervivencia de dos 0 mas grupos, evaluando si existen diferencias significativas en la
tasa de supervivencia a lo largo del tiempo. Un p-valor bajo (<0.05) indica que las diferencias entre las
curvas son estadisticamente significativas. EI Z score es una medida que indica la cantidad de
desviaciones estandar que una observacion se encuentra por encima o por debajo del promedio. En el
contexto de supervivencia, el Z score se usa para evaluar la direccién y el tamafio de la diferencia entre

las curvas de supervivencia.
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Fig. 13 Curvas de Kaplan-Meier de infiltrado
analizado a través de TIMER 2.0. Log Rank Test.
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Fig. 14 Curvas de Kaplan-Meier de infiltrado inmunolégico con impacto pronostico
positivo analizados a través de TIMER 2.0. Log Rank Test.

Para explorar la interrelacidn existente entre la infiltracion inmunoldgica y la angiogénesis
tumoral, se llevé a cabo un andlisis del impacto pronéstico analizando en conjunto mediante
TIMER 2.0. la expresion elevada o reducida del VEGFa con la presencia de infiltrados anti o
pro-tumorales. El co-analisis se llevo a cabo sobre dos casos ejemplo representativos teniendo
en cuenta resultados conseguidos previamente, uno empleando linfocitos T CD4+ de
prondstico favorable CD4 + y en contraparte evaluando el grado de infiltracion de MDSC de
impacto prondstico negativo. En primer lugar, a partir del gréfico de Kaplan-Meier
comparando distintos subgrupos de pacientes en funcién de la alta y baja expresion de VEGFa
combinado a bajo o alto grado de infiltrado inmunolégico de células T, se pudo observar y
verificar que a una baja expresion del infiltrado CD4 + y una elevada expresion del gen pro-
angiogenico VEGFa, sea asocia a un impacto pronostico detrimental y a una supervivencia
significativamente menor en comparacion a los otros subgrupos de pacientes (Fig. 15).

Nuevamente, a partir del segundo grafico Kaplan-Meier comparando subgrupos de pacientes
portadores de sarcomas en funcién a la expresion de VEGFa junto al infiltrado de MDSC, se

pudo observar y verificar que a una alta expresion del marcador pro-tumoral VEGFa

Pagina 54 de 89



UADE s

Reposicionamiento de drogas en osteosarcoma agresivo y con baja inmunoreactividad:
Combinacidn con agentes quimioterapicos y estudios bioinformaticos exploratorios.

combinado a niveles elevados del infiltrado inmunosupresor se asocia a una mayor progresion

de la enfermedad y menor supervivencia global (Fig. 15).
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Fig. 15 Co-Andlisis de impacto prondstico combinando infiltrado con alta/baja expresion de
VEGFa en SARCOMA.

Posteriormente, analizamos la relacion entre la expresion de AVPR2 vy el nivel de distintos
tipos de infiltracion inmunolégica en SARC. Los resultados mostraron que la expresion de
AVPR?2 estaba correlacionada negativamente, con el nivel de infiltracion de MO y MDSC (Fig.
16), y correlacionada positivamente con el nivel de infiltracién de NK, CAF, HSC, linfocitos
CD4+, M1, Mastocitos y CMP (Fig. 17).

El grafico de expresion de AVPR2 versus pureza del tumor (Fig. 16) permitié visualizar y
comprender que AVPR2 no solo esté expresado por células tumorales per se, sino que a su vez
es expresado en altos niveles por células del microambiente o estroma tumoral, ya que al
incrementarse el grado de pureza su expresion cae de manera sutil pero significativa. Se sabe
que lo expresan ciertas células linfoides, pero sobre todo células vasculares. Si solo lo
expresaran células tumorales, a mayor pureza del tumor, se veria un salto en la expresion. Lo
cual es lo contrario a lo que ocurre con el gen AVPR2, donde se observa una pequefia pendiente
negativa. Contemplando que la variacion de la expresion no es trivial, todos los analisis de
correlacion entre AVPR2 y los distintos infiltrados celulares del estroma tumoral se llevaron a
cabo con ajuste de pureza. Aun con dicho ajuste el grado o magnitud de las distintas
correlaciones, sean negativas o positivas, asi como la significancia estadistica, fueron

Ilamativamente elevados, mostrando consistencia en la mayoria de los infiltrados.

Pagina 55 de 89



UADE (i’

Reposicionamiento de drogas en osteosarcoma agresivo y con baja inmunoreactividad:
Combinacion con agentes quimioterapicos y estudios bioinformaticos exploratorios.

Purity

SARC

AVPR2 Expression Level (log2 TPM)

T T L ) T
0.2 0.4 0.60.3

Infiltration Level

Macrophage MO_CIBERSORT MDSC_TIDE
= -0. ° Rho = -0.337 . Rho = -0.358
= 5»7881»33 p i 6.93e-08 p = 8.35e-09
. : MDSC

- T
-0.

01 00 o01
Infiltration Level

2

Fig. 16 Correlacion negativa entre la expresion del gen AVPR2 y distintos infiltrados inmunes
pro-tumorales en pacientes de SARC. Evaluacién de la asociacion entre las distintas poblaciones
inmunes y estromales infiltrantes en el microambiente tumoral y la expresion de AVPR2 en pacientes
portadores de sarcomas (TCGA SARC). Adicionalmente se visualiza la variaciéon del grado de
expresion en funcion de la pureza del tumor, representada por el porcentaje de células tumorales
frente al microambiente (Gréfico izquierdo). Test de Spearman.
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Fig. 17 Correlacion positiva entre la expresion del gen AVPR?2 y distintos infiltrados inmunes
anti-tumorales en pacientes de SARC. Evaluacion de la asociacion entre las distintas poblaciones
inmunes y estromales infiltrantes en el microambiente tumoral y la expresion de AVPR2 en
pacientes portadores de sarcomas (TCGA SARC). Test de Spearman.
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A continuacidn, se utilizé la base de datos TIMER 2.0 para estudiar la correlacion entre la
expresion de nuestro blanco de interés AVPR2 vy diferentes genes marcadores de
subpoblaciones de células del sistema inmunoldgico y poblaciones estromales presentes en el
microambiente tumoral.

Se analizaron las células inmunologicas en SARC, incluyendo células NK, TAMs, Macrofagos
M1y M2, células T (en general), poblaciones especificas de células T CD8+, T CD4+, T Helper
1 (T1), T Helper 2 (T2), células T Helper 17 (T17) y Treg, ademéas de CAF, Mastocitos, CMP
y HSC. Dado que la pureza del tumor de la muestra afecta el andlisis de la infiltracion

inmunoldgica, se ajusto adicionalmente el analisis de correlacion.

Tabla VI. Correlacion de expresibn de AVPR2 con genes marcadores de células
infiltrantes a través de TIMER 2.0

KIR3DL2 1.568-02 *

3 23e-03 **

KIR3DL1 0.222  3.09e-04 *** 0.194 2.33e-03 **

KIR2DL3 0.137 2.71e-02* 0.097 1.31e-01

KIR2DL1 0.125 4.32e-02 * 0.089 1.67e-01
CD163 (M2) 0.169 6.33e-03** 0.087 1.76e-01
MS4A4A (M2) 0.25 4.73e-05*** 0.199 1.77e-03 **
VSIG4 (M2) 0.146  1.87e-02 * 0.069  2.85e-01
CCL2 (TAM) 0.15 1.53e-02 * 0.096  1.34e-01
IL10 (TAM) 0.133 3.26e-02 * 0.048 4.53e-01
IRES (M1) 0.243 7.79e-05*** 0.178  5.29e-03 **

CD3E 0.279  5.11e-06 *** 0.240  1.5e-04 ***
CD2 0.258  2.56e-05 *** 0.218 6.11e-04 ***

O
]
@
O

0.267 1.32e-05*** 0.224  4.27e-04 ***
0.262  1.88e-05*** 0.225 3.91e-04 ***
0.195 1.62e-03** 0.148 2.08e-02*
0.182  1.68e-04 *** 0.106 9.82e-02 *
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TBX21 (Thl) 0.308 4.09e-07 *** 0.279 9.55e-06 ***
STATA4 (Thl) 0.225  2.48e-04 *** 0.174 6.46e-03 **
Células T Helper STATS5A (Th2) 0.304 5.85e-07 *** 0.258  4.53e-05 ***
STATG6 (Th2) 0.199 1.28e-03 ** 0.233 2.45e-04 ***
IL17A (Thl7) 0.011 8.56e-01 -0.016 8.01e-01
FOXP3 0.093 1.35e-01 0.04 5.34e-01
STAT5B 0.155 1.24e-02 * 0.234 2.26e-04 ***
Células T Regulatorias ccRg 0.163 8.34e-03** 0.126 5.02e-02 *
Alpha SMA 0.150 1.56e-02 * 0.241 1.45e-04 ***
Coll11A1 -0.115 6.29e-02 * -0.102 1.12e-01
Fibroblastos asociados cp1408 011  7.79e02*  0.098 1.29¢-01
a tumor
CD203C 0.250 4.49e-05 *** (0.280 8.88e-06 ***
. CD35 0.210 6.48e-04 *** 0.146 2.22e-02 *
Mastocitos -
CD117 0.257  2.63e-05 *** (0.279 9.85e-06 ***
CDA45 0.186  2.66e-03 ** 0.12 6.07e-02 *
CD34 0.414 3.46e-12 *** (0.415 1.39e-11 ***
Células progenitoras
- FC gamma R 0.029 6.4e-01 -0.055 3.93e-01
comunes mieloides
SLAMF1 0.257 2.57e-05 *** (0.206 1.18e-03 **
EPCR 0.215 4.77e-04 *** (0.192 2.62e-03 **
Células madre CD49F 0.292  1.64e-06 *** 0.297 2.33e-06 ***
hematopoyéticas CD31 0.475 4.53e-16 *** 0.479  2.25e-15 ***
CDA43 0.262 1.86e-05 *** (.229 3.1e-04 ***

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; Rho>0 Correlacion positiva, Rho<0 Correlacion negativa.

Spearman.

Test de

Se encontro una fuerte correlacion entre la expresion de AVPR2 en sarcomas y la expresion de

genes marcadores especificos de células del sistema inmunologico y otras céelulas estromales

del microambiente tumoral. De los genes analizados de células inmunoldgicas, la gran mayoria

mostraron una correlacion significativa con la expresion de AVPR2, de los cuales algunos

presentaron una mayor significancia estadistica como, de células T el gen CD3E (R= 0.240, p-
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value=1.5e-04) y CD3D (R=0.224, p-value= 4.27e-04), de CMP el gen CD34 (R= 0.415, p-
value= 1.39e-11), de HSC el gen CD31 (R=0.479, p-value= 2.25e-15) (Tabla VI).

Este hallazgo sugiere que AVPR2, y los multiples efectores rio abajo del receptor, podrian
tener un papel central en la regulacion de la composicion del microambiente tumoral en
sarcomas. Segun lo observado se podria postular que la activacion de dicha diana en células
tumorales y potencialmente en otros componentes celulares del estroma, podria favorecer el
reclutamiento, diferenciacion y activacion de células inmunes efectoras anti-tumorales, asi
como reducir el grado de infiltracién de poblaciones asociadas a inmunoevasion, tales como
MDSC y macréfagos MO. En conjunto, esto podria tener implicaciones para la progresion y
diseminacion de los distintos tumores integrados en dicha base clinica incluyendo OSA, asi

como para la potencial respuesta a quimio- e inmunoterapia.

Tabla VII. Analisis de correlacion de expresion entre AVPR2 y genes involucrados en poblacion
biolégicos analizados a través de GEPIA 2.

KIR3DL?2 0.22 3.7 e-04 ***

KIR3DL1

KIR2DL3

KIR2DL1

CD163 (M2) 0.2 1.1e-03 **

MS4A4A (M2)

VSIG4 (M2)
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5.1e-03 **
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aQ
O
Py
o

Alpha SMA 0.037 0.55

Col11A1

CD140B

CD203C 0.25 3.9e-05 ***

CD34 0.29 1.3e-06 ***

m
e
0O
PY)
o
[uEN

4.7e-12 ***

CDA49F

CD31

CD43

@) @) @)

O O O

B = @

a1 = a1
\‘

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 R>0 Correlac. positiva, R<0 Correlac. Negativa
Test de Spearman
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La relacion mencionada anteriormente ha sido confirmada mediante la utilizacion de la base
de datos GEPIA 2 y estudio de paneles de genes en conjunto o de manera pooleada,
encontrandose resultados consistentes en ambas fuentes de datos. Segun los hallazgos
obtenidos a partir de GEPIA 2, se observo una correlacion significativa entre la expresion de
AVPR2 y la expresion de todos los genes caracteristicos de las maultiples poblaciones
inmunoldgicas y estromales evaluadas, negativa en caso de infiltrados con roles pro-tumorales
0 positiva en caso de desempefiar funciones bioldgicas anti-tumorales y poseer un impacto

pronostico favorable (Tabla VI1).

Blogue 1. Reposicionamiento del B-blogueante PPN como agente guimiopotenciador en
OSA.

1.1 Caracterizacion inicial de sensibilidad a PPN vy agentes citotdoxicos estandar en

modelos experimentales in vitro de OSA.

Como se detalld previamente el B-bloqueante PPN es una droga de reposicionamiento
altamente explorada en distintas variantes tumorales debido a su actividad anti-neoplasica y
multiples efectos citostaticos, asociados a la modulacion de la agresividad tumoral y el
incremento de respuesta a agentes citotoxicos en maltiples variantes tumorales tales como
melanoma, neuroblastoma y cancer colorrectal. EI PPN inicialmente se utiliz6 para
tratamientos de hipertension y problemas cardiacos, pero se ha demostrado que el mismo tiene
efectos muy positivos en la lucha contra el cancer en diversos tipos de tumores, después de
obtener resultados prometedores en estudios preclinicos y retrospectivos, asi como en ensayos
clinicos. Sus efectos citostaticos llevan a la detencion del ciclo celular, inducen apoptosis e
inhiben de la capacidad de proliferacion de células malignas, modulan favorablemente la
respuesta inflamatoria, entre otros efectos. (Solernd, L.M., et al., 2022; Pantziarka, P., et al.,
2016). Sin embargo, su actividad anti-tumoral, en particular en adicion a agentes
quimioterapicos estandar, nunca fue explorada en profundidad en OSA. En este contexto en
primer lugar abordamos la caracterizacion de la actividad anti-proliferativa del PPN sobre
modelos agresivos de OSA. El efecto citostatico de PPN sobre la linea celular humana MG-63
fue confirmada tras una exposicion de 72 h al farmaco, obteniéndose un 1Cso de 45,6 uM (Fig.
18). De manera complementaria, se valido la droga en otra linea celular de OSA, la linea murina

K7M3, donde se observd un efecto citostatico equivalente, con un ICso de 66,7 pUM.
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Fig. 18 Efecto citostatico del PPN sobre el crecimiento de la linea celular MG-63 y la linea murina
K7M3. Efecto de PPN sobre células MG-63 (Grafico superior). Efecto de PPN sobre células K7M3
(Grafico inferior). *: p-valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001.
ANOVA contrastado con Tukey.
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En la actualidad, si bien con eficacia limitada, hay multiples opciones para tratar el OSA,
incluyendo cirugia, quimioterapia y radioterapia. Algunos de los quimioterapicos habituales
para el manejo de sarcomas 0seos y de partes blandas son MET, DOXO, CDDP, ifosfamida,
decitabina y vincristina, entre otros.
MET, DOXO y CDDP son los medicamentos de quimioterapia de primera linea recomendados
por las Directrices de NCCN, y son los tratamientos de quimioterapia mas comunmente
utilizados en pacientes con OSA (Zhang, B., et al., 2020; Sun, F., et al., 2018).

Sin embargo, su uso clinico y beneficios terapéuticos estan limitados por su alta toxicidad y
mecanismos de resistencia desarrollados por las células malignas que redundan en bajas tasas
de respuesta.

Teniendo esto en cuenta, y contemplando los efectos quimiopotenciadores desplegados en otras
variantes tumores agresivas, exploramos el efecto anti-tumoral de dichos agentes citotoxicos
en combinacion con el B-bloqueante PPN. En primer lugar, evaluamos la sensibilidad de las
células de OSA hacia los distintos quimioterapicos, con el objetivo de definir el rango de
concentraciones efectivas para luego usarse en los estudios combinacionales in vitro. Se evalud
la sensibilidad de los quimioterapicos sobre la linea MG-63, y los ICso obtenidos fueron:
DOXO 0.028 uM, CDDP 6,03 uM y MET 0,0086 uM (o 8,6 nM) (Fig. 19).

1504
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- IC50=0.028 pM  _ IC50=6.03 pM 150+
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Fig. 19 Efecto citostatico de los quimioterapicos estandar DOXO, CDDP y MET sobre el
crecimiento de la linea celular MG-63. *: p-valor < 0.05, **: p-valor < 0.01, ***: p-valor <0.001,
*x**: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado con Tukey

I1.1l Efecto sinérgico anti-proliferativo del PPN en combinacién con distintos

quimioterapicos usados de rutina en el manejo de OSA: DOXO, MET y CDDP,

En concordancia con los objetivos experimentales, y buscando posibles escenarios sinérgicos
adicionando nuestra droga de reposicionamiento de interés a terapia citotdxica, se llevaron a
cabo multiples ensayos combinacionales de proliferacion celular tumoral para evaluar el efecto

inhibitorio del PPN en adicion a DOXO sobre el crecimiento de OSA in vitro. Como se
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menciono previamente, la DOXO presenta toxicidad en maltiples érganos como el cerebro,
rindn e higado, por ende, tiende a disminuir la calidad de vida de los pacientes, durante y
después del tratamiento (Carvalho, C., et al., 2009).

Los resultados mostraron que tanto PPN como DOXO, cuando se administran por separado,
reducen el crecimiento celular en comparacion con el control. Sin embargo, la combinacion de
PPN con DOXO mostr6 una reduccion ain mayor en el crecimiento celular de las células MG-
63 de OSA, indicando un efecto cooperativo inhibiendo el crecimiento celular tumoral a alta
densidad.

Contemplando el excelente perfil de seguridad de PPN, estos resultados sugieren que la
combinacion de ambos farmacos podria lograr los mismos resultados terapéuticos favorables
con menor toxicidad, mejorando la tolerabilidad del tratamiento para los pacientes.

De manera especifica, el grafico de curvas (Fig. 20 A) muestra el crecimiento celular con
diferentes concentraciones de DOXO solo y en combinacidn con tres concentraciones de PPN
(10, 25 y 50 uM), evidenciando el incremento en la tasa de respuesta al citotoxico tras la adicion
del B-bloqueante reposicionado.

El mapa de calor (Fig. 20 B) ilustra la inhibicion del crecimiento celular en funcién de las
concentraciones de DOXO y PPN, destacando el efecto cooperativo, sobre todo en la dupla
PPN 50 puM sumado a DOXO 0,025 uM donde la intensidad de color rojo es mayor al llegar a
un 76% de reduccion sobre la proliferacion celular.

Ademas, a modo de ejemplo, se visualiza en el gréfico de barras (Fig. 20 C) el cooperativo tras
la combinacion de PPN 50 uM y DOXO 0,025 uM en donde se evidencia una mayor reduccion
del crecimiento celular en comparacion con los tratamientos individuales.

Las imagenes microscopicas de los cultivos de OSA (Fig. 20 D) muestran la morfologia y
densidad celular bajo diferentes condiciones de tratamiento. En el control se observa un
crecimiento celular denso, mientras que en el tratamiento combinado se nota una disminucion
significativa en la confluencia celular mostrando solo células tumorales aisladas, corroborando

los resultados cuantitativos observados en los graficos.
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Fig. 20 Estudios combinatorios adicionando PPN al citotéxico DOXO. A) Corrimiento de la curva
concentracion - respuesta en funcion de la combinacion de DOXO con PPN. B) Mapa de calor
mostrando la matriz combinacional y sus distintos porcentajes de inhibicion celular. C) Impacto
inhibitorio sobre el crecimiento celular de PPN 50 uM en conjunto con DOXO 0,025 pM. D) Fotos
representativas de cultivos celulares de MG-63 expuestas a las distintas terapias y su respectiva
combinacion. *: p-valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***; p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001.
ANOVA contrastado con Tukey.

En segundo lugar, se realizé un ensayo combinacional para evaluar el potencial efecto sinérgico
del PPN con CDDP sobre el crecimiento celular de OSA in vitro. EI CDDP, a pesar de mejorar

las tasas de supervivencia de los pacientes, se ha visto limitado por sus reacciones adversas,

tales como, nefrotoxicidad, neuropatia periférica, y la ototoxicidad, entre otros (Domingo, I.K.,

et al., 2022). Los resultados mostraron que tanto PPN como CDDP, administrados por

separado, redujeron el crecimiento celular. Sin embargo, la combinaciéon de PPN 50 uM con

CDDP 10 puM logré una inhibicién significativamente mayor.
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El grafico de curvas (Fig. 21 A) muestra como la combinacion de diferentes concentraciones
de ambos farmacos aumenta la inhibicion del crecimiento celular, mientras que el mapa de
calor (Fig. 21 B) destaca la potencia del efecto combinado con un 88% de inhibicion. El grafico
de barras (Fig. 21 C) confirma que la combinacion es mas efectiva que los tratamientos
individuales. Por ultimo, las imagenes microscopicas (Fig. 21 D) evidencian una disminucion

significativa en la densidad celular bajo el tratamiento combinado.
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Fig. 21 Estudios combinatorios adicionando PPN al citotéxico CDDP. A) Corrimiento de la curva
concentraciéon - respuesta en funcion de la combinacion de CDDP con PPN. B) Mapa de calor
mostrando la matriz combinacional y sus distintos porcentajes de inhibicion celular. C) Impacto
inhibitorio sobre el crecimiento celular de PPN 50 UM en conjunto con CDDP 10 uM. D) Fotos
representativas de cultivos celulares de MG-63 expuestas a las distintas terapias y su respectiva
combinacion. *: p-valor <0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001.

ANOVA contrastado con Tukey.

Se llevo a cabo un ensayo combinacional para evaluar el efecto sinérgico del PPN en
combinacion con MET sobre el crecimiento celular de OSA in vitro. En cuanto al MET, el

mismo puede conducir a ototoxicidad, inmunosupresion y desbalance hidrosalino, debido a
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vomitos, diarrea, e insuficiencia suprarrenal (Scott.,, C.H., et al., 2016). Los resultados
mostraron que tanto PPN como MET, administrados por separado, reducen el crecimiento
celular en comparacion con el control. Sin embargo, la combinacion de ambos farmacos mostré
una inhibicion ain mayor del crecimiento celular en las células MG-63, sugiriendo un efecto
inhibitorio complementario. El gréafico de curvas (Fig. 22 A) evidencia como la combinacion
de diferentes concentraciones de MET con PPN incrementa la eficacia del tratamiento. El mapa
de calor (Fig. 22 B) resalta el efecto potenciado, especialmente con PPN 10 uM y MET 0,001
MM, donde se visualiza una inhibicion del 90%. Ademas, el gréafico de barras (Fig. 22 C)
confirma que esta combinacidn supera la eficacia de los tratamientos individuales. Finalmente,
las imagenes microscopicas (Fig. 22 D) muestran una disminucién notable en la densidad

celular bajo el tratamiento combinado, corroborando los resultados observados en los gréficos.
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Fig. 22 Estudios combinatorios adicionando PPN al citotoxico MET. A) Corrimiento de la curva
concentracion - respuesta en funcion de la combinaciéon de MET con PPN. B) Mapa de calor mostrando
la matriz combinacional y sus distintos porcentajes de inhibicion celular. C) Impacto inhibitorio sobre
el crecimiento celular de PPN 50 uM en conjunto con MET 0,001 uM. D) Fotos representativas de
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cultivos celulares de MG-63 expuestas a las distintas terapias y su respectiva combinacion. *: p-valor
<0.05, **: p-valor <0.01, ***: p-valor < 0.001, ****: p-valor < 0.0001. ANOVA contrastado con
Tukey.

11111 Evaluacién de indices Combinacionales (Cl), Indice de Reduccién de Dosis (DRI) y

Sinergia.
Como se introdujo en el apartado metodologico, los indices combinacionales (ClI,

combinational index) se calculan para determinar la interaccion entre dos drogas. Un Cl < 1
indica una interaccion sinérgica, un Cl = 1 indica una interaccion aditiva, y un Cl > 1 indica
una interaccion antagoénica. Por otro lado, el indice de reduccion de dosis (DRI, dosis reduction
index), proporciona una medida de la reduccién en la dosis necesaria de cada droga en una
combinacion sinérgica, manteniendo la misma eficacia terapéutica, en comparacion con las
dosis de cada farmaco solo. Un DRI > 1, sugiere que la dosis del farmaco (en este caso el agente
citotdxico) puede ser reducida cuando se administra en combinacion, lo que puede minimizar
los efectos secundarios y mejorar el perfil del tratamiento.

Los graficos de sinergia HSA (High Synergy Area), se utilizan para identificar y visualizar las
areas de alta sinergia en una matriz de combinaciones de dosis de dos farmacos. Estos graficos
permiten determinar las concentraciones Optimas de los farmacos que resultan en los mayores
efectos sinérgicos.

Tabla VIII. Pardmetros obtenidos tras analisis de los estudios combinacionales in vitro.

0 10 25 50
0 Cl; - Cl: - Cl; - Cl: -
DRI: DRI: - DRI: - DRI: -
D 0,010 cl: - Cl: 0.81 Cl: 0.39 Cl: 0.21
O DRI: DRI: 1.77 DRI: 3.12 DRI: 5.20
X
. 0,020 cl: - Cl: 0.73 Cl: 0.45 Cl: 0.38
DRI: DRI: 1.45 DRI: 2.29 DRI: 2.73
(UM)
0,025 cl: - Cl: 0.65 Cl: 0.41 Cl: 0.35
DRI: DRI: 1.55 DRI: 2.49 DRI: 2.89
0 Cl: - Cl: - Cl: - Cl: -
DRI: DRI: - DRI: - DRI: -
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C 1 Cl: - Cl: 2.71 Cl>1 Cl: 1.37
D DRI: - DRI: 2163.33 DRI: 0 DRI: 25731.9
D 5 Cl: - Cl: 0.44 Cl: 1.37 Cl: 0.73
P DRI: - DRI: 3059.08 DRI: 2430.35 DRI: 10154.8
(M) . . . .
10 Cl: - Cl: 0.32 Cl: 0.42 Cl: 0.14
DRI: - DRI: 2200.61 DRI: 2193.22 DRI: 29605.1
0 Cl: - Cl: - Cl: - Cl: -
DRI: - DRI: - DRI: - DRI: -
0,001 Cl: - Cl: 0.21 Cl: 1.36 Cl: 0.61
M DRI: - DRI: 1614.07 DRI: 715.24 DRI: 2620.22
E
L 0,005 cl: - Cl: 0.31 Cl: 0.93 Cl: 0.32
DRI: - DRI: 234.93 DRI: 198.30 DRI: 924.48
(UM)
0,010 Cl: - Cl: 0.09 Cl: 0.26 Cl: 0.11
DRI: - DRI: 320.31 DRI: 306.09 DRI: 1182.79

indices combinacionales (CI) e indices de reduccion de dosis (DRI) obtenidos tras los estudios
combinaciones in vitro entre PPN y DOXO, CDDP y MET respectivamente.

A partir del analisis de los indices combinacionales realizados, se observé un elevado grado de
sinergismo entre las maltiples combinaciones, en donde la mayoria de las duplas evaluadas se
asociaron a CI<1. En particular se destacan las combinaciones especificas de PPN 50 uM +
DOXO 0,01 uM, PPN 50 pM + CDDP 10 pM y PPN 10 pM + MET 0.01 uM, ya que
alcanzaron valores sumamente bajos de ClI de 0.21, 0.14 y 0.09 (Tabla VIII). De acuerdo al
calculo de los DRI, en la totalidad de los casos se obtuvieron indices de reduccion mayores a
1, con una altisima variabilidad en la magnitud numeérica, visualizando valores que oscilan
entre 1.45 y >1000. Altos DRI se evidenciaron principalmente en duplas de farmacos
combinado bajas concentraciones de citotoxicos (que de por si tienen escasa actividad anti-
proliferativa como monoterapias) y altas concentraciones de PPN, caracterizadas por una
respuesta inhibitoria muy significativa (Tabla VII1).

Los graficos de sinergia HSA (High Synergy Area), se utilizan para identificar y visualizar las
areas de alta sinergia en una matriz de combinaciones de dos farmacos. Estos graficos permiten
determinar las concentraciones dptimas de los farmacos que resultan en los mayores efectos

sinérgicos, y finalmente obtener scores de sinergismo globales integrando los resultados
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obtenidos en las multiples evaluaciones de duplas de farmacos. La interpretacion del grafico
ayuda a determinar si una combinacién especifica de farmacos podria ser mas efectiva en el
tratamiento del cancer, lo que puede guiar decisiones clinicas y futuras investigaciones.

En resumen, un grafico de sinergia HSA proporciona una representacion visual clara y
cuantitativa de como dos drogas anti-tumorales interactdan entre si, lo cual es crucial para
optimizar regimenes terapéuticos y mejorar los resultados en pacientes con cancer. Debajo se
muestran las areas de alta sinergia mediante color rojo entre PPN y cada uno de los agentes
quimioterapéuticos DOXO, CDDP y MET. De manera integral se visualiza el valor promedio
de score de sinergia (Mean) expresado como unidades arbitrarias, acompafiado de un p-valor
(Fig. 23). De los distintos graficos evaluando los efectos anti-tumorales combinatorios se
desprende que, si bien para todos los escenarios se obtuvieron scores >1, la adicion de PPN en
particular a DOXO se asocié a un contundente sinergismo, mayor al obtenido para CDDP o
MET, y una significancia estadistica también superior.

HSA HSA

A HSA B

Mean: 15.12 (p = 5.64e-05) Mean: 3.26 (p = 4.92e-01) Mean: 5.86 (p

Fig. 23 Gréfico de Sinergia HSA para la combinacién de PPN con (A) DOXO, (B) CDDP y (C)
MET. Gréficos tridimensionales de sinergia HSA, para evaluar la interaccion entre el PPN y los 3
agentes quimioterapéuticos: DOXO, CDDP y MET. Los ejes representan las concentraciones de cada
farmaco en combinacion, mientras que el puntaje de sinergia, indicado en una escala de colores de rojo
(alta sinergia) a verde (antagonismo), permite observar el nivel de interaccion entre los compuestos.

1.1V Medicién del potencial de membrana mitocondrial en la combinacion de mayor

sinergia mediante TMRM.

El potencial de membrana mitocondrial, impulsa la generacién de ATP por las mitocondrias.
El mismo es tipicamente mas elevado en células cancerosas en comparacion con células sanas

las cuales mantienen una diferencia de potencial eléctrico entre el interior y el exterior del
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organulo (potencial de membrana), lo cual constituye un marcador metabodlico distintivo. La
evaluacion de Aym puede proporcionar informacion valiosa sobre el estado metabolico de las
celulas cancerosas y su potencial agresividad. Ademas, la medicion de Aym es util para evaluar
la eficacia de nuevas terapias contra el cancer en la alteracion del metabolismo mitocondrial y
la induccién de muerte celular inmunogénica, un tipo de muerte no-tolerogénica pro-

inflamatoria que favorece la activacion de la inmunidad anti-tumoral adaptativa.

En este estudio, primero logramos poner a punto y validar la técnica mediante microscopia y
fluorescencia para cuantificar el potencial de membrana mitocondrial, utilizando el citotdxico
MET a alta concentracion como control especifico de disipacion o pérdida de potencial. Los
resultados mostraron que la incubacion con altas concentraciones de MET reduce el potencial
de membrana (Aym) en un 55% (*** p<0.001), confirmando que la técnica TMRM (tetracloro-
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina ioduro) es eficaz para medir cambios en el potencial de
membrana mitocondrial.

Acto seguido, evaluamos el impacto sobre Aym de la incubacion con las drogas PPN y DOXO,
que desplegaron el mayor efecto sinérgico sobre el crecimiento celular tumoral. Para dicho
ensayo seleccionamos la combinacion de PPN 50 uM y DOXO 0,025 uM. En marco de dicho
analisis exploratorio, en la Fig. 24 se muestran las células en contraste de fase, marcadas con
sonda y las imagenes fusionadas para los diferentes grupos. En el grupo control se observé una
alta fluorescencia, indicando mitocondrias con potencial de membrana intacto. En cuanto a las
monoterapias tanto de PPN como de DOXO, hubo una reduccién de fluorescencia parcial,
indicando una disipacion leve en Aym, mientras que la combinacion de PPN y DOXO mostro
una reduccion maxima de la fluorescencia, indicando un efecto combinado significativo en la
disminucion del potencial de membrana mitocondrial, en linea con los resultados
combinatorios obtenidos previamente. Como se menciono previamente, el control positivo de
disipacion con MET, tambien mostro una reduccion en la fluorescencia, validando la técnica
TMRM. A nivel cuantitativo, la adicion de PPN a DOXO result6 en una reduccion significativa
del potencial de membrana en un 40% (** p< 0.01). En contraste, las monoterapias de PPN y

DOXO, indujeron inhibiciones menores, en el rango de 12% a =30%.
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Contraste de fase TMRM Fusionada

PPN Control

DOXO

Control (MTX) PPN+DOXO

Fig. 24 Medicion del potencial de membrana mitocondrial en la combinacion de mayor sinergia,
PPN 50 uM DOXO 0,025 pM. La primera columna presenta imagenes en contraste de fase, la segunda
columna muestra la sefial de TMRM que indica el potencial de membrana mitocondrial, y la tercera
columna muestra la fusion de ambas imagenes. La intensidad de TMRM parece disminuir en las
condiciones de DOXO y PPN+DOXO, lo que sugiere una reduccion en el potencial mitocondrial bajo
estos tratamientos.
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5. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion, se exploraron diversas estrategias terapéuticas

innovadoras para el tratamiento del OSA agresivo, el cual es conocido por ser un tipo de cancer
6seo maligno con alta probabilidad de desarrollar metéastasis, baja inmunoreactividad y tasas
de respuesta a quimio- e inmunoterapia. El enfoque principal fue el reposicionamiento de
drogas en combinacion con agentes quimioterapicos estandar o inmunoterapia, buscando
mejorar las respuestas terapeuticas y potencialmente reducir la toxicidad asociada a los
tratamientos actuales. Ademas, se realizaron estudios bioinforméticos, especificamente
enfocados en el receptor de dDAVP, AVPR2, y su correlacion con aspectos clinicos y
bioldgicos en el contexto del OSA y otros sarcomas agresivos. Los resultados obtenidos, abren
nuevas posibilidades en la oncologia pediatrica y en un futuro, podrian contribuir a mejorar el
pronostico de los pacientes.

El eje dDAVP/AVPR2 nos demostré ser una via prometedora en el tratamiento de OSA,
enfocandose en dos aspectos clave: citostatico (inhibicion del crecimiento celular) y
angiostatico (bloqueo de la formacidn de nuevos vasos sanguineos). Se confirmo el efecto anti-
angiogénico y la alta capacidad de la dDAVP para inhibir el crecimiento del tumor sobre todo
en combinacion a terapia anti-VEGF, y, por ende, que progrese la enfermedad.

Lo primero que se destaca a nivel bioinformatico, es que la alta expresion del receptor de
dDAVP, AVPR2, su blanco terapéutico, tiene un impacto pronostico favorable en pacientes
con sarcomas, asociandose con un menor riesgo de muerte.

El estudio de dDAVP vy su receptor AVPR2 ha mostrado un efecto dual significativo en OSA,
exhibiendo tanto propiedades citostaticas como angiostaticas. La dDAVP, analogo de la
vasopresina, ha demostrado la capacidad para inducir apoptosis y reducir la viabilidad celular
en modelos tumorales.

El AVPR2 al ser un receptor acoplado a proteinas G, puede activar la proteina quinasa A
(PKA), a través del AMPc, por lo que esta sefializacion puede interaccionar con otras vias
intracelulares, incluyendo las involucradas en la angiogénesis (Sobol, N.T., et al., 2020; Carie,
A.E., etal., 2007).

Es por ello que se correlacioné al gen AVPR2 con genes vinculados al proceso de angiogénesis
como VEGFa, MEK y MTOR, cuyas vias estan interconectadas. Los resultados, involucrando
estudios sobre genes aislados, asi como también en conjunto, arrojaron una correlacion
negativa con el gen AVPR2, lo que indic6 una posible interaccion cruzada entre estos genes,

por lo que AVPR2 desempefiaria un papel relevante en el control de la angiogénesis inducida
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por tumor y, por ende, un rol protector en la progresion de los distintos sarcomas, incluyendo
el OSA.

Posteriormente, se analiz6 la correlacion de expresion de AVPR2 con genes especificos de
otros procesos biologicos relevantes en OSA y otros sarcomas. Genes vinculados a metastasis,
apoptosis y ciclo celular. Por un lado, se observo una correlacion negativa de AVPR2 con genes
pro-metastasicos y aquellos involucrados en la evasion de la apoptosis, lo que destaca su
posible papel en la restriccion de caracteristicas agresivas del tumor. Por otro lado, la
correlacion positiva con genes pro-apoptdticos, sugiere que AVPR2 podria favorecer la
activacion de rutas que promueven la muerte celular programada, una caracteristica clave para
contrarrestar la supervivencia tumoral.

De manera relevante, el infiltrado inmune juega un papel crucial en el pronéstico de los
pacientes con sarcoma, ya que diferentes tipos celulares pueden tener efectos pro o anti-
tumorales. En primer lugar, se valido el impacto prondéstico de los distintos tipos de infiltrados.
Infiltrados como MDSC y los macréfagos con fenotipo MO, se asociaron consistentemente con
un pronostico desfavorable, evidenciando su contribucion a mecanismos que favorecen la
progresion tumoral. En contraste, la presencia de infiltrados con un impacto prondstico
positivo, como los CAF, mastocitos, CMP, células NK, células T CD4*, macrofagos M1 y
HSC, refuerza la hipotesis de que estas poblaciones, pueden desempefiar roles protectores al
limitar el avance de la enfermedad.

Es por ello, que se procedid a analizar la relacién entre la expresion de AVPR2 y el nivel de
infiltracion. La correlacion positiva de AVPR2 con infiltrados como CAF, mastocitos, CMP,
células NK, células T CD4+ y macrdfagos M2, sugiere una respuesta anti-tumoral, que puede
reducir el riesgo de progresion de la enfermedad. Estos tipos celulares favorecen la activacion
del sistema inmune y contribuyen a la remodelacion del microambiente tumoral, inhibiendo la
angiogenesis y el crecimiento tumoral (Zhu, T., et al., 2022). Por el contrario, la correlacion
negativa de AVPR2 con MDSC y macréfagos MO, que tienen funciones inmunosupresoras,
indica un prondstico favorable para tumores con alta expresion de AVPR2, ya que estos
infiltrados favorecen la angiogénesis y la evasion inmune del tumor (Liao, Z., et al., 2023).
Dado que el sistema inmunoldgico y la vasculatura estan estrechamente interrelacionados, las
células inmunes infiltrantes, no solo regulan la respuesta anti-tumoral, sino también la
formacion de nuevos vasos sanguineos, lo que resulta critico para la progresion o inhibicion

del crecimiento del tumor (Liu, Y., et al., 2021).
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Para profundizar estos hallazgos, se realiz6 un andlisis adicional de correlacion de AVPR2 con
genes caracteristicos de los infiltrados inmunolégicos. Los hallazgos sugieren que AVPR2
podria influir en la funciéon y composicion de células inmunoldgicas relevantes, como las
celulas T y otros subconjuntos especializados, asi como en poblaciones progenitoras mieloides
y hematopoyéticas. Estos resultados indican una posible implicacion de AVPR2 tanto en la
modulacion de la respuesta inmune anti-tumoral como en procesos de remodelacion del
microambiente, tales como la angiogénesis y el reclutamiento celular.

Considerando los resultados obtenidos, el receptor AVPR2 presento un impacto clinico
positivo como factor prondstico. Su expresién mostré una correlacion directa con los infiltrados
inmunoldgicos de caracter anti-tumoral, mientras que, de manera inversa, se asocia con
infiltrados inmunoldgicos con actividad pro-tumoral. Ademas, su expresién correlaciona con
marcadores moleculares implicados en procesos biolégicos clave en la progresion de la
enfermedad. Integrando los hallazgos descriptos previamente la alta expresién de AVPR2 en
sarcomas correlacionaria con tumores menos vascularizados y agresivos, caracterizados por un
infiltrado celular inmune con un marcado rol anti-tumoral, que podria explicar el impacto
favorable en la supervivencia. Conceptualmente, esto resalta la potencialidad de AVPR2 como
blanco terapéutico en sarcomas agresivos tales como OSA, que podria ser agonizado para
mitigar la agresividad tumoral e incrementar la tasa de respuesta a quimio- e inmunoterapia asi
como a terapias dirigidas tales como agentes anti-angiogénicos. De manera adicional, AVPR2
podria postularse como un marcador pronostico favorable para ser validado de manera
especifica en cada tipo de sarcoma incorporado en la base SARC.

Es importante sefialar que la base de datos bioinformatica que se utiliz6 como insumo para los
multiples estudios de correlacién, incluyé no solo tumores de OSA, sino también otros
sarcomas agresivos, tanto otros tumores 6seosy STS. A pesar de que estos tumores representan
entidades patoldgicas diferentes en términos de tipo histologico, background moleculares y
algunas variaciones en sus presentaciones clinicas, existen multiples aspectos clinicos y
biolégicos que son comunes entre ellos, tales como:

- Los sarcomas agresivos, incluyendo el OSA, se caracterizan por bajas tasas de OS y
DFS. Por ejemplo, la tasa de supervivencia a 5 afos para los sarcomas en general suele
ser del 60%, un valor similar al 70% reportado a nivel mundial para OSA.

- Estos sarcomas presentan una elevada y temprana tendencia a la diseminacién
metastasica, con un marcado tropismo hacia los pulmones y otros huesos. Esta

capacidad metastasica es un factor determinante que empeora el prondéstico y complica

Pagina 76 de 89



My &

UADE (%’

Reposicionamiento de drogas en osteosarcoma agresivo y con baja inmunoreactividad:
Combinacidn con agentes quimioterapicos y estudios bioinformaticos exploratorios.

el tratamiento clinico, y se observa consistentemente en todos los subtipos de sarcoma,
lo cual subraya la agresividad intrinseca de estas neoplasias.

- Laangiogénesis desempefia un papel clinico clave en la progresién de los sarcomas. En
particular, el VEGF muestra una correlacién negativa con el pronostico en diversos
pacientes con sarcoma. Esto resalta la relevancia del proceso angiogénico en la
progresion de estos tumores y lo posiciona como una posible diana terapéutica comun.

- A nivel de la patogénesis molecular, existen rutas alteradas que son comuinmente
compartidas entre los diferentes tipos de sarcoma. Entre estas, destacan las vias de P53,
RB1, PI3BK/AKT/MTOR, RAS/RAF/MAPK.

Via de p53: La alteracidn de esta via, crucial para la regulacion del ciclo celular y la

respuesta al dafio en el ADN, es frecuente en diversos tipos de sarcomas, promoviendo

el crecimiento incontrolado y la resistencia a la apoptosis.

Via de RB1: Las disfunciones en la via de RB1 también son comunes y contribuyen a

la desregulacion del ciclo celular, facilitando la proliferacion celular anormal en una

variedad de sarcomas.

Via de PISBK/AKT/MTOR: Esta via regula procesos esenciales como la supervivencia

celular, la proliferacion y el metabolismo. Su activacion aberrante se observa de forma

consistente en multiples sarcomas y se asocia con una mayor agresividad tumoral.

Via de RAS/RAF/MAPK: Implicada en la proliferacién y diferenciacion celular, la

activacion inapropiada de esta via favorece el crecimiento tumoral en diversos

sarcomas.
Ademas, al incluir una amplia y heterogénea variedad de tumores en el estudio, y al haber
observado que AVPR2 tiene un impacto pronostico tan favorable, se abre la posibilidad de
investigar en el futuro de manera especifica el rol de AVPR2 en tipos de tumores distintos al
OSA.
La dDAVP, como mencionamos previamente, es un analogo sintético de la hormona
vasopresina, que, al unirse a su receptor AVPR2, ha mostrado tener efectos duales en la
biologia tumoral, principalmente a través de la inhibicion del ciclo celular en células tumorales,
y la modulacion del entorno vascular tumoral. Ha mostrado ser efectivo en ensayos preclinicos
tanto en inhibicion directa del crecimiento tumoral como en la reduccién de la angiogénesis,
un proceso critico para el suministro de nutrientes y oxigeno a los tumores. El uso de ladDAVP
en escenarios pediatricos no oncoldgicos estd bien documentado desde hace afios. Se ha

utilizado principalmente para manejar desordenes hemorragicos, como la enfermedad de von
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Willebrand y la hemofilia A leve. Este medicamento ha demostrado una buena ventana
terapéutica y un perfil de seguridad aceptable en estos contextos clinicos, lo que lo convierte
en una opcidn atractiva para exploracion en tratamientos oncol6gicos pediatricos (Elke, G., et
al., 2020), (Chin, X, et al., 2022), (Everaert, K., et al., 2024).

En primer lugar, se llevo a cabo un ensayo de angiogénesis in vitro, para estudiar el impacto
de dDAVP en la linea celular HmVEC-L, donde dDAVP mostr6 una significativa inhibicion
en la formacidn de estructuras vasculares. La inhibicion observada, sugiere que dDAVP podria
interferir directamente con la capacidad de las células endoteliales en la morfogénesis vascular,
actuando, asi como un agente anti-angiogénico directo.

Posteriormente, en el ensayo de migracion celular con células HMEC-1, dDAVP mostré un
efecto igualmente significativo al reducir la capacidad de estas células endoteliales para
movilizarse hacia un estimulo. Adicionalmente, se realiz6 un ensayo de proliferacion celular
de células HMEC-1, donde dDAVP present6 un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de estas
células. Al disminuir este proceso, dDAVP complementa sus acciones sobre la migracion y la
formacion de estructuras vasculares, interviniendo en mdltiples niveles del proceso
angiogénico.

Se realizé un tratamiento de inmunoterapia combinando dDAVP con el agente anti-VEGF
bevacizumab. En el ensayo in vivo utilizando ratones atimicos, esta combinacién mostré una
reduccién significativa en el crecimiento tumoral, lo cual podria explicarse debido a la sinergia
que se produce por ambos. Bevacizumab, al ser un anticuerpo monoclonal anti-VEGF que se
une al factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), inhibe la angiogénesis al evitar que
VEGF interactle con sus receptores en las células endoteliales vasculares, por lo que priva al
tumor en la formacién de vasos sanguineos necesarios para el crecimiento del tumor, por lo
que inhibe la angiogénesis. EI mecanismo potencial de dDAVP podria involucrar la activacion
del receptor AVPR2 en las células endoteliales, lo que como se discutio previamente,
desencadena una liberacion controlada de factores hemostaticos y aumenta la produccion de
mediadores que disminuyen la permeabilidad vascular, lo que dificultaria la formacion de
nuevos vasos por parte del tumor. En conjunto, esta combinacion podria estar potenciando la
actividad anti-angiogénica de bevacizumab, no solo al bloquear la sefializacion de VEGF, sino
también al influir en el microambiente vascular del tumor.

A continuacién, se detallan los posibles mecanismos que podrian explicar el efecto

combinatorio beneficioso a nivel terapéutico de la adicion de dDAVP a bevacizumab:
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- Sobre el eje vascular: dDAVP ha mostrado actividad citostatica directa sobre las células
endoteliales, reduciendo la quimiotaxis y la morfogénesis capilar, ambos procesos
criticos en la formacion de nuevos vasos sanguineos que alimentan al tumor.

- Inhibicion de la vasculatura a través de mecanismos dependientes de células tumorales:
dDAVP puede inducir la produccién de angiostatina, un inhibidor de la angiogénesis,
a partir del plasmindgeno presente en el estroma tumoral. Ademas, reduce la
produccion de VEGF, lo que refuerza la inhibicién angiogénica que ya genera
bevacizumab (Ripoll, G.V., et al., 2013).

- Efecto anti-metastasico: dDAVP tiene una significativa capacidad anti-metastasica,
disminuye el riesgo de la progresion del tumor, puede reducir la viabilidad celular e
inducir apoptosis en células tumorales del OSA las cuales presentan una alta tendencia
a diseminarse (Ripoll, G.V., et al., 2013), (Giron, S., et al., 2002).

- Se hademostrado que dDAVP estimula la liberacion del factor de von Willebrand desde
las células endoteliales, lo cual es crucial para la funcién de la vasculatura. El factor de
von Willebrand, a su vez, desempefia un papel esencial en la regulacion de la
homeostasis vascular, inhibe la angiogénesis patogénica y contribuye a la
normalizacion de la vasculatura en entornos tumorales (Starke, R.D., et al., 2011).

- Es sumamente importante mejorar la respuesta de bevacizumab en el tratamiento de
OSA, ya en muy pocos estudios clinicos se ha valorado efectivamente su actividad en
este tipo de cancer agresivo, y los intentos previos no han mostrado resultados
satisfactorios. Un estudio que combind bevacizumab con quimioterapia MAP reportd
solo mejoras parciales en los resultados clinicos, sin una mejora significativa en la
respuesta histologica (Navid, F., et al., 2017). Ademas, en pacientes pediatricos con
tumores refractarios, no se observaron mayores beneficios en términos de supervivencia
(Yagci-Kipeli, B., et al., 2022). Estos resultados, subrayan la necesidad de explorar
estrategias para optimizar su eficacia, como el uso de drogas de reposicionamiento, que

son efectivas, seguras y de bajo costo, permitiendo una rapida implementacion clinica.

Es sumamente importante mejorar la respuesta de bevacizumab en el tratamiento de OSA, ya
en muy pocos estudios clinicos se ha valorado efectivamente su actividad en este tipo de cancer
agresivo, y los intentos previos no han mostrado resultados satisfactorios. Un estudio que
combind bevacizumab con quimioterapia MAP reporto solo mejoras parciales en los resultados

clinicos, sin una mejora significativa en la respuesta histologica (Navid, F., et al., 2017).
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Ademas, en pacientes pediatricos con tumores refractarios, no se observaron mayores
beneficios en términos de supervivencia (Yagci-Kipeli, B., et al., 2022). Estos resultados,
subrayan la necesidad de explorar estrategias para optimizar su eficacia, como el uso de
dREPO, que son efectivas, seguras y de bajo costo, permitiendo una rapida implementacion
clinica.

El protocolo in vivo ha utilizado dosis y esquemas de tratamiento que son clinicamente
relevantes, lo que proporciona una base sélida para la posible traduccion clinica. Los resultados
sugieren que dDAVP puede potenciar el efecto de bevacizumab, ofreciendo una nueva via
terapéutica combinada para el tratamiento de OSA resistente.

A futuro, se deberian replicar mas fielmente las condiciones del microambiente tumoral del
OSA mediante ensayos ortotdpicos y el uso de modelos inmunocompetentes metastasicos,
como los estudios en paralelo con la linea murina K7M3. Es importante destacar que la
expresion elevada de AVPR2 en estos tumores se ha asociado con perfiles diferenciales de
infiltrados inmunes e inflamatorios, sugiriendo que modelos inmunocompetentes serian mas
representativos para evaluar la efectividad del tratamiento.

El B-bloqueante PPN, el cual su uso original estaba orientado al tratamiento de patologias
cardiacas como la hipertension y arritmia, en los ultimos afios ha demostrado tener efectos anti-
tumorales en un gran namero de tipos tumorales. El B-bloqueo se ha asociado a una inhibicién
del proceso anti-angiogénico a través de efectos directos sobre tejido maligno e indirectos al
actuar sobre distintos actores del microambiente tumoral.

El PPN ya cuenta con antecedentes en pediatria, siendo uno de los principales motivos de su
reposicionamiento en clinica en el manejo de hemangioma infantil, el tumor benigno mas
frecuente en la infancia. Este tipo de tumor vascular se caracteriza por la proliferacion de
células endoteliales y afecta principalmente a bebés entre los 3 y 12 meses de edad. En
aproximadamente el 12% de los casos, la rapida y a menudo, impredecible expansion del tumor
requiere intervencion y cuidados especializados (Drolet, B.A., et al., 2013). Los posibles
mecanismos de accién del PPN en el tratamiento del hemangioma infantil incluyen su
capacidad para inducir vasoconstriccion mediante la reduccion de la liberacion de 6xido nitrico,
la inhibicion de sefiales pro-angiogénicos como VEGF, FGF2, y las metaloproteasas 2 y 9, asi
como la induccidn de apoptosis en las células endoteliales proliferativas (Storch, C.H. and P.H.
Hoeger, et al., 2010).

En cuanto al bloque de PPN, el mismo ha mostrado efectos significativos tanto como

monoterapia como en combinacion con quimioterapicos de primera linea en OSA, como lo son
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DOXO, MET y CDDP. Como monoterapia, PPN demostré una capacidad destacada para
modular procesos clave como la proliferacion celular y la angiogénesis, lo que refuerza su
potencial como agente anti-tumoral independiente.

En los estudios in vitro, la combinacion de PPN con los quimioterapicos estdndar DOXO,
CDDP y MET, demostr6 una gran inhibicién del crecimiento celular, en comparacion con los
tratamientos individuales, lo que realmente evidencio la sinergia en las combinaciones.

El mayor efecto PPN se observé entre PPN y DOXO, lo que sugiere que el agente B-blogueante
PPN, podria mejorar la eficacia del quimioterdpico individual, permitiendo la reduccion de
dosis del mismo, y, por ende, los efectos adversos y su alta toxicidad.

La DOXO, es un potente agente quimioterapico valioso para tumores hematologicos y solidos,
ampliamente utilizado en el tratamiento de OSA, pero su uso esta limitado por la gran variedad
de efectos adversos graves, como la cardiotoxicidad y toxicidades multiorganicas en varios
pacientes (Pugazhendhi, A., et al., 2018). Esto es especialmente relevante en pacientes
pediatricos y jovenes, donde el dafio cardiaco podria ser irreversible. Potenciar el efecto
mediante la combinacion con PPN, permitiria reducir la dosis necesaria para obtener una
respuesta terapéutica, mejorando asi el perfil de toxicidad y aumentando la tolerabilidad del
tratamiento.

Ya se han reportado efectos cooperativos entre PPN y CDDP, en combinaciéon (Solerno, L.M.,
et al., 2022). Sin embargo, los hallazgos méas prometedores de este trabajo, se obtuvieron en la
combinacion de PPN con DOXO, mostrando el mejor perfil de sinergia. En consecuencia, se
planea continuar la exploracion in vivo con DOXO, enfocandose en la progresion tumoral
primaria y la diseminacion metastasica, areas clave para mejorar el prondstico en pacientes con
OSA.

El efecto sinérgico observado entre PPN y los agentes quimioterapicos podria explicarse por la
afectacion de vias de sefializacion clave en el OSA, como las vias MAPK y PI3K/Akt/mTOR,
que son cruciales para la proliferacion celular, la supervivencia y la angiogénesis, es decir, la
progresion de la enfermedad (Babichev, Y., et al., 2016; Li, J., et al., 2023). Estos hallazgos
estan alineados con estudios previos que han mostrado como la combinacion de PPN con otros
agentes terapéuticos puede modular estas rutas, reduciendo la resistencia al tratamiento y
potenciando la eficacia anti-tumoral. Ademas, estd documentado que estas vias estan alteradas
y altamente activas en lineas celulares de OSA, desempefiando un rol crucial en la iniciacion y

regulacion del crecimiento celular, la supervivencia, la proliferacion y la angiogenesis, lo que
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las convierte en objetivos relevantes en el progreso de esta enfermedad (Pignochino, Y., et al.,
2009; Lilienthal, 1., et al., 2020).

El PPN ha demostrado multiples acciones anti-OSA que lo hacen un compafiero ideal para la
DOXO, incluyendo su capacidad para detener el ciclo celular y actuar de manera anti-mitética,
inhibir la mesenquimalizacion y la invasividad, tener actividad anti-angiogénica y potenciar la
necrosis cuando se combina con quimioterapia. Ademas, los posibles mecanismos de accion
complementarios a través de la modulacion de las vias de sefalizacion MAPK y
PI3K/Akt/mTOR refuerzan su potencial sinérgico en tratamientos combinados.

El reposicionamiento de drogas, como es el caso del PPN y la dDAVP, representa una
estrategia prometedora en el tratamiento del OSA. Estas drogas, originalmente desarrolladas
para otros fines terapéuticos, han demostrado tener propiedades adicionales que las hacen
atractivas para su reposicionamiento en oncologia. Ambos tienen una ventana terapéutica
amplia, lo que significa que son efectivos en un rango de dosis sin causar efectos adversos
graves, lo cual es crucial en el tratamiento del cancer, donde la tolerancia a la medicacion es
fundamental, especialmente en poblaciones vulnerables como lo son los nifios. Ademas, ambos
tienen un historial extenso de uso en la préactica clinica, como ya mencionamos previamente,
el PPN es un B-blogueante ampliamente utilizado en el tratamiento de enfermedades
cardiovasculares y en el manejo de hemangiomas en pediatria, mientras que la dDAVP es
conocida por su efectividad en el control de hemorragias y su uso en cirugia. Este amplio uso
clinico asegura sus perfiles de seguridad, lo que reduce los riesgos asociados con su
implementacién en nuevos contextos terapéuticos.

Otro factor a tener en cuenta, es que ambas drogas estan incluidas en el listado de
medicamentos esenciales de la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), lo cual subraya la
importancia global y su accesibilidad. Lo que no solo garantiza la disponibilidad en diversas
regiones del mundo, sino que también, facilita su integracion en nuevos protocolos de
tratamiento para el OSA, dada su aceptacion y su reconocimiento a nivel internacional.

La validacién de los blancos terapéuticos, AVPR2 para dDAVP y ADRB2 para PPN, es un
paso crucial en la investigacion traslacional de estas terapias. Los datos preliminares sugieren
que estos receptores estan expresados en OSA, lo que abre la posibilidad de que estas drogas
actlen directamente sobre las células tumorales a través de estos mecanismos.

La expresion de AVPR2 y ADRB2 en muestras de OSA debe ser investigada en mayor
profundidad para confirmar su relevancia como blancos terapéuticos. Los estudios iniciales

indican que estos receptores, como mencionamos, podrian jugar un papel en la progresion del
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tumor y en la respuesta del tratamiento, lo que justifica la continuacién de investigaciones en
este campo. Para llevar a cabo esta validacidon, se han establecido colaboraciones con
instituciones de salud de renombre, como el Hospital Garrahan en Buenos Aires y el Hospital
San Martin de Porres en Lima. Estas colaboraciones permitirdn acceder a casos clinicos
retrospectivos de OSA pediatrico y juvenil, proporcionando una base sélida de datos clinicos
que respaldara el desarrollo de estas terapias. Estas asociaciones son esenciales para traducir
los hallazgos preclinicos en aplicaciones clinicas concretas.

El OSA sigue siendo un desafio clinico, especialmente en pacientes jovenes donde la
supervivencia a largo plazo es baja y los efectos secundarios de los tratamientos actuales son
severos. La identificacidn de terapias mas efectivas y menos tdxicas es de suma importancia
para mejorar los resultados en estos pacientes. En este contexto, las propiedades anti-OSA de
PPN y dDAVP representan una oportunidad Unica para introducir tratamientos mas seguros y
efectivos en la practica clinica. Los estudios preclinicos realizados hasta ahora han demostrado
que tanto PPN como dDAVP tienen un impacto significativo en la inhibicion del crecimiento
tumoral, la reduccion de la angiogénesis, y la induccion de apoptosis en células de OSA. Estos
efectos, combinados con su capacidad para potenciar la eficacia de quimioterapicos como la
DOXO, subrayan su potencial como componentes clave en nuevos regimenes terapéuticos. Es
crucial continuar con la investigacion preclinica, enfocandose en la caracterizacién molecular
y la validacién de los mecanismos de accion de estas drogas en OSA. Ademas, las
colaboraciones con instituciones académicas, grupos cientificos y hospitales son esenciales
para llevar estos tratamientos del laboratorio a la clinica. Este enfoque colaborativo permitira
la acumulacion de datos robustos que respalden la traslacion de estos hallazgos a ensayos
clinicos en oncologia pediatrica. La eventual integracion de PPN y dDAVP en la clinica
oncopediatricas podria revolucionar el manejo del OSA, ofreciendo a los pacientes opciones
terapéuticas mas efectivas y mejor toleradas. Estos esfuerzos requerirdn una coordinacion
estrecha entre investigadores, clinicos y autoridades sanitarias para asegurar que los resultados
de la investigacion se traduzcan en beneficios tangibles para los pacientes lo mas rapido

posible.
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