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AC: Adenilato ciclasa  

ABTS: 2,2´-acinobis-(3-etilbenzotiazolina-6- 

ácido sulfónico) 

AMPc: Adenosin monofosfato cíclico  

AMPK: Quinasa activada por AMP 

AJ: Uniones adherentes. 

AP-1/2: Proteína activadora -1/2  

AR: Anfiregulina 

ARF: Factor de ribosilación de ADP 

ARNi: ARN de interferencia  

ATP: Adenosina trifosfato  

BAF: Factor de activación de células B 

BAX: Proteína X asociada a BCL2 

BCL2: Proteína del linfoma de células B 2 

BDPE: Benzo-α-piren-diol epóxido 

BrdU: Bromodeoxiuridina 

BSA: Albumina sérica bovina 

CBD: Dominio de unión a  

celulasas bacterianas 

CBP: Proteína de enlace a CREB 

CCR: Carcinoma de células renales 

ccCCR: CCR de células claras 

CDK. Quinasas dependientes de ciclinas 

CFTR: regulador de la conductancia 

transmembrana de la fibrosis quística 

CM-H2DCFDA: clorometil-2´,7´- 

diclorofluoresceina 

CRE: Elemento de respuesta a AMPc 

CREB: Proteína de unión a CRE 

COX: Ciclooxigenasa 

CXCR4: Receptores de quimioquinas CX 

DAG: Diacilglicerol  

DRAM: Modulador de autofagia  

regulador del daño 

DBD. Dominio de unión al DNA. 

DEPC: Dietilpirocarbonato  

DMSO: Dimetilsulfoxido 

dNTPs: desoxirribonucleotidos trifosfato  

DTT: Ditiotreitol  

EGF: Factor de crecimiento epidérmico 

EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 

EGFR: Receptor del factor de crecimiento  

epidérmico 

EGTA: Ácido etilenglicoltetracético 

ELISA: Inmunoanálisis ligado a enzima  

EPACs: Proteínas de intercambio activadas  

por AMPc  

ERK: Quinasas reguladas por señales  

extracelulares  

FAK: Quinasa de adhesión focal  

FBS: Suero fetal bovino 

FDA: “Food and Drug Administration” 

FITC: Isotiocianato de fluoresceína 

FPRL1: Receptor similar al de péptidos  

formilados 1 

Fsk: Forskolina  

Fz: “Frizzled” 

GABA: ácido gamma aminobutírico 

GDP: Guanosina difosfato 

GEF: Factor de intercambio de nucleótidos  

de guanina  

GHRH: Hormona liberadora de la  

hormona de crecimiento 

GIP: Péptido inhibidor gástrico 
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GLP: Péptido similar al glucagón 

GPCRs: Receptores acoplados a proteínas G 

GPX: Glutation peroxidasa 

GSK-3β: Quinasa glicogeno sintasa 3 beta 

GTP: Guanosina trifosfato  

HER2: Receptor del factor de  

crecimiento epidérmico humano tipo 2  

HER2-P: HER2 fosforilado  

HGF: Factor de crecimiento de hepatocitos  

HIF: Factor inductor de hipoxia 

HRG: Heregulinas/Heregulin  

HRP: Peróxidasa de rábano  

HSP: Proteína de shock térmico  

IκB: Inhibidor  de NFκB 

IBMX: Isobutilmetilxantina  

IGF: Factor de crecimiento similar a  

insulina 

IKK: Quinasa IkB  

IL: Interleuquina  

INF: Interferón  

IP3: Inositol trifosfato  

IRF: Factor de respuesta inflamatoria 

JAK: Janus Quinasas 

LEF: Factor potenciador linfoide 

LPA: Ácido lipofosfatídico  

LTB: Linfotoxina β 

LPS: Lipopolisacárido 

LRA: Lesión renal aguda 

MAPK: Proteína quinasa activada 

por mitógenos  

MAPKK: MAP quinasa quinasa  

MDM2: “Murine doble minute 2” 

MEK: Quinasas de MAPK  

MMPs: Metaloproteasas de matriz  

MT-MMP: Metaloproteasas de la membrana 

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 

-2,5-difenil-tetrazol 

mTOR: Diana de la rapamicina  

en mamíferos 

MUC4: Mucina 4 

NAD: Dominio de autorregulación negativa 

NFκB: Factor de transcripción nuclear  

kappa B 

NLS. Secuencias de localización nuclear  

NRP-1/2: Neuropilina-1/2  

NTI: nefritis tubulointersticial 

OMS: Organización Mundial de la Salud 

PAAF: Punción aspiración con aguja fina  

PACAP: Péptido activador de la  

Adenilato ciclasa hipofisaria 

PAR-1: Receptor tipo 1 activador  

de proteasas 

PCNA: Antígeno nuclear de  

proliferación celular  

PCR: Reacción en cadena de la polimerasa  

PDGF: Factor de crecimiento derivado  

de plaquetas   

PDGFR: Receptor de PDGF  

PET: Tomografía por emisión de positrones  

PGE2: Prostaglandina E2  

PHI: Péptido histidina isoleucina  

PHM: Péptido histidina metionina  

PHV: Péptido histidina valina  

PI3K: Fosfoinosítido 3 quinasa  
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PIGF: Factor de crecimiento placentario  

PIP2: Fosfatidilinositol difosfato  

PKA: Proteína quinasa A  

PKB: Proteína quinasa B  

PKC: Proteína quinasa C   

PLA: Fosfolipasa A  

PLC: Fosfolipasa C   

PLD: Fosfolipasa D  

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo  

PR: Receptor de progesterona 

PRC: Proteína reactiva C  

PTB: Dominio de unión a fosfotirosina  

PTEN: Homologo de fosfatasa y tensina 

RARE: Elementos de respuesta a ácido 

retinoico  

Rb: Proteína del retinoblastoma 

RE-1: Elemento restrictivo 1  

RGS: Proteínas G reguladoras de señales  

RHD: Dominio de homología a Rel 

ROS: Especies reactivas del oxígeno 

RT: Retrotanscripción  

RTKs: Receptores tirosina quinasa  

SDS: Docecilsulfato sódico 

SESN: Sestrinas 

SH2: Dominio 2 de homología a Src   

SNC: Sistema nervioso central  

SNP: Sistema nervioso periférico  

SOD: Superoxido dismutasa 

SP1. Esfingosina 1   

Sp-1: Proteína específica 1  

STAT: Factor transductor de señales  

y activador de la transcripción   

TAD: Dominio de transactivación 

TMB: 3,3,5,5´-tetrametilbenzidina 

TBS: Tampón tris salino 

TCF: Factor de la célula T 

T3H: Timidina tritiada 

TD: Dominio de tetramerización  

TEA: Trietanolamina 

TESPA: 3-aminopropiltrietoxixylane  

TGF: Factor de crecimiento transformante  

TIMP: Inhibidor tisular de metaloproteasas 

TMD: Dominio transmembrana 

TNF: Factor de necrosis tumoral  

TRH: Terapia de remplazo hormonal  

TSE: Elemento específico tisular  

TSP: Trombospondina 

UTRs: Regiones no codificantes  

VEGF: Factor de crecimiento del  

endotelio vascular   

VEGFR: Receptor del factor de  

crecimiento del endotelio vascular  

VIP: Péptido intestinal vasoactivo 

VHL: Von Hippel –Lindau 
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1.1 El riñón 

El riñón es un órgano de estructura compleja adaptada a diversas 

funciones biológicas esenciales. La anatomía renal contiene organizaciones 

morfológicas altamente diferenciadas como la vascularización y las estructuras 

responsables del mecanismo de filtración, formación de la orina y regulación de 

la presión arterial.  

 
1.1.1 Estructura  

A nivel macroscópico, los riñones constituyen un órgano par, de 

situación retroperitoneal. Están localizados en la pared abdominal posterior, a 

ambos lados de la columna vertebral. El peso medio del riñón varía en función 

del sexo, siendo 130-170 g en el hombre y 115-160 g en la mujer.  

Individualmente, el riñón presenta una forma ovoidea irregular. En el 

extremo superior del uréter se localiza la pelvis renal. Es una amplia estructura 

con forma de embudo, donde finalmente desembocan los cálices, encargados 

de drenar la mitad superior e inferior del riñón. En el borde interno de cada 

riñón, se observa una hendidura longitudinal denominada hilio renal. Éste 

conduce a una cavidad donde se encuentran los vasos renales, cálices y parte de 

la pelvis, todo ello rodeado de tejido adiposo, denominada seno renal.  

En el corte de un riñón hemiseccionado (Fig. 1) se aprecian dos zonas 

fácilmente distinguibles a simple vista: una externa o corteza, de coloración 

rojo-pardusca, y una interna o médula, más pálida. La corteza renal contiene los 

glomérulos, los túbulos contorneados de la nefrona y los vasos sanguíneos (Fig. 

1). En la médula se localizan unas masas cónicas de color claro denominadas 

pirámides renales. Cada pirámide, con su extremo externo cubierto por corteza, 

constituye un lóbulo renal.  
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Figura 1: Esquema de un corte sagital del riñón, pelvis renal y vasos aferentes (Izquierda). 

Esquema de la nefrona (Derecha). 

 
1.1.2 Función  

El riñón posee una estructura extremadamente compleja y característica, que 

le permite realizar numerosas funciones: 

1. Regulación del volumen y la osmolaridad de los líquidos corporales 

mediante el control del equilibrio electrolítico e hídrico. 

2. Excreción de los productos de desecho producidos por el metabolismo 

celular y de las sustancias químicas extrañas al organismo. 

3. Regulación de la presión arterial, entre otros mecanismos mediante la 

secreción de factores vasoactivos como la renina, implicada en la 

formación de la angiotensina II. 

4. Regulación del equilibrio ácido-base, principalmente mediante la 

excreción de ácidos. 

5. Regulación de la eritropoyesis, mediante la secreción de eritropoyetina. 
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Papila renal

Columna renal

Cáliz menor

Vena 
interlobular

Pirámide 
medular

Arteria 
interlobular

Corteza

Médula

Arteria renal

Vena renal

Túbulo Colector

Vena 
interlobular

Arteria 
interlobular

Corteza

Médula

Nefrona

Asa de 
Henle

Túbulo contorneado 
distal

Glomérulo

Conducto de Bellini

Túbulo contorneado 
proximal

Cápsula de Bowman

Conducto 
colector

Vasos 
rectos
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6. Regulación de la vitamina D3, dando lugar a su forma más activa, la 1,25-

dihidroxivitamina D3, que participa en el metabolismo del calcio y del 

fósforo. 

7. Gluconeogénesis, sintetizando glucosa a partir de aminoácidos y otros 

precursores en situaciones de ayuno prolongado. 

 
1.1.3 Patologías del túbulo proximal 

La diversidad de estructuras que presenta el riñón hacen que exista un 

inmenso abanico de patologías renales. En este apartado se hace un breve 

resumen de las enfermedades que afectan principalmente a las células 

tubulares. 

 Las células del túbulo proximal son las más sensibles a las sustancias 

tóxicas de la sangre debido a la intensa exposición a la que se ven sometidas. 

Esto se debe a que, durante el proceso de filtración glomerular, entran pequeñas 

moléculas tóxicas a los túbulos capaces de activar diferentes sistemas 

enzimáticos, incrementando así su vulnerabilidad. 

 
1.3.1.1 Tubulopatías 

Las enfermedades tubulares renales o tubulopatías se definen como 

alteraciones clínicas en las que existe una disfunción tubular específica, con 

escasa o nula afectación de la función glomerular. Esta definición sólo es válida 

en los estadios precoces, ya que durante su evolución también se puede generar 

una patología glomerular secundaria.  

Las disfunciones tubulares pueden ser simples o complejas, según 

afecten al transporte tubular de una o varias sustancias, respectivamente. Si 

únicamente se produce alteración en el transporte tubular, se consideran 

tubulopatías primitivas, mientras que las secundarias surgen en el curso de 

otras enfermedades o son la consecuencia de la administración de 
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medicamentos o tóxicos (Hernando y col., 2008). En la tabla 1 se muestran 

enfermedades que afectan al túbulo renal (Laso, 2004). 

Tabla 1. Clasificación de las enfermedades tubulares renales 

Trastornos del transporte de proteínas Proteinuria tubular 

Trastornos del transporte de glucosa Glucosuria renal hereditaria 

Trastornos del transporte de ácido úrico Hipouricemia renal hereditaria 

Trastornos del transporte de fosfato 
Hipofosfatemia familiar ligada al sexo o con 

herencia autosómica; pseudoparatiroidismo 

Trastornos del transporte de aminoácidos 

Cistinuria; hipercistinuria aislada; 

hiperaminoaciduria dibásica; enfermedad de 

Hartnup; malabsorción de metionina; 

histidinuria; aminoglicinuria familiar; 

aminoacidurias 

Trastornos múltiples del túbulo proximal Síndrome de Fanconi idiopático secundario 

Trastornos de la función reguladora del 

equilibrio ácido-base 
Acidosis tubular renal 

Trastornos del transporte de calcio Hipercalciuria de origen renal 

Trastornos del transporte de sodio, potasio y 

magnesio 

Pseudohipoaldosteronismo; síndrome de 

Bartter; síndrome de Gitelman; síndrome de 

Liddle; exceso aparente de mineralocorticoides; 

hipomagnesemia 

Trastornos del transporte de agua Diabetes insípida nefrogénica hereditaria 
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1.3.1.2 Lesión renal aguda 

El término lesión renal aguda (LRA) cada vez es más utilizado como 

sinónimo de necrosis tubular aguda (NTA) o lesión tubular aguda. Es una 

patología que se caracteriza por la disminución de la función renal y, a menudo, 

por evidencias morfológicas de lesión tubular.  

La LRA es responsable del 50% de los casos de insuficiencia renal aguda 

en pacientes hospitalizados. Se trata de una lesión renal que puede ser 

reversible, asociada a varias situaciones clínicas como isquemia y/o 

nefrotoxicidad. Además de su frecuencia, la posible reversibilidad de la LRA 

aumenta su importancia clínica. Así, el tratamiento apropiado significa la 

diferencia entre la recuperación completa y la muerte (Abuelo, 2007).   

 
1.3.1.3 Nefritis tubulointersticial 

La nefritis tubulointersticial (NTI) puede deberse a múltiples causas entre 

ellas la exposición a fármacos, los procesos infecciosos y las enfermedades 

autoinmunes, y sus manifestaciones pueden ser agudas o crónicas.  

En la NTI aguda, el daño produce disfunción tubular renal, con o sin 

insuficiencia renal. La disfunción es generalmente reversible, gracias a la 

capacidad regenerativa que poseen las células tubulares. Para restaurar la 

función será necesario solventar el daño que produce inflamación y fibrogénesis 

facilitando así su regeneración y reconstrucción (Hewitson, 2009). La NTI 

crónica se caracteriza por fibrosis intersticial y atrofia tubular que llevan a 

insuficiencia renal crónica (Higgins y col., 2008).  

La fibrosis tubulointersticial está relacionada con un mal pronóstico, 

representativo de la etapa final de la mayoría de las enfermedades renales. 
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1.3.1.4 Carcinoma de células renales 

La primera mención histórica acerca de la existencia de tumores renales 

data de 1826, cuando Konig los describe por primera vez, pero no fue hasta 

1861 cuando Wolcott, de manera accidental, realizó la primera nefrectomía de 

un riñón tumoral, aunque inicialmente pensó que se trataba de la metástasis de 

un hepatoma (Delahunt y Thornton, 1996). Los tumores renales se clasifican en 

dos grupos atendiendo a su localización: 

- Tumores de la vía urinaria: normalmente son carcinomas de células 

transicionales, cuyo origen es el urotelio que tapiza cálices y pelvis renal, 

similares a los del uréter y en gran medida a los de vejiga. 

- Tumores del parénquima renal: cuya variedad más frecuente es el 

carcinoma de células renales (CCR). Representan el 90% de todas las 

patologías malignas del riñón (Li y Kaelin, 2011) y, por ello, es objeto de nuestro 

estudio. En base a su apariencia histológica, el CCR se clasifica en diferentes 

subtipos (Tabla 2), siendo los más frecuentes los carcinomas de células claras, 

papilares y cromófobas.  

Tabla 2. Clasificación e incidencia del CCR según la OMS (Eble 2004; Dinesh y col., 2009; 
Dvorakova y col., 2010; Latif y col., 2011). 

Tipo de tumor Incidencia Células de origen 

Carcinoma de células renales de células claras 74,8% Túbulo contorneado proximal 
Carcinoma de células renales de tipo papilar 12,2% Túbulo contorneado distal 
Carcinoma de células renales de tipo 
cromófobo 

7,9% Células intercalantes 

Oncocitoma 1,8% Células intercalantes 
Carcinoma de los conductos colectores de 
Bellini 

< 1% 
Conductos colectores de la 
médula renal 

Carcinoma renal medular < 1% 
Conductos colectores distales de 
la médula renal 

Carcinomas asociados con translocaciones en 
Xp11 

< 1% _ 

Carcinoma asociado con neuroblastoma < 1% _ 
Carcinoma mucinoso tubular y fusocelular < 1% _ 
Carcinoma de células renales inclasificable < 1% _ 
Adenoma papilar < 1% _ 
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El 75% de los casos de CCR diagnosticados son carcinomas de células 

claras (ccCCR), también conocido como adenocarcinoma renal, tumor Grawitz 

o hipernefroma. Son neoplasmas generados en células de túbulo contorneado 

proximal y se manifiestan con patrones de distinta arquitectura: sólido, acinar y 

alveolar. A nivel histológico, el ccCCR se caracteriza por presentar células con 

contornos bien delimitados, núcleos redondos centrales y un citoplasma claro 

como consecuencia de la extracción de lípidos y glucógeno durante el 

procesamiento del tejido (Brugarolas, 2009) (Fig. 2). 

 

Figura 2: Fotografía representativa de un citoplasma de carcinoma de células claras. (Aumento 

500x). 

 
1.3.1.4.1 Epidemiología 

El CCR ocupa el tercer lugar de mortandad entre los tumores urológicos, 

siguiendo al de próstata y al de células transicionales de vejiga (Pascual y 

Borque, 2008). A pesar de que en los últimos años se ha producido un mayor 

número de pacientes diagnosticados durante una etapa temprana de la 

enfermedad, casi un 50% de los pacientes con CCR mueren en 

aproximadamente 5 años (Cho y col., 2011). A partir de los años 70, se ha 

observado un aumento en la incidencia del CCR, debido probablemente al 

desarrollo de nuevas técnicas de imagen. La Sociedad Americana Contra el 

Cáncer estimó en 2011, cerca de 60.000 nuevos casos de cáncer renal de los 

cuales unos 37.000 fueron hombres y alrededor de 24.000 mujeres.  

Es importante destacar que el CCR es una enfermedad que raramente 

aparece antes de los 40 años (Corgna y col., 2007). El 80% de los pacientes que la 
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padecen están entre la 4ª y la 6ª década de vida (Pascual y Borque, 2008). La 

incidencia incrementa rápidamente con la edad siendo anualmente menor del 

2% en pacientes menores de 40 años, 38% de 60-65 años y 46% a partir de 75 

años (Corgna y col., 2007). Además, la tasa de incidencia varía sustancialmente 

en función de la zona geográfica (Tabla 3). En países europeos y de 

Norteamérica las tasas son altas mientras que, en Asia y Sudamérica la 

incidencia es baja. En los diferentes países de un mismo continente existe una 

gran variabilidad. En Europa existen igualmente diferencias, Serbia 2,9%y 

República Checa 15,2%, por ejemplo. Esta diferencia permanece incluso dentro 

de un mismo país, siendo en España mayor la incidencia en la zona del País 

Vasco y Cantabria (Anglada y col., 2009). Entre mujeres la incidencia, en la 

mayoría de los casos, es la mitad que en los hombres pero las diferencias 

geográficas se mantienen. En España, la incidencia en hombres y mujeres es de 

4,7% y 2,3%, respectivamente. Estos datos sugieren que, en esta enfermedad, la 

exposición ambiental tiene un papel fundamental (Chow y col., 2010). 

 

Tabla 3. Distribución geográfica del CCR (Pascual y Borque, 2008). 

Incidencia Zona 
Alta Dinamarca, Nueva Zelanda, Noruega, Escocia 

Moderada EEUU, Australia, Bélgica, Francia, Holanda 

Baja España, Irlanda, Italia, Venezuela, India, China 

 
 
 

1.3.1.4.2 Etiología 

En la actualidad, el CCR es una enfermedad relativamente poco 

frecuente (3% de los tumores malignos en el adulto); por ello, su etiología no ha 

sido tan estudiada como en otro tipo de tumores. Hasta la fecha, se conocen los 

siguientes factores de riesgo asociados al desarrollo de un carcinoma renal: 

 Tabaco: El tabaquismo se considera claramente el factor de riesgo más 

relacionado con el CCR. El primer informe para determinar un factor de riesgo 
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para el cáncer renal data de 1966, estudio que examinó las causas específicas de 

muerte en un millón de pacientes y donde se comprobó que la mortalidad en 

fumadores era el doble que en no fumadores (Hammond, 1966). Aunque aún no 

se conoce su mecanismo patogénico, existen evidencias de que uno de los 

compuestos principales del humo del tabaco, el benzo-α-piren-diol epóxido 

(BPDE) produce mutaciones en el cromosoma 3p21.3, relacionadas con la 

tumorigénesis en varias neoplasias, entre ellas el carcinoma renal. La relación 

entre el tabaquismo y el CCR es dosis-dependiente acumulativa, siendo 

destacable que, el riesgo se incrementa un 58% en mujeres fumadoras de más 

de un paquete al día. Este riesgo parece disminuir en ex-fumadores que llevan 

sin fumar más de 10 años. Se ha demostrado también un mayor riesgo de 

desarrollar el tumor entre los fumadores ocasionales y los fumadores pasivos. 

 Obesidad: se estima que más del 40% de CCR en EEUU y del 30% en 

Europa se deben a un exceso de peso severo. A nivel mundial, existe un 

incremento del número de personas que padecen obesidad, lo que parece 

contribuir al aumento de la incidencia de esta enfermedad, pero no explica los 

balances actuales de algunos países. Existen varias hipótesis sobre el 

mecanismo que relaciona el CCR con la obesidad. Éstas incluyen hipoxia 

crónica del tejido, resistencia a la insulina e hiperinsulinemia compensatoria, 

entorno endocrino y producción de adipoquinas, respuesta inflamatoria 

inducida por la obesidad, peroxidación lipídica y estrés oxidativo, aunque 

existen pocas evidencias directas en humanos (Chow y col., 2010). 

 Hipertensión: es un factor que parece ser significativo para el desarrollo 

del CCR. Aunque el mecanismo no se conoce debidamente, parece que cambios 

funcionales o metabólicos en las células del túbulo renal provocan 

carcinogénesis (Pascual y Borque, 2008).  

 Carcinógenos químicos: la exposición de determinados trabajadores a 

algunos carcinógenos químicos como asbestos, solventes orgánicos, cadmio o 

hidrocarburos aromáticos policíclicos, presenta una estrecha relación con el 

riesgo de sufrir CCR. El periodo de exposición a estos compuestos está 
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íntimamente relacionado con el riesgo de padecerlo apareciendo, en algunos 

casos, en tan solo 3 años (Corgna y col., 2007). 

 Herencia genética: la mayoría de los CCR son esporádicos, pero existen 

formas raras de cánceres familiares que se transmiten con carácter autosómico 

dominante. Aunque solo representan un 4% de los carcinomas renales, estas 

formas familiares son muy valiosas para el estudio de la carcinogénesis renal. 

La más relevante es el síndrome de von Hippel-Lindau (VHL) proceso 

caracterizado por la presencia de hemangioblastomas en el cerebelo y la retina, 

en el que se desarrollan tanto quistes renales como CCR. Se trata de una 

mutación en el gen VHL que codifica para una proteína supresora tumoral, 

cuya función es mediar la degradación por ubiquitinas de factores inducibles 

por hipoxia, (HIFs). La pérdida de su función conlleva la acumulación de HIF, y 

por tanto, un aumento de la expresión de sus genes diana, muchos de ellos 

relacionados con la angiogénesis, linfangiogénesis, invasión y mitogénesis (Oya, 

2009). 

 
1.3.1.4.3 Sistemas de clasificación del CCR 

La estadificación en el cáncer renal ha estado sometida a controversia. En 

1969 Robson introdujo una clasificación que rápidamente fue aceptada y que 

únicamente se emplea en los Estados Unidos. La crítica más evidente a esta 

clasificación es que no tiene en cuenta, de forma explícita, el tamaño del tumor 

característica decisiva en el tratamiento y pronóstico de cada caso. En Europa se 

utiliza la clasificación TNM. 

Clasificación TNM 

El sistema de clasificación TNM (tumor, nódulos, metástasis) fue 

desarrollado históricamente como un método para clasificar a los pacientes con 

cáncer en grupos con diferente riesgo de progresión de la enfermedad. Es un 

método globalmente aceptado que describe la extensión local anatómica del 
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cáncer (estadio del tumor), y su extensión a los ganglios linfáticos (estadio 

nodal) o a órganos distantes (estadio metastático). 

La primera clasificación TNM del CCR fue propuesta en 1974 y ha 

sufrido diferentes modificaciones (Moch y col., 2009). Recientemente, la Unión 

Internacional contra el Cáncer (UICC) y el Comité Conjunto Americano sobre el 

Cáncer (AJCC) publicaron la 7ª edición de la clasificación TNM para el CCR 

(Greene y Sobin, 2009). 

A continuación, se muestra un esquema de la última edición del sistema 

de estratificación TNM para el carcinoma de células renales realizado en 2009.  

T-Tumor primario  

TX: No se puede evaluar el tumor primario. 

T0: No hay evidencia del tumor primario. 

T1: Tumor  ≤ 7 cm de diámetro, limitado en el riñón.  

- T1a: Tumor ≤ 4 cm de diámetro mayor, limitado al riñón. 

- T1b: Tumor > 4 pero ≤ 7 cm de diámetro mayor. 

T2: Tumor > 7 cm de diámetro mayor, limitado al riñón. 

- T2a: Tumor > 7 cm pero ≤ a 10 cm de diámetro mayor. 

- T2b: Tumor > 10 cm limitado al riñón. 

T3: La extensión del tumor abarca las venas principales o a los tejidos 
perirrenales, pero no a la glándula suprarrenal ipsilateral y no por fuera de la 
fascia de Gerota.  

- T3a: Tumor que se extiende macroscópicamente a la vena renal o a sus 
ramas segmentarias o tumor que invade la grasa perirrenal o del seno 
renal (peripélvica) pero no por fuera de la fascia de Gerota. 

- T3b: Tumor con extensión macroscópoca a la vena cava por debajo del 
diafragma. 

- T3c: Tumor con extensión macroscópica a la vena cava por encima del 
diafragma o que invade la pared de la vena cava. 
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T4: Tumor que invade por fuera de la fascia de Gerota (incluyendo la extensión 
por contigüidad a la cápsula suprarrenal ipsilateral). 

 
N-Nódulos linfáticos regionales 

 NX: Los ganglios linfáticos regionales no pueden evaluarse.  

 N0: No hay metástasis en los ganglios linfáticos regionales.  
 N1: Metástasis de un solo ganglio linfático regional. 

 N2: Metástasis de más de un ganglio linfático regional. 

M-Metástasis a distancia 

 M0: No hay metástasis a distancia.  

 M1: La metástasis a distancia se hace patente. 

TNM Grupos por Estadios según TNM 

 Estadio I: T1 N0 M0.  

 Estadio II: T2 N0 M0. 

 Estadio III: T3 N0 M0; T1, T2, T3 N1 M0 

 Estadio IV: T4 cualquier N M0, cualquier T N2 M0, cualquier T, 
cualquier N M1. 

 
Clasificación Fuhrman 

Además del estadio, en todos los CCR debe determinarse el grado nuclear 

de Fuhrman, referido al tamaño y forma del núcleo; ha demostrado tener una 

buena correlación con el pronóstico siendo, en la actualidad, el mejor indicador 

del grado histológico en todos los carcinomas renales (Fuhrman y col, 1982). La 

gradación se realiza atendiendo al grado nuclear (Fig. 3). 

 Grado 1. Núcleos redondos, uniformes (aprox. 10 µm); nucléolos no 

visibles o de difícil detección a 400X. 

 Grado 2. Núcleos más grandes (aprox. 15 µm) con contornos irregulares; 

se ven pequeños nucleolos a 400X. 

 Grado 3. Núcleos más grandes (aprox. 20 µm) con contornos más 

irregulares; nucleolos prominentes a 100X. 
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 Grado 4. Con las mismas características del grado 3 pero con más núcleos 

pleomórficos o multilobulados, con o sin células fusiformes 

(sarcomatoides). 

El grado nuclear se ha visto correlacionado con el estadio tumoral, el 

tamaño del tumor, la presencia de metástasis, la afectación ganglionar, vascular 

y de la grasa perirrenal (Bretheau y col., 1995). 

 

Figura 3. Fotografías representativas del grado histológico en el carcinoma renal (aumento 

400x). A: Grado 1. B: Grado 2. C: Grado 3. D: Grado 4. (tomado de www.kidneypathology.com). 

 
 

1.3.1.4.4 Diagnóstico 

A nivel clínico, el CCR suele permanecer oculto durante la mayor parte 

de su evolución patológica (Corgna y col., 2007). La presentación clásica de 

dolor, hematuria y masas en el flanco solo aparece generalmente en el 9% de los 

pacientes y es, con frecuencia, indicativo de enfermedad avanzada. 

El desarrollo de las técnicas de diagnóstico por imagen ha modificado el 

patrón diagnóstico de estos tumores. En la actualidad, más del 50% de los 

carcinomas de células renales son diagnosticados de forma accidental durante 

una evaluación radiológica por síntomas o procesos no relacionados con el 

mismo (Hernando y col., 2008). 
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1.3.1.4.5 Tratamiento 

El tratamiento, al igual que en la mayoría de tumores malignos, depende 

del tamaño y extensión del tumor, de la edad del paciente y de su salud. Un 

tercio de los pacientes tiene enfermedad metastásica avanzada y entre un 20-

40% de los que se someten a resección quirúgica de un tumor primario 

desarrollarán metástasis (Bukowski y col., 2009). Si se diagnostica a tiempo y el 

tumor es de pequeño tamaño, se puede tratar mediante resección quirúrgica 

parcial (nefrectomía parcial), y si el tumor es de gran tamaño, se extirpa el riñón 

afectado (nefrectomía radical). Para algunos pacientes existen otras opciones, 

como seguimiento periódico por imágenes o ablación del tumor utilizando alta 

energía que afecta sólo a las células tumorales (Janet y Torpy, 2011). La 

administración de altas dosis de interleuquina-2 (IL-2) ha sido la terapia 

utilizada, con el inconveniente de generar una alta toxicidad con una mínima 

eficacia (McDermott, 2011). 

El CCR se encuentra entre los tumores más resistentes a la terapia 

sistémica. En los últimos años el conocimiento de la biología del CCR se ha 

traducido en importantes avances en el tratamiento de pacientes con metástasis. 

Desde diciembre de 2005, la FDA (“Food and Drug Administration”) ha 

aprobado seis nuevos fármacos cuya diana son las moléculas implicadas en la 

enfermedad avanzada y que han mostrado magníficos beneficios en ensayos 

clínicos en fase III (Wright y Kapoor, 2011; Cáceres y Cruz-Chacón, 2011; Pirrota 

y col., 2011; Posadas y Figlin, 2012): 

 Sunitinib, pazopanib y sorafenib inhiben directamente al factor de crecimiento 

del endotelio vascular (VEGF). 

 Bevacizumab y axitinib actúan bloqueando a los receptores de VEGF. 

 Temsirolimus y everolimus inhiben la diana de la rapamicina en mamíferos 

(mTOR). 

Estos medicamentos dirigidos molecularmente, representan la próxima 

generación de fármacos contra el cáncer, causando menos efectos tóxicos en las 

células normales que la administración de altas dosis de IL-2 y ejerciendo, en 
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cambio, una inhibición selectiva de la proliferación de células tumorales 

(McDermott, 2011). El término CCR engloba a una gran heterogeneidad de 

tipos tumorales que desde un punto de vista morfológico y molecular, 

comparten rutas moleculares comunes, lo que se puede considerar como un 

factor clave para aproximarse a los diferentes tratamientos clínicos de los 

subtipos de CCR (Milella y Felici, 2011).  

 

1.2 Procesos relacionados con el desarrollo tumoral y 
factores implicados 

El crecimiento, invasión y metástasis tumoral en su génesis necesitan que 

se desencadenen procesos tales como proliferación de las células tumorales, 

digestión proteolítica de la matriz extracelular, migración celular hacia el 

torrente sanguíneo, extravasación e infiltración en tejidos distantes, entre otros. 

En este apartado, se muestra una visión general de los principales procesos y 

moléculas de señalización implicados en la iniciación, desarrollo y metástasis 

del CCR.  

1.2.1 Proliferación  

En los primeros años de vida, el ritmo de división celular es muy elevado 

permitiendo el crecimiento; pero en el adulto, con excepción de las células 

hematopoyéticas, la mayoría se encuentran en estado de quiescencia. El 

desarrollo tumoral comienza cuando unas determinadas células evaden los 

mecanismos celulares que regulan el crecimiento.  

La progresión del ciclo celular a través de sus diferentes fases, gap 1 (G1), 

síntesis (S), gap 2 (G2) y mitosis (M), está regulada por hechos secuenciales que 

incluyen la activación y subsecuente inactivación de ciclinas y quinasas de 

dependientes de ciclinas (CDKs). CDKs son un grupo de serin/treonin quinasas 

que forman complejos con las ciclinas (Tabla 4):  
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Tabla 4: Tipos de complejos ciclina-CDK en mamíferos, dependiendo de la fase del ciclo celular. 

Fase del ciclo Ciclina CDK 

G1 Ciclina D CDK4, CDK6 

G1/S Ciclina E  CDK2 

S Ciclina A  CDK2 

M Ciclina B  CDK1 (ó Cdc2) 

 

Durante el ciclo celular, la célula pasa al menos tres puntos de control o 

“checkpoints”, que se localizan: el primero, antes de finalizar la fase G1, el 

segundo, al finalizar la fase G2 justo antes de la entrada en fase mitótica y el 

tercero, antes de entrar en anafase. De este modo, el organismo es capaz de 

evitar la proliferación de una célula dañada si no se consiguiera la reparación 

de la lesión (figura 4). 

 

Figura 4: Esquema representativo de los puntos de control del ciclo celular. Se muestran los 

requisitos necesarios para que el sistema considere óptima la continuidad del ciclo. 

La integridad del DNA se verifica tanto en el punto de control G1 como 

en G2. Ante la presencia de DNA dañado, se genera una señal que retrasa la 

entrada en fase M. El mecanismo depende de la proteína p53, que se acumula 

M
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en la célula en respuesta a las alteraciones del DNA, deteniendo el sistema de 

control en G1 e impidiendo la entrada en mitosis.  

El gen p53 es uno de los genes supresores tumorales más conocidos, 

cuya proteína no sólo puede detener el ciclo, sino que también participa en la 

apoptosis cuando el daño en el DNA es irreparable. Codifica para una proteína 

de 393 aminoácidos, de estructura compleja (Fig. 5) y que presenta dominios 

perfectamente definidos. En su extremo N-terminal contiene el dominio de 

transactivación (TAD) seguido de una región rica en prolinas. Este dominio 

TAD le permite la interacción con proteínas reguladoras como: MDM2 

implicada en la regulación de los niveles celulares de p53; diferentes 

componentes del complejo de iniciación de la transcripción; y las 

acetiltransferasas p300 y CBP, que actúan como coactivadores, acetilando el 

dominio C-terminal, y regulando así la función de p53. A continuación, 

presenta el dominio de unión al DNA (DBD), que conforman el núcleo central 

de la molécula. En el extremo C-terminal se localiza el dominio de 

tetramerización (TD), que regula la oligomerización de p53, y el dominio de 

autoregulación negativa (NAD), que contiene las regiones de acetilación y las 

de unión no específica al DNA (Joerger y Fersht, 2007). 

 

Figura 5: Estructura de p53. 

Los niveles celulares de p53 están estrechamente regulados, y su 

actividad está modulada tanto por modificaciones post-traduccionales, como 

por interacciones con multitud de proteínas de señalización. En condiciones 

fisiológicas, p53 está latente y se mantiene a bajos niveles de expresión por la 

proteína MDM2. Esta proteína se une a p53 y facilita su translocación desde el 

núcleo al citoplasma para que p53 sea degradado. Cuando las células reciben 

p53

N-terminal C-terminal
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señales de estrés por hipoxia, radiación o quimioterapia u otros daños directos 

en el DNA, p53 se fosforila en múltiples regiones, entre las que se incluyen las 

implicadas en su unión a MDM2. Esto conduce a su activación y al bloqueo de 

su degradación (Shen y col., 2011).  En función del factor desencadenante de la 

activación de p53, se pueden activar unas moléculas u otras, es decir, cada señal 

activa p53 por una vía diferente. 

Cuando el DNA presenta un daño reversible, aumentan los niveles de 

p53, que activan la transcripción de p21, proteína capaz de inhibir la actividad 

quinasa del complejo ciclina E-Cdk2. Se evita de este modo la fosforilación y 

posterior degradación de las proteínas del retinoblastoma (Rb), implicadas en la 

represión del ciclo en fase G1. Además, p21 es capaz de unirse al antígeno 

nuclear de proliferación celular (PCNA), componente de la DNA pol δ 

sintetizada durante la fase S (Shen y col., 2011) (Fig. 6). Esta unión impide la 

progresión de la replicación y reparación del DNA (Prives y Gottifredi, 2008). Si 

el DNA es reparado, la proteína p53 se libera del promotor del gen p21, 

provocando el descenso en los niveles de p21. Esto permite restaurar la 

actividad del complejo ciclinaE-Cdk2 y la progresión del ciclo celular. 

En algunos tipos celulares, p53 es capaz de activar una amplia variedad 

de proteínas proapoptóticas como Bax, de disminuir la regulación de la 

proteína antiapoptótica Bcl2, así como inducir la sobreexpresión de proteínas 

mitocondriales que generan reacciones oxidativas y favorecen la permeabilidad 

de la membrana externa mitocondrial. De este modo, p53 desencadena la 

apoptosis en respuesta a un daño severo (Galluzi y col., 2008).  

El daño en el DNA que se genera en situaciones de hipoxia, induce la 

activación de p53 lo que lleva a una disminución de VEGF, mermando así la 

capacidad angiogénica tumoral (Reuter y col., 2010). p53 también puede limitar 

la tumorigénesis a través de la autofagia, provocando la muerte celular 

mediante la activación de genes como AMPK, DRAM, y SESN1/SESN2. Sin 

embargo, el papel de la autofagia en la supresión de tumores es complejo, ya 
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que también podría tener efectos a favor de la supervivencia mediante la 

promoción de la generación de ATP cuando los nutrientes son limitantes. 

Curiosamente, p53 también puede ejercer efectos no autónomos que son 

fundamentales para la supresión de tumores; estas funciones se destacan por la 

capacidad de p53 para impedir la angiogénesis, inhibir el crecimiento tumoral y 

la metástasis (Brady y Attardi, 2010; Liang, 2010). Estos aspectos son recogidos 

en la figura 6. 

  

Figura 6: Modelo de regulación de la proteína p53 (Modificado de Smith y col., 2003). 

 

1.2.2 Angiogénesis  

La angiogénesis es el proceso de formación de nuevos capilares 

sanguíneos, fundamental para el desarrollo fisiológico normal, pero también 

asociado a patologías como artritis reumatoide o nefropatías diabéticas. El 

desarrollo del sistema vascular es crucial para el crecimiento y metástasis 

tumoral (Bhargava y Robinson, 2011). 

El factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es, hasta la fecha, 

el elemento clave en la patogénesis del CCR. Es una molécula diana importante 

en la que se basan numerosos ensayos en fase clínica, con el fin de bloquear su 

regulación. La vía de activación de VEGF es responsable del reclutamiento, la 

migración y la expansión de las células endoteliales,  elementos característicos 

de la angiogénesis tumoral del CCR (Albiges y col., 2011). VEGF fue 

descubierto como un factor soluble derivado del tumor, capaz de inducir 

permeabilidad de las células endoteliales y angiogénesis. Desde entonces, se 

han identificado siete miembros que forman parte de la familia de VEGF: 

VEGF-A (denominado VEGF), -B, -C, -D, -E, factor de crecimiento placentario 
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(PlGF)-1 y 2 (Robinson y col., 2010). VEGF-A se expresa en casi todas las células 

bajo condiciones hipóxicas o de estrés, incluyendo las células endoteliales. Esta 

expresión es elevada en tejidos que están en continua remodelación o 

crecimiento como es el caso del ciclo reproductivo femenino, aterosclerosis o 

tumores (Bates, 2010). Los tumores con gran capacidad proliferativa suelen 

estar expuestos a hipoxia, especialmente en su parte central, activando la 

expresión de factores inducibles por hipoxia, HIFs, que regulan la expresión de 

VEGF (Semenza, 2010). El CCR de células claras es un tumor altamente 

angiogénico, como resultado de un incremento en la expresión de VEGF debido 

a la inactivación de VHL (Oya, 2009). Actúa a través de receptores presentes en 

las células endoteliales. Existen dos grandes grupos de receptores: VEGFR-1, -2 

y -3 y neuropilina (NRP)-1 y -2 (Robinson y col., 2010). La unión a sus 

receptores provoca su homo o heterodimerización, y su autofosforilación en 

residuos de tirosina, permitiendo su unión a proteínas con dominio SH2. Así se 

activan múltiples vías de señalización (Bates, 2010).  

La expresión de VEGF está regulada por diferentes factores de 

transcripción, siendo HIF, STAT3 y NFκB los más relevantes en el carcinoma de 

células claras (Jung y col, 2005; Djordjević y col, 2008). VEGF ejerce efectos 

pleiotrópicos en las células endoteliales (Fig. 7). Es capaz de desencadenar toda 

una serie de mecanismos implicados en migración, invasión de la membrana 

basal, proliferación y neovascularización.  
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Fig. 7. Mecanismos de activación de VEGF en células tumorales. Implicación de VHL/HIF. 

Dianas sobre las que actúan los fármacos antiangiogénicos (Modificado de Brian y Rini, 2009) 

1.2.3 Adhesión 

Uno de los procesos clave en el desarrollo de la metástasis es la pérdida 

de adhesión de las células tumorales, que permite su desprendimiento y facilita 

la invasión de tejidos circundantes.  

Las uniones intercelulares son necesarias para el correcto mantenimiento 

de la polaridad y la integridad de las células y los tejidos. Entre las moléculas 

estructurales que forman parte de las uniones de tipo adherente (AJ), se 

encuentra el complejo formado por las proteínas E-cadherina/β-catenina. Su 

función es vital para mantener las propiedades de adherencia celular tanto en el 

epitelio como en los tumores epiteliales, e integrar la señalización intra- e 

intercelular (Banumathy y Cairns, 2010; Tian y col., 2011). 

E-cadherina, es una glicoproteína transmembrana que interacciona con 

el citoesqueleto a través de las proteínas intracelulares cateninas (α, β y p120) y 

con otras E-cadherinas presentes en las membranas de las células adyacentes. Se 
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trata de una proteína supresora tumoral, cuya pérdida está asociada a un mal 

pronóstico en la mayoría de tumores. En muchos casos, la pérdida funcional se 

puede ocasionar por aberraciones cromosómicas, represión de la transcripción o 

hipermetilación del DNA (Lineham y col., 2007). 

β-catenina, es un coactivador transcripcional que se considera una 

molécula emergente clave en la patogénesis del cáncer renal.  La vía de 

activación de β-catenina puede ser independiente de E-cadherina, mediada por 

la vía de señalización de Wnt. Se trata de una ruta implicada en el desarrollo 

normal y un incremento aberrante puede inducir tumorigénesis, promoviendo 

la activación de β-catenina libre en el citoplasma (Barbolina y col., 2011) 

En células quiescentes normales, si β-catenina no está asociada a E-

cadherina, incrementan sus niveles citosólicos y es fosforilada en sus residuos 

de treonina y serina, para ser degradada en el proteosoma. En células 

tumorales, los bajos o ausentes niveles de expresión de E-cadherina no pueden 

secuestrar a β-catenina, incrementándose sus niveles citoplasmáticos. Wnt 

regula positivamente a β-catenina, inhibiendo su fosforilación, ubiquitinación y 

degradación. Si β-catenina es estable, entra al núcleo y junto al factor de 

transcripción LEF-TCF activa la transcripción de genes diana implicados en la 

oncogénesis como c-myc, ciclina D1 o CD-44 (Fig. 8) (Banumathy y Cairns, 2010; 

Jamieson y col., 2012).  

La adhesión célula-célula puede verse afectada por la pérdida de E-

cadherina o por cambios en la expresión de cateninas, influyendo en la 

migración, el crecimiento celular y la supervivencia de las células neoplásicas 

(Ronkainen y col., 2010). En el CCR de células claras, la inactivación de VHL 

conlleva la pérdida de expresión de E-cadherina, que está asociado a un 

incremento de la actividad transcripcional de β-catenina y a la adquisición de 

un fenotipo celular invasivo (Evans y col., 2007; Lineham y col., 2007). 
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Figura 8. Regulación de la vía de señalización de β catenina por E-cadherina y Wnt. 

 

1.2.4 Degradación de la matriz extracelular 

La letalidad que se desencadena en la mayoría de los tumores se debe 

principalmente a la extensión de las células tumorales hacia otros órganos o 

tejidos, y a la generación de focos secundarios distantes. Para metastatizar e 

invadir, una célula tumoral debe atravesar varias barreras físicas como la 

membrana basal y el tejido conectivo. Las metaloproteasas de la matriz (MMP) 

son enzimas proteolíticas implicadas en la degradación de la membrana basal y 

de la matriz extracelular, que juegan un papel clave en la progresión y 

metástasis de una amplia variedad de tumores, entre los que se incluye el CCR 

(Velinov, 2010; Mikami y col., 2011). 

Basándonos en la estructura y la especificidad de sustrato, las MMPs se 

pueden dividir en cinco grupos: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas, 
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matrilisinas y MMP de la membrana (MT-MMP) (Liu y col., 2012). Todas las 

MMPs comparten una estructura común que se compone de: un péptido señal, 

necesario para direccionar su secreción al exterior celular; un propéptido, que 

presenta un residuo de cisteína que se une al Zn2+ en el sitio activo del dominio 

catalítico, permitiéndoles mantenerse en estado latente; un dominio catalítico 

conservado, y un dominio hemopexina que le confiere la especificidad de 

sustrato así como la interacción con los inhibidores endógenos (Fig. 9) 

(Rosenberg, 2009).  

 

Figura 9. A. Estructura general de las MMPs. B. Dominios específicos de cada grupo de MMPs 
(Modificado de Liu y col., 2012).  

La mayoría de las MMPs, con excepción de las MT-MMPs, son secretadas 

y actúan en el espacio extracelular. En estado latente, se encuentran en forma de 

zimógeno, que es la proenzima inactiva. La cisteína del dominio propeptídico 
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interacciona con el ión Zn2+ del dominio catalítico inactivando a la MMP. La 

activación de la proMMP se consigue por escisión del prodominio por proteasas 

como plasmina u otras MMPs, liberando la enzima activa (Fig. 10) (Klein y 

Bischoff, 2011). 

 

Figura 10. Mecanismo de activación de las gelatinasas.  

Las gelatinasas son las principales MMPs implicadas en el desarrollo de 

un nuevo sistema vascular, al permitir la degradación proteolítica de la 

membrana basal vascular, abriendo el camino para la migración de las células 

endoteliales y formar así nuevos vasos sanguíneos (Klein y Bischoff, 2011). Por 

esta razón, las gelatinasas han sido la familia de las MMPs más estudiada en 

clínica humana. Se compone de dos miembros: MMP2 y  MMP9.  

 MMP2 o gelatinasa A es una enzima capaz de escindir la gelatina, 

el colágeno de tipo I, IV y V, la elastina y la vitronectina. Se secreta en forma de 

proenzima de 72 KDa, que está sujeta a una extensa glicosilación. La expresión 

de la MMP2 es constitutiva, y sus niveles de expresión génica no se modifican 

por la mayoría de estímulos proinflamatorios, debido a que en su promotor, a 

diferencia de la MMP9, carece de sitios de unión para factores de transcripción 

como la proteína de activación (AP1) o NFkB. En cambio, presenta sitios de 

unión para otros factores de transcripción como son la proteína de activación 2 

(AP-2) o p53. La proMMP2 se activa mediante la formación de un complejo con 

el inhibidor tisular de la MMP2 (TIMP2) y la proMT-MTT 14. Esta 

metaloproteasa de membrana elimina el dominio de la proMMP-2 por escisión 

proteolítica, obteniéndose la enzima activa de 64 kDa. Si la concentración de 
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TIMP2 es demasiado alta, se inhibe la activación tanto de MMP14 como de 

MMP2. Además de esta vía de activación, la proMMP2 también puede ser 

activada por la trombina y la proteína C activada.  La MMP-2 difiere de otras 

MMPs en que su dominio catalítico contiene regiones ricas en cisteína similares 

a las regiones de unión de colágeno de tipo II que se repite en la fibronectina. 

Estos insertos se requieren para la unión y escisión de colágeno y elastina. A 

través de su capacidad para degradar el colágeno de las membranas basales 

vasculares, las gelatinasas están implicadas en la neovascularización tanto en 

condiciones fisiológicas como patológicas, siendo el caso de la metástasis 

tumoral (Liu y col., 2012; Klein y Bischoff, 2011). 

 MMP9  o gelatinasa B es el miembro más complejo de esta familia. 

También presenta actividad proteolítica frente al colágeno tipo IV, el principal 

componente de la membrana basal. La MMP-9 se expresa como una proenzima 

de 92 KDa, que dará lugar a la enzima activa de 83 KDa. El gran tamaño de la 

MMP-9 en relación con la MMP-2 se puede atribuir a un inserto de colágeno V 

fuertemente O-glicosilado que une el dominio metaloproteasa al dominio 

hemopexina. La activación de la proMMP-9 puede ser mediada por la 

eliminación del prodominio por serinproteasas u otras MMPs, o bien por 

respuesta directa al estrés oxidativo. En su promotor presentan sitios de unión a 

factores de transcripción como NFkB o AP1. Aunque existe una considerable 

superposición en los sustratos degradados por ambas MMP, la MMP9 es 

incapaz de realizar una proteolisis directa de colágeno I. Se ha descrito que la 

MMP9 desempeña un papel importante en la angiogénesis, ya que está 

implicada en la liberación de la forma biológicamente activa del factor de 

crecimiento endotelial vascular (VEGF). Este proceso se complementa con la 

degradación proteolítica directa de las proteínas de la membrana basal vascular, 

lo que indica que la MMP9 (incluso más que la MMP2) puede jugar un papel 

crucial en la formación de nuevos vasos sanguíneos. Curiosamente, el dominio 

hemopexina de la MMP9 es un factor inhibidor de la angiogénesis. Estos 

resultados se han demostrado en un modelo xenógrafo con sobreexpresión del 
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dominio hemopexina de la MMP9, presentando disminuida la capacidad de 

invasión de las células de glioblastoma (Liu y col., 2012; Klein y Bischoff, 2011).  

El incremento en la expresión y actividad de las gelatinasas está 

relacionado con diferentes tipos tumorales como son el de mama, los 

uroteliales, de cerebro, de pulmón, de piel o colorrectal entre otros. En la 

actualidad, los pacientes con CCR presentan elevados niveles de expresión de 

MMP2 y MMP9 que están asociados a un mal pronóstico de la enfermedad. El 

incremento en la expresión de ambas MMP se considera un factor relacionado 

con invasión y metástasis renal, constituyendo un objetivo potencial para el 

tratamiento de la mayoría de tumores (Mikami, 2011). 

 

1.2.5 Estrés oxidativo 

El estrés oxidativo se define como una alteración del balance entre la 

producción de radicales libres y metabolitos reactivos, también denominados 

oxidantes o especies reactivas del oxígeno (ROS) y su eliminación a través de 

mecanismos protectores, denominados antioxidantes (Reuter y col., 2010).  

Esta desregulación lleva a alteraciones tanto en condiciones  fisiológicas, 

como en procesos patológicos debido al incremento de la oxidación de 

importantes moléculas a nivel biológico. Las reacciones de oxidación por ROS 

están consideradas como el desencadenante del estrés oxidativo, y diferentes 

enzimas como superóxido dismutasa (SOD), glutatión peroxidasa (GPX) y 

catalasa actúan como antioxidantes protectores frente al estrés oxidativo (Stiuso 

y col., 2010). Los radicales libres como el radical anión super-óxido (O2-), 

peróxido de hidrógeno (H2O2), peroxinitrito (ONOO-), radical hidroxilo (OH-) 

y el ácido hipocloroso (HClO), son productos del metabolismo normal de las 

células; están implicados no solo en los procesos de envejecimiento, sino 

también de manera directa e indirecta en una amplia variedad de desórdenes 

clínicos como aterosclerosis, daño por reperfusión, toxicidad pulmonar, 
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degeneración macular, cataratas, diabetes, fibrosis renal y cáncer (Tsai y col., 

2011). 

Las células necesitan mantener un balance redox para sobrevivir y 

proliferar. ROS se generan como productos del metabolismo natural y están 

correlacionadas con la proliferación de las células normales, a través de la 

activación de diferentes rutas de señalización relacionadas con el crecimiento. 

Sin embargo, cuando se incrementan los niveles de ROS, las células se exponen 

a un estrés oxidativo que puede activar diferentes mecanismos permitiendo a 

las células hacer frente a estos cambios (Chibber y col., 2012).  

La producción de ROS se puede considerar un arma de doble filo. Por un 

lado, los niveles de ROS están incrementados en las células tumorales, y el 

estrés oxidativo puede inducir daños en el DNA provocando inestabilidad 

genómica y, posiblemente, estimulación de la progresión tumoral. Así, 

diferentes carcinomas con elevada tasa proliferativa como son el de colon, de 

pulmón, renal y prostático, tienen incrementada la producción endógena de 

ROS y los sistemas enzimáticos antioxidantes disminuidos (Coriat y col., 2011). 

Por otro lado, se sabe que ROS pueden inducir muerte celular en diferentes 

carcinomas. Debido a los elevados niveles de ROS que poseen las células 

tumorales, son más sensibles a un estrés oxidativo adicional generado por los 

agentes anticancerígenos (Coriat y col., 2011). De hecho, la mayoría de fármacos 

antitumorales afectan a las células cancerosas mediante el aumento de los 

niveles de ROS intracelulares que controlan la expresión de varios genes 

oncosupresores como p53, Rb y PTEN y desestabilizan la membrana 

mitocondrial, generando toxicidad en las células tumorales (Fig. 11) (Gupta y 

col., 2012). 
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Figura 11. Modelo de regulación de los niveles de ROS intracelulares.  

La vulnerabilidad de las células tumorales al estrés oxidativo se debe 

considerar como una diana terapéutica para el diseño de nuevos agentes 

antitumorales (Montero y Jassem., 2011). 

 

1.2.6 Vía NFκB 

NFκB es un factor de transcripción pleiotrópico capaz de regular 

múltiples genes implicados en proliferación, supervivenvia, angiogénesis y 

reparación del tejido (Grivennikov y Karin, 2010) y está considerado como una 

atractiva diana terapéutica para el tratamiento del CCR (Morais y col., 2011). 

Este factor de transcripción fue descrito por primera vez en 1986 en células B, 

caracterizado por unirse al promotor del gen de la cadena ligera kappa de las 

inmunoglobulinas. Posteriormente, se ha observado que NFκB está presente en 

casi todas las células. La mayoría de tumores sólidos y linfomas muestran 

actividad constitutiva de NFκB y rara vez se encuentran mutaciones en los 

miembros de esta familia. En células tumorales, generalmente se mantiene en 

estado activo en respuesta a estímulos externos del microambiente tumoral 

(Grivennikov y Karin, 2010). 

p53

Quimioterapia

↑ROS
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La familia de factores de transcripción, NFkB, media diversos 

mecanismos celulares: proliferación, apoptosis y respuestas inmunológicas e 

inflamatorias. Se trata de una familia de homo y heterodímeros formada por 5 

miembros RelB, RelA (p65), NFκB1, NFκB2 y c-Rel. Todos comparten un 

dominio de homología a Rel (RHD) de 300 aminoácidos en el extremo amino 

terminal, esencial para la dimerización, la unión al DNA y la transcripción. Se 

pueden clasificar en dos categorías que dependen de su procesamiento (Fig. 12): 

 Grupo A: formado por las proteínas RelA o p65, RelB y c-Rel que se 

sintetizan en su forma activa y gracias a su dominio de transactivación 

(TAD) en su extremo C-terminal, son capaces de activar la transcripción 

génica de forma directa. 

 Grupo B: este grupo requiere de activación previa para estimular la 

transcripción. Está formado por las proteínas NFκB1 o p50 y NFκB2 o p52 

que se sintetizan en su forma inactiva como p105 y p100, respectivamente. 

Ambas proteínas se escinden en su aminoácido 433 y 447, para generar las 

formas activas p50 y p52, respectivamente. En su extremo C-terminal, 

contienen dominios de repetición de anquirinas (AR) cuando están en su 

forma inactiva. 

 

Figura 12. Representación de las subunidades de la familia NFκB. 
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La formación de homo o heterodímeros entre las distintas subunidades 

genera diferentes efectos celulares. Los dímeros más estudiados son Rel A 

(p65)/p50 y Rel B/p52. 

En situaciones fisiológicas, NFκB se encuentra secuestrado en el 

citoplasma, en su forma inactiva,  unido a las proteínas inhibidoras de la familia 

IκBs. Esta familia está formada por IκB-α, IκB-β, IκB-γ, IκB-ε, p100, p102 y Bcl3, 

de las cuales la más abundante y estudiada es la IκB-α. La degradación de IκB 

unido a NFκB es un paso esencial en la liberación de la forma activa de NFκB. 

Esta degradación se lleva a cabo gracias al complejo de quinasas IKKs. Este 

complejo está formado por tres subunidades, dos catalíticas, IKK-α e IKK-β, y 

una reguladora, IKK-γ. El complejo IKK, degrada a IκB y se activa así a NFκB 

que se transloca al núcleo donde se une al dominio κB de los genes diana 

regulando su activación y efectos. 

Existen diferentes vías de activación de NFκB (Fig. 13) (Morais y col., 

2011): 

- Vía clásica: también denominada canónica, es la más frecuente. 

Moléculas pro-inflamatorias como TNF-α, ligando CD40, IL-1 o 

lipopolisacáridos (LPS) activan a la subunidad IKK-β que fosforila a IκB-α 

en las serinas 32 y 36 de su extremo N-terminal. Esta fosforilación 

poliubiquitina a IκB, lo que lleva a su degración en el proteosoma; se 

consigue así la liberación y activación de NFκB que se transloca al núcleo y 

se activa la transcripción génica. 

- Vía alternativa: Linfotoxinas-β (LTB) o factor de activación de células B 

(BAF), entre otros muchos factores, constituyen las señales de activación 

en esta vía. Se activa IKK-α que fosforila en un residuo de serina 

específico a la subunidad p100. Esta fosforilación permite su 

ubiquitinización, generándose la subunidad p52, que junto con la 

subunidad RelB forman un heterodímero que se translocará al núcleo para 

activar la transcripción de determinados genes. 



 
 
Introducción  Universidad de Alcalá   

 

- 34 - 
 

- Vía atípica: se inicia directamente en el núcleo, generalmente en 

respuesta a radiación UV, anoxia y fármacos anticancerígenos, siendo 

independiente del complejo IKK. Estas señales desencadenan la activación 

de moléculas que fosforilan a IκB, liberando NFκB que se transloca al 

núcleo modulando la activación génica.  

 

Figura 13. Esquema de las diferentes vías de activación de NFκB. 
 
 

 La localización nuclear de NFκB está considerada como la activación de 

la molécula. En el CCR se ha observado la presencia nuclear de NFκB en una 

gran cantidad de muestras. La mutación en VHL que se observa en los 

pacientes con CCR de células claras es el factor de riesgo más importante para 
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el desarrollo de este carcinoma. VHL es un regulador negativo de NFκB y la 

ausencia de un gen VHL funcional incrementa su expresión y actividad.  

El papel que presenta NFkB en la oncogénesis viene determinado por 

efectos antiapoptóticos, proliferativos y proangiogénicos: 

 Efecto antiapoptótico: induce la expresión de los principales genes 

antiapoptóticos de la familia Bcl2. El gen Bcl2 tiene múltiples dominios 

de unión a NFκB  en su región promotora lo que conlleva a su activación. 

Asimismo, Bcl-2 puede activar la vía NFκB mediante la degradación del 

complejo IKK (IKK-α/IKK-β). 

 Efecto proliferativo: NFκB antagoniza directamente la función de p53 

impidiendo que éste detenga el ciclo celular y promueva apoptosis. 

Además, NFκB también puede regular la sobreexpresión de ciclinas 

aumentando descontroladamente la proliferación celular. 

 Efecto pro-angiogénico: NFκB participa en la sobreexpresión de 

moléculas pro-angiogénicas como VEGF.  

 

1.2.7 Vía de STAT3 

STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3)  es un factor de 

transcripción considerado como un oncogén constitutivamente activo en 

muchos tipos de tumores humanos. Los factores ambientales, incluyendo la 

radiación UV, carcinógenos químicos, infecciones y estrés, pueden activar la vía 

de STAT3 a través de receptores de citoquinas, Toll-like, adrenérgicos o 

nicotínicos.  

Se trata de una proteína de 92 KDa, formada por 770 aminoácidos, que 

presenta la estructura típica de la familia STAT (Fig. 14) (Aggarwal y col, 2009):  

- Un dominio N-terminal enrollado implicado en la interacción protéica 

(coiled-coil) 

- Un dominio de unión al DNA (DBD) 

- Un dominio de homología a Src-2 (SH-2)  
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- Un dominio de transactivación C-terminal (TD) 

 

Figura 14. Representación de la estructura de STAT3. 

 
La ruta de señalización de STAT3 es una importante vía en procesos 

inflamatorios relacionados con el cáncer, ya que induce la expresión de una 

gran cantidad de genes cruciales implicados en diferenciación celular, 

proliferación, apoptosis, angiogénesis y metástasis. Estudios recientes han 

demostrado que la tumorigénesis causada por STAT3 está mediada por la vía 

de señalización de IL-6 (Heinrich y col., 2011). 

Interleuquina-6 (IL-6) es una citoquina multifuncional que se caracterizó 

originariamente por actuar en la respuesta inmune e inflamatoria, e inhibir la 

apoptosis en ambientes tóxicos durante la inflamación. Altos niveles de IL-6 se 

han detectado en muchos tipos de carcinomas humanos, correlacionándose con 

proliferación o supervivencia celular en mieloma múltiple, adenocarcinomas de 

pulmón, cáncer de mama, de próstata, de cuello uterino, gástrico y de esófago 

(Liu y col., 2010). En el CCR metastásico, más del 50% de los pacientes afectados 

presentan niveles de IL-6 y de proteína reactiva C (PRC) elevados en suero; 

dichos niveles se han asociado a un mal pronóstico en CCR (Oya, 2008). 

 IL-6 es un polipéptido de unos 20 KDa, que actúa a través de la unión a 

su receptor formado por dos subunidades: una región extracelular de 80 KDa 

de unión a IL-6 (gp80) y un componente transmembrana de 130 KDa, 

transductor de la señal  (gp130). La unión de IL-6 a su receptor (Fig. 6) induce la 

dimerización de gp130, la activación de las tirosinas quinasas de la familia 

Janus quinasas (JAK1, JAK2 JAK3 y TYK2) y la fosforilación de residuos de 

tirosina de la porción citoplasmática de gp130. Estos residuos fosforilados, 

generan lugares de acoplamiento que reclutan a las moléculas de STAT3 

latentes en el citoplasma. El ensamblaje de STAT3 con la tirosina fosforilada de 

DBD SH-2

STAT3

N-terminal C-terminalTDCoiled-coil
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los receptores está mediado por su dominio SH-2 y lleva a la fosforilación de los 

residuos de tirosina específicos de STAT3 en la posición 705 (Y705) activándose. 

La actividad quinasa que produce la fosforilación en Y705 varía dependiendo del 

sitio de unión al receptor.  

Por otro lado, la fosforilación de STAT3 también puede ser mediada por 

la actividad tirosina quinasa intrínseca de los receptores de los factores de 

crecimiento. 

 

Figura 15. Regulación de la activación de STAT3 por citoquinas, receptores de factores de 
crecimiento con actividad tirosina quinasa y receptores sin actividad tirosina quinasa. 

 
Independientemente de la vía de señalización implicada, la fosforilación 

de STAT3, promueve su homodimerización entre los dominios SH-2/Y705 de 

cada monómero. Los dímeros de STAT3 se translocan al núcleo uniéndose al 

elemento respuesta del DNA en el promotor de los genes a los que regula la 
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transcripción (Johnston y Grandis, 2011; Heinrich y col., 2011). El dímero de 

STAT3 activo es capaz de inducir la transcripción de genes implicados en la 

tumorigénesis a través de la sobreexpresión de proteínas de supervivencia 

celular (Bcl-xl y Bcl2) y reguladoras del ciclo celular (ciclina D y c-Myc) (Wang y 

col., 2011). La activación de STAT3 también promueve la angiogénesis del 

tumor a través de HIF-1 y VEGF (Fig. 15). Por lo tanto se puede considerar a 

STAT3 un objetivo potencial para el tratamiento del cáncer (Heinrich y col., 

2011).  

                                                                                                                                                                                                              

1.3 Péptido Intestinal Vasoactivo  

En la década de los años 60, Sami Said descubrió que existía en pulmones 

de mamíferos un agente vasoactivo de naturaleza peptídica que provocaba una 

vasodilatación sistémica. En 1969, con la colaboración de Viktor Mutt extrajeron 

y purificaron parcialmente un péptido vasoactivo de pulmón porcino. Con la 

premisa de que podía existir en otros órganos, se decidieron a aislarlo en 

duodeno intestinal porcino, descubriendo un potente péptido hipotensivo al 

que denominaron péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Said y Mutt, 1970). Una 

vez aislado el péptido, caracterizaron su secuencia, formada por una cadena 

sencilla de 28 aminoácidos con propiedades básicas debido al predominio de 

residuos de arginina y lisina. A pesar de que VIP fue aislado en intestino 

delgado, hoy se sabe que su localización es muy extensa. Fue en 1976 cuando 

Said y Rosenberg lo identificaron en el sistema nervioso periférico (SNP) y a 

partir de entonces se le ha considerado como un neuropéptido. Está 

ampliamente distribuido tanto en el sistema nervioso central (SNC) como en el 

periférico, actuando como neurotrasmisor y neuromodulador en muchos 

órganos y tejidos como el tracto digestivo, sistema cardiovascular, pulmones, 

órganos genitales, tiroides, cerebro, riñón y sistema inmune (Said, 1991; 

Henning y Sawmiller, 2001; Laburthe y col., 2002). En 1978, Cutz y col. 

demostraron por primera vez la síntesis de VIP en mastocitos y granulocitos. 

Posteriormente, también se demostró que era sintetizado por neutrófilos y 
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linfocitos tipo Th2 (O’Doriso y col., 1980; Vassiliou y col., 2001). La amplia 

distribución de VIP está correlacionada con su implicación en múltiples 

acciones biológicas e importantes funciones reguladoras (Said, 1991; Said, 2007).  

El péptido intestinal vasoactivo está química y biológicamente 

relacionado con otros nueve péptidos incluidos dentro de una misma familia, 

que en humanos engloba al péptido activador de la adenilato ciclasa hipofisaria 

(PACAP), secretina, glucagón, el péptido similar a glucagón 1 y 2 (GLP-1 y 

GLP-2), el péptido histidina-metionina (PHM), la hormona liberadora de la 

hormona de crecimiento (GHRH) y el péptido inhibidor gástrico (GIP). La 

homología entre sus secuencias explica algunas de las similitudes que presentan 

en su funciones biológicas (Said, 1991), siendo PACAP el péptido con el que 

VIP presenta una mayor homología estructural (68%) y funcional, 

compartiendo afinidad por los mismos receptores (Gozes y Furman, 2003; 

Dickson y Finlayson, 2009). 

El gen que codifica para VIP se localiza en humanos en el cromosoma 6, 

región q24; está constituido por 8837 pb y, como se muestra en la figura 16, 

comprende seis intrones y siete exones (Gozes y col., 1984; Linder y col., 1987): 

 Exón I: con 165 pb, codifica para la región 5´del RNAm, que no se traduce. 

 Exón II: con 117 pb, codifica para el péptido señal de 21 aminoácidos. 

 Exón III: con 123 pb, codifica para el extremo N-terminal. 

 Exón IV: con 105 pb, codifica para el péptido PHM/PHI. 

 Exón V: con 132 pb, codifica para VIP. 

 Exón VI: con 89 pb, codifica para el extremo C-terminal. 

 Exón VII: con 723 pb, codifica para el extremo 3´del RNAm  

 

 
 

Figura 16. Estructura génica de VIP. 
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En la región promotora de VIP se localizan cinco elementos reguladores 

de la expresión génica, o elementos cis (Hahm y Eiden, 1999). 

- Dominio A: es el elemento específico tisular (TSE), indispensable para 

activar la transcripción génica tras su unión a proteínas como Oct1 y Oct2, entre 

otras. Cabe destacar la presencia en este dominio de dos secuencias inhibidoras 

denominadas VSE-1 y elemento restrictivo-1 (RE-1) (Liu y col., 2001; Hamelink 

y col., 2004). 

- Dominio B: contiene una caja E y dos secuencias que, tras ser reconocidas 

por proteínas MEF2 o proteínas E, activan la transcripción del gen del VIP 

(Hahm y Eiden, 1999). 

- Dominio C: contiene elementos represores y sitios de unión a STAT1 y 

STAT3 (Hahm y Eiden, 1999). 

- Dominio D: al igual que el dominio C presenta elementos represores, y se 

sabe que presenta un sitio de unión a la proteína activadora AP-1 (Hahm y 

Eiden, 1999). 

- Dominio E: contiene al elemento CRE, elemento de respuesta al AMPc 

(Tsukada y col., 1987).  

 

En la expresión de VIP juegan un papel importante los procesos de 

regulación post-transduccional, siendo muy relevantes los mecanismos de 

estabilización del RNAm. Está descrito que el control de esa estabilización, por 

unión a diferentes proteínas, se debe a la importancia de la cola de poli(A) del 

RNAm (Sachs y Wahle, 1993). Otros trabajos han mostrado que las regiones no 

traducidas (UTR) se caracterizan por presentar secuencias desestabilizadoras 

que forman complejos específicos junto a proteínas citoplasmáticas, 

determinando así la expresión o no del gen en función del tejido (Chew y col., 

1994; Wolford y Sings, 1995).  
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La biosíntesis de VIP comienza como una proteína precursora de alto peso 

molecular, constituida por 170 aminoácidos. Este prepropéptido es 

metabolizado por peptidasas en el retículo endoplásmico, produciéndose un 

pro-péptido con 148 aminoácidos, escindido por convertasas en VIP-GKR y 

PHM-GKR (Bloom y col., 1983) que son a su vez hidrolizados por enzimas tipo 

carboxipeptidasas B generando VIP-G y PHM-G (Itoh y col., 1983). El producto 

de su metabolismo por enzimas PAM genera finalmente VIP y PHM (Delgado y 

col., 2004).  

 

1.3.1 Acciones biológicas de VIP 

VIP es un neuropéptido con una extensa distribución en el SNC  y periférico 

y con un amplio espectro de acciones biológicas. VIP regula funciones tan diversas 

como la  digestión y la producción o la inmunomodulación (Said, 1986). Tiene un 

papel muy importante en la proliferación, diferenciación y supervivencia celular 

(Muller, 1995), así como en la regulación de la situación hormonal (Balsa, 1994). En 

la tabla 5 se presenta un resumen de estas funciones. 

Tabla 5. Acciones biológicas que ejerce VIP. 

Efectos sobre el SNC  Referencia  

Efectos generales 

Acción hipnótica Riou y col., 1981 

Hipertermia Clark y col., 1978 

Regulación del metabolismo del glucógeno Sorg y Magistretti, 1992 

Influye en los procesos de memoria y aprendizaje 
Glowa y col., 1992; Ivanonva y col., 

2011 

Efecto analgésico Haghjoo y col., 1996 

Desarrollo del cerebro durante la embriogénesis Moody y col., 2003b 

Anorexígeno Tachibana y col., 2004 

Induce neuroprotección en el desarrollo cerebral  Passemard  y col., 2011 



 
 
Introducción  Universidad de Alcalá   

 

- 42 - 
 

Efectos neurotróficos  

Aumenta la proliferación, diferenciación y supervivencia  

Brenneman y Eiden, 1986; Pincus y 

col., 1994  

 

Disminuye la apoptosis de las neuronas Moody col., 2003 

Aumenta el desarrollo de neuritas 
 

Pincus y col., 1990 

Neuroprotector en patologías inflamatorias Delgado y Ganea, 2003 

Protege de la neurodegeneración porque inhibe la activación de la 

microglía 
Delgado y col., 2008 

Inhibe la expresión de COX-2 en macrófagos, microglía y células 

dendríticas 
González-Rey  y Delgado, 2008 

Hipotálamo  

Aumenta la producción de prolactina  
Vijayan y col., 1979; Reichlin, 1988  

Modula la liberación de GABA  Reed y col., 2002  

Regula la transmisión sináptica en el núcleo supraquiasmático  Itri y Colwell, 2003  

Interviene en el mantenimiento de los ritmos circadianos  Harmar, 2003 

Hipófisis   

Aumenta la producción de hormona del crecimiento  
Vijayan y col., 1979  

Aumenta la producción de hormona luteinizante  Vijayan y col., 1979  

Aumenta la producción de hormona adrenocorticotropa  Oliva y col., 1982  

Acción autocrina/paracrina sobre la hiperplasia inducida  Gomez y Balsa, 2003  

Glándula tiroidea  
 

Aumenta la secreción de hormonas tiroideas  Ahren y col., 1980  

Glándula suprarrenal  
 

Aumenta la producción de catecolaminas  Malhotra y col., 1988  
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Riñón  

Inhibe el transportador de Na+-H+ por un mecanismo independiente de 

AMPc 
Kniaz y col., 1991 

Estimula a la adenilato ciclasa a nivel cortical Charlton y col., 1991 

  

Páncreas   

Aumenta la producción de fluido alcalino  Jensen y col., 1978  

Reduce el estrés oxidativo en células del acino pancreático Fujimori y col., 2011 

Tracto gastrointestinal   

Aumenta la relajación de la musculatura lisa  Said y Mutt, 1970  

Aumenta la secreción de intestino grueso y delgado  Dockray, 1994  

Disminuye la motilidad gástrica e intestinal  Olsson y Holmgren, 2001  

Sistema inmune   

Protege del shock séptico inducido por LPS  Delgado y col., 2000  

Regula la producción de gran variedad de citoquinas de manera que ejerce de 

inmunomodulador en algunas enfermedades  

Gomariz y col., 2001; Delgado y col., 

2002; Delgado y col., 2003; Juarranz 

y col., 2004.  

Regula la apoptosis y la inflamación  
Gomariz y col., 2001; Delgado y col., 

2002 ; Hauk  y col., 2011 

Protege a las células Th2  Sharma y col., 2006 

Previene y mejora la artritis reumatoide  Delgado y col., 2001  

Previene y mejora la enfermedad de Crohn  Abad y col., 2003  

Modula las funciones inmunes de las células de Langerhans  Kodali y col., 2004  

Modula la expresión del factor liberador de corticotropina Perez-García y col., 2011 
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Aparato reproductor   

Aumenta la esteroidogénesis en el ovario y en el testículo  
Ottesen y Fahrendrug, 1995; El- 

Gehani y col., 1998  

Aumenta la erección del pene  
Hedlund y col., 1995; Fahrenkrug, 

2001  

Aumenta la relajación de la musculatura lisa y la vasodilatación  Houdeau y col., 1998  

Sistema cardiovascular   

Regula el tono vasomotor normal  Brum y col., 1986  

Efecto vasodilatador (mayor en arterias que en venas)  Luu y col., 1993  

Efecto inotrópico  
Unverferth y col., 1985; Colston y 

Freeman, 1992  

Aumenta el consumo de oxígeno  Feliciano y Henning, 1998  

Dilatación de arterias coronarias  Feliciano y Henning, 1998  

Aumenta el latido cardiaco  Henning y Sawmiller, 2001  

Sistema respiratorio   

Potente relajante de la musculatura lisa (el mayor broncodilatador 

endógeno)  
Palmer y col., 1986  

Dilatación de los vasos sanguíneos  Laitinen y col., 1987  

Actúa como neurotransmisor en el sistema nervioso no-adrenérgico/no-

colinérgico  
Widdicombe, 1998  

Inhibe la liberación de mediadores de mastocitos y basófilos  Bousquet y col., 2000  

Implicado en balance oxidante/antioxidante endógeno de patologías 

inflamatorias como asma. 
Szema y col.,  2011 

Efectos complejos sobre la secreción de moco (estimula o inhibe)  Groneberg y col., 2001  

Incrementa la curación de heridas y la proliferación en células del epitelio 

bronquial  

Guan y col., 2006; Guan y col., 

2009  
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Aumenta el transporte de iones en el epitelio  Groneberg y col., 2001  

Protege el epitelio alveolar del daño por hiperoxia Ao y col., 2011 

Regula el transporte a través de CFTR en epitelio bronquial y nasal 
Qu F y col., 2011, ; Rafferty y col., 

2009 

  

Huesos   

Aumenta el metabolismo en osteoblastos  Lundberg y col., 1999  

Disminuye la reabsorción del hueso por los osteoclastos  Lundberg y col., 2000  

Médula ósea    

Disminuye la proliferación de las células progenitoras  Rameshwar y col., 2002  

Piel   

Aumenta la proliferación de queratinocitos  Granoth y col., 2000  

Tejido adiposo  
 

Efecto lipolítico  Akesson y col., 2005  

Córnea  

Protege frente al daño de muerte aguda del estrés oxidativo Koh y Waschek, 2000 

Sobreexpresa p-CREB, Bcl2 y N-cadherina en células endoteliales 
Koh y col., 2008;  Koh y col., 2009; 

Koh y col., 2011 

Aumenta la integridad de  explantes Koh y col., 2011 

Células tumorales   

Cáncer de próstata   

Estimula la movilidad de células DU-145  Nagakawa y col., 2002  

Induce la producción de IL-6  Nagakawa y col., 2005  

Induce diferenciación neuroendocrina  Gutiérrez-Cañas y col., 2005  

Induce la expresión del oncogén c-fos  Collado y col., 2005  

Incrementa la expresión de VEGF  Collado y col., 2004  
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Protege de la apoptosis celular  Gutiérrez-Cañas y col., 2003  

Induce la expresión de COX-2  Fernández- Martínez y col., 2007  

Induce el crecimiento y angiogénesis de tumores prostáticos en un modelo 

animal  
Collado y col., 2007  

Induce la transactivación de HER2  Sotomayor y col., 2007  

Transactiva al receptor de andrógenos en células LNCaP  Xie y col., 2007  

Promueve invasión y migración, incrementando la actividad de MMPs y 

disminuyendo la expresión de E-cadherina  
Fernández-Martínez y col., 2009  

Induce transfomación maligna de la línea celular RWPE-1 Fernández-Martínez y col., 2010 

Cáncer de pulmón   

Efectos estimuladores y tróficos  Moody y col., 1993  

Inhibe el crecimiento de una línea de células pequeñas de cáncer de 

pulmón (SCLC)  
Maruno y col., 1998  

Incrementa la expresión de VEGF  Casibang y col., 2001  

Factor autocrino  Moody y col., 2003a  

Cáncer de páncreas   

Disminuye la proliferación de células Capam-1  Ruellan y col., 1986  

Efectos estimuladores y tróficos  Jiang y col., 1997  

Cáncer epidermoide  

El  agonista estructural del VIP γ-glutamil 16-diaminopropano ejerce un 

potente efecto antioxidante  
Stiuso y col., 2010 

Cáncer de colon   

Estimula la proliferación en células Ht29 de cáncer de colon  Alleaume y col., 2003  

Regula la proliferación de células de cáncer gástrico  Li y col., 2007  

Cáncer de mama   

Incrementa la expresiónde c-fos c-myc y c-jun  Casibang y col., 2001  

Aumenta la transactivación de EGFR y HER a través del receptor VPAC1 
Valdehita y col., 2009; 

Valdehita y col., 2012 

Carcinoma hepático  

Disminuye la proliferación celular Absood y col., 2008  

Otros   

Efectos estimuladores y tróficos en neuroblastoma  
Wollman y col., 1993;  
Lelievre y col., 1996  
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1.3.2 Mecanismos de señalización de VIP 

Los mecanismos intracelulares que median las acciones de VIP implican 

diferentes vías de transducción activadas por los distintos receptores a los que 

se une específicamente, VPAC1, VPAC2, PAC1 y FPRL-1. Todos ellos son 

receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) que se pueden localizar tanto en la 

membrana plasmática como en la nuclear de las células diana (Gobeil y col., 

2006; Valdehita y col., 2010).  

Tras el aislamiento del neuropéptido por Said y Mutt en 1970, se observó que 

VIP tenía receptores ampliamente distribuidos en diferentes órganos y tejidos, 

pero no fue hasta 1989 que se consiguió el aislamiento de PACAP por Miyata y 

col., cuando se determinó que los receptores clásicos de VIP tenían una afinidad 

similar para PACAP (Laburthe y col., 2002). En 2008, El Zein y colaboradores 

publicaron la presencia de un cuarto receptor para VIP, el receptor similar al de 

péptidos formilados, localizado en monocitos humanos y a través del cual VIP 

es capaz de activar la β2-integrina. No todos los receptores presentan la misma 

afinidad para VIP. VPAC1 y VPAC2 son los receptores con mayor afinidad, 

PAC1 presenta una baja afinidad (Laburthe y Couvineau, 2002), y para el 

receptor FPRL-1, no existen datos que permitan conocer la afinidad con la que 

se une al neuropéptido. Los receptores de VIP se caracterizan por pertenecer a 

la clase II o B de la familia de los GPCRs (Laburthe y col, 2007; Couvineau y 

Laburthe, 2012). Son receptores con 7 dominios transmembrana acoplados a 

proteínas G heterotriméricas constituidas por las subunidades α, β y γ (Fig. 18). 

En su estructura se observan 3 bucles extracelulares, 3 intracelulares, un 

dominio C-terminal intracelular y un dominio N-terminal extracelular, siendo 

este último dominio el que garantiza la especificidad de los receptores de la 

clase II ya que disminuye su homología estructural con respecto al resto de 

GPCRs. En el dominio N-terminal, los receptores de la clase II presentan una 

secuencia de 10 aminoácidos altamente conservada, de los cuales 6 son 

cisteínas. La estructura de estas cisteínas permite la interacción adecuada con el 
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ligando (Laburthe y Covineau, 2002; Laburthe y col, 2007; Couvineau y 

Laburthe, 2012) 

La vía de señalización de VIP se inicia con la unión a sus receptores. De este 

modo, se genera un cambio conformacional que permite a los receptores 

interaccionar con las proteínas G. En estado basal, la proteína G forma un 

trímero que se encuentra unido a GDP. Cuando se produce la unión del 

ligando al receptor, la proteína G intercambia el GDP por GTP (junto con las 

proteínas intercambiadoras de nucleótidos de guanina, GEF). Posteriormente, 

como se muestra en la figura 18, sufre un proceso de hidrólisis, donde se 

separan las subunidades βγ, de la subunidad α unida a GTP (Johnston y 

Siderovski, 2007; Kobilka , 2007; Oldham y col., 2007).  

 

Figura 18. Mecanismo de activación de proteínas G. 

 

La vía de señalización es diferente dependiendo de la subunidad α que se 

active. Existen cuatro tipos principales de proteínas Gα (Leifert y col., 2005; Hill y 

col., 2010): 

 Gs: se caracteriza por estimular un incremento en los niveles de AMPc. 

 Gi/o: tiene el efecto antagónico de Gs, ya que disminuye los niveles de 

AMPc. 

 Gq: modula a la enzima fosfolipasa C (PLCβ).  

 G12/13: implicada en respuestas mediadas por Rho. 

Una de las vías principales para VIP es la mediada por Gαs (Couvineau y 

Laburthe, 2011) que lleva a la activación de adenilato ciclasa (AC). La proteína 
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Gαs-GTP estimula a las 9 isoformas de AC presentes en la membrana 

plasmática, generando un incremento en los niveles de AMPc de la célula. 

El segundo mensajero AMPc es responsable de la activación de diferentes 

efectores, entre los que cabe destacar: la proteína quinasa A (PKA), el 

intercambiador de proteínas activado directamente por AMPc (EPAC o GEF) y 

el calcio intracelular. PKA y EPAC poseen una afinidad muy similar por AMPc, 

con una Kd de aproximadamente 2,9 µM (Dao y col., 2006) (Fig. 19). 

 

Figura 19. Modelo de activación de diferentes efectores mediado por AMPc. 

 
 PKA: es una holoenzima compuesta por dos subunidades reguladoras y 

dos subunidades catalíticas (R2C2). Esta proteína se encuentra en el citosol en su 

forma inactiva y cuando se produce un aumento de AMPc, éste se une al 

dominio CBD de las subunidades reguladoras. Así se induce la disociación y 

activación de las subunidades catalíticas y se genera la forma activa (Taylor y 

col., 1990; Cheng y col., 2008). Existe una amplia gama de efectos celulares 

mediados por la subunidad C activa ya que está implicada en la fosforilación de 

una gran variedad de sustratos citoplasmáticos y nucleares. VIP media,  a través 

de PKA, la activación de la proteína de unión al elemento regulador de AMPc, 

CREB (Guan y col., 2009), que se transloca al núcleo y se une a diferentes 
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factores de transcripción entre los que se incluyen  CRE, NFκB y AP-1 (Delgado 

y Ganea, 2002; Moody y Gozes, 2007). 

 EPAC: es una familia de proteínas que actúan como factor intercambiador 

de nucleótidos de guanina. Existen dos isoformas de EPAC, EPAC1 y EPAC2, 

como productos de genes independientes en mamíferos. Presentan una región 

reguladora y una catalítica que es homóloga en ambas isoformas. Estas 

proteínas contienen un dominio CBD en su región reguladora que está 

evolutivamente conservado de PKA, y que les permite unirse a AMPc con una 

alta afinidad. La activación de EPACs está implicada en numerosos procesos 

celulares como adhesión celular, exocitosis/secreción, diferenciación o 

proliferación (Cheng y col., 2009). Generalmente, la activación se desencadena 

por dos vías diferentes de señalización  Rap/Raf/Mek(1/2)/Erk(1/2) y 

PI3K/Akt. Son señales descritas en diferentes líneas celulares (Mirzoeva y col., 

2009) y a través de las cuales VIP media sus efectos (Sabbatini  y col., 2008; 

Herrera y col., 2009; Zhang  y col., 2010).  

 Calcio: el Ca2+ se ha considerado como un segundo mensajero 

independiente de AMPc. No obstante, en los últimos años se ha descrito que un 

aumento en los niveles intracelulares de Ca2+ puede estar mediado por un 

incremento de AMPc (Fung y col., 2011). Está demostrado que VIP regula los 

niveles  de  Ca2+ intracelular vía AMPc/PKA dependiente (Hagen y col., 2006). 

 Existen otras vías de activación de proteínas G mediadas por VIP a través 

de los receptores VPAC1/2 y PAC1 (Dickson y Finlayson, 2009). Si intervienen 

los receptores acoplados a Gi/Gq, se activa a la fosfolipasa C (PLC). El 

mecanismo implicado en la activación depende del tipo de subunidad G 

activada. La subunidad Gi actúa a través de la subunidad βγ (Luo y col., 1999), 

pero ambas activan PLC que hidroliza a fosfatidilinositol difosfato (PIP2) en 

inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG).  

 El DAG puede activar a las proteínas quinasas C (PKC) y D (PKD) 

(Rozengurt, 2007; Dickson y Finlayson, 2009). En células gliales, hipofisarias, 
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alveolares y del epitelio nasal  se sabe que VIP media sus efectos a través de 

la activación de PKC (Sun y Halawani, 1995; Nowak y col., 2001; Dejda y col., 

2006; Li y col., 2010; Alcolado y col., 2011).  

 El IP3 incrementa los niveles intracelulares de Ca2+; vía independiente de 

adenilato ciclasa (Langer y Robberecht, 2005). 

Hasta la fecha no se han descrito efectos mediados por VIP a través de la 

proteína G12/13.  

El receptor FPRL-1 media la activación de diferentes factores de transcripción 

como NFκB y STAT3. En estas cascadas intracelulares están implicadas 

moléculas como ERKs, JNK, PKC, PI3K-Akt, p38MAPK, PLC y PLD e induce la 

movilización de Ca2+ (Le y col., 2001; Bae y col., 2003; Cattaneo y col., 2010). En 

células gliales se ha observado que, a través del receptor FPRL-1, se produce un 

incremento de AMPc que lleva a la activación de ERK1/2 (Braun y col, 2011). 

Hasta el momento, solo se ha descrito que VIP, a través de FPRL-1, media la 

activación de PI3K-Akt de manera independiente de AMPc (El Zein y col., 

2008). Además, FPRL-1 es capaz de inducir la transactivación de EGFR a través 

de STAT3, en células de cáncer de pulmón (Cattaneo y col., 2011). Efectos 

similares sobre la transactivación de miembros de la familia HER, se han 

observado en respuesta a tratamientos con VIP en células epiteliales de colon 

(Bertelsen ycol., 2004), en células de cáncer de próstata (Sotomayor y col., 2007) 

y en células de cáncer de mama (Valdehita y col., 2009). Recientemente, se ha 

publicado  que este efecto de VIP está mediado por el receptor VPAC1 en 

células de cáncer  de mama (Valdehita y col., 2012).  

Las interconexiones entre las diferentes vías de señalización activadas por 

VIP están detalladas en la figura 20.  
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Figura 20. Vías de señalización mediadas por VIP. 

 

1.3.3 Antagonista de VPACs: JV-1-53 

El diseño de antagonistas específicos frente a los receptores VPAC permite 

realizar un gran avance en las terapias de señalización. 

El grupo de A.V. Schally, basándose en la similitud estructural que existe 

entre VIP y GHRH, ha desarrollado diferentes análogos de GHRH que también 

presentan actividad antagonista para los receptores VPAC1/2 (Gourlet y col., 

1998; Varga y col., 1999). Cada uno de estos análogos muestra diferente afinidad 

por los receptores de ambos péptidos, siendo el denominado JV-1-53 el más 

específico para antagonizar a VPAC1/2. La estructura de JV-1-53 le hace carecer 

de actividad antagonista para GHRH, correlacionándolo directamente con VIP. 
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Estudios previos avalan la capacidad de JV-1-53 para antagonizar a los 

receptores VPAC1/2 en fibroblastos, células de cáncer de próstata, páncreas y 

mama mediante estudios in vivo e in vitro (Rekasi y col., 2000; Rekasi y col., 

2001: Kiaris y col., 2002; Collado y col., 2005; Valdehita y col., 2010). 

 

1.3.4 VIP y riñón 

Existen pocos estudios sobre efectos moduladores de VIP en la función 

renal humana. En 1983, un ensayo con voluntarios tratados con VIP intravenoso 

demostró modificaciones en los niveles de sodio, potasio y fosfatos, así como un 

incremento en la acidificación urinaria (Calam y col., 1983). En 1990, el grupo de 

Charlton demostró en humanos que VIP estimula la adenilato ciclasa renal 

(Charlton y col., 1991). El inconveniente que se planteaba era que el mecanismo 

de regulación de VIP en la función renal no se podía conocer mediante estudios 

in vivo, debido a la multitud de factores sistémicos que podían alterar la 

respuesta renal al VIP intravenoso. Por ello, Kniaz y col., en 1991, procedieron 

al estudio de la unión y degradación de VIP en membranas luminales y 

basolaterales altamente purificadas, además de evaluar el efecto de VIP en el 

transporte tubular tras el aislamiento de túbulos proximales renales de conejo. 

Sus resultados demostraron la presencia de receptores específicos de VIP en el 

túbulo proximal y sugirieron que VIP inhibía el transportador de Na+-H+ por 

un mecanismo independiente de AMPc. 

En la actualidad, existe una escasa bibliografía sobre el efecto directo de 

VIP en la función renal, pero se conocen resultados en los que VIP junto a su 

homólogo estructural PACAP38, inhiben la producción de citoquinas como el  

factor de necrosis tumoral alpha (TNFα) inducido por macrófagos estimulados 

por lipopolisacáridos (LPS), vía en la que se encuentra implicado NFκB. 

Además, los receptores VPAC1 y PAC1, pero no VPAC2, muestran un papel 

renoprotector tras suprimir la producción de citoquinas inducidas por las 

cadenas ligeras de pacientes con mieloma múltiple en las células del túbulo 
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proximal (Arimura y col., 2006). Igualmente, PACAP38 previene del daño renal 

frente a isquemia/reperfusión en modelos in vivo de ratas (Li y col., 2010; 

Szakaly y col., 2011). Asimismo, PACAP38 revierte la nefrotoxicidad inducida 

por ciclosporina A (Khan y col., 2011; Reglodi y col., 2012) y actúa como un 

sensor frente a un estrés en células renales generado por el tratamiento con altas 

dosis de peróxido de hidrógeno consiguiendo un incremento en la 

supervivencia celular (Horvath y col., 2010; Horvath y col., 2011a). También, 

previene del daño renal inducido tras el tratamiento con el agente antitumoral 

cisplatino (Li y col., 2011; Reglodi y col., 2012).  

La homología estructural entre ambos neuropéptidos y la presencia de 

receptores comunes a nivel renal permite plantear la duda sobre si estos efectos 

son o no específicos para PACAP38 o están mediados a través del receptor 

VPAC1 por el que VIP tiene una mayor afinidad. Por esta razón, es necesario 

profundizar en el estudio del efecto de VIP y sus receptores en células de túbulo 

proximal renal. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Objetivos 
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 El carcinoma de células renales es una enfermedad multicausal en la que 

están implicados un gran número de factores de riesgo. Si el tumor se 

diagnostica en una etapa temprana de la enfermedad la eficacia terapéutica es 

mayor pero el riesgo de un nuevo rebrote es muy elevado y no existen 

tratamientos actuales para paliar este problema.  

El estudio del VIP y sus receptores ha sido el tema principal y del que ha 

sido pionero nuestro grupo de investigación. Los estudios más recientes se han 

centrado en valorar la implicación del neuropéptido en la iniciación, progresión 

y desarrollo del tumor en próstata y mama. En células renales es muy escasa la 

información que existe sobre la implicación del VIP en la regulación de sus 

funciones fisiopatológicas. 

En este trabajo se aborda el estudio del sistema receptor/efector del VIP en 

tejido renal y en células epiteliales de túbulo proximal humanas. Así como su 

comportamiento frente a situaciones de estrés oxidativo, inflamación y 

tumoración. Nuestro interés en este último aspecto se dirige al  carcinoma de 

células claras. Los objetivos concretos planteados: 

1. Estudiar y comparar el sistema receptor/efector del VIP  en muestras de 

tejido tumoral renal y en dos líneas celulares humanas HK2, 

representativa de un estado no tumoral y A498 de un estado tumoral, 

analizando los siguientes aspectos: 

1.1. Valorar los niveles de expresión de VIP, tanto en tejido como en 

células en cultivo. 

1.2. Estudiar la expresión y localización de los receptores de VIP, tanto en 

tejido como en células. 

1.3. Comprobar la funcionalidad de los receptores de VIP, en células. 

1.4. Estudiar la implicación del VIP sobre su propio sistema, mediante el 

análisis de su expresión  y la de sus receptores, en células.  

2. Analizar la acción del VIP sobre la expresión y activación de los factores 

de transcripción NFkB y STAT3. 



 
Objetivos  Universidad de Alcalá   
 

‐ 58 ‐ 
 

3. Demostrar el papel del VIP en la etiología y los mecanismos de 

señalización implicados en los diferentes fenotipos relacionados con el 

desarrollo del tumor y metástasis en ambas líneas celulares: 

3.1. PROLIFERACIÓN. Determinar el efecto del VIP sobre la 

proliferación celular. Valorar la acción del antagonista selectivo para 

VPAC1/2, JV-1-53, así como el efecto del silenciamiento génico de 

VPAC1.  

3.2. ESTRÉS OXIDATIVO. Estudiar el efecto de VIP en la producción de 

radicales libres.  

3.3. ANGIOGÉNESIS. Estudiar el efecto del VIP sobre la expresión y 

secreción del principal factor angiogénico VEGF.  

3.4. ADHESIÓN CELULAR. Valorar las variaciones en la adhesión 

celular mediadas por el VIP, y la acción del antagonista selectivo 

para VPAC1/2, JV-1-53.  

3.5. MIGRACIÓN. Analizar el efecto  del VIP sobre la migración e 

invasión celular y estudiar la actividad enzimática degradativa de las 

principales metaloproteasas, así como el efecto del antagonista 

específico para VPAC1/2, JV-1-53. 

4. Demostrar el efecto del VIP en un modelo experimental de carcinoma de 

células renales 

5. Valorar la implicación del VIP en la citotoxicidad generada en células 

no tumorales HK2 por un agente externo, determinando los mecanismos 

implicados. 

5.1. Estudiar el efecto del VIP en la apoptosis generada por H2O2. 

Comparación con células prostáticas. 

5.2. Valorar la implicación del VIP en el efecto inflamatorio generado por 

LPS, mediante la producción de la citoquina proinflamatoria IL-6. 

5.3. Analizar las posibles modificaciones del sistema receptor/efector del 

VIP en situaciones citotóxicas.  
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3.1 Materiales 

3.1.1 Reactivos 

Empleados en la realización de los cultivos celulares  

 Medio DMEM F-12, suero fetal bovino (SFB), suplemento de insulina-

transferrina-selenita (ITS), L-glutamina, antibiótico-antimicótico, PBS y 

tripsina de GIBCO Life Technologies (Barcelona, España). Medio EMEM de 

ATCC (Barcelona, España).  

 VIP de NeoMPS (Estrasburgo, Francia).  

 Antagonista de los receptores VPAC1 y VPAC2, JV-1-53 cedido por el 

profesor A.V. Schally (Universidad de Miami, FL, EEUU).  

 Forskolina, 8-CloroAMPc, LPS  y H2O2 de Sigma Aldrich (Madrid, España).  

 PD98059 y H89 de Alexis (Grünberg, Alemania). Wortmanina de 

Calbiochem (San Diego, California, EEUU).  

 Ioduro de propidio y LipofectaminaTM 2000 de Invitrogen (Barcelona, 

España).  

 Timidina Tritiada (3HT) de Amershan Pharmacia Co. (Madrid, España). 

  Bromodesoxiuridina (BrdU) de BD Biosciences (Erembodegem, Bélgica). 

 Frascos de cultivo, placas, pipetas etc. de CELLSTARR Greiner Bio-One 

GmbH (Frickenhausen, Alemania).  

 

Empleados en la obtención de ácidos nucleicos, RT, PCR y RT-PCRQ  

 TRI-Reagent®, cloroformo, isopropanol y dietilpirocarbonato (DEPC) de 

Sigma. Etanol absoluto de Panreac (Barcelona, España).  

 Transcriptasa reversa del virus MMLV (Moloney Murine leukemia Virus), 

Oligo dT, cebadores y dNTPs de Invitrogen.  
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 Taq polimerasa, agarosa y marcadores de peso molecular de Biotools B&M 

Labs (Madrid, España). Inhibidor de RNasas (RNasin) y Ditiotreitol (DTT) 

de Promega (Mannheim, Alemania). 

 SYBR Green PCR master Mix y Transcriptasa Reversa Multiscribe de 

Applied Biosystem (Branchburg, NJ, EEUU).  

 Gel RedTM  Nucleic Acid Gel Stain (Biotium, Hayward, CA, EEUU) 

 

Empleados en la detección y cuantificación de proteínas  

 Agente de tinción para Bradford (dye-reagent), poliacrilamida, persulfato 

amónico y marcadores de peso molecular para SDS-PAGE de Bio-Rad 

(Richmond, CA, EEUU).  

 Membranas de Nitrocelulosa Bio Trace NT de Pall Corporation (Madrid, 

España).  

 Supersignal® West Pico Chemiluminescent substrate de Pierce (Rockford, 

IL, EEUU).  

 Líquido de montaje para inmunocitoquímica FluorSave™ Reagent con 

DAPI (Calbiochem, San Diego, California, EEUU) 

 Anticuerpos específicos frente a p50, STAT3, p-STAT3, anti-β-catenina, Bcl-2 

y Bax de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EEUU), frente a PCNA 

(Zymed, Viena, Austria), frente a p53 de Sigma Aldrich. Anticuerpos frente 

a VPAC1 y VPAC2 de Affinity BioReagments (Golden, CO, EEUU). 

Anticuerpo frente a FPRL-1 de Abcam (Cambridge, Reino Unido), anti-E-

cadherina, anti-anexina II, anti-Nucleoporina p62 y anti-HSP60 de BD 

Biosciences (Erembodegem, Bélgica). Anticuerpo monoclonal frente a β-

actina de Calbiochem (San Diego, California, EEUU).  

 Anticuerpos secundarios para western blotting, anti-ratón Sigma y anti-

conejo de Calbiochem (San Diego, California, EEUU). Anticuerpos 

secundarios para inmunocitoquímica, anti-ratón y anti-conejo de Molecular 
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Probes (Barcelona, España). Anticuerpo secundario universal para 

inmunohistoquímica (LSAB® + System-HRP) de Dako (Glostrup, 

Dinamarca).  

 Kit de ELISA para VEGF165 de R&D System (Minneapolis, MN, EEUU). Kit 

de ELISA para VIP de Phoenix Phasmaceuticals, INC. (Karlsruhe, 

Alemania).  

 Formaldehído, metanol, hematoxilina de Carazzi y hematoxilina de Mayer 

de Panreac (Barcelona, España).  

 

Empleados en la determinación de la actividad AC.  

 AMPc, ATP, GTP, teofilina, creatina fosfato, creatina quinasa e 

isobutilmetilxantina (IBMX) de Sigma.  

 AMPc-3H de Amersham Pharmacia Co. (Madrid, España).  

 Líquido de Centelleo Optiphase “Hisafe” 2 de Wallac (Turku, Finlandia).  

 Alúmina de Merck (Darmstadt, Alemania).  

 Carbón activo de Riedel-de Haën (Hanover, Alemania).  

 

Utilizados en la preparación de tampones  

 Acido acético, acetato potásico, metanol, etanol, NaCl, NaOH, sacarosa, 

ácido tricloroacético (TCA), Tris y Glicina de Panreac (Barcelona, España).  

 Aprotinina, azida sódica, azul de bromofenol, bacitracina, bromuro de 

etidio, carbón activo, creatina fosfato, creatina quinasa, dimetilsulfóxido 

(DMSO), glicerol, GTP, H2O2, leupeptina, β-mercaptoetanol, NP-40, 

ortovanadato sódico (Na3VO4), pepstatina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

(PMSF), teofilina, Tritón X-100 y Tween-20 de Sigma.  

 CaCl2, MgCl2, KCl, DTT, EDTA, EGTA, KHPO4, SDS, Na2S2O2 de Merck 

(Madrid, España).  
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 Albumina sérica bovina (BSA) de Boehringer (Mannheim, Alemania).  

 

Reactivos empleados en animales de experimentación 

 BD Matrigel TM Matrix de BD Bioscence (San José, California, EEUU). 

 

3.1.2 Modelos experimentales 

3.1.2.1 Tejido renal humano 

Las muestras de tejido renal humano proceden del Servicio de Urología 

del Hospital Universitario Príncipe de Asturias de Alcalá de Henares, Madrid. 

Tras las intervenciones quirúrgicas el Servicio de Anatomía Patológica clasifica 

el tejido y separa pequeñas fracciones en fresco que serán conservadas a -80ºC 

hasta su utilización o incluidas en bloques de parafina. Estas muestras 

corresponden a tejido tumoral y no tumoral del mismo paciente. Los 

experimentos llevados a cabo con este tipo de muestras se realizan siguiendo 

las recomendaciones adoptadas por la Ley 14/2007, de 3 de julio, sobre 

Investigación Biomédica. 

 

 

3.1.2.2 Líneas celulares 

Las líneas celulares humanas empleadas son representativas del epitelio 

del túbulo proximal renal: HK-2, células control (ATCC) y A498, células de 

carcinoma humano de células claras (ATCC). Las células HK2 se mantienen en 

medio DMEM F-12 que contiene 1% de insulina-transferrina-selenita (ITS) y 1% 

Tejido fresco

Control Tumor 

Tejido incluido en parafina

Tumor Control
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de L-Glutamina. La línea celular A498 se mantiene en medio EMEM. Todos los 

medios de cultivo se suplementan con 10% de suero fetal bovino (FBS) y 1% de 

antibiótico-antimicótico (penicilina/estreptomicina/anfotericina). Las células se 

conservan a 37 ºC con un 5% de CO2 y en un ambiente húmedo. El medio se 

cambia cada 2 días y, al llegar a un 70-80% de confluencia, se levantan las 

células con tripsina/EDTA tras un lavado previo con PBS y se realiza una 

siembra con una 20.000 o 30.000 células/cm2.  

 

3.1.2.3 Animales de experimentación 

Para realizar los ensayos in vivo se han utilizado ratones macho atímicos 

nu/nu (BALB/cOlaHsd-Foxn1nu) de cuatro semanas de edad (Harlan Ibérica, 

Barcelona, España). Los animales se mantuvieron en la zona de tratamientos 

crónicos en el Centro de Experimentación Animal de la Universidad de Alcalá. 

El ensayo se ha realizado de acuerdo a la normativa estatal vigente para el uso y 

cuidado de los animales de experimentación, y según los criterios de la Unión 

Europea para la investigación animal (Real Decreto 1201/2005 del 10 de 

Octubre). 

 

 

LÍNEA CELULAR  
TUMORAL

LÍNEA CELULAR  NO 
TUMORAL

HK2 A498
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La inducción de tumores subcutáneos se ha llevado a cabo mediante la 

inyección de las células tumorales A498 con MatrigelTM Matrix en una 

proporción 1:1. Se inoculan 5 millones de células previamente deprivadas y 

tratadas como se indica a continuación, en el flanco derecho de cada ratón. Se 

establecen 4 grupos, cada uno de ellos formado por 7 ratones: 

 Grupo 1: Ratones inoculados con células A498 sin tratar. 

 Grupo 2: Ratones inoculados con células A498 tratadas durante 2 h 

con VIP 1µM. 

 Grupo 3: Ratones inoculados con células A498 pretratadas 10 min con 

el antagonista 0,3 µM JV- 1-53. 

 Grupo 4: Ratones inoculados con células A498 pretratadas 10 min con 

JV-1-53 y 2 h con VIP. 

 

3.2 Métodos 

3.2.1 Ácidos nucleicos 

3.2.1.1 Aislamiento de ARN  

La extracción del ARN se lleva a cabo mediante un “kit” comercial TRI 

Reagent (Sigma). El protocolo varía dependiendo del ensayo.  

 Si se va a aislar el ARN de secciones de tejido, se deben trocear y 

homogeneizar con 1 ml de TRI reagent. Para separar los restos de tejido no 

homogeneizado se centrifugan a 12.000 xg durante 10 min, recogiendo el 

sobrenadante.  

 Si el protocolo se realiza sobre células, después de los diferentes 

tratamientos, se retira el medio y se añade 1 ml de TRI reagent por cada 2-2,5 

millones de células.  

A continuación, se añade cloroformo que permite la disociación de 

ácidos nucleicos y proteínas. Se mantiene durante 5-15 min a Tª ambiente y se 

centrifuga a 12.000 xg para conseguir una separación completa en fases. Se 

recoge la fase acuosa que es la que tiene el ARN, descartando el resto y se añade 
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isopropanol (1:1 vol/vol) para precipitarlo. Finalmente, se centrifuga a 12.000 

xg durante 15 min para obtener el precipitado, que se lava con etanol 70% dos 

veces centrifugando entre cada lavado.  

El precipitado se resuspende en agua estéril tratada con 0,1% DEPC 

(Dietilpirocarbonato) para evitar la actividad de las ribonucleasas. A 

continuación se determinó la cantidad y la calidad del ARN midiendo la 

relación de absorbancias a 260 nm y 280 nm. Para ver el grado de pureza se 

utilizó la relación de la absorbancia 260/280, utilizando muestras con una 

relación superior a 1,8.  

 

3.2.1.2 RT-PCR cuantitativa a tiempo real (RT-PCRQ) 

Esta técnica de cuantificación se realiza con un preparado comercial 

SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystem) realizando un protocolo de 

RT-PCR en un solo paso.  

Para llevar a cabo la reacción, se utilizan 45 ó 90 ng  de ARN 

(dependiendo de la expresión basal del gen a amplificar), la enzima Multiscribe 

Reverse Transcriptase (50 U/µl), SYBR Green PCR master mix, inhibidor de 

RNasa (20 U/µl), agua DEPC hasta alcanzar un volumen final de 45 µl y 

cebadores en las concentraciones que se detallan en la tabla. Las condiciones 

para la RT son 30 min a 48º C y 10 min a 95º C para la activación de la enzima 

ADN polimerasa Taq man. Las condiciones para la PCR son 40 ciclos a 95º C 

durante 15 seg y 60º C durante 1 min.  

Genes  Secuencia 5´- 3’ Concentración 

VIP 
Sentido 

Antisentido 

ACG TCA CTC AGA TGC AGT CTT CAC 

TGC TCC TCT TTC CAT TCA GAA TT 
 

900 nM 

300 nM 

VEGF165 
Sentido 

Antisentido 

GAC AAG AAA ATC CCT GT GGC 

AAC GCG AGT CTG TGT TTT YGC 

50 nM 

50 nM 

β-Actina 
Sentido 

Antisentido 

AGA AGG ATT CCT ATG TGG GCG 

CAT GTC GTC CCA GTT GGT GAC 

300 nM 

900 nM 
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Las muestras se analizan por duplicado en placas de 96 pocillos, 

apropiadas para el sistema de detección de secuencias ABI-Prism 7000 SDS 

(Applied Biosystems). Una vez terminada la reacción, se obtiene un valor de 

“Ct”, ciclo umbral a partir del cual la amplificación del gen es exponencial. Para 

normalizar los resultados, se emplea el gen que codifica para β-actina, así los 

“Ct” reales corresponden a la diferencia con su valor de β-actina lo que 

corresponde con “ΔCt”. Para ver la diferencia con respecto al control, se resta el 

valor de ΔCt del control a todos los demás “ΔCt” obteniéndose el valor de 

“ΔΔCt”. Finalmente los resultados se expresan en forma de “2 –ΔΔCt”. 

 

3.2.1.3 Retrotranscripción de ARN (RT) 

La reacción de retrotranscripción se realiza con la enzima transcriptasa 

reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) y 2 µg de ARN de la 

muestra que previamente se desnaturaliza. Dicha mezcla contiene: 

 Tampón de reacción 5x (Tris-HCl 25mM (pH 8,3), KCl 37,5 mM, 

MgCl2 1,5 mM) 

 Deoxinucleótidos 10 µM (dNTPs)  

 Transcriptasa reversa MMLV 10 U/µl 

 Oligo-dT 0,1 µg/µl 

 Ditiotreitol 5 mM (DTT)  

 Inhibidor de RNasa 0,5 U/µl  

 Agua DEPC hasta alcanzar un volumen final de 20 µl 

La reacción se lleva a cabo en un termociclador (MiniCyclerTM) que se 

programa a 37 ºC durante una hora y posteriormente, 5 min a 95 ºC, para 

conseguir la inactivación de la enzima. 
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3.2.1.4 Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

A partir de 4 µl de producto final obtenido en la reacción de  

retrotranscripción se lleva a cabo la amplificación del DNA utilizando los 

siguientes reactivos: 

 Tampón de reacción 10x (Tris-HCl  75 mM (pH 9), KCl 150mM, 

(NH4)2SO4 20 mM, MgCl2 2mM) 

 dNTPs 10 Mm 

 Cebadores específicos del gen a amplificar detallados a continuación 

en la tabla  

 DNA polimerasa recombinante modificada de la homónima de la 

bacteria Thermus thermophilus, 1U/µl 

 Agua DEPC hasta alcanzar un volumen final de 30 µl. 

 Genes  Secuencia 5´- 3’ Nº de ciclos 

VPAC1 
Sentido 

Antisentido 

ATG TGC AGA TGA TCG AGG TG 

TGT AGC CGG TCT TCA CAG AA 
40 

VPAC2 
Sentido 

Antisentido 

TAC AGA GCT TCT GAG GTC TC 

TAC TGC AGG AAG ACC AGG C 
40 

VIP 
Sentido 

Antisentido 

ACG TCA CTC AGA TGC AGT CTT CAC 

TGC TCC TCT TTC CAT TCA GAA TT 
40 

IL-6 
Sentido 

Antisentido 

CCA GGA GCC CAG CTA TGA ACT 

GAG CAG CCC CAG GGA GAA 
35 

STAT3 
Sense 

Antisense 

AGT GAG TAA GGC TGG GCA GA 

AAG GCA CCC ACA GAA ACA AC 
35 

p53 
Sense 

Antisense 

AGG CCT TGG AAC  TCA AGC AGG AT 

TGA  GTC  AGG  CCT TCT GTC T 
40 

β-Actina 
Sentido 

Antisentido 

AGA AGG ATT CCT ATG TGG GCG 

CAT GTC GTC CCA GTT GGT GAC 
26 



 
Materiales y métodos  Universidad de Alcalá 

 

‐ 70 ‐ 
 

 Para la reacción de PCR se emplean las siguientes condiciones de 

tiempo y temperatura: 5 min a 94 ºC  y durante el nº de ciclos especificados 

también en la tabla, 1 min a 95 ºC, 1 min a 57 ºC, 1 min a 72 ºC  y 10 min a 72 ºC. 

La separación de las bandas de amplificación se realiza mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 2% y las bandas se visualizan con una tinción 

con Gel RedTM (Biotium, Hayward, CA, EEUU) y exposición a luz UV (BioRad). 

 

3.2.2 Proteínas 

3.2.2.1 Inmunohistoquímica 

Para realizar los ensayos de inmunohistoquímica, el tejido incluido en 

parafina se corta en secciones de 5-7 µm con un micrótomo MICROM HM 330. 

Los cortes se montan sobre portaobjetos pretratados con 3-aminopropil-

trietoxixylane (TESPA) al 1% en acetona. A continuación se desparafina e 

rehidrata el tejido. Para exponer los antígenos, los cortes se incuban en tampón 

citrato 0,01 M (pH 6) durante 2 min en una olla exprés convencional y se dejan 

enfriar en la olla sin destapar durante 20 min y se lavan durante 5 min con agua 

destilada. La actividad peroxidasa endógena se inhibe incubando los cortes 

durante 20 min, con H2O2 al 0,3% a Tª ambiente y se lavan de nuevo 5 min con 

agua destilada. Se continúa con dos lavados con PBS de 10 min. Las uniones 

inespecíficas se bloquean al incubar los cortes en TBS con un 3% de NDS y 0,5% 

de Triton X-100 durante 1 h. Posteriormente, se incuban con el anticuerpo 

primario diluido en el tampón bloqueo diluido (0,3% NDS y 0,05% tritón X-

100), durante toda la noche, siguiendo las siguientes diluciones: VPAC1 (1-

1000); VPAC2 (1:500); FPRL-1 (1:500). 

Las muestras se lavan con TBS durante 10 min, dos veces, y se incuban 

con el anticuerpo secundario (1:500), 1 h y se vuelven a lavar. Finalmente, los 

cortes se incuban con el complejo de estreptavidina-biotina peroxidasa diluido 

en PBS con 0,3% de NDS y 0,05% de Tritón X-100 a Tª ambiente durante 1 h, se 

repiten los lavados con TBS y por último, un lavado con agua destilada de 5 
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min. Para revelar se utiliza diamino-benzidina con el método de intensificación 

de la glucosa oxidasa. Se comprueba la tinción con el microscopio y, cuando se 

obtiene una señal intensa, la reacción se detiene con tampón acetato. Por último, 

se deshidratan, se limpian con xileno y se procede al montaje de la preparación.  

 

3.2.2.2 Aislamiento de proteínas totales 

Se siembran 2,5 millones de células/pocillo en placas P-100. Una vez 

realizados los tratamientos, las células se levantan con un raspador y se 

centrifugan a 700 xg a 4 ºC durante 5 min. Se obtiene un precipitado que se 

incuba con tampón lisis durante 30 min en hielo, que contiene: 20 mM Tris-HCl 

(pH 7.5); 1 mM EDTA; 0,5 M NaCl; 2 mM PMSF; inhibidores de proteasas 

(aprotinina, leupeptina y pepstatina) 5 µg/ml. Tras la incubación, se 

centrifugan a 4000 xg, 5 min a 4 ºC y se recoge el sobrenadante que se guarda a -

80 ºC para su posterior utilización. La concentración de proteínas obtenida se 

valora mediante el método de Bradford. 

 

3.2.2.3 Aislamiento de citosoles y núcleos 

Se siembran 2,5 millones de células/pocillo en placas P-100. Una vez 

realizados los tratamientos, las células se levantan con un raspador y se 

centrifugan a 700 xg a 4 ºC durante 5 min. A continuación, se utiliza un kit 

comercial NE-PER® Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, EEUU). 

Una vez eliminado el PBS se añade a cada muestra 100 µl de tampón de 

extracción citoplasmática I (CER I), y se mantienen a 4º C durante 10 min, con 

agitación cada 2 min. Pasado este tiempo, se añaden 5,5 µl de tampón de 

extracción citoplasmática II (CER II), y se incuba a 4º C, durante 1 min. Para 

separar la fracción citosólica de la nuclear la suspensión de células se centrifuga 

a 16.000 xg, 5 min a 4º C obteniéndose en el sobrenadante el extracto citosólico. 

El precipitado se resuspende en 50 µl de tampón de extracción nuclear (NER), y 
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se incuba a 4º C durante 40 min, con agitación cada 5-10 min. Tras este periodo, 

se centrifuga a 16.000 xg, 10 min donde se obtiene el sobrenadante que 

corresponde con la fracción nuclear. Ambas fracciones se guardan  a -80 ºC 

hasta su posterior utilización. La concentración proteica se valora utilizando el 

método de Bradford. La pureza de ambas fracciones celulares se verificó con el 

estudio de la expresión nuclear y citosólica mediante inmunodetección, 

empleando anticuerpos anti-nucleoporina 62 y anti-HSP60, proteínas exclusivas 

de núcleo y citosol, respectivamente (Fig. 21). 

 

 

Figura 21. Método de validación del aislamiento de citosoles (C) y núcleos (N), mediante 

inmunodetección. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos 

independientes.  

 

3.2.2.4 Aislamiento de membranas y núcleos 

Las células se tripsinizan y se centrifugan a 700 xg durante 5 min. Para 

realizar este aislamiento, se requiere del uso de tres tampones de lisis: 

Tampón 1 contiene Tris-HCl 10 mM (pH 7,4), 10 mM NaCl, 3 mM 

MgCl2, inhibidores de proteasas, 10 µg/ml de aprotinina, pepstatina A y 

leupeptina, 2 mM PMSF y 1 mM Na3VO4.  

Tampón 2  contiene Tris-HCl 10 mM, MgCl2 1,5 mM, KCl 10 mM, DTT 

2 mM, inhibidores de proteasas 10 µg/ml de aprotinina, pepstatina A y 

leupeptina, 2 mM PMSF y 1 mM Na3VO4. 

Tampón 3  contiene Tris-HCl 20 mM, NaCl 0,5 M, 20% de glicerol, 

MgCl2 1,5 mM, inhibidores de proteasas 10 µg/ml de aprotinina, pepstatina A y 

leupeptina, 2 mM PMSF y 1 mM Na3VO4. 

Nucleoporina 62

β-actina

HSP 60
C N
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En primer lugar, se homogeniza la suspensión celular con el tampón 1 

realizando 20-40 golpes para facilitar la lisis celular, y se centrifuga a 800 xg 

durante 20 min precipitando los núcleos. Los extractos que finalmente serán 

membranas corresponden al sobrenadante, se recogen y se vuelven a 

centrifugar a 800 xg durante 10 min, para eliminar la posible contaminación por 

núcleos. Finalmente, las membranas celulares se consiguen tras una 

centrifugación a 100.000 xg durante 20 min. Todo el proceso de aislamiento se 

realiza a 4ºC. 

El sedimento que corresponderá a los núcleos, se resuspende en tampón 

2 durante 10 min, a 4ºC y se centrifuga a 17.000 xg, 10 min, a 4ºC. El precipitado 

obtenido se resuspende en tampón 3 durante 30 min, a 4ºC. Finalmente, se 

realiza una última centrifugación a 20.000 xg durante 30 min 4ºC, donde se 

obtiene el sobrenadante que contiene el extracto nuclear.  

Ambas fracciones celulares se almacenan a -80ºC hasta su uso. La 

concentración proteica se valora mediante el método de Bradford, y la pureza 

de ambas fracciones celulares se verificó nuevamente por la expresión de 

nucleoporina 62 y anexina II, proteínas localizadas exclusivamente en núcleo y 

membrana respectivamente (Fig. 22). 

 

Figura 22. Método de validación del aislamiento de membranas (M) y núcleos (N), mediante 

inmunodetección. Los resultados son representativos de al menos tres experimentos 

independientes.  

 

3.2.2.5 ELISA para valorar VIP 

Para valorar los niveles de VIP citosólicos o del medio extracelular, se 

utilizan las proteínas citosólicas previamente aisladas y mantenidas a -80º C 

hasta su utilización, o bien  el medio extracelular. Se trata de un ensayo de 

Nucleoporina 62

β-actina

Anexina II
M N
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competitividad donde las placas P-96 están pre-incubadas con el anticuerpo 

secundario y previamente bloqueadas, de tal forma que se añade el anticuerpo 

primario, la muestra problema o las concentraciones conocidas de VIP de la 

curva patrón y VIP biotinilado que compite con el propio VIP presente en la 

muestra. Tras 2 h de incubación se lava la placa y se añade estreptavidina 

conjugada a peroxidasa, que se unirá únicamente a VIP marcado con biotina. Se 

incuba 1 h y se lava de nuevo, y se añade 3, 3, 5, 5´-tetrametilbenzidina (TMB) y 

peróxido de hidrógeno. De este modo, cuando se añade 2N HCl  para detener la 

reacción 1 hora después, se observa un cambio de color y se mide a 450 nm en 

un espectofotómetro. Al ser un ensayo de competición, la cantidad de VIP 

marcado será inversamente proporcional al valor de absorbancia obtenida (Fig. 

23). 

 

Figura  23. Curva patrón representativa, obtenida a partir de concentraciones crecientes de 

VIP. 

 

3.2.2.6 ELISA para valorar VEGF165 

Se siembran 40-80.000 células/pocillo en placas P-24. Una vez finalizados 

los diferentes tratamientos, se recoge el medio de cultivo y se procede a 

cuantificar la isoforma de VEGF165. Para ello, se emplea un kit comercial (R&D 

system), donde se incuba el anticuerpo primario, durante toda la noche a Tª 

ambiente, para conseguir su unión a la placa P-96. A continuación se realizan 

tres lavados con PBS y Tween 20 al 0,05%; los lavados se deben realizan 

después de cada uno de los pasos del ELISA. A continuación, se procede al 
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bloqueo de las uniones inespecíficas durante 1 h con BSA al 1% en PBS. Para 

cuantificar los niveles de expresión se realiza una curva patrón cuyo rango 

oscila entre 0-4000 pg/ml siguiendo las indicaciones del fabricante. Una vez 

finalizado el bloqueo y los sucesivos lavados, se añaden las muestras de la 

curva patrón y las muestras a analizar. Todos los ensayos se realizan por 

duplicado. Tras 2 h de incubación, se lavan los pocillos y se añade durante otras 

2 h el anticuerpo secundario conjugado con biotina para reconocer otro epítopo 

diferente de VEGF165. A continuación,  y en ausencia de luz se añade el 

complejo estreptavidina-peroxidasa durante 20 min. Una vez finalizado este 

tiempo, se añade la solución sustrato de la enzima peroxidasa durante 1 h, que 

contiene H2O2 y ABTS (2,2´-acinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfónico]) 

que permite visualizar la reacción. La absorbancia se mide a 405 nm en un 

espectofotómetro (Fig. 24). 

 
Figura  24. Curva patrón representativa, obtenida a partir de concentraciones crecientes de 

VEGF165. 

3.2.2.7 Inmunodetección de proteínas 

 Las proteínas totales aisladas (20-50 µg) mezcladas con tampón de carga 

(Tris-HCl 50 mM (pH 6,8), 10% v/v glycerol, 3% SDS w/v, 0,01% azul de 

bromofenol y β-mercaptoetanol 0,7 M) se desnaturalizan durante 5 min a 95º C. 

Después, se separan por electroforesis en geles al 8%, 10% ó 12% de 

acrilamida/bisacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS/PAGE), a Tª 

ambiente. Finalmente, se transfieren a una membrana de nitrocelulosa durante 

toda la noche, a 4ºC y 25 V o a 70 v, durante 3 h. La membrana se incuba 5 min 
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con una solución con rojo Ponceau (TCA 5% y rojo Ponceau 0,25%) que nos 

permite verificar una correcta transferencia de proteínas desde el gel a la 

membrana. Y se lava para retirar el exceso con PBS. 

Para la inmunodetección se realizan los siguientes pasos: 

1. Bloqueo de la membrana con TBS (pH 7,6) o PBS, 5 % leche desnatada  y 

0,05 % Tween-20,  para evitar las uniones inespecíficas a la membrana, 

durante 1 h a Tª ambiente. 

2. Incubación con el anticuerpo primario durante 1-2 h a Tª ambiente o durante 

toda la noche a 4 ºC. 

Anticuerpo Dilución Casa Comercial 

VPAC1 1:10.000 Affinity BioReagents 

VPAC2 1:1.000 Affinity BioReagents 

FPRL-1 1:5.000 Abcam 

Anexina-II 1:10.000 BD Bioscence 

Nucleoporina p62 1:5.000 BD Bioscence 

HSP60 1:2.000 BD Bioscence 

p50 1:500 Santa Cruz Biotechnology 

STAT3 1:250 Santa Cruz Biotechnology 

pSTAT3 1:100 Santa Cruz Biotechnology 

p53 1:10.000 Sigma Aldrich 

PCNA 1:10.000 Zymed 

E-cadherina 1:2.000 BD Bioscence 

β-catenina 1:2.000 Santa Cruz Biotechnology 

Bcl-2 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology 

Bax 1:1.000 Santa Cruz Biotechnology 

β-actina 1:20.000 Merck 
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3. Incubación con el anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa, 1 h a Tª 

ambiente.  

4. Incubación con el sustrato de la peroxidasa del reactivo ECL (Amersham 

Bioscence) durante 1 min.  

5. Exposición con películas fotográficas HyperfilmTM ECL (Amersham 

Bioscence).  

6. El análisis densitométrico de las bandas se realiza con el programa Quantity 

One (BioRad). Los datos se refieren a la cantidad de β-actina, utilizada como 

control de carga. 

 

3.2.2.8 Inmunocitoquímica 

Se siembran 40.000-60.000 células/pocillo sobre cristales tratados y 

estériles de 12 mm2, colocados en placas P-24, y se mantienen 24 h. A 

continuación, se realizan los diferentes tratamientos y se lavan con PBS. Para 

fijar las células a los cristales, se utiliza p-formaldehido al 4% (pH 7,4) durante 

25 min a Tª ambiente. Una vez fijadas, se lavan con PBS y se permeabilizan con 

tritón X-100 al 0,1% durante 10 min a Tª ambiente. Finalmente se lavan con PBS 

y se procede a la inmunodetección con los anticuerpos específicos. Las células 

se someten a un bloqueo con BSA 3% en PBS a 37ºC, para prevenir las uniones 

inespecíficas. Tras el bloqueo, se incuba con el anticuerpo primario durante 2 h, 

a 37ºC, en atmósfera húmeda.  

Anticuerpo Dilución Casa Comercial 

VPAC1 1:1.000 Affinity BioReagents 

VPAC2 1:500 Affinity BioReagents 

FPRL-1 1:500 Abcam 

p50 1:50 Santa Cruz Biotechnology 
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Seguidamente, se realizan lavados con PBS y se incuban con el 

anticuerpo secundario conjugado con Alexa 488 durante 1 h en oscuridad y en 

las mismas condiciones que los anticuerpos primarios. A las muestras que se 

utilizan como control negativo no se les añade el anticuerpo primario. Una vez 

finalizada la inmunodetección, para su posterior valoración, los cristales se 

colocan en portaobjetos adheridos con líquido de montaje con DAPI (4´,6´-

diamino-2-fenilindol; que se une al DNA y tiñe los núcleos) (Fluorsave 

ReagentTM, Invitrogen). 

Las preparaciones se visualizan en un microscopio confocal de 

fluorescencia Leica TCD SP5 (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania) 

para su posterior análisis. 

 

3.2.3 Determinación de la actividad adenilato ciclasa 

  La medida de la actividad de la adenilato ciclasa se lleva a cabo 

cuantificando el AMP cíclico generado tras la incubación con distintas 

concentraciones de VIP desde 10-5 M hasta 10-9 M y forskolina desde 10-4 M 

hasta 10-7 M,  en las dos líneas celulares. 

 Se siembran 250.000 células/pocillo en placas P6 y se tratan con 750 µl de 

medio sin suero suplementado con 1% de albúmina sérica bovina (BSA), 1 

mg/ml de bacitracina, 0,05 mM de fluoruro de metilfenilsulfonilo (PMSF) y 4 

mM de 3-isobutil-1-metilxantina (IBMX). 

 Tras 15 min de tratamiento, se añaden 250 µl de etanol al 70% y se deja 

evaporar toda la noche. Una vez secas, las muestras se disuelven en 0,2 M 

tampón fosfato (pH 6,5) y se mantienen a -20 ºC.  

 Para determinar la concentración de AMPc, se incuban 50 µl de muestra 

con proteína kinasa dependiente de AMPc (PKA) 90 min a 4ºC, tiempo 

necesario para que se produzca la unión entre el AMPc y dicha enzima. Tras 

este periodo se incuba, 2 h a 4ºC, con AMPc-3H (diluido en 0,05 M tampón 

fosfato a pH 6,5) para que compita con el AMPc frío producido. Finalmente, se 
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añade 2,6% de carbón activo diluido en tampón fosfato al 2% de BSA a todos los 

tubos excepto a los que miden la actividad total. Se centrifuga 5 min a 3000 xg y 

a 4 ºC y se recoge el sobrenadante al que se añade el líquido de centelleo. 

Posteriormente, se procede a cuantificar la radiactividad en un contador de 

centelleo líquido (βmatic II de Kontron).  

 La concentración de AMPc generada se obtiene al interpolar los datos 

obtenidos de la muestra, sobre una curva estándar. Dicha curva, se prepara a 

partir de concentraciones crecientes de AMPc desde 0 pmol/ml hasta 300 

pmol/ml que se diluyen en el tampón fosfato utilizado para diluir las muestras 

(figura 25). 

 

Figura  25. Curva patrón representativa, obtenida a partir de concentraciones crecientes de 

AMPc. 

 

3.2.4 Ensayo de proliferación con timidina tritiada 

 Se siembran 10.000 células/pocillo en placas P-24 y se mantienen durante 

24 h. Antes de realizar el tratamiento se deprivan de suero durante 24 h. Se 

realizan tratamientos con VIP (0,1 µM) con medio sin suero durante 24 h, y 4 h 

antes de finalizar el tratamiento, se añade timidina tritiada (0,4 µCi/ml). Se lava 

la placa con PBS y se añade tricloroacético (TCA) 5%, 15 min a 4 ºC, para 

conseguir la precipitación de las proteínas. Se lava con metanol y finalmente las 

células se resuspenden en 500 µl de 0,1 M NaOH y 0,1% SDS. Para medir la 
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radioactividad se pasa a tubos opacos, se añaden 2,25 ml de líquido de centelleo 

y finalmente se introduce en un contador de centelleo líquido (βmatic II de 

Kontron).  

 

3.2.5 Ensayo de proliferación con bromodesoxiuridina 

LA Bromodesodoxiuridina (BrdU), es una uridina derivada que se puede 

incorporar al DNA en el lugar de la timidina. 

Se siembran 75.000 células/pocillo en placas P-24. Una vez adheridas a la 

placa, las células se deprivan de suero durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, 

las células se realizan los diferentes pretratamientos y con VIP (0,1 µM) en 

medio sin suero, durante 24 h. Para medir la proliferación se añade 

bromodesoxiuridina 10 µM (BrdU) (BD Bioscience) 1 h antes de finalizar el 

tratamiento. Posteriormente, las células se lavan con PBS, se levantan con 

tripsina y se centrifugan a 500 xg durante 5 min, para eliminar el sobrenadante. 

Las células se fijan con etanol absoluto frío, a -20 ° C, durante 30 min, y 

transcurrido este tiempo, se centrifugan de nuevo y las celulas se lavan con PBS.  

Para conseguir desnaturalizar el DNA, las células se incuban durante 30 

min a Tª ambiente con HCl 2N. Este paso es imprescindible, ya que el 

anticuerpo Anti-BrdU se une a las moléculas de BrdU cuando el DNA es de 

cadena sencilla. Después se centrifugan y se lavan dos veces con PBS y una 

tercera vez con PBS que contenía 0,05% de Tween-20 (pH 7,4) y 0,1% de BSA. 

Finalmente, las células se incuban con 20 µl de anti-BrdU anticuerpo 

monoclonal con FITC (BD Bioscience) en condiciones de oscuridad, durante 30 

min como mínimo y después del tiempo de incubación, se repite un último 

lavado y se centrifugan para separar las células y el sobrenadante. Las células se 

tiñen con una solución de tinción (PBS, 50 mg/ml de ioduro de propidio (IP) y 

10 µg/ml de RNasa), antes del análisis por citometría de flujo FACSCalibur 

(Beckton Dickinson Labware, New Yersey, EEUU). La cantidad DNA que se 
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distribuye en las diferentes fases del ciclo celular se analiza con el programa 

Cyflogic v 1.2.1. 

 

3.2.6 Ensayo de viabilidad con MTT 

El ensayo MTT, es un método basado en la capacidad de las 

deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas para reducir la sal de 

tetrazolio, MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazol). Es 

una sal amarilla y soluble, que se reduce en cristales insolubles de formazán de 

color azul oscuro retenidos en el interior celular. La cantidad de MTT reducido 

se puede medir colorimétricamente, presentando su máximo de absorción a 570 

nm. 

Para realizar el experimento, se siembran 50.000 células/pocillo en 

placas P-24, y una vez adheridas, se deprivan con medio sin suero durante 24 h. 

Posteriormente, se realizan los distintos tratamientos, y 1 h antes de finalizar se 

incuban con 0,3 mg/ml de MTT a 37º C y en condiciones de oscuridad. Los 

cristales obtenidos se solubilizan con 200-300 µl de isopropanol frío y agitación 

suave. Una vez homogeneizado, se procede a su lectura en un 

espectrofotómetro a 570 nm.  

 

 

3.2.7 Unión de Ioduro de Propidio y Anexina V-FITC 

Se siembran 75.000-100.000 células/pocillo en placas P-6 que se 

mantienen durante 24 h. Una vez adheridas, las células se deprivan de suero 

durante 24 h y transcurrido este tiempo, se realizan los distintos tratamientos. 

Después, las células se lavan con PBS, se levantan con tripsina y se centrifugan. 

Para realizar este ensayo se utilizó un kit comercial Annexin V-FITC 

apoptosis detection kit (DB Bioscence, New Yersey, EEUU). Las células se incuban 

en oscuridad durante 15 min con 5 µl de Anexina V, conjugada con 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) y 5 µl de IP disueltos en tampón de unión 

(Hepes 0,1 M (pH 7,4), NaCl 1,4 M, CaCl2 25 mM). Transcurrido este tiempo, se 
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añaden 400 µl de tampón de unión y se analizan con el citómetro FACSCalibur. 

Los resultados obtenidos se analizan con el programa Cyflogic v 1.2.1. 

 

3.2.8 Análisis del Ciclo Celular 

Se siembran 75.000-100.000 células/pocillo en placas P-6 y se mantienen 

durante 24 h para conseguir su adherencia, momento en el que se deprivan con 

medio sin suero durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se realizan los distintos 

tratamientos y después, las células se lavan con PBS, se levantan con tripsina y 

se centrifugan. El precipitado de células se fija y se permeabiliza con etanol frío 

al 70%, durante 30 min a -20º C. Después, las células se centrifugan para retirar 

el etanol y se lavan con PBS. Finalmente, se resuspenden en una solución de 

tinción (PBS, 50 mg/ml de ioduro de propidio (IP) y 10 µg/ml de RNasa), antes 

del análisis por citometría de flujo con FACSCalibur. La cantidad DNA que se 

distribuye en las diferentes fases del ciclo celular se analiza con el programa 

Cyflogic v 1.2.1. 

 

3.2.9 Silenciamiento génico del receptor VPAC1 

Se siembran 150.000 células/pocillo en placas P-6 con medio RPMI 

suplementado con 10% de suero y carente de antibiótico-antimicótico, que 

interfiere en el proceso de transfección. Una vez adheridas a la placa, comienza 

el proceso de transfección mediante la técnica del silenciamiento con ARN de 

interferencia (ARNi).  

Las células se permeabilizan para favorecer la entrada del ARNi con 

LipofectaminaTM 2000 (Invitrogen), a las concentraciones recomendadas por el 

fabricante. Previamente, se debe preparar la mezcla lipofectamina-OPTI-MEMR-

I (Invitrogen), que se incuba durante 5 min a Tª ambiente. Después, se añade a 

la mezcla lipofectamina-OPTI-MEMR-I, 100 nM de ARNi o de secuencia 

“scramble” y se mantiene durante 20 min a Tª ambiente. La secuencia del ARNi 

elegida es: 
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Cebadores Secuencia (5´-3´) 

Sentido GGC UUG UGC AAC AAU AAA U 

Antisentido AUU UAUUGU UGC ACA AGC C 

 

Transcurridas 16 h del tratamiento, se añade a cada pocillo medio EMEM 

con 5% de suero y se mantienen durante 72 h, tiempo en el que se consigue el 

máximo silenciamiento de VPAC1. Tras este tiempo, se procede a valorar su 

efecto sobre la proliferación celular con BrdU. Para comprobar la eficacia del 

silenciamiento se procede al aislamiento de proteínas totales y a la 

inmunodetección empleando el anticuerpo específico frente a VPAC1. En la 

figura 26 se muestra que tras 72 h de incubación, la expresión de VPAC1 

disminuye significativamente alrededor de un 95%. En esta técnica, se utiliza 

como control negativo una secuencia de nucleótidos aleatoria (“scramble”), que 

no debería afectar a la expresión de VPAC1. 

 

Figura 26. Método de validación del silenciamiento génico para VPAC1 mediante 

inmunodetección frente a VPAC1. C: control negativo; T: células transfectadas con el ARNi 

para el receptor VPAC1. Los resultados corresponden a la media ± S.E.M., *** p< 0,001; frente a al 

control negativo y son representativos de al menos tres experimentos independientes.  

 

3.2.10 Medida de la producción de ROS 

Para conocer la producción endógena de ROS celular, se utiliza la sonda 

CM-H2DCFDA (clorometil-2’,7’-diclorofluoresceina), ROS Detection Reagents 

(Molecular Probes, Invitrogen). Se trata de una sonda que difunde en las 

células, donde sus grupos acetato se escinden por esterasas intracelulares y su 

grupo reactivo clorometil reacciona con glutatión intracelular y otros tioles. De 

este modo, se genera una oxidación que da lugar a un producto fluorescente 

VPAC1

β-actina
1 0,05 ± 0,09***

C T
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que permanece en el interior celular y sirve como referencia de la formación de 

ROS intracelular. 

Se siembran 75.000-100.000 células/pocillo en placas P-6 y se mantienen 

durante 24 h para conseguir su adherencia, momento en el que se deprivan con 

medio sin suero durante 24 h. Transcurrido este tiempo, se realizan los distintos 

tratamientos y después, las células se lavan con PBS, se levantan con tripsina y 

se centrifugan a 500 xg durante 5 min a 4° C y se mezclan con la sonda de 

tinción CM-H2DCFDA durante 1 hora a 37° C, manteniéndose en condiciones 

de oscuridad. A continuación, los tubos se centrifugaron y se retira el 

sobrenadante y finalmente, se resuspenden en una solución de tinción (PBS, 50 

mg/ml de ioduro de propidio (IP) y 10 µg/ml de RNasa), antes del análisis por 

citometría de flujo con FACSCalibur. Como control positivo de la incorporación 

de la sonda se debe tomar la medida de la autofluorescencia de las propias 

células sin estar incubadas con la sonda. Los datos obtenidos se procesan con el 

programa Cyflogic v 1.2.1. 

 

3.2.11 Zimografía de gelatina 

Se siembran 200.000 células/pocillo en placas P-6. Transcurridas 24 h, se 

les añade medio condicionado y se realizan los diferentes tratamientos. Una vez 

finalizados, el medio secretado se recoge y se guarda a –80º C hasta su uso.  

A continuación, se realiza una electroforesis de acrilamida/bisacrilamida 

SDS-PAGE con 3 µg de proteínas, cuyo gel se copolimeriza con 0,1 % de 

gelatina (Sigma Aldrich). Posteriormente, se realizan cuatro lavados del gel 

para conseguir eliminar el SDS: dos lavados de 30 min cada uno, con Tris- HCl 

50 mM (pH 7,4) y  2,5 % de Tritón X-100 y dos lavados de 10 min  cada uno, con 

Tris-HCl 50 mM. Una vez finalizados, el gel se incuba toda la noche a 37º C y en 

agitación, en un tampón de incubación (Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), CaCl2 10 mM, 

NaCl 0,15 M, 0,1 % de Tritón X-100 y 0,02% de azida sódica). Después de la 

incubación, los geles se tiñen durante 30 min con 0,25 % de azul coomasie blue 

R-250, y se destiñen con la solución de destinción (7,5 % de ácido acético y 20 % 
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de metanol), apareciendo las bandas blancas sobre un fondo azul, donde las 

enzimas han degradado la gelatina. El análisis densitométrico de la actividad de 

las metaloproteasas 2 y 9 se realiza con el programa Quantity One (BioRad). 

 

3.2.12  Ensayos de migración 

Se basan en un ensayo de cierre de heridas sobre una monocapa de 

células confluentes. Las células se siembran en placas P-24 y se dejan hasta que 

alcancen la confluencia, momento en el que se llevan a cabo los diferentes 

tratamientos. La herida se realiza mediante una incisión con un raspador 

manual. Para valorar la migración celular, se realizan fotos sucesivas de la 

herida, en un microscopio invertido acoplado a una cámara Nikon (40x). El 

seguimiento se distribuye en diferentes tiempos (0-24 h), hasta conseguir el 

cierre completo de la sección y los valores se miden con respecto al tiempo cero 

de cada tratamiento. 

 

 

3.2.13 Ensayos de invasión, adhesión y migración hacia hueso 

Antes de realizar estos ensayos, las células se deprivan de suero durante 

24 h. Posteriormente, se levantan por tripsinización y la enzima se neutraliza 

con medio sin suero suplementado con 0,1% de inhibidor de tripsina. Las 

células se centrifugan a 700 xg, durante 5 min y se resuspenden en medio sin 

suero suplementado con 0,1% de BSA, hasta alcanzar una dilución de 250.000 

Herida
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células/ml. La dilución de células se debe mantener en suspensión, durante 1 h, 

antes de realizar los diferentes tratamientos. 

 Adhesión 

 La suspensión de células se separa en varias fracciones que dependerán 

del número de tratamientos a realizar y se mantienen en suspensión durante 1 h  

a 37º C con agitaciones cada 5 min. Por otro lado, se deben preparar las placas 

con el colágeno que actúa como matriz. Para ello, se añaden 100 μl de colágeno 

tipo I (8 μg/cm2) diluido en ácido acético 10 mM/pocillo, en placas P-96, 

durante 1 h a 37ºC en atmósfera seca para conseguir una fijación completa al 

pocillo. Pasado ese tiempo, se aspira el colágeno y se lava dos veces la placa con 

PBS. A cada pocillo se adicionan 100 μl de la suspensión celular previamente 

tratada y se aspira el medio en el tiempo correspondiente. Finalmente, se 

continúa la valoración de las células adheridas al colágeno mediante un ensayo 

de MTT, donde se añaden 100 μl de medio sin suero y 0,3 mg/ml MTT a cada 

pocillo. 

 

 Invasión  

Antes de añadir la suspensión celular, se debe preparar la cámara 

“Transwell” óptima para realizar este tipo de ensayos. Se coloca en cada pocillo 

de una placa P-24 donde se añade 50 μl Matrigel/pocillo (diluido 1/10) y se 

mantiene durante 3 h, a 37º C.  

 

Inserto con membrana porosa

Medio de cultivo

Base de Matrigel

Cámara Transwell
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Una vez que ha solidificado, se añaden 200 μl de la dilución de células en 

la parte superior del inserto y 600 μl de medio con suero en la parte inferior, 

dentro del pocillo de la placa P-24. La suspensión celular se incuba durante 24 h 

a 37º C. Una vez finalizado el periodo de incubación, se aspira el medio y las 

células que han atravesado la membrana porosa, se fijan durante 6 min con 

metanol. Se tiñen 7 minutos, con hematoxilina de Mayer y el exceso se elimina 

con PBS. Para visualizar las células, se limpia la parte superior del inserto con la 

ayuda de un hisopo. Los pocillos se dejan secar y se realizan fotografías a 

diferentes campos escogidos al azar para proceder a su contaje.  

 

 Migración hacia hueso  

Es un ensayo para el que se utiliza nuevamente la cámara “Transwell” a la 

que se añaden 200 μl de la dilución de las células en la parte superior de cada 

inserto y, en la placa P-24 se añaden 600 μl de medio sin suero suplementado 5 

ng/ml de colágeno tipo 1 de hueso, que sirve como quimioatrayente para las 

células. Y se incuban durante 24 h a 37ºC. Finalizado este tiempo, se aspira el 

medio y se fijan las células durante 6 min con metanol, se tiñen 7 min con 

hematoxilina de Mayer y se elimina el exceso lavando con PBS. Los pocillos se 

dejan secar, se observan al microscopio y se fotografían diferentes campos 

elegidos al azar para proceder a contar el número de células que han migrado 

hacia el medio con colágeno.  

3.2.14 Análisis estadístico 

Los análisis estadísticos se realizan con el programa GraphPad Prism, 

utilizando el test de Bonferroni para comparaciones múltiples después de 

realizar un análisis de varianza (ANOVA). El resultado obtenido se considera 

significativo a partir de p<0,05. 
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4.1. ESTUDIO DEL SISTEMA VIP-RECEPTOR EN RIÑÓN  

Los mecanismos de activación de VIP en riñón son, hasta el momento, 

desconocidos. En este apartado se aborda el análisis de los receptores así como de 

los efectores de VIP en riñón. 

4.1.1. Estudio comparativo del sistema VIP-VPAC1/2/FPRL-1 en tejido 

humano de riñón tumoral y no tumoral 

En este primer bloque de resultados se plantea el estudio de la expresión de 

VIP y sus receptores en muestras de carcinoma de células renales humanas, así 

como en muestras de tejido renal no tumoral. Estas muestras proceden de 17 

pacientes sometidos a nefrectomías parciales o radicales por diagnóstico de CCR y 

obtenidas gracias a la colaboración con los Servicios de Anatomía Patológica y 

Urología del Hospital Universitario Príncipe de Asturias. Los aspectos 

clínicopatológicos más relevantes de los pacientes se muestran en la tabla 6. 

Tabla 6: Características clínicopatológicas de los pacientes analizados. 

Paciente Sexo Edad CCR Grado 
Infiltración 
Neoplásica 

1 V 74 Papilar II Sí 
2 V 75 Células claras II Sí 
3 M 42 Papilar I No 
4 V 78 Células claras III Sí 
5 M 52 Papilar I No 
6 V 75 Células claras II No 
7 M 51 Células claras  I No 
8 V 45 Células claras III No 
9 M 71 Papilar II Sí 

10 V 63 Papilar I Sí 
11 M 79 Células claras III No 
12 V 54 Células claras II Sí 
13 V 65 Papilar II III Sí 
14 V 67 Células claras III No 
15 V 70 Papilar II No 
16 M 53 Papilar I No 
17 V 52 Células claras III Sí 



 
Resultados  Universidad de Alcalá
   

 

‐ 92 ‐ 
 

4.1.1.1. Expresión de VIP 

Se realizaron diferentes ensayos para conocer y comparar la expresión del 

neuropéptido en las muestras de tejido fresco tumoral y no tumoral del mismo 

paciente. 

4.1.1.1.1. Cuantificación de los niveles de ARNm de VIP 

Para conocer la expresión del mensajero de VIP en las muestras recogidas se 

procede a la extracción del ARN total y se somete a RT-PCR cuantitativa a tiempo 

real (RT-PCRQ) utilizando cebadores específicos.  

En la tabla 7, se muestra el incremento de Ct (∆Ct) de las muestras 

analizadas. El ciclo umbral (Ct), a partir del cual el número de copias del gen 

aumenta de manera exponencial, presenta un valor diferente dependiendo del tipo 

de CCR. En primer lugar, se analiza el ∆Ct de las muestras no tumorales y 

tumorales de los pacientes que presentan CCR de células claras. Para casi todas las 

muestras analizadas (pacientes 4, 6, 7, 8, 11, 14, 17), el valor es menor en el tejido 

tumoral que en el no tumoral. Esto indica que las células tumorales necesitan más 

ciclos (3,15 ± 0,85**) que las del tejido no tumoral para que la expresión de VIP 

comience a aumentar de manera exponencial, y por lo tanto, estará 

significativamente menos expresado. Además, esta diferencia se hace más patente si 

los pacientes se encuentran en el grado III de la enfermedad (pacientes 4, 6, 11, 14, 

17). En segundo lugar, se analizan las muestras de los pacientes con CCR de tipo 

papilar. En este caso, como se puede observar en la tabla 7, no aparece un patrón 

definido para la expresión de VIP, ya que presenta un número de ciclos muy similar 

en ambos tejidos (0,06 ± 1,3). 
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Tabla 7: Valores de ∆Ct en la amplificación del ARNm para VIP. 

 ∆Ct 
CCR de células claras CCR papilar 

Nº Pac. No tumor Tumor ∆Ct Nº Pac. No tumor Tumor ∆Ct 
2 5,41 7,89 -2,48 1 11,94 14,04 -2,1 

4 9,07 7,18 1,89 3 10,09 9,31 0,78 

6 8,79 6,77 2,02 5 - ND - 

7 8,11 5,89 2,22 9 9,25 6,94 2,31 

8 8,96  5,37 3,59 10 10,61 9,2 1,41 

11 3,73 1,03 2,7 13 8,79 7,81 0,98 

12 8,22 9,23 -1,01 15 6,68 9,8 -3,12 

14 9,29 3,26 6,03 16 5,85 5,7 0,15 

17 12,25 8,08 4,17     

ND: no determinado. Color azulado: grado III. 

 

4.1.1.1.2. Cuantificación de los niveles citosólicos de VIP 

Una vez valorada la expresión del mensajero, se procede al análisis mediante 

ELISA de los niveles del neuropeptido en los extractos citosólicos obtenidos a partir 

de las muestras de tejido tumoral y no tumoral. En la tabla 8 se muestran los valores 

de VIP en pg VIP/mg de proteína, en las muestras de CCR de células claras 

(derecha) y de tipo papilar (izquierda). Los resultados indican que la expresión de 

VIP citosólico varía en función del tipo de carcinoma al igual que ocurría con los 

resultados obtenidos del ARNm. En las muestras de  pacientes con CCR de células 

claras (pacientes 2, 4, 6, 7, 8, 11, 14, 17), el contenido citosólico de VIP es 

significativamente menor (2,4 pg ± 0,72**) en las muestras tumorales en 

comparación con el tejido no tumoral. Si analizamos los pg de VIP expresados 

individualmente, se puede observar que para los pacientes de grado III (pacientes 4, 

6, 11, 14, 17), existe una mayor diferencia de expresión de VIP entre el tejido no 

tumoral y el tumoral. El análisis de las muestras de CCR papilar  (1, 5, 9, 10, 13) 

indica que, al igual que ocurría con el mensajero de VIP, no se observan diferencias 

significativas en la expresión de VIP citosólico entre ambos tejidos (1,64 pg ± 3,43). 
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Tabla 8: Concentraciones de VIP en muestras de tejido fresco. 

Pg VIP/mg proteína 
CCR de células claras CCR papilar 

Paciente No tumor Tumor Paciente No tumor Tumor 
2 5,09 2,9 1 17,35 19,09 

4 3,36 0,34 3 0,25 4,55 

6 3,62 1,44 5 ND ND 

7 5,49 0,75 9 0,94 1,01 

8 3,53 0,64 10 3,6 0,79 

11 6,51 1,68 13 0,71 5,54 

12 8,22 9,23 15 ND 2,02 

14 1,40 0,32 16 ND 1,39 

17 1,16 0,39    

ND: no detectado. Color azulado: grado III. 

  

4.1.1.2. Estudio de los receptores de VIP 

Tras analizar los niveles de expresión del neuropéptido en las muestras de 

tejido renal humano, se procede al estudio de los niveles de expresión de sus 

receptores. Como se ha mencionado en la introducción, el CCR de células claras es 

en la actualidad el que presenta la incidencia más elevada, lo que nos llevó a elegir 

para este estudio muestras incluidas en parafina, casi en su totalidad procedentes 

de pacientes con CCR de células claras. La tabla 9 muestra las características clínico-

patológicas de los 39 pacientes analizados. 

Tabla 9: Características clínicopatológicas de los pacientes analizados. 

Parámetros clínicos n Parámetros clínicos n 

Edad 
< 50 años 
> 50 años 

14 
25 

Sexo 
Varón 
Mujer 

30 
9 

Histología 
Células claras 

Papilar 
Cromófobo 

37 
1 
1 

Grado 

I 
II 
III 
IV 

5 
16 
14 
3 

Infiltración 
Positivo 

Negativo 
11 
28 
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4.1.1.2.1. Inmunodetección de VPAC1/2/FPRL-1 en cortes histológicos 

Se procedió a la  detección por inmunohistoquímica sobre secciones de tejido 

renal humano incluido en parafina, proporcionadas por el servicio de Anatomía 

Patológica del Hospital Príncipe de Asturias. 

El empleo de anticuerpos específicos frente a los diferentes receptores 

proporciona señales con mayor o menor grado de intensidad, directamente 

correlacionado con el grado de expresión de los receptores en el tejido renal. La 

figura 27 corresponde a fotografías de parénquima renal no tumoral y de CCR de 

células claras representativas de los ensayos realizados con los anticuerpos frente a 

VPAC1, VPAC2 y FPRL-1. Los niveles de receptores VPAC1 se han detectado en 

todas las muestras analizadas, observándose un patrón de localización común a 

nivel nuclear (núcleo teñido de azul), sin manifestar diferencias en la expresión 

entre ambos tejidos (Fig. 27). El análisis del receptor VPAC2 indica que no existe 

expresión en ninguna de las muestras con carcinoma. Se ha observado una 

expresión muy débil únicamente en dos muestras de tejido normal, pero esa tinción 

no corresponde con los túbulos proximales. El análisis de la expresión del receptor 

FPRL-1 revela que todas las muestras analizadas son negativas. 

   

Figura 27. Expresión de los receptores VPAC1, VPAC2 y FPRL-1 mediante inmunohistoquímica. 
Microfotografías de muestras de parénquima renal no tumoral y de CCR de células claras. Tinción 
nuclear con hematoxilina de Carazzi. 

VPAC1

CCRcc

No tumoral

VPAC2 FPRL-1
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4.1.2. Estudio del sistema VIP-VPACs/FPRL-1 en células renales 

Además de valorar el sistema VIP-VPAC1/2/FPRL-1 en las muestras de tejido 

de pacientes, se procedió a realizar un análisis más profundo en células renales 

tubulares en cultivo, representativas de un estado tumoral y no tumoral. Se 

seleccionaron dos líneas celulares: HK2, línea celular de epitelio de túbulo proximal 

humano, y A498, línea celular de carcinoma de células claras de CCR. En primer 

lugar, en este apartado se valora la expresión de VIP y de sus receptores (VPAC1/2 y 

FPRL-1), en ambas líneas celulares, así como la funcionalidad de los mismos. Se 

estudia también el posible efecto regulador de VIP sobre su propio sistema. 

4.1.2.1. Expresión de VIP 

 En este apartado se aborda el análisis de la expresión del neuropéptido 

mediante el estudio de la expresión del mensajero por RT-PCR como del péptido 

por inmunodetección. 

4.1.2.1.1. Cuantificación de los niveles de ARNm de VIP 

Para valorar los niveles de expresión génica de VIP se realizan ensayos de 

RT-PCR en ambas líneas celulares. Una vez aislado el ARN total celular, se 

retrotranscribe y se amplifica utilizando cebadores específicos. En la figura 28 se 

observa que en ambas líneas celulares se expresan niveles detectables del mensajero 

de VIP amplificándose un solo producto de 101 pb. Como control interno se utiliza 

el gen de β-actina. Los resultados de la densitometría de las bandas obtenidas 

muestran que en las células A498 hay un 40% más de expresión génica de VIP que 

en la línea celular HK2. 

 

Figura 28: Expresión del ARNm de VIP en células HK2 y 

A498, medido por RT-PCR. El resultado se normaliza con el 

ARNm de β-actina. Se muestran los valores de la media ± 

E.S.M., de tres experimentos, * p< 0,05 frente a los valores de 

la línea celular HK2. 
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4.1.2.1.2. Niveles citosólicos y secretados de VIP 

A continuación, se cuantifican los niveles citosólicos y secretados de VIP 

mediante ensayos de ELISA. La línea celular A498 muestra niveles 

significativamente más elevados del neuropéptido en el citosol (Fig. 29A) y una 

mayor secreción de VIP al medio extracelular (Fig. 29B) respecto a los valores 

obtenidos en la línea celular HK2.  

 

Figura 29: Niveles citosólicos (A) y secretados de VIP tras 8 h (B) valoradas mediante ELISA.  Los 

resultados se muestran en porcentaje frente a las células control HK2. Se muestran los valores de la 

media ± E.S.M., de tres experimentos, * p< 0,05 frente a los valores de la línea celular HK2. 

 

4.1.2.2. Expresión de los receptores de VIP 

Una vez demostrada la expresión de VIP en las dos líneas celulares, nos 

propusimos hacer lo mismo con sus receptores. Para ello, se valora y cuantifica la 

expresión y localización celular de VPAC1/2 y FPRL-1. 

4.1.2.2.1. Expresión de los receptores de VIP 

Con el fin de estudiar y comparar la localización de los receptores de VIP, 

se realizan ensayos inmunocitoquímicos y de “western blot” utilizando anticuerpos 

específicos para los receptores VPAC1/2, PAC1 y FPRL-1.  

En primer lugar se analiza la expresión de los receptores VPAC1 y FPRL-1 

mediante “western blot” ya que bajo nuestras condiciones experimentales no ha 

sido posible detectar VPAC2. En la figura 30 se observan niveles de expresión del 
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receptor VPAC1 más elevados en HK2 que en A498. Para el receptor FPRL-1 el 

resultado es llamativo, ya que no se expresa en las células tumorales sino que 

únicamente aparece en la línea celular control. 

 

Figura 30: Expresión de los receptores VPAC1 (A) y FPRL-1 (B) medidos por “western blot”. Los 

resultados se muestran como el porcentaje de la expresión con respecto a la línea celular HK2. Los 

datos corresponden a la media ± E.S.M., de diez experimentos independientes, ** p< 0,01 frente a los 

valores de las células HK2. 

En segundo lugar, para precisar la localización de los receptores se realizan 

ensayos de inmunocitoquímica. En la figura 31 se muestran las imágenes obtenidas 

mediante microscopía de fluorescencia. El receptor VPAC1 está altamente 

expresado en ambas líneas celulares siendo su localización mayoritariamente 

nuclear, coincidiendo la mayor intensidad de fluorescencia con los núcleos 

marcados con DAPI. El receptor VPAC2 tiene una expresión mucho más débil que 

VPAC1, y se localiza en la zona perinuclear de las dos líneas celulares. Estos hechos 

no descartan su presencia en membrana plasmática al observarse una tinción 

general en dicha localización. En cambio, el receptor FPRL-1 solamente se expresa 

en membranas de HK2 estando totalmente ausente en A498, de igual forma que lo 

observado por “western blot”.  
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Figura 31: Inmunocitoquímica de los receptores VPAC1/2, PAC1 y FPRL-1 en las líneas celulares 

HK2 y A498. Todas las muestras están realizadas con el marcaje de núcleos DAPI. Como control 

negativo se realizan preparaciones en ausencia de anticuerpo primario. Las imágenes son 

representativas de cinco experimentos independientes. 
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4.1.2.2.2. Estudio de los receptores de VIP en fracciones subcelulares 

Para confirmar y cuantificar la compartimentación celular de los dos 

receptores más expresados, VPAC1 y FPRL-1, se procede al aislamiento de 

membranas y núcleos de ambas líneas celulares. Mediante “western blot” se analiza 

cada fracción celular, donde se puede observar  la expresión nuclear del receptor 

VPAC1 en las dos líneas celulares (Fig. 32A). El receptor FPRL-1 en la línea celular 

HK2 presenta una localización exclusiva en la membrana celular (Fig. 32B). Se 

corroboran así los resultados obtenidos por inmunofluorescencia. 

 

Figura 32: Expresión de VPAC1 (A) y FPRL-1 (B) en membranas y núcleos de células HK2 y A498 

medidos por “western blot”. Se representan los valores de expresión de los receptores en 

membranas (M) frente a núcleos (N). Los datos corresponden a la media ± E.S.M. de tres 

experimentos independientes, *** p< 0,001 frente a M y # p< 0,05 frente a  N de HK2. 

 

4.1.2.3. Funcionalidad de los receptores de VIP 

Una vez caracterizado el sistema de VIP, se analiza la funcionalidad de los 

receptores en ambas líneas celulares mediante el estudio de uno de los principales 

efectores de los receptores de VIP, la enzima adenilato ciclasa. La figura 33A 

muestra las curvas dosis-efecto en las que se observa que el tratamiento con VIP 

provoca una respuesta de síntesis de AMPc creciente a medida que aumenta la 

concentración del neuropéptido, alcanzando unos niveles máximos de AMPc muy 
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similares en los dos tipos celulares. Se utiliza forskolina como control positivo de la 

estimulación directa de la adenilato ciclasa (B). 

 

Figura 33: Actividad de la adenilato ciclasa tras la estimulación con concentraciones crecientes de 

VIP (A) y de forskolina (B). Los resultados se representan como fmol de AMPc producidos por 

célula. Los valores son la media ± E.S.M. de cuatro experimentos independientes realizados por 

duplicado,  *** p<0,001  frente al control en HK2 y #p<0,05; ##p<0,01 frente al control de A498. 

 

4.1.2.4. Efecto de VIP sobre su expresión y la de sus receptores 

4.1.2.4.1. Efecto de VIP sobre su propia expresión y secreción 

Tras la incubación de las células con 0,1 µM VIP, a diferentes tiempos, se 

valoran los niveles citosólicos y secretados del neuropéptido mediante ensayos de 

ELISA. En la figura 34 se observa que a los 30 min de incubación con VIP hay un 

incremento significativo de los niveles citosólicos de VIP en ambas células. 

 
Figura 34: Niveles citosólicos de VIP, valorados mediante ELISA, tras el tratamiento con el 

neuropéptido (0,1 µM) a diferentes tiempos. Los valores se expresan en porcentaje respecto a su  

control y corresponden a la media ± E.S.M. de  tres experimentos independientes, *p<0,05; **p<0,01; 

***p<0,001 frente al control. 
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El análisis de los niveles de péptido en el medio extracelular muestra que el 

tratamiento con VIP exógeno produce también un aumento de su secreción a todos 

los tiempos estudiados, para ambas líneas celulares (Figura 35). En células HK2 se 

puede observar un pico de secreción, a las 16 h de tratamiento con VIP, y en células 

A498, a las 8h. Además, los niveles que se consiguen de VIP en el medio 

extracelular en células A498 duplican a los encontrados en células HK2 a tan solo 

4h. Estos resultados revelan que VIP regula de manera autocrina/intracrina, su 

propia síntesis y secreción. 

 

Figura 35: Niveles secretados  de VIP valorados por ensayos de ELISA. Las células fueron 

tratadas con 0,1 µM de VIP a diferentes tiempos. Los resultados se muestran como porcentaje 

respecto a su control. Los valores corresponden a la media ± E.S.M., de 3 experimentos 

independientes, *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 frente al control. 

 

4.1.2.4.2. Efecto de VIP sobre la expresión de los receptores VPAC1/FPRL-1 

Una vez demostrado que VIP estimula su propia síntesis y secreción se 

procede a valorar si los niveles de expresión de sus receptores se modifican tras la 

estimulación con el neuropéptido. Para ello se realizan ensayos de inmunodetección 

con anticuerpos específicos, valorando la expresión del receptor VPAC1 en ambas 

líneas celulares y la expresión de FPRL-1 solo en la línea celular HK2. En la figura 

36 se muestra el efecto del tratamiento con VIP sobre los niveles de expresión de los 

receptores a diferentes tiempos. La expresión de VPAC1 (Fig. 36A) se incrementa 

significativamente tras el estímulo de 2 h con el neuropéptido en ambas líneas 

celulares, y se mantiene a lo largo del tiempo, pero es más temprano y elevado en 

células A498, ya que esta diferencia aparece a tan solo 1 h. Para el receptor FPRL-1 
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(Fig. 36B) se observa que el tratamiento con VIP también produce un incremento 

significativo de su expresión, y nuevamente se mantiene a lo largo del tiempo. 

 

 

 Figura 36: Niveles de expresión de VPAC1 (A) y FPRL-1 (B) incubados con VIP a diferentes 

tiempos, mediante “western blot”. Los resultados se muestran como el porcentaje de la expresión 

frente al control y se utiliza β-actina como control de carga. Los datos corresponden a la media ± 

E.S.M. de tres experimentos independientes, ** p< 0,01; *** p< 0,001  frente a su control.   
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4.2. IMPLICACIÓN DE VIP EN LA REGULACIÓN DE FACTORES 

DE TRANSCRIPCIÓN QUE PROMUEVEN LA ONCOGÉNESIS 

Los factores de transcripción NFkB y STAT3 están considerados como atractivas 

dianas terapéuticas para el tratamiento del cáncer. Por esta razón, nos propusimos 

valorar el posible efecto del VIP en la activación de ambas moléculas. En este 

bloque de resultados se analiza en primer lugar el efecto de VIP sobre la 

translocación nuclear de NFkB y la activación por fosforilación de STAT3. A 

continuación, se estudia, además, la implicación de los receptores VPAC1/2 en este 

efecto, utilizando el  antagonista selectivo JV-1-53. 

4.2.1. Efecto de VIP en la activación de NFkB 

Para conocer si VIP regula la activación del factor de transcripción NFkB se 

realizan ensayos de inmunodetección de la subunidad p50 en citosol y núcleo para 

valorar así la posible translocación nuclear, como medida de su activación. Estos 

mismos ensayos se realizan con el antagonista selectivo, JV-1-53, con el fin de 

relacionar la posible translocación, con los receptores VPAC1/2. 

4.2.1.1. Efecto de VIP en la expresión de p50 

En ambas líneas celulares, tratadas con 1 µM VIP a diferentes tiempos, se realizan 

ensayos de inmunodetección con anticuerpos específicos, para conocer la expresión 

y localización de p50. Como se observa en las fotografías realizadas con el 

microscopio de fluorescencia (Fig. 37), así como en los inmunoblots (Fig. 38), la 

localización de p50 es nuclear en las dos líneas celulares. En las células tumorales, 

VIP produce una disminución del contenido nuclear de p50 en tan solo 15 min de 

tratamiento, y este efecto se mantiene al menos 1 h (Fig. 37). Como se muestra en la 

figura 38, esta disminución se correlaciona con la acumulación citosólica de p50 en 

A498. En cambio, VIP no modifica los niveles de p50 nucleares en la línea celular no 

tumoral, en los tiempos analizados.  
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Figura 37: Localización de p50 mediante ensayos de inmunocitoquímica, tras diferentes tiempos 

de tratamiento con 1 µM VIP, en ambas líneas celulares. Todas las muestras están realizadas con el 

marcaje de núcleos con DAPI. Las imágenes son representativas de tres experimentos 

independientes.  
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Figura 38: Ensayos de inmunodetección de p50 en células HK2 y A498 tratadas con VIP a 

diferentes tiempos. Los resultados se muestran como el porcentaje de la expresión con respecto a su 

control. Como control de carga se utiliza β-actina. Los datos son representativos de tres 

experimentos independientes y corresponden a la media ± E.S.M., * p< 0,05;  ** p< 0,01; *** p< 0,001  

frente a su control. 
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(Miami University), donde se sintetiza entre otros muchos péptidos el análogo de 

GHRH, JV-1-53, antagonista selectivo para los receptores VPAC1/2. Para ello, se 

pretratan las células A498 con 0,3 µM JV-1-53 durante 10 min. Posteriormente, se 

incuban con 1 µM VIP durante 30 min, tiempo en el que se había observado el 

máximo efecto del neuropéptido sobre la translocación nuclear de p50. Se realizan 

ensayos de inmunocitoquímica (Fig. 39A), así como fraccionamiento celular (Fig. 

39B). Como se muestra en las figuras, el efecto de VIP se anula totalmente tras el 

tratamiento con el antagonista JV-1-53. Estos resultados indican que el efecto de VIP 

en A498 está mediado a través de los receptores VPAC1/2. 
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Figura 39: Efecto del antagonista de los receptores VPAC1/2 sobre la expresión y translocación de 

p50 medido por inmunocitoquímica (A) e inmunodetección (B). Las células A498 se pretratan con 

JV-1-53 0,3 µM y se tratan con VIP 1 µM. Las muestras realizadas con inmunofluorescencia presentan 

el marcaje nuclear DAPI, y como control negativo se realizan preparaciones en ausencia de 

anticuerpo primario. Para los experimentos de inmunodetección  se utiliza  β-actina como control de 

carga. Tanto las imágenes como los blots son representativos de tres experimentos independientes y 

corresponden a la media ± E.S.M., ** p< 0,01 frente al control sin tratar y # p< 0,05; ## p< 0,01 frente al 

tratamiento con VIP. 

 

4.2.2.  Implicación de VIP en la fosforilación de STAT3 
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observa que 1 µM VIP no varía la expresión de STAT3 pero, en cambio, provoca 
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de STAT3.  
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Figura 40: Niveles de expresión y activación de STAT3 medidos por “western blot” en ambas 

líneas celulares. Los resultados se muestran como el cociente de la fracción fosforilada entre la 

expresión total. Se utiliza  β-actina como control de carga. Todos los resultados son representativos 

de tres experimentos independientes y los valres corresponden a la media ± E.S.M., ** p< 0,01; ***p< 

0,001 frente al control sin tratar.  
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Figura 41: Efecto del antagonista de VPAC1/2 sobre STAT3 en A498. Las células se incuban con VIP 

1 µM y/ó JV-1-53 0,3 µM. Los resultados se muestran como el cociente de la fracción fosforilada 

entre la expresión total. Se utiliza  β-actina como control de carga. Los valores corresponden a la 

media ± E.S.M., de tres experimentos independientes, *** p< 0,001 frente al control sin tratar; y ## p< 

0,01 frente al tratamiento con VIP.  
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proliferativa de ambas líneas celulares. 
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4.3.1.1.  Efecto de VIP sobre la proliferación celular 

La capacidad proliferativa de las células se mide por dos ensayos: incorporación 

de timidina tritiada (Fig. 42A) e incorporación de bromodesoxiuridina (BrdU) (Fig. 

42B). Para conocer el efecto del VIP sobre la proliferación celular se realizan 

tratamientos con el neuropéptido durante 24 horas y antes de finalizar se incuban 

con BrdU durante 1 h o 4 h con timidina tritiada. En ambos casos (Fig. 42) se 

observa que tras 24 h con 0,1 µM VIP, se produce una disminución de la 

proliferación celular de aproximadamente el 25%, en la línea celular A498, no 

habiendo modificaciones en la línea celular HK2. El estudio con 

bromodesoxiuridina (Fig. 42B) aporta además el detalle de que este efecto es dosis-

dependiente. La respuesta es significativa a partir de 0,01 µM de VIP, alcanzándose 

a 1 µM una disminución de la proliferación del 40%. 

 

Figura 42: Efecto del VIP sobre la proliferación celular medido por la incorporación de timidina 

tritiada (A) o BrdU (B). Los resultados se expresan en porcentaje frente al control. Los valores, 

representativos de ocho experimentos independientes, corresponden a la media ± E.S.M., ###p< 0,001 

frente al control sin tratar. 
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se realizan ensayos de incorporación de BrdU con forskolina, un agonista sintético 

de EPAC y diferentes inhibidores de proteínas quinasas. Los resultados mostrados 

en la figura 43 indican, en primer lugar, que la forskolina y el análogo de EPAC (8-

pCPT-2´-O-Me-cAMP) ejercen el mismo efecto que VIP al obtener con ambos una 

respuesta similar de disminución de la proliferación celular. La implicación de las 

proteína quinasas PKA, PI3K y MEK1/2 se mide a través del efecto que tienen los 

inhibidores H89, wortmanina y PD98059, respectivamente. El resultado muestra 

que el único inhibidor que revierte la disminución de proliferación con el 

neuropéptido es wortmanina, implicando a la vía PI3K en este efecto. Además, H89 

provoca una disminución significativa de la proliferación, en ausencia de VIP, 

indicando la participación de PKA en la estimulación de la capacidad proliferativa 

basal de A498. 

 

Figura 43: Efecto de diferentes agonistas e inhibidores de proteína quinasas sobre la proliferación 

en células A498. Los pretratamientos con los inhibidores se realizan a diferentes tiempos: H89 (15 

min), wortmanina (30 min) y PD98059 (1h). Posteriormente, las células fueron incubadas 24 h con 

VIP, forskolina ó 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP; 1 h antes de finalizar el tratamiento, se incuban con 1 µM 

BrdU. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. Los valores se 

expresan en porcentaje frente al control y corresponden a la media ± E.S.M., * p< 0,05;  ** p< 0,01;  *** 

p< 0,001 frente al control sin tratar; y ### p< 0,001 frente a las células tratadas con VIP.  
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4.3.1.3. Implicación de los receptores VPAC1/2 en el efecto de VIP sobre la 

proliferación  

Una vez valoradas las vías de señalización de VIP nos propusimos conocer si 

en esta disminución de la proliferación están implicados los receptores VPAC1/2. 

Para ello, se realizan ensayos de incorporación de BrdU en células A498 pretratadas 

durante 10 min con JV-1-53 e incubadas 24 h con VIP. En la figura 44 se muestra el 

efecto del antagonista de GHRH, que bloquea totalmente el efecto inhibitorio de 

VIP, relacionando directamente a los receptores VPAC1/2.  

 

Figura 44: Efecto del análogo de GHRH, JV-1-53, sobre la disminución de la proliferación en 

células A498 mediada por VIP. Se realiza un pretratamiento con JV-1-53 0,3 µM (10 min); después, 

las células se incuban 24 h con VIP 0,1 µM, y 1 h antes de finalizar el tratamiento, se tratan con  BrdU 

1 µM. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes. Los datos se 

expresan en porcentaje frente al control y corresponden a la media ± E.S.M., *** p< 0,001 frente al 

control; y ## p< 0,01 frente al tratamiento con VIP.  
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células A498, después se tratan con VIP (0,1 µM) durante 24h, y finalmente se mide la 

incorporación de BrdU. Como se muestra en la figura 45, el silenciamiento del receptor 

produce un incremento significativo del 28% de la proliferación de las células 

tumorales. Si estas células se incuban con VIP, muestran un aumento significativo de 

la proliferación frente a las células que expresan VPAC1, bloqueando completamente 

el efecto del neuropéptido. Este resultado implica directamente al receptor VPAC1 en 

el efecto de VIP sobre la disminución de la proliferación en las células A498. 

 

Figura 45: Efecto del silenciamiento del receptor VPAC1, sobre la disminución de la proliferación 

en A498. Las células fueron incubadas 24h con VIP 0,1 µM. El tratamiento con el neuropéptido se 

realiza antes de finalizar el tiempo de silenciamiento del receptor (72h). Los resultados se expresan 

en porcentaje frente al control (tratadas con la secuencia “scramble”). Los valores son representativos 

de tres experimentos independientes y corresponden a la media ± E.S.M., *** p< 0,001 frente al 

control; ### p< 0,001 frente a VIP.  
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viabilidad mitocondrial a ninguna concentración, indicando que VIP no produce 

citotoxicidad en esta línea celular. En cambio, para A498 se observa una 

disminución significativa de la viabilidad mitocondrial en las concentraciones 

observadas, pero solo un 10%, lo que no corresponde con la disminución de la 

proliferación que ejerce VIP.  

 

Figura 46: Efecto de concentraciones crecientes de VIP sobre la viabilidad mitocondrial, en ambas 

líneas celulares, medido por ensayos de MTT. Los resultados se expresan como porcentaje de 

células vivas frente al control sin tratar. Los datos son representativos de seis experimentos 

independientes y corresponden a la media ± E.S.M., *** p< 0,001 frente a su control.  

 

4.3.1.6.  Efecto de VIP sobre el ciclo celular 

Para conocer la causa de la disminución del número de células nos propusimos 
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Figura 47: Efecto de VIP sobre la muerte celular mediante ensayos de incorporación de Anexina 

V/IP (A) o IP (B), tras 24h de incubación con VIP. Las imágenes son representativas de tres 

experimentos independientes.  

 

4.3.1.7.  Efecto de VIP sobre la expresión de p53 

A pesar de no encontrar por citometría de flujo ninguna señal indicadora de 

parada de ciclo celular, nos propusimos valorar los niveles de expresión de p53. Las 

células tratadas con 0,1 µM VIP a diferentes tiempos, analizadas por RT-PCR 

semicuantitativa e inmunodetección, se alteran por el tratamiento con el 

neuropéptido. Como control de carga se utiliza β-actina. Los resultados 

representados en la figura 48A muestran que VIP, desde los 15 min de incubación, 

incrementa significativamente los niveles de expresión del ARNm de p53 en células 

A498, hasta llegar a un 50%, manteniendo este efecto en todos los tiempos 

estudiados. Además el análisis de expresión de p53 por inmunodetección revela 

que el tratamiento con VIP produce un incremento significativo de los niveles de 

p53 en células tumorales (Fig. 48B). Este aumento de p53 podría explicar la 

disminución de la proliferación observada. 
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Figura 48: Expresión p53 en células A498 medido por RT-PCR (A) e inmunodetección (B). El 

resultado se normaliza con β-actina. Se muestran los valores de la media de tres experimentos ± 

E.S.M., * p< 0,05;  ** p< 0,01; *** p< 0,001 frente a las células sin tratar. 

 

4.3.1.8. Efecto de VIP sobre la expresión de PCNA 

Tras analizar el efecto del neuropéptido sobre la expresión de p53, 

consideramos valorar si además era capaz de modificar la expresión del antígeno 

nuclear de células en proliferación (PCNA). Esta proteína sintetizada en las fases G1 y 

S del ciclo celular participa en la síntesis de ADN y es necesaria para completar el 

proceso de proliferación celular. En la figura 49 se muestra que, en las células A498, 

VIP disminuye los niveles de expresión de PCNA de manera tiempo dependiente, 

siendo el efecto más significativo entre 1 y 2 horas de incubación con el neuropéptido. 

A las 4 h se recuperan los niveles control. Este resultado concuerda con el incremento 

de p53 y la disminución de la proliferación que ejerce VIP en células A498.  
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Figura 49: Niveles de expresión de PCNA medidos por “western blot” tras los tratamientos con 

VIP a distintos tiempos, en células A498. Los resultados se expresan en porcentaje frente al control 

y los valores son la media de tres experimentos independientes ± E.S.M., ## p< 0,01 frente a las 

células sin tratar.  

 

 

4.3.2. Efecto de VIP sobre la producción de radicales libres 

Las especies reactivas de oxígeno (ROS) juegan un papel importante en los 

tratamientos de quimioterapia, dado que aumentan sus niveles y producen 

toxicidad en las células tumorales. Por esta razón, nos propusimos valorar el efecto 

de VIP sobre los niveles de ROS en ambas líneas celulares. 

4.3.2.1.  Efecto de VIP sobre los niveles de ROS 

El efecto de VIP sobre los niveles de ROS en células HK2 y A498 se mide por 

ensayos de incorporación de la sonda CM-H2DCFDA mediante la emisión de 

fluorescencia. Ambas líneas celulares fueron tratadas con 1 μM VIP a diferentes 

tiempos y posteriormente incubadas 1 h con la sonda. La figura 50 muestra que el 

tratamiento con el neuropéptido produce un incremento significativo en los niveles 

de ROS en células A498, observándose un pico a las 2 h. En cambio, en células HK2 

estos niveles no se modificaron después del tratamiento con VIP. De estos 
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resultados se deduce que VIP genera un incremento de ROS que puede ser 

citotóxico para las células tumorales.  

 

Figura 50: Niveles de ROS medidos por sonda de fluorescencia, en células HK2 y A498 tratadas 

con VIP a diferentes tiempos. Los resultados son la media de fluorescencia por célula y se muestran 

como el porcentaje de fluorescencia con respecto al control sin tratar. Los datos corresponden a la 

media de tres experimentos independientes, ± E.S.M.,* p< 0,05; *** p< 0,001  frente al control no 

tratado.  

 

4.3.2.1.1. Vías de señalización implicadas en el efecto de VIP sobre ROS 

En este apartado se valora la implicación del segundo mensajero AMPc, 

además de la participación de diferentes agonistas de EPAC e inhibidores de 

proteína quinasas en la producción de ROS. Las células A498 fueron incubadas 

durante 2 h con el estimulador directo de la adenilato ciclasa, forskolina, y con el 

agonista de EPAC, 8-pCPT-2´-o-Me-cAMP. La figura 51 muestra que ambas 

moléculas producen un incremento muy significativo, similar al de VIP, en los 

niveles de ROS. Además, los tratamientos con los inhibidores de proteína quinasas 

reflejan dos vías de señalización para VIP. Tanto wortmanina como PD98059 

revierten totalmente el efecto de VIP sobre los niveles de ROS (Fig. 51), implicando 

a PI3K y a MEK1/2 como mediadores del incremento de radicales.  
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Figura 51: Efecto de diferentes agonistas e inhibidores de proteínas quinasas sobre los elevados 

niveles de ROS que produce VIP en A498 medidos por sonda de fluorescencia. Se realiza un 

pretratamiento con los inhibidores a diferentes tiempos: H89 (15 min), wortmanina (30 min) y 

PD98059 (1 h). Posteriormente, las células fueron incubadas 24 h con VIP, forskolina ó 8-pCPT-2´-O-

Me-cAMP. Los resultados son la media de fluorescencia por célula y se muestran como el porcentaje 

de fluorescencia con respecto al control sin tratar. Los valores son representativos de tres 

experimentos independientes y corresponden a la media ± E.S.M., *** p< 0,001  frente al control no 

tratado y ### p< 0,001  frente a las células tratadas con VIP.  

 

4.3.2.1.2. Implicación de los receptores VPAC1/2 en el efecto de VIP 

sobre ROS 

Para comprobar si el efecto de VIP sobre ROS está mediado por VPAC1/2 en 

células A498,  éstas se pretratan 10 min con JV-1-53. Posteriormente, se tratan 2 h 

con VIP y finalmente se incuban con la sonda CM-H2DCFDA. El análisis por 

citometría de flujo revela que JV-1-53 produce un bloqueo total de los niveles de 

ROS estimulados por VIP (Fig. 52). Se pueden considerar así los receptores VPAC1/2 

como mediadores del estímulo de VIP sobre ROS. 

A498

50

100

150

*** *** ***

### ###

***

N
iv

el
es

 d
e 

R
O

S
(%

 v
s 

C
tr

l)

1 µM VIP 

10 µM H89

0,1 µM Wortmanina

10 µM PD98059

300 µM 8-pCPT-2-O-Me-AMPc

0,1 µM Forskolina

- + - - - + - + - +

- - + - - - - - - -

- - - + - - - - - -

- - - - + + - - - -

- - - - - - + + - -

- - - - - - - - + +



 
Universidad de Alcalá  Resultados 

 
 

- 121 - 
 

 

Figura 52: Efecto de JV-1-53 sobre el incremento de los niveles de ROS producido por VIP en 

células A498 medidos por sonda de fluorescencia. Los resultados son la media de fluorescencia por 

célula y se muestran como el porcentaje de fluorescencia con respecto al control sin tratar. Los datos 

son representativos de tres experimentos independientes y corresponden a la media ± E.S.M., *** p< 

0,001;  frente al control no tratado y # p< 0,05  frente a las células tratadas con VIP.  

 

4.3.3. Efecto de VIP sobre la expresión de VEGF165 

En este apartado se valora la posible implicación de VIP en la capacidad 

angiogénica de ambas líneas celulares. Para ello, se analizan los niveles de 

expresión de uno de los principales factores proangiogénicos, VEGF. 

4.3.3.1. Expresión de VEGF secretado en células del epitelio tubular proximal 

La línea celular A498 carece de la proteína VHL (encargada de la degradación 

proteosomal del factor HIF en condiciones no hipóxicas). Uno de los genes 

regulados a través de la activación de HIF, es VEGF, por lo que nos planteamos 

valorar los niveles basales del factor pro-angiogénico VEGF en ambas líneas 

celulares. 

Como se muestra en la figura 53, la línea celular A498 cuadriplica los niveles 

basales de expresión del mensajero VEGF con respecto a HK2. Lo mismo ocurre con 
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la secreción extracelular de este factor angiogénico. A partir de 8 h, las células A498 

secretan cuatro veces más VEGF que las células HK2.  

 

Figura 53: Comparativa de los niveles de expresión por RT-PCRq (A) y de secreción mediante 

ELISA (B) de VEGF165 en células HK2 y A498. Se muestran los niveles de secreción de cada línea 

celular en diferentes tiempos. Los valores son representativos de tres experimentos independientes y 

corresponden a la media ± E.S.M., * p< 0,05; ** p< 0,01 frente a las células HK2.  

 

4.3.3.2. Efecto de VIP en la secreción de VEGF165 

Una vez analizada la expresión basal de VEGF en ambas líneas celulares, nos 

propusimos valorar si VIP ejercía algún efecto sobre su expresión y secreción. Para 

ello, se valoran los niveles de ARNm por RT-PCR cuantitativa (Fig. 54) además de 

los niveles del péptido en el medio extracelular (Fig. 55) en células HK2 y A498 

tratadas con 1 µM VIP a diferentes tiempos. Como se muestra en la figura 54, en las 

células HK2 el tratamiento con VIP produce un incremento de la producción del 

ARNm. Por el contrario, en las células A498 los elevados niveles de expresión del 

VEGF disminuyen tras el tratamiento con el neuropéptido. 
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Figura 54: Efecto de VIP sobre la expresión de VEGF165 medido por RT-PCRq en células HK2 y 

A498. Las células se tratan con 1 µM VIP a diferentes tiempos. Los valores, representativos de tres 

experimentos independientes, corresponden a la media ± E.S.M., * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 

frente al control sin tratar.  

 

 Se valoran por ELISA los niveles de VEGF secretado con ambas líneas 

celulares. Los resultados que se muestran en la figura 55 confirman los obtenidos 

por RT-PCRq: VIP ejerce efectos contrarios en ambas células. Mientras que en 

células HK2 el tratamiento con VIP incrementa la secreción de VEGF en tan solo 8 h, 

en células A498 produce una disminución significativa de aproximadamente un 

50% en tan solo 4 h. 

 

Figura 55: Efecto de VIP en la secreción de VEGF165 en células HK2 y A498, valorado mediante 

ELISA. Las células se tratan con 1 µM VIP a diferentes tiempos. Los valores, representativos de tres 

experimentos independientes, corresponden a la media ± E.S.M., * p< 0,05; *** p< 0,001 frente al 

control sin tratar.   
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4.3.3.3. Vías de señalización implicadas en el efecto de VIP sobre la secreción de 

VEGF165 

Una vez descrito el efecto que VIP ejerce sobre la expresión de VEGF, nos 

dispusimos a valorar las vías de señalización implicadas en la disminución de su 

expresión. Mediante ELISA, se valoran los niveles de secreción en las células A498 

tratadas con los distintos agonistas e inhibidores de proteínas quinasas y/o VIP 

durante 4 h. Los resultados que se muestran en la figura 56 demuestran que 

forskolina ejerce la misma disminución de los niveles de VEGF que realiza el 

neuropéptido. Además, los pretratamientos con los diferentes inhibidores de 

proteínas quinasas y la posterior incubación con VIP, revelan que el bloqueo de la 

vía PI3K que ejerce la wortmanina es capaz de bloquear el efecto del neuropéptido 

sobre la secreción de VEGF. 

 

Figura 56: Efecto de diferentes agonistas e inhibidores de proteína quinasas sobre la acción de 

VIP en la secreción de VEGF165 en células A498, valorado mediante ELISA. Las células se pretratan 

con los inhibidores a diferentes tiempos: H89 (15 min), wortmanina (30 min) y PD98059 (1 h). 

Posteriormente, se incuban 4 h con VIP, forskolina y 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP. Los resultados son 

representativos de tres experimentos independientes, cuyos valores corresponden a la media ± 

E.S.M., *** p< 0,001 frente al control y  ## p< 0,01 frente a las células tratadas con VIP.  
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4.3.3.4. Implicación de los receptores VPAC1/2 en el efecto de VIP sobre la 

secreción de VEGF165 

Para conocer si los receptores de VIP están implicados en la disminución de la 

secreción de VEGF en células A498, se pretratan 10 min con JV-1-53 y 

posteriormente se incuban durante 4 h con el neuropéptido. En la figura 57 se 

observa que JV-1-53 bloquea completamente la disminución de la secreción de 

VEGF que ejerce VIP sobre las células A498, implicando directamente a los 

receptores VPAC1/2 en este efecto. 

                              

Figura 57: Efecto de JV-1-53 sobre la disminución de VEGF producida por VIP en células A498 

medidos por ELISA. Los resultados son la media de fluorescencia por célula y se muestran como el 

porcentaje de fluorescencia con respecto al control sin tratar. Los valores, representativos de tres 

experimentos independientes, corresponden a la media ± E.M.S., *** p< 0,001  frente al control no 

tratado y ### p< 0,001  frente a las células tratadas con VIP.  

 

4.3.4. Efecto de VIP sobre la adhesión celular 

Durante el desarrollo de metástasis, una célula tumoral pierde la capacidad de 

adherencia consiguiendo más autonomía para poder migrar. Por ello, nos 

planteamos analizar si VIP está implicado en la adhesión de ambas líneas celulares 

a una matriz de colágeno. 
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4.3.4.1.  Efecto de VIP sobre la adhesión celular 

Para estudiar si VIP es capaz de modificar la capacidad de las células renales 

para adherirse a la matriz extracelular, se realizan ensayos con colágeno que 

proporciona una matriz similar a la matriz extracelular. La capacidad celular para 

migrar es inversamente proporcional al grado de adhesión a esta matriz. En la 

figura 58 se muestra el efecto de VIP a diferentes tiempos sobre la adherencia al 

colágeno de las dos líneas celulares. En células HK2, el tratamiento con VIP no 

modificó los niveles de adhesión. En cambio, en células A498 se observa que el 

neuropéptido incrementa la capacidad adhesiva de las células al colágeno, de 

manera tiempo dependiente. Tras 40 min de incubación con VIP se observan 

resultados significativos, obteniéndose un aumento de la adhesión de las células 

tumorales del 25%. 

 

 

Figura 58: Efecto de VIP sobre la adhesión celular en ambas líneas celulares a diferentes tiempos. 

Se realiza un tratamiento con VIP 1 µM a diferentes tiempos sobre una placa pretratada con colágeno 

tipo I. La valoración de la adhesión celular se realiza por ensayos colorimétricos (λ=570/630 nm) Los 

valores, representativos de tres experimentos independientes, corresponden a la media ± E.M.S., * p< 

0,05; *** p< 0,001 frente al control sin tratar.  
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4.3.4.2.  Vías de señalización implicadas en el efecto  de VIP sobre la adhesión 

celular  

En primer término se valora la implicación del segundo mensajero AMPc, así 

como la participación del agonista de EPAC e inhibidores de proteína quinasas. En 

la figura 59 se observa que los tratamientos con forskolina y el análogo de EPAC, 

provocan un incremento en la capacidad de adhesión de las células tumorales, el 

mismo efecto que VIP. Los tratamientos con los inhibidores de proteína quinasas 

indican un único bloqueo del efecto de VIP cuando las células se incuban con 

wortmanina. Así, PI3K parece estar implicado en el incremento de la adhesión de 

las células tumorales provocado por VIP. 

 

Figura 59: Efecto de diferentes agonistas e inhibidores de proteínas quinasas sobre la 

disminución en la adhesión celular en células A498, ejercida por VIP. Se realiza un pretratamiento 

con los inhibidores a diferentes tiempos: H89 (15 min), wortmanina (30 min) y PD98059 (1h). 

Posteriormente, las células se incuban 24h con VIP, forskolina ó 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP sobre una 

placa pretratada con colágeno tipo 1. La valoración de la adhesión celular se realiza por ensayos 

colorimétricos (λ=570/630 nm). Los resultados son representativos de tres experimentos 

independientes y corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05; *** p< 0,001 frente al control sin tratar y 

### p< 0,001 frente a las células tratadas con VIP.  
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4.3.4.3. Implicación de los receptores VPAC1/2 en el efecto  de VIP sobre la adhesión 

en células A498 

Se valora la implicación de VPAC1/2 en los efectos de VIP sobre la adhesión 

celular. Las células A498 se pretratan con JV-1-53, durante 10 min, y posteriormente 

40 min con el neuropéptido. El resultado muestra que el bloqueo de los receptores 

revierte el efecto de VIP sobre la adhesión, recuperándose el nivel de adhesión basal 

(Fig. 60). 

 

Figura 60: Efecto de JV-1-53 en la acción de VIP sobre la adhesión en células A498. Se realiza un 

pretratamiento con JV-1-53 0,3 µM (10 min); después, las células se incuban 40 min con 1 µM VIP 

sobre una placa pretratada con colágeno tipo I. Los resultados, representativos de tres experimentos 

independientes, corresponden a la media ± E.M.S., *** p < 0,001 frente al control y ### p < 0,001 frente 

a VIP.  

 

4.3.4.4. Efecto de VIP  sobre la expresión de proteínas implicadas en adhesión 

Las células tumorales con gran capacidad metastásica presentan bajos niveles 

de la proteína E-cadherina pero tienen incrementada la expresión de β-catenina en 

el núcleo. En este apartado nos propusimos valorar si VIP podía modificar ambos 

niveles. Como se observa en la figura 61A, VIP no altera los niveles de expresión de 

E-cadherina en células HK2. En células A498 no se detectan niveles de expresión de 

E-cadherina, tal y como está descrito en la literatura (Lineham y col., 2010), siendo 

el neuropéptido incapaz de revertir la falta de expresión de la proteína. En cambio, 
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los niveles de β-catenina nucleares, elevados en ambas células, sí se ven 

significativamente disminuidos en células A498, tras el tratamiento con VIP e 

inalterados cuando se trata de la línea celular HK2 (Fig. 61B). 

 

Figura 61: Niveles de expresión de E-cadherina (A) y β-catenina nuclear (B) medidos por “western 

blot” en ambas líneas celulares tratadas con 1 µM VIP a diferentes tiempos. Los resultados se 

expresan en porcentaje frente al control; son representativos de tres experimentos independientes 

que corresponden a la media ± E.M.S., ** p < 0,01 frente a su control sin tratar.  

 

4.3.5. Efecto de VIP en procesos degradativos de la matriz extracelular 

Para conocer el efecto de VIP sobre la capacidad de degradación de la matriz 

extracelular, se procede al análisis de la actividad de las metaloproteasas 2 y 9 

(MMP2 y MMP9). 
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tiempos cortos, aunque tras 24 h de tratamiento hay una ligera disminución de la 

actividad pro-MMP9. Para la pro-MMP2, no se ha observado expresión en esta línea 

celular. Las células A498 muestran una elevada actividad degradativa para las dos 

prometaloproteasas analizadas. Para la pro-MMP9, en la figura 62 se puede 

observar que, tras 4 h de tratamiento con VIP, se produce una disminución del 50% 

en la actividad de la pro-MMP-9, y este efecto se mantiene al menos 8 h. Para la pro-

MMP2, se observa que tras 4 h con VIP disminuye la actividad degradativa 

alrededor de un 20 %, y este efecto se mantiene al menos hasta las 8 h (Fig. 62). 

 

Figura 62: Efecto de VIP sobre la actividad gelatinolítica medida por zimografía en células HK2 y 

A498. Las células se incuban en medio condicionado en ausencia o presencia de 1 µM VIP a 

diferentes tiempos. Los resultados son representativos de tres experimentos independientes y 

corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05 ** p< 0,01; *** p< 0,001 frente al control.  

 

4.3.5.2.  Vías de señalización de VIP implicadas en la actividad metaloproteasa en 

células A498 

Para conocer las vías implicadas en el efecto de VIP sobre la disminución de 

la actividad gelatinolítica de las metaloproteasas en células A498, se realizan 

tratamientos con agonistas e inhibidores de proteínas quinasas. Así, el tratamiento 

con forskolina muestra para ambas prometaloproteasas un efecto similar al 

presentado por VIP (Fig. 63). En cambio, para  el tratamiento con 8-pCPT-2´-O-Me-
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cAMP no se ve ningún efecto significativo, descartando que el efecto de VIP en las 

pro-MMP se desencadene a través de EPAC. El tratamiento con los inhibidores de 

proteína quinasas H89, wortmanina y PD98059, permite conocer la implicación de 

las proteína quinasas PKA, PI3K y MEK1/2, respectivamente. En la figura 63A se 

muestra el efecto de los inhibidores, donde H89 ejerce un bloqueo total del efecto de 

VIP, relacionando a la PKA en la caída de la actividad de la pro-MMP9 mediada por 

el neuropéptido. En cambio, para la pro-MMP2 es la wortmanina la que impide el 

efecto de VIP, implicando a la vía PI3K en esta disminución de actividad (Fig. 63B). 
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Figura 63: Efecto de diferentes agonistas e inhibidores de proteína quinasas en la disminución de 

la expresión de MMP9 (A) y MMP2 (B) por VIP en células A498, medido por zimografía. Las 

células se incuban en medio condicionado y se realiza un pretratamiento con los inhibidores a 

diferentes tiempos: H89 (15 min), wortmanina (30 min) y PD98059 (1h). Posteriormente, las células se 

incuban 4 h con VIP, forskolina ó 8-pCPT-2´-O-Me-cAMP. Se muestran imágenes representativas de 

tres experimentos independientes. Los valores corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05; *** p< 

0,001 frente al control y # p< 0,05; ### p< 0,001 frente a las células tratadas con VIP.  
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efecto de VIP sobre la pro-MMP2 no parece estar relacionado con el receptor 

VPAC1.  

 

Figura 64: Efecto de JV-1-53 en la acción de VIP sobre la disminución de la expresión de las 

proMMPs, medido por zimografía, en células A498. Las células se incuban en medio condicionado 

y se pretratan con 0,3 µM  JV-1-53 (10 min); después las células se incuban 4 h con 1 µM VIP. Se 

muestran imágenes representativas de al menos tres experimentos independientes. Los resultados 

corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05; *** p< 0,001 frente al control y # p< 0,05 frente a las 

células tratadas con VIP.  

 

4.3.6. Efecto de VIP en procesos migratorios e invasivos 

La capacidad de migrar que adquiere una célula tumoral es uno de los 

fenotipos más característicos previos a la metástasis. Por esta razón, nos planteamos 

evaluar si VIP también  interviene en este proceso. De este modo se analiza si VIP es 

capaz de alterar la capacidad migratoria de las células tumorales, así como su 

desplazamiento e invasión hacia otros órganos. 

4.3.6.1.  Efecto de VIP en la capacidad de migración en las células de túbulo 

proximal renal 

En este apartado, para estudiar el efecto de VIP sobre la capacidad invasiva 

de las células renales, se realizan ensayos denominados “cierre de heridas”, que 

valoran directamente  el efecto de VIP sobre la migración celular. Para ello, ambas 

líneas celulares se tratan con  1 µM VIP y se realiza una incisión en el centro del 

pocillo, considerando este momento como tiempo inicial (0 h). Se realizan 
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fotografías a diferentes tiempos con el fin de medir si el tiempo de “cierre de 

heridas” se ve alterado por el neuropéptido. Tras 24 h de tratamiento, se observa 

que en las células A498, VIP no permite el cierre de la herida, disminuyendo 

significativamente  la migración en las células tumorales, con respecto al control sin 

tratar donde la herida ya está cerrada. En las células HK2 no se observa ninguna 

alteración de la migración tras ser tratadas con VIP (Fig. 65).  

 

Figura 65: Efecto de VIP en el “cierre de heridas” en células HK2 y A498. En la parte superior se 
muestran las microfotografías cuyos valores se muestran en la parte inferior. Las células se tratan 
con 1 µM VIP a diferentes tiempos. Los resultados, representativos de tres experimentos 
independientes, corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05; ** p< 0,01; frente al control sin tratar.  
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4.3.6.2. Implicación de los receptores VPAC1/2 en el efecto de VIP sobre la 

capacidad de migración en células A498 

En este apartado, se analiza si el antagonista JV-1-53 ejerce algún efecto sobre 

la disminución de la migración que produce el neuropéptido en células A498. Para 

ello, las células  se pretratan 10 min con el antagonista y. posteriormente, se incuban 

con VIP durante 24 h. Una vez finalizados los tratamientos, se realizan las 

fotografías. Como se puede observar en la figura 66, el pretratamiento con JV-1-53 

bloquea totalmente la disminución de la migración celular que ejerce VIP sobre las 

células A498, implicando directamente a los receptores VPAC1/2, en este efecto. 

 

Figura 66: Efecto de JV-1-53 en el efecto de VIP sobre el “cierre de heridas” en células A498. Las 

células se pretratan 10 min con 0,3 µM JV-1-53 y se incuban 24 h con 1 µM VIP. Los resultados, 

representativos de tres experimentos independientes, corresponden a la media ± E.M.S., ** p< 0,01 

frente al control sin tratar y ## p< 0,01 frente a las células tratadas con VIP.  

 

4.3.6.3. Efecto de VIP sobre la capacidad invasiva de las células tumorales 

La capacidad invasiva de una célula se mide por su facilidad para atravesar 

la matriz extracelular. El matrigel se utiliza en los ensayos in vitro como sustituto de 

la membrana basal, ya que presenta abundantes proteínas de la matriz extracelular. 

Basándonos en ello, se realizan ensayos de invasión mediante cámara transwell 

donde se mide la capacidad invasiva de las células A498 por la propiedad que éstas 
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tienen para atravesar el matrigel. En la figura 67 se puede observar que el 

tratamiento con VIP es capaz de reducir significativamente, más de un 50%, la 

invasión de células tumorales.  

Para conocer si en esta disminución de la capacidad invasiva generada por 

VIP están implicados sus principales receptores, las células A498 se pretratan con 

JV-1-53 y/ó VIP. El resultado obtenido (Fig. 67) muestra que el efecto del 

neuropéptido se inhibe significativamente por el tratamiento con el antagonista, 

implicando directamente a los receptores VPAC1/2 en la disminución de la invasión 

mediada por VIP. 

 

Figura 67: Efecto de VIP sobre la capacidad invasiva de células A498. Se muestran las 

microfotografías de la cara inferior del pocillo transwell. Se muestran imágenes representativas de 

tres experimentos independientes; las gráficas representan los resultados de al menos 4 campos 

escogidos al azar. Las células se pretratan con 0,3 µM  JV-1-53 (10 min); después, las células fueron 

tratadas 30 min con 1 µM VIP e incubadas 24 h en el pocillo. Los resultados corresponden a la media 

± E.M.S., *** p< 0,001; frente al control y ### p< 0,001; frente a las células tratadas con VIP.  

 

4.3.6.4.  Efecto de VIP sobre la capacidad de migración de las células tumorales 
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El tejido óseo libera colágeno tipo I al torrente sanguíneo debido a la 
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suelen metastatizar. Por esta razón, en este ensayo se valora la implicación de VIP 

en la capacidad de las células A498 de migrar hacia una matriz de colágeno tipo I, 

que actuará como quimioatrayente. En la figura 68 se observa que el colágeno 

consigue atraer a las células tumorales, y el tratamiento con VIP es capaz de reducir 

significativamente el número de células que consiguen migrar.   

A continuación, se valora la implicación de los receptores VPAC1/2, 

realizando un pretratamiento con el antagonista JV-1-53 y/o el tratamiento con VIP. 

En la figura 68 se muestra que JV-1-53 impide completamente el efecto del 

neuropéptido, incrementado el número de células que consiguen migran hacia el 

colágeno. Con este resultado se consigue implicar directamente a VPAC1/2 en esa 

disminución de la migración de las células tumorales hacia el hueso ejercida por 

VIP. 

 

Figura 68: Efecto de VIP en la migración de células A498 hacia el hueso. Se muestran las 

microfotografías de la cara inferior del pocillo transwell representativas de tres experimentos 

independientes; las gráficas representan los resultados de al menos 4 campos escogidos al azar. Las 

células se pretratan con 0,3 µM  JV-1-53 (10 min); después las células fueron tratadas 30 min con 1 

µM VIP e incubadas 24 h en el pocillo. Los resultados corresponden a la media ± E.M.S., *** p< 0,001; 

frente al control y ### p< 0,001 frente a las células tratadas con VIP.  
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4.4. ESTUDIO DEL EFECTO DE VIP EN UN MODELO IN VIVO 

Los resultados obtenidos in vitro sobre las células tumorales apuntan a un 

posible efecto inhibitorio del desarrollo tumoral, sin provocar toxicidad en las 

células no tumorales.  Los ensayos in vivo con modelos animales se utilizan como 

etapa previa de un ensayo clínico, ya que permiten comprobar si estos mismos 

efectos se reproducen en un organismo vivo. Por ello, nos planteamos diseñar un 

experimento in vivo con el fin de confirmar estos interesantes resultados obtenidos 

con las líneas celulares. 

Para realizar los estudios in vivo se utiliza un modelo animal con ratones 

desnudos inmunodeprimidos sobre los que se inoculan las células pretratadas, 

provocando así tumorigénesis. El ensayo se realiza siguiendo el protocolo 

mencionado en materiales y métodos, donde se indica que las células, previamente 

tratadas, fueron inyectadas a nivel subcutáneo. El peso del animal, así como el 

crecimiento del tumor fueron los parámetros analizados periódicamente. 

Los resultados obtenidos en relación al peso de los ratones se muestran en la 

tabla 10. Los datos obtenidos reflejan un incremento del peso de cada ratón a lo 

largo del experimento y se puede observar que con ningún tratamiento aparecen 

variaciones significativas del peso del animal. De este modo, se puede indicar que 

ni el neuropéptido ni el antagonista ejercen un efecto dañino que pueda repercutir 

en el peso del animal. 

Tabla 10: Valores medios del peso corporal (g) de cada uno de los grupos empleados en el 

experimento el día 3 y el día 18 después de la inoculación de células A498. 

Días tras la inyección Ctrl VIP JV-1-53 JV-1-53 + VIP 

3 21,7 ± 0,8  20,8 ± 0,7 21,8 ± 0,63 21,3 ± 0,37 

18 30,2 ± 1,54 29,7 ± 1,11 29,2 ± 1,4 29,6 ± 1,71 
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El efecto sobre el volumen tumoral se valora realizando medidas sucesivas 

que comienzan el día 3, cuando el tumor adquiere el tamaño apropiado para tomar 

una medida completa (ancho, largo y alto) y finalizan el día 18 cuando se sacrifican 

los ratones. En todos los casos se observa crecimiento tumoral, pero el grupo 

tratado con VIP se diferencia en el tamaño del tumor con el resto de grupos. Por 

ello, se analiza el tiempo que tarda el tumor en duplicar su tamaño (TDT) que se 

detalla en la tabla 11. Los datos indican que el grupo tratado con VIP tarda más 

tiempo en duplicar el tamaño tumoral, ya que presenta un incremento significativo 

del tiempo de duplicación de 1 día con respecto al grupo control. 

 
Tabla 11: Tiempo medio (días) del crecimiento tumoral que tarda en duplicar el tamaño (TDT).  

Ctrl VIP JV-1-53 JV-1-53 + VIP 

2,95 ± 0,09 3,95 ± 0,3* 3,15 ± 0,17 3,39 ± 0,16 

 

Los valores obtenidos del volumen tumoral con respecto al tiempo se 

muestran en la figura 69A. Como se puede observar, el grupo 2 donde las células 

tumorales fueron tratadas con VIP, presentan una inhibición significativa del 

volumen del tumor con respecto al grupo 1 o control, desde el principio del 

experimento. El tratamiento previo con el neuropéptido reduce la capacidad de las 

células tumorales para crecer y desarrollar una masa tumoral. En la figura 69, se 

comparan específicamente los valores de los días inicial (3) y final (18) (Fig. 69 B), 

así como se muestran las fotografías representativas de cada uno de los grupos 

estudiados (Fig. 69 C). Como se puede observar, el grupo control aumenta hasta 5 

veces su tamaño, a diferencia del grupo tratado con VIP que no alcanza ni 2 veces 

su tamaño inicial (Fig. 69 B).  

Los efectos de VIP en la disminución del desarrollo tumoral en los ensayos in 

vitro, vienen determinados por la implicación de los receptores VPAC1/2. Por esta 

razón, el ensayo se completó con el estudio de la implicación del antagonista JV-1-

53, en el desarrollo tumoral in vivo. Para ello, las células fueron pretratadas con JV-

1-53 y posteriormente, incubadas con VIP. Los resultados obtenidos (Fig. 69) 
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muestran que el tratamiento con el antagonista revierte significativamente el efecto 

del neuropéptido sobre el desarrollo tumoral. En la figura 69B, la comparación entre 

el inicio y el final del ensayo manifiesta claramente el efecto sobre el volumen 

tumoral de todos los grupos estudiados. De este modo, los receptores VPAC1/2 

estarían implicados en el posible efecto antitumoral que ejerce VIP en CCR.  

 
 

Figura 69: Volumen tumoral en ratones macho inmunodeprimidos tras inyección subcutánea de 

células A498. A: Progresión del volumen tumoral a lo largo del experimento. B: Comparación de las 

medidas de los volúmenes tumorales en los días 3 y 18 del experimento. C: Fotografías 

representativas de cada grupo de tratamiento. Las células se pretratan con 0,3 µM  JV-1-53 (10 min), 

después las células fueron incubadas 2 h con 1 µM VIP antes de la inyección. Los resultados 

corresponden a la media ± E.M.S., * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 frente al control y # p< 0,05; ## p< 

0,01 frente a VIP.  
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4.5. ESTUDIO DEL  PAPEL PROTECTOR DE VIP 

Tras constatar que VIP, en la línea celular tumoral, ejerce efectos que podrían 

suponer un potencial papel anti-metastásico, nos plantemos valorar si en la línea 

celular no tumoral el neuropéptido ejercía algún efecto protector tras estrés 

oxidativo o en condiciones inflamatorias. Para ello, las células HK2 se sometieron a 

tratamientos con agua oxigenada (H2O2) o con lipopolisacárido (LPS).  

 

4.5.1. Efecto de VIP en el daño celular generado por H2O2  

El estrés oxidativo es uno de los principales factores implicados en la mayoría de 

procesos fisiopatológicos, y juega un papel importante en el desarrollo de 

patologías renales (Horvath y col., 2011b; Yuan y col., 2011). Por lo tanto, la 

disminución del estrés oxidativo es una buena estrategia para proteger las células 

frente a los estímulos nocivos.  

Dada la gran importancia del estrés oxidativo en las patologías renales, nos 

propusimos investigar el efecto de VIP ante una situación de daño ocasionado por 

un agente  externo, el H2O2. Para ello, se realiza un análisis previo del efecto del 

H2O2 en las células HK2, con el fin de determinar la concentración idónea de H2O2, 

sin provocar muerte integral, y posteriormente se procede a valorar el efecto del 

neuropéptido sobre los efectos provocados. 

 

4.5.1.1. Ensayos de viabilidad con H2O2 

Se realizan ensayos de MTT para determinar la concentración de H2O2 adecuada 

para conseguir un daño oxidativo sin perder la viabilidad celular. Para ello, las 

células se tratan con 0,6, 1 ó 3 mM de H2O2,  durante 1 h. En la figura 70 se muestra 

la curva dosis respuesta de H2O2, donde se observa que, en tan solo 30 min de 

tratamiento, se produce una pérdida del número de células viables a todas las 

concentraciones analizadas. El efecto más acentuado se encontró a las 24 h. Como se 

observa en la figura 70, la concentración 0,6 mM de H2O2 es la menos agresiva para 

las células y produce efectos significativos; por tanto, es la concentración elegida 
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para los posteriores experimentos. En relación al tiempo de exposición, tanto en 30 

min como a 1 h los efectos son muy similares, por ello, al no verse alteradas las 

células en este periodo, se realiza el tratamiento durante 1 h. 

 

Figura 70: Efecto de la concentración y del tiempo de tratamiento con H2O2 sobre la viabilidad de 

células HK2, medida por ensayo MTT. Los resultados se expresan en porcentaje de células vivas 

comparadas con el control sin H2O2 y son representativos de tres experimentos independientes. Los 

valores corresponden a la media ± E.M.S., *** p< 0,001  frente al control no tratado.  

 

4.5.1.2. Efecto de VIP en la muerte celular generada por H2O2 

Una vez determinada la dosis de H2O2 óptima para disminuir la viabilidad 

celular, nos planteamos valorar si VIP podía modificar este efecto. De este modo, se 

realizan ensayos de ciclo celular para determinar muerte celular además de valorar 

el efecto sobre la expresión de proteínas implicadas en apoptosis. 

4.5.1.2.1. Efecto de VIP sobre el ciclo celular  

Para ello, las células HK2 se tratan durante 24 h con VIP (1 µM) y 

posteriormente, se les añade 0,6 mM H2O2. Los ensayos de ciclo celular con IP 

permiten diferenciar las fases del ciclo celular según su contenido en DNA, siendo 

en la fase SubGo, donde el DNA ha sufrido daños y su material genético es 

hipodiploide (<2n). En la figura 71 se observa que el número de células en la fase 

SubGo, correspondientes a células en apoptosis, no se ve alterado si se tratan sólo 
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con el neuropéptido. En cambio, las células incubadas con H2O2 presentan niveles 

elevados de células apoptóticas. Si las células previamente se incuban con el 

neuropéptido, este incremento del número de células apoptóticas se ve 

significativamente disminuido.  

De modo comparativo, en la figura 71B se representan los histogramas de las 

células HK2 tratadas con H2O2 y/ó VIP, en la que se contrastan los niveles de 

ambos tratamientos.  
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Figura 71: Análisis del ciclo celular en células HK2 tratadas con VIP y/ó H2O2. Los resultados se 

muestran como el % de células, en cada fase del ciclo, frente al control sin tratar. Todos los 

resultados corresponden a la media ± E.M.S., de tres experimentos independientes *** p< 0,001 frente 

al control no tratado y # p < 0,05 frente al H2O2.  

 

4.5.1.3. Efecto de VIP sobre proteínas pro- y antiapoptóticas 

Una vez valorado el efecto de VIP sobre la apoptosis generada por H2O2, nos 

propusimos conocer su papel sobre proteínas proapoptóticas y antiapoptóticas. 

Para ello se analizan por inmunodetección los niveles de expresión de la proteína 

antiapoptótica, Bcl-2 y de la proapoptótica, Bax. Así, en la línea celular HK2 (Fig. 

72), el efecto del H2O2 produce una disminución de los niveles de Bcl-2 y un 

incremento de la expresión de Bax. El pretratamiento con el neuropéptido es capaz 

de revertir significativamente los bajos niveles de expresión Bcl-2 inducidos por 

H2O2. Más acusado se observa el efecto del pretratamiento con VIP sobre los niveles 

de Bax, puesto que no solo revierte el efecto sino que provoca una disminución en 

los niveles superando los rangos fisiológicos (Fig. 72). VIP lleva a una desregulación 

del balance entre moléculas pro y anti-apoptóticas que previene a la célula frente al 

estrés oxidativo que provoca apoptosis. 

SubGo
G1

S

G2/M

H2O2

VIP + H2O2

B)



 
Universidad de Alcalá  Resultados 

 
 

- 145 - 
 

 

Figura 72: Niveles de expresión de proteínas antiapoptóticas, Bcl2 y proapoptóticas, Bax, medidos 

por “western blot” en células HK2, tratadas con VIP y/ó H2O2. Los resultados corresponden a 

cuatro experimentos independientes y son la media ± E.M.S., * p< 0,05; ** p< 0,01;  *** p< 0,001 frente 

al control no tratado, y # p< 0,05; ### p< 0,001 frente al control con H2O2. 

 

4.5.1.4. Efecto de VIP en el estrés oxidativo provocado por H2O2 

En este apartado no propusimos valorar el efecto de VIP sobre los niveles de 

ROS que se generan tras el tratamiento con H2O2. Para ello, las células se tratan con 

VIP durante 16 y 24h, y posteriormente se incuban 30 min con la sonda CM-

H2DCFDA. El efecto del H2O2 sobre los niveles celulares de ROS endógenos se 

consigue con un pulso de 5 seg con H2O2. Como se puede observar en la figura 73, 

existe un  incremento significativo de producción de ROS intracelular cuando las 

células tienen H2O2. El pretratamiento con VIP, tanto a las 16 h como a las 24 h, 

reduce significativamente los niveles endógenos de ROS inducidos por el pulso con 

H2O2, relacionando al neuropéptido con un posible efecto antioxidante.  
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Figura 73: Niveles de ROS medidos por sonda de fluorescencia, en células HK2 tratadas con VIP 

(16-24 h), y /ó H2O2 (5 seg). Los resultados son la media de fluorescencia por célula y se muestran 

como el porcentaje de fluorescencia con respecto al control sin tratar. Los valores son representativos 

de tres experimentos independientes correspondientes a la media ± E.M.S., *** p< 0,001  frente al 

control no tratado y ###p< 0,01 frente a las células con H2O2.  
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impedir el efecto de VIP sobre la diminución de los niveles de ROS intracelulares 

(Fig. 74). Este resultado implica directamente al receptor FPRL-1, y no a VPAC1 en 

el posible papel antioxidante del neuropéptido. 
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Figura 74: Niveles de ROS medidos por sonda de fluorescencia, en células HK2 tratadas con VIP 

(24 h), WRW4 (30 min), JV-1-53 (10 min) y /ó H2O2 (5 seg). Los resultados son la media de 

fluorescencia por célula y se muestran como el porcentaje de fluorescencia con respecto al control sin 

tratar. Los valores corresponden a la media ± E.M.S., de tres experimentos independientes, *** p< 

0,001; ** p< 0,01 frente al control no tratado y ###p< 0,001 frente al control con H2O2 y +p< 0,05  

frente a las células tratadas con VIP y H2O2.  
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Mkaddem y col., 2010; Rossol y col., 2011).  
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En este apartado, nos propusimos estimular las células HK2 con LPS, y 

determinar así el efecto de VIP sobre algunas de las moléculas efectoras que se 

activan por este importante factor inflamatorio. 

 

4.5.2.1. Efecto de VIP en la expresión de IL-6 generada por LPS 

Dado que LPS genera un entorno inflamatorio, es importante medir los 

niveles de expresión de IL-6. Para ello, se valoran por RT-PCR semicuantitativa los 

niveles de ARNm de IL-6 expresados tras el pretratamiento con 1 µM VIP, durante 

2 h y la posterior incubación durante 3 h con 1 µg/ml LPS. Los resultados reflejan 

un incremento en la expresión de ARNm para IL-6 tras el tratamiento con LPS. El 

pretratamiento con VIP reduce significativamente los elevados niveles de expresión 

que induce la endotoxina, manifestando así un efecto anti-inflamatorio del 

neuropéptido (Fig. 75).  

 

Figura 75: Niveles de IL-6 en células HK2 tratadas con VIP y/o LPS, medidos por RT-PCR 

semicuantitativa. Se utiliza  β-actina como control de carga. Los resultados, representativos de tres 

experimentos independientes, corresponden a la media ± E.M.S., ** p< 0,01 frente al control sin 

tratar, ##p< 0,01 frente a las células tratadas con LPS.  
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4.5.2.2. Implicación de VIP en el incremento de pSTAT3 generado por LPS  

Una vez valorada la expresión de IL6, se procede al análisis de uno de sus 

principales efectores, STAT3. Se realizan ensayos de “western blot” con anticuerpos 

específicos para la detección de la forma STAT3 fosforilada. Las células HK2 se 

pretratan 2 h con VIP 1 µM, y después se incuban 3 h con 1 µg/ml de LPS. Como se 

muestra en la figura 76, la incubación con LPS genera elevados niveles del cociente 

pSTAT3/STAT3. El pretratamiento con VIP bloquea parcialmente esta relación 

estabilizando los niveles de activación de STAT3 tras un shock séptico en las células 

no tumorales. Estos datos confirman los resultados obtenidos en el apartado 

anterior, donde VIP atenúa la expresión del ARNm de IL-6 inducida por LPS. 

 

Figura 76: Niveles de expresión y activación de STAT3 medidos por “western blot” en células 

HK2, tratadas con VIP y/o LPS. Los resultados representativos de tres experimentos independientes 

se muestran como el porcentaje con respecto al control. Los valores corresponden a la media ± 

E.M.S.,  ** p< 0,01 frente al control sin tratar, ##p< 0,01 frente a las células tratadas con LPS.  
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4.5.2.3. Implicación de VIP sobre la inducción de expresión de p50 por LPS 

Como se ha analizado en el apartado 4.2.2 las células HK2 presentan niveles 

de expresión basales de p50 a nivel nuclear. Para valorar cambios en esa expresión 

nuclear de p50, se realizan ensayos de “western blot” con los anticuerpos 

específicos. Estos ensayos requieren de un tratamiento previo durante 2 h con VIP 

1µM, y posteriormente se incuban 3 h con 1 mg/ml de LPS aislando finalmente las 

fracciones citosólicas y nucleares. Como se muestra en la figura 77, LPS produce un 

incremento significativo de los niveles nucleares de p50, que son significativamente 

revertidos en las células pretratadas con VIP. Estos resultados implican 

directamente a VIP como una molécula capaz de revertir el incremento de NFkB 

inducido por endotoxemia. 

 

Figura 77: Ensayos de inmunodetección de p50 nuclear, en células HK2 tratadas con VIP y/o LPS. 

Los resultados, representativos de tres experimentos independientes, se muestran como el porcentaje 

de la expresión con respecto a su control. Los valores corresponden a la media ± E.M.S., ** p< 0,01  

frente a su control y #p< 0,05 frente a las células tratadas con LPS.  
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4.5.2.4. Regulación del sistema receptor-efector de VIP en condiciones 

inflamatorias 

Existen numerosos factores físicos y moleculares implicados en el inicio del 

proceso inflamatorio. Tras conocer el papel de VIP sobre diferentes moléculas 

activadas por LPS en células HK2, nos planteamos conocer si esta endotoxina afecta 

al sistema de señalización del VIP (péptido y receptores). 

 

4.5.2.4.1. Efecto de LPS en los niveles citosólicos de VIP 

Para estudiar si LPS regula la síntesis del neuropéptido en las células HK2, se 

realizan ensayos de ELISA analizando la expresión citosólica de VIP. Los resultados 

observados en la figura 78 muestran que tras el tratamiento con LPS, los niveles 

citosólicos de VIP aumentan, casi tres veces, con respecto a los obtenidos a partir de 

las células no tratadas. 

 

Figura 78: Niveles citosólicos del neuropéptido valorados mediante ELISA tras el tratamiento con 

VIP 1 µM y/ó 1 µg/ml LPS, en células HK2. Los resultados corresponden a la media ± E.M.S., de tres 

experimentos independientes; **p<0,01; ***p<0,001 frente al control. 
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4.5.2.4.2. Efecto de LPS en la expresión de los receptores VPAC1 y FPRL-1 

Una vez comprobado que LPS estimula la síntesis del neuropéptido nos 

planteamos conocer el efecto sobre los receptores VPAC1 y FPRL-1 realizando 

ensayos de “western blot”. En la figura 79A se muestra que las células estimuladas 

con LPS tienen incrementados los niveles del receptor VPAC1. Si además, las células 

se pretratan con VIP durante 2 h, y posteriormente se incuban con la endotoxina 

durante 3 h, se observa un incremento significativo de la expresión de VPAC1, que 

supera a los niveles obtenidos con el tratamiento individual. En la figura 79B, se 

muestra el efecto sobre el receptor FPRL-1. Como se puede observar, el efecto bajo 

las mismas condiciones experimentales que para VPAC1, es prácticamente similar 

para FPRL-1, por lo que se puede considerar que, tras endotoxemia, se “up-

regulan”ambos receptores.  

 

Figura 79: Niveles de expresión de los receptores VPAC1 (A) y FPRL-1 (B) medidos por 

“western blot” tras el tratamiento con VIP 1 µM y/ó 1 µg/ml LPS.  Los resultados, correspondientes 

a tres experimentos independientes, se muestran como el porcentaje de la expresión con respecto al 

control sin tratar. Los valores representan la media ± E.M.S., **p<0,01; ***p<0,001 frente al control,  
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 En este trabajo de investigación, se estudia la implicación de los 

receptores y las vías de señalización de VIP en la progresión del CCR, así como 

su posible efecto en el daño renal no tumoral.   

 Para llevar a cabo el estudio, se han utilizado muestras de tejido renal 

fresco e incluido en parafina, y modelos in vitro e in vivo. Para realizar los 

ensayos in vitro, se han utilizado dos líneas celulares de túbulo proximal renal 

representativas de un estadio no tumoral, HK2, y tumoral de CCR de células 

claras, A498. Con el fin de conseguir una aproximación más real del efecto de 

VIP sobre la oncogénesis, se han realizado experimentos in vivo con un modelo 

animal de ratones atímicos, inyectados con células tumorales A498 para inducir  

el crecimiento tumoral. 

El primer objetivo analizado revela para VIP un patrón diferente de 

expresión en función del tipo de CCR. Así, se muestra una disminución 

significativa de la expresión de VIP en tejido de pacientes con CCR de células 

claras con respecto al tejido sano, que no se aprecia en los tumores de tipo 

papilar. Esta disminución es más significativa en las muestras de pacientes cuya 

enfermedad se encuentra en un estadio más avanzado, por lo que se podría 

pensar que la producción endógena de VIP se ve disminuida a medida que la 

enfermedad se vuelve más agresiva. Se trata de un resultado opuesto a lo 

descrito por nuestro grupo de investigación en muestras humanas de tejido 

tumoral de próstata y mama, en las que se ha demostrado una producción del 

neuropéptido más elevada en comparación con el tejido no tumoral (Collado y 

col., 2005a; Valdehita y col., 2010).  

 El estudio de la expresión de los receptores de VIP muestra que VPAC1 

es el único receptor que se expresa tanto en tejido renal no tumoral como 

tumoral. En ambos tipos de muestras se observa una localización nuclear del 

receptor, resultado que coincide con la localización de VPAC1 en tejido de 

próstata y mama descrito anteriormente por nuestro grupo de investigación, lo 

que concuerda además con resultados descritos para otros GPCRs, como es el 

caso de los receptores para el ácido lisofosfatídico, glutamato, apelina, factor 
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derivado de plaquetas, bradiquinina B2, angiotensina II, endotelina, 

somatostatina, hormona paratiroidea y neurotensina, para los que se ha 

encontrado una localización nuclear (Fernández-Martínez y col., 2012; 

Valdehita y col., 2010; Bkaily y col., 2000; Marrache y col., 2002; Gobeil y col., 

2003; Gobeil y col., 2006). Del análisis del grado de expresión de VPAC1 entre el 

tejido tumoral y no tumoral renal se encuentra que no hay diferencias en su 

expresión entre ambas muestras, por lo que la expresión del receptor no parece 

un hecho determinante en la progresión de la enfermedad. Tal vez, estudios de 

funcionalidad y afinidad revelarían diferencias significativas entre las muestras 

afectadas por el tumor y el tejido normal. 

Con el fin de continuar la caracterización del sistema de VIP en riñón y 

poder profundizar en la señalización implicada, se utilizó un modelo in vitro. 

Para ello, las líneas celulares no tumorales, HK2, y tumorales, A498, se 

utilizaron como modelo. Hay que resaltar que este trabajo es pionero en la 

caracterización del sistema de VIP en células renales control y tumorales; se 

aporta con este estudio el análisis tanto de los niveles del péptido, como la 

expresión, localización y funcionalidad de sus receptores, y su implicación en 

diferentes fenotipos celulares relacionados con la progresión tumoral. 

El análisis de expresión de VIP revela que ambas líneas celulares 

expresan el neuropéptido, siendo los niveles de expresión significativamente 

más altos en las células tumorales si se comparan con la línea celular no 

tumoral. La síntesis de VIP se ha descrito también en diferentes tipos celulares 

como timocitos, células del endotelio corneal, neuronas y fibroblastos, así como 

en células de origen epitelial donde, al igual que en nuestros resultados en 

células renales, la producción de VIP es mayoritaria si las células son de origen 

tumoral (Delgado y col., 1999; Koh y Waschek, 2000; Nishimoto y col.,  2011; 

Juarranz y col., 2008; Jönsson y col., 2011; Moody y Gozes, 2007). Resultados 

previos de nuestro grupo de investigación lo avalan, revelando niveles de VIP 

elevados en diferentes líneas celulares tumorales de próstata (LNCaP y PC3) y 

de mama (T47D y MDA-MB-468) (Juarranz y col., 2001; Gutiérrez-Cañas y col., 
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2003; Valdehita y col., 2012). Se trata de un resultado opuesto al encontrado en 

las muestras de tejido renal no tumoral, ya que los niveles de expresión de VIP 

son más elevados que en las de tejido tumoral, pudiendo ser debida esta 

discrepancia entre el tejido y las líneas celulares a que las células se obtienen de 

un carcinoma de células claras de un individuo concreto y son sistemas 

aislados, lo que dificulta la extrapolación de resultados en tejido con los de 

células. 

En este trabajo se ha estudiado la expresión de los receptores VPAC1, 

VPAC2 y FPRL-1 y no la de PAC1 (receptor de baja afinidad para VIP) cuyo 

estudio ha sido abordado extensamente por el grupo de Arimura (Arimura y 

col., 2006; Li y col., 2008). Así, se ha observado una distribución 

mayoritariamente nuclear de VPAC1 en ambas líneas celulares, resultado 

similar al obtenido en tejido. En cambio, cuando se realiza una comparación 

entre las dos líneas celulares, se comprueba que los niveles de expresión de 

VPAC1 son significativamente más elevados en células HK2 que en células 

A498, lo que puede interpretarse en base a que los niveles elevados de VIP en 

las células tumorales hacen que la propia célula, al disponer de una mayor 

señal, resuelva eficazmente con menor número de receptores. La expresión de 

VPAC2 se observa en ambas líneas celulares aunque presenta una expresión 

muy débil. El análisis del receptor FPRL-1 indica una diferencia clara de 

expresión entre ambas líneas celulares, ya que está presente sólo en la 

membrana plasmática de las células HK2. La ausencia de FPRL-1 tanto en 

células tumorales como en tejido renal tumoral podría deberse a una posible 

pérdida de función fisiológica provocada por el desarrollo del carcinoma. Un 

hecho similar se ha descrito por Jönsson y col. (2012) en colonocitos humanos 

donde se llega a perder la expresión de VIP y disminuye a su vez la expresión 

de VPAC1 a valores mínimos cuando la colitis ulcerosa se cronifica; Juarranz y 

col. (2008) describen también una disminución de la síntesis de VIP en 

fibroblastos humanos durante una enfermedad inflamatoria crónica. En cambio, 

hasta el momento no se ha descrito la pérdida de FPRL-1 tras enfermedad, 

aunque está descrita su expresión en una gran variedad de tipos celulares 
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normales como leucocitos, hepatocitos, linfocitos T, células endoteliales y 

epiteliales y en células tumorales de neuroblastoma, astrocitoma y pulmón 

(Strouse y col., 2009; Cattaneo y col., 2011). Con estos resultados, se llega a la 

conclusión evidente de que el receptor que se expresa con mayor intensidad en 

ambas líneas celulares es VPAC1, mientras que la expresión de VPAC2 es 

marginal. Muchos tumores expresan VPAC1; en cambio, la expresión de VPAC2 

en tumores es mucho más rara, aunque se ha encontrado en alta proporción en 

tumores gastrointestinales (Reubi y col., 2000; Reubi y col., 2004).  

Una vez realizada la caracterización molecular de los receptores de VIP, 

se procede al análisis de su funcionalidad en células HK2 y A498. Así, el 

estudio del principal efector de los receptores VPAC1/2, la enzima adenilato 

ciclasa, revela que en ambas líneas celulares se alcanzan los mismos niveles de 

AMPc tras el tratamiento con VIP. Este hecho es interesante, pues refleja que los 

receptores VPAC1/2 son funcionales tanto en células renales control como en 

células tumorales, dato relevante ya que indica un mantenimiento de la 

funcionalidad de los receptores en células tumorales renales, al igual que lo 

observado previamente por nuestro laboratorio para  otras líneas celulares 

tumorales de próstata y mama (Collado y col., 2005; Valdehita y col., 2007). 

La localización nuclear de VPAC1, no debería afectar a la funcionalidad 

del receptor ya que trabajos previos de nuestro grupo, muestran que en células 

de mama la estimulación de AMPc es muy similar en membranas y en núcleos, 

por lo que serían necesarios experimentos posteriores que permitan valorar de 

manera directa la funcionalidad del receptor VPAC1 nuclear (Valdehita y col., 

2010). Además, el análisis del sistema VIP/receptor/efector se completa con el 

efecto regulador que el tratamiento con VIP exógeno produce sobre dicho 

sistema, demostrando que el neuropéptido VIP estimula su propia expresión y 

secreción, así como la expresión de su receptor VPAC1 en ambas líneas 

celulares, y del receptor FPRL-1 en células HK2. El mecanismo de 

autorregulación de VIP se ha descrito previamente en nuestro grupo en células 

tumorales de mama (T-47D y MDA-MB-468) además de observarse por otros 
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grupos en células del epitelio bronquial (BEC) (Valdehita y col., 2010; Qin y col., 

1999). Se demuestra así, que VIP podría ejercer un bucle autocrino que 

retroalimenta su propia síntesis y la de sus principales receptores.  

 

La búsqueda de genes diana que controlen el crecimiento y progresión 

tumoral ha dado como resultado el descubrimiento de los oncogenes. NFkB y 

STAT3, podrían ser considerados oncogenes ya que son factores de 

transcripción clave implicados en diferentes procesos tumorigénicos que se 

encuentran activados en células neoplásicas y controlan la expresión de genes 

implicados en proliferación celular, supervivencia y angiogénesis (Grivennikov 

y Karin, 2010). Ambas moléculas presentan un papel muy relacionado con el 

desarrollo tumoral, existiendo una clara relación con el carcinoma de células 

renales (Guo y col., 2009; Dordevic y col., 2008). El análisis de la expresión de la 

subunidad p50 de NFkB muestra que tanto en células HK2 como en células 

A498, hay p50 en el núcleo. Parece sorprendente encontrar niveles basales de 

p50 en el núcleo de las células no tumorales ya que esta localización se ha 

relacionado con procesos tumorales; tal vez p50 controle los niveles basales de 

proliferación en células de túbulo proximal, o quizás pueda ser que las células 

HK2, al ser una línea celular inmortalizada, presenten los sistemas de control de 

la proliferación alterados. La línea celular A498, carente de la proteína VHL, 

tiene aumentados los niveles nucleares de NFkB, al ser éste un regulador 

negativo (Morais y col., 2011); en cambio, no está descrito que VIP disminuya 

en esta línea celular los niveles nucleares de p50 (NFkB1) como se demuestra 

en este trabajo. Este resultado es prometedor ya que NFkB está sobreexpresado 

en CCR y su inhibición está relacionada con la disminución tanto de la 

translocación nuclear como de la proliferación en células ACHN  y VMRC-

RCW de CCR; sin embargo, hasta el momento, estos modelos no se han podido 

trasladar satisfactoriamente a ensayos in vivo (Morais y col., 2011).  

La activación de STAT3 depende de su fosforilación, y el tratamiento con  

VIP produce una disminución del cociente pSTAT3/STAT3 en células A498, al 
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impedir la fosforilación de STAT3. Este es un resultado concordante con el 

recientemente descrito en células hepáticas HepG2, en las que VIP ha 

demostrado el mismo efecto de disminución de la expresión génica de STAT3 

(Absood y col., 2008). De este modo, el neuropéptido podría estar implicado, a 

través de la reducción de pSTAT3, en la disminución de la proliferación de las 

células tumorales ya que se ha descrito que la activación constitutiva de STAT3 

conduce a la transformación celular, crecimiento y metástasis del 

hepatocarcinoma celular humano (Aggarwall y col., 2009; Wang y col., 2011).  

La implicación de los receptores VPAC1/2 en la disminución de la 

activación de ambos factores de transcripción que produce el tratamiento con 

VIP, se demuestra al tratar las células A498 con el antagonista selectivo, JV-1-53 

y comprobar que es capaz de inhibir significativamente la translocación 

nuclear de p50 y la fosforilación de STAT3 que produce VIP, implicando a los 

receptores VPAC1/2 en este efecto. El análogo sintético de GHRH, JV-1-53, 

presenta una mayor afinidad por los receptores VPAC1/2 que por los receptores 

de GHRH (Rekasi y col., 2000). Ensayos previos de nuestro grupo de 

investigación muestran que JV-1-53 inhibe un 60% la activación de la enzima 

adenilato ciclasa en células de próstata humanas, y es capaz de bloquear la 

transactivación de HER en células de próstata y mama (Collado y col., 2005a; 

Sotomayor y col., 2007; Valdehita y col., 2009).  

 
Una vez comprobado que VIP puede ejercer su acción en las células 

tumorales A498, por inhibición de la activación de dos factores de transcripción 

directamente implicados en el desarrollo tumoral, nos propusimos conocer la 

implicación de VIP en cada uno de los pasos que llevan a las células renales a 

progresar hacia una situación de mal pronóstico como son la proliferación 

celular, el estrés oxidativo, la angiogénesis, la adhesión celular y la capacidad 

de metástasis en células de CCR.  

Uno de los primeros fenotipos que adquiere una célula tumoral es una 

capacidad proliferativa aberrante. Los resultados revelan un efecto 

antiproliferativo de VIP en la línea celular tumoral, sin alterar la capacidad 
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proliferativa de la línea celular no tumoral, efecto que podría deberse a la 

disminución de la expresión de NFkB y/o STAT3. En cuanto a las rutas de 

señalización implicadas en esta disminución de la proliferación se demuestra 

que VIP disminuye la capacidad proliferativa a través de un incremento de 

AMPc que a su vez estimula a EPAC, vía PKA independiente y por activación 

de la vía de PI3K. Efectos similares se han observado en células hepáticas, 

donde VIP produce una disminución de la proliferación celular mediada por un 

incremento de AMPc (Absood y col., 2008). El uso del antagonista selectivo JV-

1-53 y del silenciamiento génico del receptor VPAC1, revelan que la reducción 

de la capacidad proliferativa de las células A498 es ejercida por VIP a través de 

su receptor mayoritario VPAC1. El silenciamiento del receptor VPAC1 se ha 

descrito en diferentes líneas celulares epiteliales de riñón (HEK293), de próstata 

(RWPE-1) y en células tumorales de mama dependientes (T47D) e 

independientes de estrógenos (MDA-MB-468) provocándose una disminución  

drástica de la proliferación en las células tumorales de mama con su 

silenciamiento (Casanueva y col., 2008; Fernández-Martínez y col., 2010; 

Valdehita y col., 2012).  

A pesar de no encontrar señal indicadora de parada de ciclo celular tras 

el tratamiento con el neuropéptido, ni efectos que pudieran ser tóxicos para las 

células tumorales, el análisis de la expresión de la proteína oncosupresora p53 

muestra que VIP produce un incremento de su expresión y una disminución de 

los niveles de PCNA en células tumorales, mecanismos que podrían justificar 

directamente la disminución de la proliferación que produce el tratamiento con 

VIP. Además, el neuropéptido produce un incremento de la producción 

endógena de ROS  únicamente en las células A498, sin alterar los niveles en las 

células HK2. Por tanto, es posible que la disminución de la proliferación 

provocada por el incremento de p53 y la disminución de PCNA pueda deberse 

a un incremento previo de los niveles de ROS intracelulares, activándose 

entonces los mecanismos de defensa celular y llevando a una disminución de la 

proliferación de las células tumorales. Finalmente, la relación entre 

proliferación y ROS se deduce al comprobar que el incremento de ROS que 
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produce VIP en las células A498 utiliza la misma vía de señalización que para 

disminuir la proliferación, una vía independiente de PKA: AMPc/EPAC/PI3K. 

Está descrito que altas concentraciones de ROS pueden provocar la activación y 

estabilización de la proteína p53; así, la reactivación de p53 en tumores de 

ratones carentes de la proteína supresora provoca una regresión completa del 

tumor (Trachootham y col., 2008). Efectos similares se han observado con 

agentes antitumorales basados en el incremento de ROS cuyos niveles 

estimulan p53 y en el CCR se sabe que presenta una alta sensibilidad a los 

prooxidantes (Gupta y col., 2011; Sourbier y col., 2010). Además, STAT3 actúa 

como represor de la expresión de p53 y la inhibición de NFkB induce apoptosis 

por incremento de la expresión de p53 (Grivennikov y Karin, 2011). De este 

modo, el efecto de VIP sobre la disminución de la activación de estos factores de 

transcripción y el incremento de ROS generaría un aumento de p53 responsable 

de la disminuición de la proliferación en células tumorales sin provocar efectos 

perjudiciales en las células normales mediante la vía independiente de PKA 

(VIP/↑AMPc/+PI3K/↓STAT3/↓NFkB). 

La angiogénesis es un proceso esencial para el crecimiento y metástasis 

tumoral en el que la vía de señalización de VEGF parece ser la principal 

implicada. En particular, se piensa que la señalización mediada por VEGF es 

importante para el CCR, ya que se ve desregulada por la pérdida de la proteína 

VHL (Bhargaya y Robinson, 2011). En este trabajo se valora el efecto de VIP 

sobre la expresión y secreción de la isoforma VEGF165 y se analizan sus valores 

basales en ambas líneas celulares. Los resultados obtenidos muestran una 

mayor expresión de VEGF165 en las células tumorales con respecto a las células 

control. Se trata de un resultado lógico, ya que la línea celular A498 procede de 

CCR de células claras, carentes de la proteína reguladora VHL, que puede 

incrementar los niveles de expresión de VEGF a través del incremento de HIF 

(Oya, 2009). El efecto del tratamiento con VIP que encontramos en este estudio 

muestra que, en las células normales HK2, el neuropéptido incrementa tanto 

sus niveles de expresión como de secreción, indicando así, que VIP podría 

desempeñar un efecto activador de la angiogénesis a nivel del túbulo proximal, 
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concordante con el hecho de que el riñón es un órgano altamente vascularizado 

donde la activación de angiogénesis podría ser necesaria durante procesos 

fisiológicos como el funcionamiento del glomérulo renal (Bates, 2010). Así, VIP 

lleva a un incremento de VEGF en células epiteliales no tumorales (HaCaT), y 

ejerce un efecto beneficioso tras un proceso de isquemia cerebral activando 

angiogénesis (Yu y col., 2010; Yang y col., 2009). El grupo de Fernández-

Martínez y col., (2011; 2012), considera un efecto protector en células renales 

HK2 al incremento de VEGF a través de la activación de HIF, en condiciones de 

normoxia. 

El tratamiento con VIP en células A498 produce, en cambio, una 

disminución de los elevados niveles de expresión de VEGF en estas células, así 

como de su secreción al medio extracelular. Se trata de un resultado 

prometedor, ya que la mayoría de ensayos clínicos para el CCR se basan en la 

inhibición de VEGF (Wright y Kapoor, 2011; Cáceres y Cruz-Chacón, 2011; 

Pirrota y col., 2011; Posadas y Figlin, 2012). VIP podría ejercer este efecto 

antiangiogénico a través del incremento en la expresión de p53, ya que está 

descrito que dicho factor de transcripción regula la expresión de VEGF. Así, 

ocurriría en CCR lo mismo que en células de glioblastoma, donde la delección 

de p53 incrementa la sobreexpresión de VEGF, disminuyendo ésta cuando se 

revierte la delección (Reuter y col., 2010). Se ha comprobado que en células de 

CCR VHL negativas (786-O, RCC4 y A498), la expresión de p53 es 

independiente de VHL, por lo que VIP podría ejercer un efecto beneficioso en el 

carcinoma de células claras incrementando p53 (Stickle y col., 2010). Las vías de 

señalización implicadas en este efecto antiangiogénico de VIP se relacionan con 

un aumento de AMPc que, en este caso, no parece implicar a EPAC ni a PKA, 

por lo que posiblemente pueda ser debido a un incremento de Ca2+ intracelular 

(como otro de los segundos mensajeros que se activan a través de VIP), en el 

que estaría implicada la vía PI3K. La participación de los receptores VPAC1/2 en 

el efecto antiangiogénico mediado por VIP queda demostrada a través del uso 

del antagonista selectivo JV-1-53. 
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   Durante la transformación hacia un carcinoma invasivo, las células 

epiteliales sufren modificaciones en su morfología y capacidad adherente, 

pierden su polaridad y se diferencian en un fenotipo con mayor motilidad y 

capacidad invasiva (Reuter y col., 2010). Por ello, en este trabajo se estudia el 

efecto de VIP sobre la capacidad de adherencia celular observándose un 

aumento de la capacidad adherente únicamente de las células tumorales A498 

posiblemente relacionada con la disminución de la expresión de β-catenina 

nuclear, a través de receptores VPAC1/2, por vía PKA independiente, mediante 

estímulo de EPAC y activación de la vía PI3K, observando además que no se 

producen cambios en la adherencia de las células HK2. Estos resultados indican 

que VIP induce a las células tumorales a que se adhieran a la matriz, 

disminuiyendo el número de células con capacidad de invasión. Además, 

varios estudios demuestran que la pérdida de VHL en CCR de células claras, 

puede inducir la capacidad invasiva celular, provocando la pérdida de E-

cadherina, facilitando la separación de las células epiteliales, y permitiendo la 

migración celular (Evans y col., 2007; Lineham y col., 2009). Así, el tratamiento 

con VIP puede revertir un cambio desde un fenotipo migratorio, típico de las 

células tumorales, hacia un fenotipo estacionario que se suele encontrar en 

células epiteliales normales.  

Los procesos finales para que las células tumorales metastaticen son la 

migración celular, la invasión y la colonización de nuevos tejidos. Así, la 

degradación de la matriz extracelular por MMPs facilita la metástasis y por ello, 

se ha valorado el efecto de VIP sobre la expresión de MMP-2 y 9 en ambas 

líneas celulares, mostrando un efecto inhibitorio en las células tumorales. La 

disminución de la expresión de MMP-9 se realiza a través de los receptores 

VPAC1/2, de modo que el consiguiente incremento de AMPc produce la 

activación de PKA. En cambio, el efecto sobre la expresión de MMP-2 se 

produce con la señal de AMPc y la activación de PI3K, aunque no se ha podido 

relacionar directamente con los receptores VPAC1/2. Se podría considerar que 

esta diferencia en las vías de activación puede estar determinada por la 

divergencia en la regulación que presentan ambas MMPs en el CCR. Tal y como 
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se indicó en la Introducción, la MMP-9 es inducible y parece estar regulada a 

nivel transcripcional, mientras que la MMP-2 es constitutiva y se regula a nivel 

postranscripcional (Cho y col., 2003; Chuang y col., 2008). Posiblemente, por 

esta razón, el efecto más significativo de VIP sobre la disminución de MMP-2 se 

produce a tiempos más largos, indicando que VIP pueda regular directamente a 

la MMP-9, y que la disminución de la expresión de la MMP-2 pueda ser debida 

a señales derivadas de algún efecto tardío.  

 Los efectos de VIP sobre la migración celular, sobre la invasión y sobre 

la migración hacia hueso indican que VIP no modifica dichos procesos en las 

células HK2. Sin embargo, en las células A498 el resultado fue muy distinto, ya 

que el neuropéptido disminuye la capacidad migratoria de las células 

tumorales y produce una disminución significativa tanto de la invasión como 

de la migración hacia hueso. Además, se comprueba la implicación de los 

receptores VPAC1/2 en este efecto, postulándose claramente dichos receptores 

como dianas terapéuticas para la inhibición del fenotipo metastásico de las 

células de CCR. Así, dado que el receptor VPAC1 es el único receptor que se 

expresa en pacientes con CCR, podríamos proponer una sobreexpresión del 

receptor, con herramientas de biología molecular, para potenciar los efectos 

beneficiosos de VIP sobre proliferación, angiogénesis y metástasis en células 

tumorales renales. 

Una vez demostrado que VIP es capaz de disminuir la capacidad 

tumorigénica de las células tumorales renales y confirmada la ausencia de 

toxicidad de las células no tumorales, nos propusimos realizar un ensayo in 

vivo, para corroborar los resultados tan prometedores encontrados. El uso de 

ratones inmunodeprimidos permite el desarrollo de células tumorales humanas 

en estos animales. Así, se observa que el crecimiento de la masa tumoral se 

inició en tan solo 2 días después de inocular las células tumorales y todos los 

grupos desarrollaron tumor, alcanzando en menos de 3 semanas un tamaño de 

masa tumoral de aproximadamente 100 mm3, al igual que en otros grupos de 

investigación que han utilizado esta misma línea celular como modelo de 
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inducción tumoral  (Zhang y col., 2011). Los resultados obtenidos con ratones 

(apartado 4.4 de resultados) confirman que VIP ralentiza el desarrollo tumoral, 

representando la primera descripción de un efecto antitumoral de VIP, en un 

modelo animal. Los tumores tratados con el neuropéptido presentan una 

disminución significativa (30%) de su crecimiento tumoral, siendo aparente 

desde el comienzo del desarrollo. Falta esclarecer los mecanismos por los cuales 

VIP hace este efecto in vivo, pero probablemente sean debidos a la activación de 

p53 o a la disminución de los niveles de NFkB/STAT3 observados previamente 

en nuestros ensayos in vitro. El uso del antagonista selectivo JV-1-53 implica 

directamente a los receptores VPAC1/2 en la reducción tumoral que produce 

VIP. Se ha descrito que el tratamiento solo con JV-1-53 reduce el tamaño 

tumoral un 67%, y es capaz de disminuir la expresión de los oncogenes c-fos y 

c-jun en tumores de células PC3 (Plonowski y col., 2002); en cambio, en tumores 

de células A498 no se han observado efectos significativos sobre el tamaño 

tumoral. Estos resultados apoyan los ensayos previos in vitro y permiten 

afirmar que los receptores VPAC son unas buenas dianas para el desarrollo de 

moléculas terapéuticas. En la actualidad, se han diseñado nuevos péptidos 

derivados de VIP cuya diana específica son los receptores VPAC, pero 

presentan el inconveniente de que su vida media es demasiado corta y son de 

difícil utilización en clínica humana (Couvineau y Laburthe, 2012b).  

Una vez valorado el efecto del neuropéptido en el desarrollo tumoral por 

ensayos in vivo e in vitro, nos planteamos como objetivo valorar su posible 

acción sobre procesos que se desencadenan tras estrés oxidativo o un entorno 

inflamatorio, causantes ambos de la mayoría de las patologías renales.  

Nuestros resultados muestran que en las células de túbulo proximal HK2 

sometidas a estrés por H2O2, VIP tiene un efecto protector, ya que reduce el 

número de células apoptóticas y los niveles de ROS que genera el H2O2, en 

comparación con las células no pretratadas. El efecto antiapoptótico se ratifica 

mediante el análisis de los niveles de proteínas implicadas en la apoptosis, Bcl-2 

y Bax. Efectos similares se han descrito en células renales tratadas con 
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PACAP38, donde el tratamiento con H2O2 reduce significativamente la 

viabilidad celular, siendo PACAP38 capaz de revertir este efecto (Horvath y 

col., 2011b). El papel preventivo de VIP frente a la apoptosis se ha observado en 

otras líneas celulares tales como células neurales (Castorina y col., 2008). En 

cuanto al efecto de disminución de los niveles de ROS que produce VIP, es 

indicativo de que el neuropéptido podría desencadenar señales que actuaran 

como acción antioxidante. El incremento de radicales libres en el riñón es clave 

en la etiología de enfermedades como isquemia-reperfusión, inflamación y 

fármacos. En respuesta a dicho estrés, las diferentes células renales presentan 

diferentes reacciones. Así, en el caso de las células del túbulo proximal, son más 

sensibles al estrés oxidativo que las de túbulo distal, y tienden a sufrir apoptosis 

y necrosis (Percy y col., 2008). Datos de la literatura de diferentes ensayos in 

vivo revelan para VIP un efecto preventivo frente al daño por estrés oxidativo. 

Así, VIP presenta un efecto neuroprotector bajo condiciones neurotóxicas, ya 

que reduce el daño cerebral en ratas isquémicas, efecto relacionado con la 

disminución de apoptosis; además, VIP protege significativamente el tejido 

neuronal del estrés oxidativo y la apoptosis en un modelo de ratas tratadas con 

la neurotoxina 6-hidroxidopamina, (Yang y col., 2011; Tunçel  y col., 2012). En 

cambio, no se conocen efectos directos de VIP en riñón, aunque diferentes 

ensayos con su homólogo PACAP38 indican un efecto protector frente a un 

modelo de isquemia/reperfusión renal inducida, con incremento de la 

expresión de Bcl-2 (Horvath y col., 2010). 

Nuestros resultados muestran además que este efecto renoprotector de 

VIP es ejercido directamente por el receptor FPRL1 y no por VPAC1/2. Se trata 

de un novedoso resultado ya que el efecto protector de VIP frente al daño renal 

inducido por un agente externo se pone de manifiesto que ocurre a través de 

FPRL1. Un efecto mediado por este receptor a través de VIP se ha descrito 

también en monocitos humanos, donde el neuropéptido desencadena la 

activación de PI-3K/ERK a través del receptor FPRL1 de manera independiente 

de AMPc (El Zein y col., 2008). 
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La inflamación renal es causa o efecto de la mayoría de las patologías 

renales agudas y crónicas. Además, el fallo renal agudo es una complicación 

muy frecuente que se genera tras un proceso infeccioso por bacterias Gram-

negativas y su endotoxina, LPS, ha sido utilizada en diferentes modelos de 

enfermedades renales para provocar inflamación (Zhong y col., 2011). Como se 

ha mencionado en la Introducción  las células del túbulo proximal son sensibles 

y vulnerables frente a cambios externos, demostrándose en estudios previos 

que, durante el daño renal, las células epiteliales del túbulo proximal son una 

diana en muchas patologías, incluyendo sepsis e infecciones renales inducidas 

por LPS (Zager y col., 2006).  El pretratamiento de las células HK2 con VIP y 

posterior tratamiento con LPS atenúa tanto la expresión de la citoquina IL-6 

inducida por LPS, como la activación por fosforilación de STAT3. Es bien 

conocida la implicación de la vía IL-6/STAT3 en la respuesta inflamatoria, 

capaz de inhibir la apoptosis en células expuestas a un ambiente tóxico que 

finalmente desencadene en inflamación  (Liu y col., 2010). También, el factor de 

transcripción NFkB es un mediador de la respuesta inmune e inflamatoria en 

respuesta a una señal extracelular y tras dicho estímulo se transloca al núcleo 

para activar la transcripción de genes diana, entre los que se encuentra IL-6 

(Ponce y col., 2009). Por esta razón, analizamos si el efecto de VIP en la 

disminución de la vía IL-6/STAT3 inducida por LPS, estaba mediada por NFkB. 

Comprobamos que VIP reduce el incremento de los niveles de p50 nucleares 

producidos por la endotoxina. Así, queda demostrado que VIP es capaz de 

atenuar la inflamación renal inducida por LPS por inhibición de los niveles de 

ARNm de IL-6 y de la proteína STAT3 fosforilada, además de inhibir la 

translocación nuclear de NFkB inducida por endotoxemia. Datos previos en la 

literatura con modelos in vivo han demostrado efectos protectores de VIP frente 

a daño pulmonar agudo provocado por un “shock” séptico en ratas inducidas 

con LPS (Zuo y col., 2010). Además, VIP disminuye la producción de citoquinas 

inflamatorias, inhibe la proliferación de células T y muestra un efecto protector 

en modelos de endotoxemia reduciendo la expresión de IL-6 y TNF-α (Delgado 

y col., 1999; Delgado y col., 2004). Un “shock” séptico es la causa más común de 
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daño renal agudo, y está asociado con una alta tasa de mortalidad pero en la 

actualidad, no existen fármacos que actúen por si solos y estén aprobados para 

el tratamiento de fallo renal agudo inducido, por lo que la síntesis de análogos 

estables de VIP podría ser considerada una buena estrategia para evitarlo  

(Pickkers y col., 2012).  

El propio entorno inflamado, a su vez retroalimenta el sistema, como se 

observa tras el tratamiento de las células HK2 con LPS incrementándose tanto 

los niveles citosólicos de VIP como la expresión de los receptores VPAC1 y 

FPRL1. Este efecto se acentúa si las células se pretratan con el neuropéptido, 

encontrando que las dos señales ejercen efectos aditivos. Como se puede 

observar, VIP potencia el efecto estimulador de LPS sobre la expresión del 

sistema VIP/VPAC1/FPRL-1, efecto que podría explicarse como un mecanismo 

de defensa celular, en el que las células estimulan la producción endógena de 

VIP para aminorar los efectos que ocasiona el tratamiento con LPS. 

La investigación y el desarrollo de nuevos fármacos antitumorales es uno 

de los campos que actualmente están más activos en la investigación del CCR, 

tumor urológico muy agresivo considerado en la actualidad el más letal de las 

enfermedades urológicas. Este estudio demuestra que VIP ejerce un efecto 

antiproliferativo, antiangiogénico y antimetastático en las células A498, 

mediado por la vía VPAC1/2/AMPc/PI3K/↓STAT3/↓NFkB/↑p53/↑ROS, 

corroborándose con la demostración de la inhibición del crecimiento tumoral in 

vivo. Además, se demuestra que VIP ejerce sobre las células epiteliales de 

túbulo proximal un efecto angiogénico y protector frente al daño por estrés u 

otros agentes inflamatorios (Fig. 85). En consecuencia, el análisis global de los 

resultados permite señalar a VIP como potencial diana terapéutica para reducir 

el desarrollo del carcinoma de células claras y prevenir otras enfermedades 

renales de enorme repercusión clínica. 
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Figura 80: Propuesta de mecanismo de los efectos reguladores de VIP en células tumorales 

renales (A) y en células epiteliales de túbulo proximal (B). 
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6. Conclusiones 
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1. El tejido renal humano expresa niveles detectables de VIP, tanto de su 

ARNm como del propio neuropéptido. El tejido tumoral de las muestras de 

pacientes con CCR de células claras tiene niveles de expresión de VIP más 

bajos que el tejido no tumoral del mismo paciente. VPAC1 es el receptor 

mayoritario en las células de túbulo proximal y presenta una localización 

nuclear en todas las muestras analizadas. 

2. La línea celular tumoral A498 expresa niveles citosólicos y de ARNm  de 

VIP más elevados que los observados en células HK2. La expresión y 

localización de los receptores es heterogénea, VPAC1 es el receptor 

mayoritario en ambas líneas celulares, con localización preferentemente 

nuclear. VPAC2 se expresa de forma débil en las dos líneas celulares, 

mientras que el receptor FPRL1 solo se ha detectado en membranas de 

células HK2. 

3. El neuropéptido VIP estimula la enzima adenilato ciclasa en ambas líneas 

celulares, y regula su propia expresión y secreción, además de la de sus 

receptores. 

4. VIP, a través de los receptores VPAC1/2, disminuye en células A498 la 

activación de factores de transcripción implicados en la progresión tumoral, 

NFkB y STAT3. 

5. VIP provoca una disminución de la proliferación y un incremento de ROS 

en las células A498 a través de la misma ruta de activación 

(VPAC1/EPAC/PI3K), por lo que este incremento de ROS junto con el 

incremento de p53 y la disminución de PCNA, se postulan en este trabajo 

como la causa de la diminución de la proliferación. 

6. El neuropéptido VIP se comporta como una molécula proangiogénica en 

células HK2 y antiangiogénica en células A498, al regular de forma distinta 

los niveles de VEGF165. El efecto antiangiogénico está mediado por la vía de 

señalización: VPAC1/2/PI3K. 
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7. VIP incrementa la capacidad de adhesión de las células tumorales a una 

base de colágeno a través de la vía de señalización VPAC1/2/EPAC/PI3K. 

A este efecto contribuye la disminución de los niveles de expresión de β-

catenina nucleares. 

8. El neuropéptido VIP disminuye en las células tumorales la actividad 

gelatinolítica de las metaloproteasas-2 y -9, además de reducir la capacidad 

de migración, invasión y metástasis de hueso. A excepción del efecto sobre 

la MMP-2, se demuestra la implicación de los receptores VPAC1/2. 

9. VIP, a través de VPAC1/2, ejerce un efecto antitumoral disminuyendo el 

crecimiento de tumores experimentales formados a partir de la inoculación 

de células A498 en ratones. 

10. VIP en células HK2, a través del receptor FPRL1, media la disminución de 

la apoptosis y de los niveles intracelulares de ROS inducidos por H2O2. 

11. VIP en células HK2,  a través de la disminución de la activación de NFkB y 

STAT3, atenúa la producción de la interleuquina proinflamatoria, IL-6, 

inducido por endotoxina. 

12. El estímulo con LPS en células HK2 aumenta la expresión de VIP citosólico, 

potenciando además la expresión de los receptores VPAC1 y FPRL-1. 

 

Como conclusión global, en este trabajo se propone al neuropéptido VIP y 

a sus receptores como agentes antitumorales y antimetastásicos frente al CCR 

de células claras, y como agente renoprotector contra efectos oxidativos e 

inflamatorios en células de túbulo proximal. 
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 Renal cell carcinoma (RCC) arises mainly from renal tubular epithelium. 

Clear cell subtipes-RCC, the most frequent and lethal malignant tumor of the 

kidney and the third most common malignancy in the field of urological 

oncology, sits in proximal tubules. Metastatic RCC, specially the clear cell 

subtype, is refractory to chemotherapy due to the expression of multidrug 

resistance transporters in proximal tubules. One approach to control renal cell 

carcinoma is growth inhibition since the disease is prevented. 

Metastasis is a complex process with several steps which are discernable 

in the cascade of metastasis: loss of cellular adhesion, increased motility and 

invasiveness, entry and survival in the circulation, exit into new tissue, and 

eventual colonization at a distant site. 

Vasoactive intestinal peptide (VIP) is a neuropeptide widely expressed 

throughout the body; it is a member of pituitary adenylate cyclase-activating 

polypeptide (PACAP)/secretin/glucagon polypeptide family. VIP exerts a 

wide range of biological effects acting through VPAC, PAC and FPRL-1 

receptors. They are Gs-protein coupled heptahelical receptors that lead to the 

activation of the cAMP signal transduction system and other intracellular 

pathways. While cAMP signalling has been classically associated with 

activation of PKA, many effects of VIP do not rely solely upon PKA signalling. 

Thus, cAMP also directly regulates EPAC, a guanine nucleotide exchange factor 

(GEF), as crucial mediators of PKA-independent cAMP signalling. Our 

experiments showed VIP levels and VPAC1 nuclear expression in renal tissue 

and cells. VIP dose-dependently stimulated adenylyl ciclase activity in both 

HK2 and A498 cells. Moreover, VIP expression and secretion increased with 

exogenous VIP, as it occurred with VPAC1 expression in both  cells lines and 

FPRL-1 expression in HK2 cells. 

We report in the present study the leading role of VIP in reducing 

metastatic advance, increasing free radicals and decreasing activation of NFkB 

and STAT3 in human renal cell carcinoma. The decrease in the nuclear 
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expression of NFkB after incubation with VIP could be considered one of the 

signalling pathways involved on VIP reduction of the development of 

metastatic phenotypes. 

To further explore the underlying mechanism, we investigated the effect 

of VIP on major pro-survival transcriptions factors, NFkB and STAT3. VIP 

treatment downregulated NFkB and pSTAT3 nuclear expression in A498 cell 

line. Moreover, we demonstrate the ability of VIP to decrease cell proliferation 

in A498 cell line which leads to growth of the tumor mass. Interestingly, VIP 

increased in tumor cells p53 mRNA and protein expression, decreased PCNA 

expression and increased ROS levels. For this reason, we suggest that the 

increase in VIP-induced ROS and p53, is PKA-independent and depends on 

PI3K activation, being involved in undermining the proliferative potential in 

renal cell carcinoma. 

 Our results demonstrate that VIP produces an opposite effect on tumor 

cells than in non-tumor cells. Under normal conditions, VIP stimulates VEGF 

expression, perhaps due to the high vascularity present in the kidney. Tumor 

cells resulted in decreased expression of VEGF, thereby making them less 

irrigated. The decline in angiogenic capacity, along with the decrease in cell 

adhesion, and the extracellular matrix degradation and migration support that 

VIP, acting through PKA-independent PI3K activation, is a potential 

therapeutic agent for tumor treatment. Our results confirm that, after treatment 

with VIP, cells adhere better to collagen, thus diminishing their ability to get 

away from the tumor and to metastasize; furthermore the inhibitory effects of 

VIP on both the degradation of extracellular matrix in cell migration and 

invasion are noticeable. In addition, our findings with in vivo assays 

demonstrate that VIP inhibited tumor growth, through VPAC1/2 receptors. 

Moreover, VPAC1/2 receptors were involved in the effect of VIP on the main 

steps of the metastatic cascade.  

We demonstrate that VIP exerts in renal epithelial cells an angiogenic 

effect and protects against damage by stress or other inflammatory agents. VIP, 



 
 
Universidad de Alcalá   Summary   

 

- 215 - 
 

acting through the FPRL-1 receptor, decreased apoptosis and intracellular ROS 

levels induced by H2O2; also, it decreased activation of NFkB and STAT3 to 

protect HK2 cells from endotoxin-induced septic shock, acting at least partly by 

attenuating the production of proinflammatory interleukin IL-6. Stimulation 

with LPS promotes the expression of cytosolic VIP, also regulating the 

expression of VPAC1 and FPRL-1 receptors. 

The overall analysis of the results allows drawing VIP as a potential 

therapeutic agent to reduce the development of clear cell carcinoma and 

prevent renal diseases of enormous clinical impact. 
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