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Resumen
Rol de los Receptores Activadores da Proliferacion de Peroxisomas del

subtipo gamma (PPARg) erel cancer de vejiga.

PPARg es miembro de la superfamilia de receptores nucleares que son factores de
transcripcion activados por §igando. BCG es el tratamiento dkeccion para el cancer de
vejiga (CaV) que no invade musculo. Nos propusimestudiar el rol de éste receptor bajo
el tratamiento de BCG en ésta patologiacontramos que BCG es capaz de inducir la
expresion de PPARg en células de Cawnrinas, MB49 y los ligandos de PPARg
potencian este efecto. La actividad tranmadnal de PPARg también es aumentada por
BCG y potenciada por 15-d-PGJ2, ligandoRI®ARg. Al mismo tiempo BCG induce en
las lineas de CaV la expresion de iNO$ayconsecuente produdci de 6xido nitrico
(NO). Los ligandos de PPARg inhibirianpeoduccion de NO induga por BCG, por un
mecanismo PPARg independiente pero dejgenel de la via de NF-kB. In vivo, BCG
inhibe el crecimiento de tumores, efedtloqueado por BADGE, antagonista de PPARg
indicando que parte del mecanismo de acd®BCG es a través de PPARg. BCG induce
la expresion de colageno, SMA-alfa y FGFRaRmismo tiempo induck proliferacion de

los fibroblastos in vitro. RO revierte el efecto inhibitorio ej@o por BCG, inhibiendo
diferentes funciones de macréfagos ydidastos. BCG media su mecanismo de accion
antitumoral, en parte, aawvés de PPARQg pero su i@ecion in vivo con agonistas
exdgenos puede ser contraproducente daflinsionalidad en el sistema inmune.
Obtuvimos una nueva linea clely MB49-1 y desarrollamogn modelo murino ortotopico
con distinto grado de inva®si. Al evaluar la expresiode PPARg en éste modelo,
observamos que PPARg estd aumentado enrasnsoiperficiales comparado con la vejiga
normal, mientras que se pierde en vejigastadoras de tumor invasor. En tumores
vesicales de pacientes observamos quemagyor numero de pacientes con tumores
invasores expresa bajos nivelle PPARg comparado con aquellos pacientes con tumores
no invasores, sugiriendo g ARg podria estar involucrado knprogresién de tumores

de vejiga.

Palabras claves: PPARg, BCG, cancer de vejiga.
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Abstract

Role of the Peroxisome Proliferato-Activated Receptor subtipo gamma

in bladder cancer.

Peroxisome proliferatoractivated recemggamma (PPARQ) is a member of the nuclear
receptor superfamily of ligand-activated tsanption factors that is involved in cell
growth and differentiation as Wes inflammatory processes.

We found that BCG is able to induce PPA&gresion in bladder murine cell line MB49.
Transcriptional activity of PPARg is alsncreased by BCG and it is enhanced by 15-d-
PGJ2, a PPARg ligand. At the same tilfPARg ligands enhance BCG-induced cell
death. BCG also induces iNOS expressamal NO production. PPARg ligands inhibits
NO production induced by BCG. In vivo, BC@hibits tumor growth, but RO reverses
that effect. RO inhibits diffeent functions associated aotivated macrophages induced by
BCG. In vitro, BCG induces fibroblast praifation and in vivo, induces collagen, FGF-2
and alpha-SMA expresion. RO decreases ithdtiction. We have generated a new cell
line, MB49-1 and we developped a new murineotiropic model with different levels of
invasion. PPARg is increased in superfictamors compared to normal bladder,
meanwhile, this expression igiieced in invasive tumors.

In patients, we observed that invasive tusnexpress low level of PPARg compared to
those with non-invasive tumors.

PPARg is involved in the mechanism of antiof BCG, but his activation could be not
recommended in vivo, since it has a velet role in the inmune system.

PPARg expression is decreasednwvasive tumors, which sugsggs that this transcription
factor plays a key role duringrogresion in bladder tumors.

Keywords: PPARg, BCG, bladder cancer.
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I-Aspectos generales d& biologia tumoral

El cancer es una patologia caracterizada por el crecimiento descontrolado de células en un
determinado tejido que puede colonizar Orgadissantes. En éste proceso tienen lugar
multiples etapas en las cuales existen alten@s en el control de diferentes eventos
celulares como la proliferam, la interaccion célula-céluka la muerte celular. Estas
etapas biol6gicas se caracterizan por uneimento progresivo de la agresividad clinica
que se asocia a patrones histadg y biologicos especificos.

El estudio de los mecanismos que promueven la progresion tumoral es de fundamental
importancia para disefiar terapias y/odidas de prevencion adecuadas. Aun que se
realizan intensas investigaciones aun no se conocen completamente estos mecanismos ya
que ellos varian dependiendo del origemdtal como asi también de los modelos
utilizados durante kinvestigaciones.

Entre los factores que regulah comportamiento de unzélula tumoral se reconocen
aguellos que son producto de la propia e@élmkligna y aquellos que son producto del
tejido no tumoral en donde se desarrola neoplasia denominado estroma. El
microambiente tumoral, en los tumores soljdesta formado por diferentes células como
fibroblastos, células del sistema inmune y maktracelular. El vinculo entre las células
tumorales y el estroma esta dado tanto pointasacciones célula-adlh y/o célula-matriz
extracelular, como por factores solublgse interactian con receptores especificos y
activan respuestas que inducen la expresigorakeinas relacionadasn el control de la
proliferacion, la modulacién dé sintesis de componentee la matriz extracelular
(MEC) y/o la produccion de enzimas protéodis para su degradion. Estos estimulos
también pueden generar cambios fenotipicos de la célula tumoral disminuyendo su
capacidad de adhesion y aumentando su modilidacual capacita a la célula neoplasica
para ser mas invasora y metastasica.

A su vez éstas interacciones pueden actoadulando la respuesta de las células del
estroma (0 no tumorales) favoreciendatgiogénesis, degradando la MEC o blogueando

la respuesta inmune [1,2]. Esto determina gugimor prolifere en forma no controlada,
colonice el propio érgeo (invasion) y colonice érganoemdos (metastasis), eventos que

caracterizan a la progresion tumoral.
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Il —Cancer de vejiga

El cancer de vejiga (CaV) es el segundmdu mas frecuente del tracto urogenital
masculino luego del de préstata y ocupguehto lugar entre los tumores sélidos en los
Estados Unidos [3]. En el aflo 2006 hubredédor de 61.240 casos diagnosticados de
cancer de vejiga y aproximadamente 13.060 msietiébuibles a esta enfermedad. En la
Union Europea es la cuarta causa de teupor cancer, representando el 7% de los
tumores malignos en el hombre [4].

En nuestro pais, ocupa el octdugar en mortalidad por cancer en el hombre con una tasa
de 4,8 por 100.000/afio, mientrgqige en la mujer es de Op@r 100.000/afo. El Registro
de tumores de Concordia comunicé una tasacidencia para los varones del triple que
para las mujeres (12,1 y 3,7 respectivamente)edad de mayor incidencia es entre la
quinta y séptima década de la vida, siend@ta blanca mas susceptible a padecerlo [5].
Al momento del diagnéstico @po histolégico mas frecuents el carcinoma de células
transicionales con mas del 90 % de los cakasgo le sigue el carcinoma de células
escamosas con el 5-7 % enmaindo occidental, sin embarg Egipto asciende al 75 %
de los casos. Este tipo histoldgico se encaeagociado a procesodlamatorios crénicos,
como la infeccién poiSchistosoma haematobiupermanencia de catéteres por largo
tiempo, litiasis vesicab vejiga neurogénica, generalmerte peor prondstico que el
anterior. El adenocarcinoma de vejiga esumor menos frecuente, representa el 2 % de
todos los tumores vesicalgs se caracteriza por tener ymondstico desfavorable y

responder poco al tratamiento quiterapéutico y quirargico [4].
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1- Etiologia

Las tres causas principales de CaV reconodigasle hace cuatro décadas son: el habito
tabaquico, la exposicion ocupacional a carcinégequimicos y los procesos inflamatorios
cronicos.

El mecanismo que relaciona el habito de fupwar el riesgo de Ca¥io es claro, pero se

cree que una de las causas es la presencia de bajos niveles de aminas aromaticas, como el
4-aminobifenilo, en el humo del cigarrillcEstas arilaminas sufren transformacion
metabolica con produccion de intermediarios reactivos que pueden formar aductos con el
ADN, un paso esencial en el proceso de naggnesis. Los nivetede aductos de ADN

por arilaminas estan fuertemente correlacionados con la cantidad de cigarrillos
consumidos y puede ser sustancialmente ficadio por enzimas detoxificantes [6]. En
nuestro pais se ha observado una tendesmde disminucion de CaV asociado a una
disminucién del consumo de cigarrillo [7].

La primera causa bien establecida deVCle la relacionadacon la exposicion
ocupacional: la industria textilgfiido de telas), la cosméticalfficacion de tinturas) y la

del caucho son las actividades que genemas exposicion a compuestos carcinébgenos
como las arilaminas y se estima que son responsables de un 20 % de los casos
diagnosticados [6]. La mayoria de estasausas llevan varios afios de acumulaciéon y
largos periodos de latencia antes del dearde la patologia tumoral. La exposicion
ocupacional a la 2-naftilamina fue eliminada hace tiempo en los EE.UU. luego del
establecimiento de estandares regulatorios, disminuyendo la incidencia de la génesis del
CaVv.

Otras ocupaciones han sido relacionadas coiesjjo de CaV emstos afos incluyendo
camioneros, pintores y trabajadores del cupesp su contribucion en la incidencia de

CaV es mucho menor [8].

Los procesos inflamatorios también se haniagioccon la incidencia de CaV. La cistitis

por Schistosoma haematobium, patologia endémica en Egipto, Irak y sudeste de Africa
[4,9] estd asociada con el desarrollo de Cahficipalmente asociado al carcinoma de
células escamosas y en menor proporcion alélidas transicionales [9]. EI mecanismo

por el cual esta infeccidén causa CaV nelaso, sin embargo, algunasvestigadores han

puesto la atencion sobre el iidry los N-nitroso compuestos generados durante el proceso
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inflamatorio [10]. Como consecuencia deittdeccidn secundaria nobacterias nitratos
reductores, que invariablemente acompafaneadaistosomiasis vesical, se forman en la
vejiga compuestos nitrogenados algunos cdasonitrosaminas y las nitrosamidas con
capacidad carcinogenética [6].

Otros procesos inflamatorios crénicos como la cistitis cronica causada por la utilizacion de
catéteres Foley por largo tigm o la presencia de célculessicales también se asocian

con un incremento en el riesgo de deskar carcinoma de células escamosas [11].
También en este caso algunos autores imvah al Oxido nitco y los N-nitroso

compuestos con la induccidn y progresion del CaV [12].

2- Manifestaciones clinicas, diagnéstic@stadificacion y clasificacion del
CaVv.

La manifestacion clinica mas frecuente es ladteria, la que se obs/a en el 80 % de

los pacientes, generalmente es intermitgnitdiendo ser macroscopica o microscopica. En
un 20 % de los pacientes se puede encorgiiatomas irritativos, como disuria y
polaquiuria, los que estan asmos frecuentemente con tumores vesicales mas agresivos,
tal como carcinoma in situ o tumarde alto grado histolégico [13].

Manifestaciones menos frecuentes pero gueahade una enfermedad avanzada son el
dolor pelviano por compresion nerviosa, daarflanco por compromiso ureteral, edema
de miembro inferior por obstruccion venosdinfatica y mas rar@un dolor 6seo por
metastasis [4].

La estrategia diagnostica mas frecuentemasmpleada al inicio es la ecografia en
presencia de hematuria la indicacion hallitas un urograma excretor o pielografia
intravenosa, con este estudio se visualiza el tracto urinario completo desde la pelvis renal
hasta la vejiga, los tumores uroteliales sealatecomo defectos de relleno de la sustancia
de contraste, asimetria de \ajiga por infiltracion tumoda hidronefrosis o dilatacion
ureteral por obstruccién del smo. Luego del estudio radiol@gi, lo indicado es realizar

una endoscopia diagnostica que permitdaldscer la apariencia macroscopica,
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localizacion, numero y patrén de crecimientagar, sésil, nodular o plano) de la o las
lesiones, ademas se debe realizar una twopsia para diagnostico histologico [4].

Los tumores uroteliales sufrenfekacion de células hacia larina, el estudio citologico

de una muestra seriada de orina o del lavefcal durante la cistoscopia, es de gran
ayuda en aquellas lesiones de muy pobraeniédin macroscopica (carcinoma in situ) pero
con células mas indiferencial@aon bajo grado de cohési Tiene 15-20 % de falsos
negativos atribuidos a tumores de bajodgrgue descamarian menos y 2-5 % de falsos
positivos consecuencia de infecciones urirsatiiasis y radioterapia previa [14].

Los carcinomas de vejiga se estadifican segun T.N.M., donde T corresponde a tumor
primario, N a ganglios regionalgdV a metastasis a distanck.valor de N dependeré de

la presencia (Nx) o no (No) de ganglios regies y del tamafio de los mismos y en el
caso del M se determina la driscia 0 no de las metastasis 6rganos a distancia [14]. A
nivel patoldgico el CaV se clasifica segungehdo de invasion de los tejidos y segun el
grado de diferenciacién o grado histolfigiG. Segun el gradde invasiéon la UICC
clasifica a estos tumores en no musculo sovgpTa y pT1l o bien Ta,T1), cuando el
tumor compromete el epitelio vesical hasta la lamina proprasorescuando alcanzan

el musculo detrusor pT2 (o T2), invaden ltalidlad de la pared vesical pT3 (o T3) o se
han extendido a o6rganos adyacentes pTB4)oEl carcinoma in situ, que puede
presentarse s6lo o asociado a los tumorassitionales, presenta caracteristicas muy

invasivas, se denota con el subfgdTis). Figura 1.
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FIGURA 1: Los tumores superficiales (pTa-@1) se caracterizan por comprometer el
epitelio hasta la lamina propia, mientas los invasores corresponden a aquellos
tumores que comprometen el musculo detrusofpT2), alcanzan la grasa perivesical
(pT3) o invaden 6rganos vecinos (pT4Adaptado De Griffiths et al, 2004. [15]

Segun el grado histopatoldgico se los clasifica en:
¢ Neoplasia papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP)
e Carcinoma urotelial de bajo grado

e Carcinoma urotelial de alto grado
Esta clasificacion que fue consensuada eB084 por la Organiza&mn Mundial de la

Salud (WHO) relaciona el grado histologi@teraciones en genética molecular y valor

pronaostico [16].Figura 2.
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FIGURA 2: Grado histopatolégico de tumaes uroteliales: (A) Neoplasia papilar
urotelial de bajo potencid maligno (PUNLMP); (B) Carcinoma urotelial de bajo
grado, (C) Carcinoma urotelial de alto grado. Extraido de Mac Lennan GT et al,
2007 [17].
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lll-Receptores Activadores de laProliferacion de Peroxisomas
del subtipo gamma.

1-Generalidades

Los receptores activadores de la prolifeyacde peroxisomas (PPAR) son factores de
transcripcion intracelulares activados por ligando, miemds de la superfamilia de
receptores nucleares hormonales, que inclegtmdgenos, receptores de hormona tiroidea,
acido retinoico, vitamina D3 y receptoresmetcos X (RXRs). La superfamilia de PPAR
consiste en tres subtipos codificados genes distintos, denominados PPAR alfa
(NR1C1), PPAR beta/delta (NR1C2) y PPABmMma (PPARg) (NR1C3) los cuales son
activados por ligandos selectivfis3]. Los tres subtipos de PPAR estan distribuidos en
diferentes tejidos que reflejasu funcion biolégica. PPARIfa esta predominantemente
expresado en hepatocitos, cardiomiocitokjlaé del tubo proximal de rifidn, mientras que
PPAR beta/delta, esta mas ampliamenteridisdo con mayores niveles relativos en
cerebro, tejido adiposo y pifl9]. PPARg esta altamentgpmresado en adipocitos pero
también se encuentra en células endotelialeSulas del sistema inmune. Esta altamente
expresado en varios tumores incluyepdémon, préstata, coh, mama, duodeno, tiroide

y vejiga. En humanos, PPARg es el subtipis estudiado de los PPARs que, como otros
receptores nucleares, posee una estructura compuesta por seis regiones definidas (A-F) en
cuatro dominios funcionales. Tras laieation, PPARg forma heterodimeros con los
receptores de acido retinoico y el complejee sitios de reconocimiento especificos,
denominados elementos de respuesta a padiéerde peroxisoma®PRE) localizados en

la regién del promotor de los genes quadifican a PPAR (Figura 3). Ademas del
complejo heterodimérico, la unién del digdo agonista de PPARg genera un cambio
conformacional que recluta coacttores transcripcionales, guedifican la estructura de

la cromatina y facilitan el ensamblajeldemaquinaria transcripcional al promotor.

PPARg puede regular negativamente la esign de genes en una manera ligando
dependiente a través dke inhibicion de la actividad detros factores de transcripcion,
como los miembros de la familia de NF-KB y AP-1, mecanismo que ha sido denominado

transrepresion dependiente de liganf@®]. Contrariamente a la activacion y represion
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transcripcional, la transregsibn no involucra la uniora elementos de respuesta
especificos del receptor. Ademas, en ausede ligando, PPARg tiene el potencial de
reprimir la transcripcion viaepresion independiente de ligandgn esta condicion,
PPARg y RXR estdn asociados a complejorem@sores transcripcionales como por
ejemplo, receptores-corepresores nucleare€qR) o mediadores de silenciamiento de
retinoico y receptores tiroideos (SMRT), laatfunciona como antagonista del complejo
coactivador. Los coactivadores y corepresottranscripcionales poseen o reclutan
complejos multiproteicos que incluyen enzimas modificadoras de histonas, como
acetiltransferasas (p300/CBP) etbhas desacetilasas (HDAC. Bp actividad de estas
enzimas modificadoras de histonas afectadastripcion de genes por alteracion de la

estructura de la cromatina y reguéacdel pegado de RNA polimerasa [18].

Transactivacion dependiente de ligando

Coactivadores

REGULACION
acetilacion Diferenciacion de adipocitos
8 8 Metabdismo de lipidos
Senshbilidad a la insulina
Inflamacion
Ateroclerosis
Carcinogeness

B Represion independiente de ligando

Co-represores

Figura 3: A. Via de activacion de PPARg y regualcion transcripcional de genes
blanco. En el estado activado, PPARg form heterodimeros con el receptor de acido
retinoico (RXR) y forma un complejo que saine a sitios reconocidos especificamente,

denominados elementos respondedores a PPARg (PPRE), localizados dentro de la
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region promotora de los genes que respondea PPAR(g (transactivacion dependiente
de ligando). ElI complejo heterodiméricose une al ligando agoista generando un

cambio conformacional que recluta coactivadres transcripcionales. B. En ausencia
de ligando, PPARg y RXR estan asociados maorepresores transripcionales (por

ej: N-CoR; SMRT) los cuales contienen dividad desacetilasa (HDAC) y median la
represion transcripcional (represion independénte de ligando). C. PPARg reprime la
transcripcion por inhibicién de la actividad de otros factores de transcripcion, como
miembros de la familia AP-1 y NF-KB (transrepresiéon dependiente de ligando).

Figura adaptada de Mansure et al, 2009 [18].

2-PPAR gy sus ligandos

Los ligandos naturales de PPARg incluyen faglandinas, acidos &gos y eicosanoides,
componetes de lipoproteinas de baja dengidBil) oxidadas, fosfolipidos que incluyenal
acido lisofosfatidico y nitroleico. Las progtandinas son pequefias moleculas lipidicas
que regulan numerosos procesos en el cugupoincluyen funcionegenales, agregacion
plaquetaria, liberacion de neurotrasmisgrenodulacion de la funcién inmunolégica. La
produccion de prostaglandinas comienza colibkeracion del acido araquidénico de la
membrana fosfolipidica por la fosfolipasa @n respuesta a estimulos inflamatorios. El
acido araquidénico es convertido a PGidr las enzimas ciclooxigenasas COX-1 y COX-
2. En términos generales se considera qOX-C esta expresada en la mayoria de los
tejidos y que COX-2 es inducibjeesta involucrada en tagulacion de la inflamacion. La
PGH, es sustrato de lgsrostaglandinas sintetasas gm®duciran distintas formas de
prostaglandinas: PGI2, PGD2, PGE2 @B2. La PGD2 es metabolizada a 15-deoxy-
deltal2,14-PGJ2 (15-d-PGJ2). Este derivaddadprostaglandina J2, 15-d-PGJ2, es el
ligando endégeno mas potente para PPARgel Bgs comunmente usado como agonista.
Esta molécula es clave como mediadoraleproceso anti-inflamatorio. Por ejemplo, la
15-d-PGJ2 es capaz de inhibir la producdi@éxido nitrico sintas inducible (iNOS),
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfanerleuquina 1B (IL-1B) en macrofagos tanto

humanos como murinos. Los mecanismos hithiios involucran la inhibicion de
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mitogen-activated proteina (MAP) quinashis;-kB o la quinasa IkB. También la 15-d-
PGJ2 puede inducir apoptosis en linfocitog B murinos, disminuyedo asi la respuesta
inmune inflamatoria [21].

Otros compuestos sintéticos que puedenifuma como ligandos incluyen el grupo de
drogas anti diabéticas tiazolidinedion&$ZD), que incluyen troglitazona (TGZ),
rosiglitazona (RO), pioglitamna, ciglitazona y ciertaglrogas anti-inflamatorias no
esteroidas (NSAIDs) como indotaeina, ibuprofeno y fenoprofeno.

En forma similar a otros receptores nacés, Los PPARs son fosfoproteinas y su
actividad transcripcional esta afectada poinasas y fosfatasas en una manera tanto
ligando dependiente como independiente. Lestet de fosforilacion sobre la actividad
del receptor depende de varios aspectoss t@eno el subtipo, el residuo modificado el
estimulo y la quinasa. La union del ligamn@ld®PARg esta regulado por comunicaciones
intramoleculares entre su dominio amino teahA/B y su dominio carboxi terminal de
union a ligando. La regulacion de la actividdel PPARg por fosforilacion es todavia una
nueva area de estudio. Las modificacioreas el dominio A/B, por ejemplo por
fosforilacidn fisiolégica de MR quinasa, reducen la afiad de union por el ligando,
regulando negativamente la transcripcion ygrute la funcion bidgica de PPARg.

En cuanto a la funcionalidad de PPARg, su alto nivel de expresion en el tejido adiposo
llevé a la caracterizacion de sol en la diferenciacion dadipocitos y la regulacion del
metabolismo lipidico. Investigaciones erteesampo llevaron a postular que las drogas
antidiabéticas tiazodinedionasZDs) son ligandos agonistas dia afinidad de PPARg.

En el tejido adiposo de rata, TZDs regul@n expresiéon de genes blanco, como la
lipoproteina lipasa. Esta activénifavorece la captacion éeidos grasos circulantes por
parte del adipocito, llevando a un incremento wietdipidos. Aun que el rol de PPARg en
adipocitos sugirié una posibt®nexion entre su actividad y $&nsibilidad a la insulina,

el descubrimiento de PPARg como blanacaldgico de TZD fue el que proveyo la primer
evidencia en demostrar dicho enlace, al ser capaz de reducir directamente la resistencia a
la insulina sistémica en los tejidos petidés. La activacion de PPARg resulta en una
disminucién significativa en la concentracide glucosa sérica en pacientes con diabetes
lo que llevé a los agonistas PPARg a ser ampliamente utilizado en el ambito clinico como
medication anti-diabética. En la actualidad, dosipuestos de TZDs, RO y pioglitazona,

se prescriben clinicamente para este propadsito.
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3-PPARg e inflamacién

Ha sido descripto que mientras los receptaleglucocorticoides (GR) y receptores de
acido retinoico (RAR) estan constitutivamentpresados en macréfagos, la expresion de
PPARg se incrementa durante su diferenéracDicha expresion es aumentada durante la
respuesta inflamatoria y puede ser indaciin vitro por IL-4 y otras moléculas
inmunoreguladoras. En un estudio mas eeid, se ha demostrado que macréfagos
peritoneales infectados c@CG presentan una induccion ldeexpresion y actividad de
PPARg, teniendo esto implicancias en laanfhcion, en el metabolismo de lipidos, y la
patogénesis. En este trabajo se demuestra que el uso de un antagonista de PPARg, GW
9662, mejora la capacidad microidia de los macréfagos edtados con BCG, reforzando

el concepto de que PPAR es un redatanegativo en macrofagos [22].

Los estudios mas importantes que demuestrafeeto antiinflamatorio de los ligandos de
PPARg han sido demostrados en macrofagmsembargo su funcionalidad también ha
sido reportada en esplenocitos. Se demagitegiciglitazona, ligando de PPARg disminuye

la produccion de IFN-gamma y IL-12 en espicitos activados panitdgenos, e incluso

se ha encontrado que afectalaliferacién de los esplenoog [23]. En el mismo trabajo

se ha demostrado que la expresion génicRRIBRg esta aumentada en los linfocitos T
activados por mitdgenos y es fiommente regulado por IL-4.

Otro componente del sistema inmunologeon las células deriticas donde se ha
observado expresion de PPARg y se ha demostrado que los ligandos de PPARg tienen
varios efectos en la fur@ inmune de éstas célulashibiendo su maduracion y
reprimiendo la expresiéon de moléculasestimulatorias, como CD80. Ademas los
ligandos de PPARg también reprimen la produccion de IL-12 y quemoquinas como
CXCL10 y RANTES. Como resultado de estasnbios, las células dendriticas expuestas

a estos ligandos reducen su habilidad de estimular la proldara linfocitos y la
activacion de la respuestatigeno especifica [24,25].
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4-PPARg y NF-kB

El factor de transcripcién NkB (nuclear factor-kB) regulgenes involucrados en varios
aspectos de la respuesta inflamatoria. Epuesta a diversos estimulos pro-inflamatorios,
como citoquinas, patrones moleculares m&lms a patdgenos (PAMP), estrés (estrés
oxidativo o radiacién UV), NF-kB induce gengue incluyen citognas, quemoquinas, y
moléculas de adhesion, las cuales son esceadiahto para la respuesta inmune innata
como adaptativa [26].

La via canonica de NF-kB, esta caracterizada por la activacion del heterodimero p50:p65
(Rel A), previa degradacion de su inhibidtkB-alfa y beta. Pargue el inhiobidor sea
degradado por el sistema de proteasoma siebtsforilado por una quinasa, denominada
quinasa del inhibidor de NF-kB (Fig 4).

Los macrofagos son fenotipicamente hetemeg8, su fenotipo esta determinado por el
microambiente. Varias subpoblaciones dacrafagos han sido descriptas, existiendo 2
fenotipos bien caracterizados. El atasnente activado por IFN-gamma (M1)
responsables de la actividad bactericida, gqaeretan altas cantidades de citoquinas
proinflamatorias y promueven la respuestaune adaptativa. Por otro lado macréfagos
activados “alternativamente” (M2), surgem respuesta a IL-4 IL-13, y han sido
asociados con la respuesta a distintos gagsanti-inflamacién y paracion de heridas.
Se ha demostrado que la actividad de lmaga del inhibidor d&IF-kB en macrofagos
M1 en respuesta a infecciones es tejidoeega [27]. IKK esta involucrada en la
supresion del fenotipo antiinflamatorio MA favorece el desarrollo de macrofagos de
macrofagos antiinflamatorios M2, quienes ersadociados a la promocién del cancer. Se
ha demostrado también que la inhibiciorl HE&K, en macrofagos asociados a tumor
(TAM) genera un cambio en el fenotipo aie perfil M2 a un M1, cacterizado por un
incremento de IL-12, inos y MHC Il, y ahismo tiempo una disminucion de IL-10 y
Arginasa 1 [28].

Ricote y col describieron en 1998 [28ue PPARg es un regulador negativo en
macrofagos. Alli, ellos demuestran que PPARg esta marcadamente aumentado en
macrofagos activados e inhibe la expreslériNOS, MMP-9 en respuesta a 15-d-PGJ2 y
ligandos sintéticos de PPARg. A su veandstraron que PPARg inhibe la expresion

génica en parte por antagonizar las actividadetctores de trangpcion AP-1, STAT y
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NF-kB. Estos resultados sugieren la posibifidde utilizar los iandos sintéticos de
PPARg como una herramienta terapéutica en enfermedades humanas como arteroclerosis

y artritis reumatoidea donde macréfagos activados ejercen efectos patoldgicos.
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Figura 4. Modelo de activacion de NF-Kb dado por una variedad de inductores. Los
inductores de NF-kB activan a la quinasade IkB (IKK), la cual permite la
fosforilacion en serina de una de las subudades de IkB. La fosforilacion de ésta
subunidad lleva a la ubiquitinacion d el mismo, para ser degradado por el
proteasoma y permitiendo asi,la traslocacién y la acumulacion de NF-kB en el
ndcleo. Una vez en el ndcleo, éste factor 8ae a regiones regulatorias, promotoras
que estimulan la transcripcion de genes asiados con oncogénesis, supresion d ela
apoptosis e invasion. Los inhiobidores de lguinasa IKK, bloguean la actividad de
NF-kB a través de la supresion de la fosfilacion de kB, y los inhibidores de
proteasoma también bloquean la degradacivde IkB. Figura adaptada de Orlowski
et al [27].
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5- PPARg y cancer

La amplia expresion de PPARg en muchasores y la capacidad de los ligandos de
inhibir la proliferacion celularpromover la diferenciacion, inducir apoptosis e inhibir la
angiogénesis llevaron a los investigadorgmstular a PPARg como un posible blanco
terapéutico. Se ha demostrado que los ligad@éoBPARg tienen leapacidad de inhibir

la proliferacion de células derivadas de carcinoma de pulmén a través del incremento en la
expresion del gen supresor de tumor PT@Xosphatase and Tensin Homolog) y p21
[30,31]. Los agonistas de PPARg también mostraener influencia en inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas (CDK) cei®, p21 y p27 durante la adipogénesis en
células normales y lineas ckldies de carcinoma hepatader [32,33]. También se
demostrd que troglitazona es capaz de inducir p21 arrestando en fase G1 a celulas de
pancreas [34].

PPARg también se expresa en las células ggie] incluyendo las tdas uroteliales de
roedores y humanos, en los tumores de vejagssicionales y las linealerivadas de éstas
células. La funcién en el urotelio es dasocida y el descubrimiento de que PPARg se
expresa en las células tumorales urotelialeplaiateado preguntas sobre su funcion y la
de sus ligandos en el cancer de vejigia. embargo, este punto es aun poco conocido y
controversial. En cuanto a la utilizacion de los ligandos de PPARg como agentes
antitumorales, varios estudios utiimdo el antagonista selectivo de PPARg GW9662
revelaron que la inhibicibn decrecimiento de células ddistinto tpo involucraba
mecanismos tanto dependientes como independientes de PPARg [35].

La mayoria de los trabajos que proponemusd de ligandos de PPARg como agentes
antitumorales han sido realizados in vitrajizando distintos tipogde lineas celulares
tumorales. En el afio 2008, se ha publicadoiremodelo in vivo utizando ratas, que la

RO es capaz de promover el desarrollatudaores de vejiga indidas por hidroxibutil

(butil) nitrosamina [36].
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6- PPARg y fibrosis

Distintos modelos de roedores muastrque los ligandos de PPAR, como RO
y pioglitazona, significativamente pueden ai@nel proceso de isquemia y reperfusion
inducido en lesiones de pulmon. ElI mecanistoasiste en la inhibicion de citoquinas
proinflamatorias como el TNE- y la infiltracibn de célias polimorfonucleares en el
intersticio pulmonar, resultando an edema pulmonar reducido [37].

El término fibrosis pulmonar abarca a varias enfermedades para las cuales no hay
tratamiento efectivo. Todos tienen una simpatologia caracterizada por una respuesta
inmunitaria muy parecida un fenatip Th2, la proliferacién, acumulacién
de miofibroblastos y el depdsito excesivo pleteinas de la MEC en el parénquima
pulmonar. En los seres humanos, elatmdento quimioterapéutico del cancer con
bleomicina induce la fibrosis pulmonar intec&l. En cultivos ddibroblastos de pulmon
humanos, agonistas de PPARg interrumipsnefectos profibroticos del TGF{38]. Del
mismo modo, los ratones sometidos a laniadstracion intratraqueal de bleomicina
desarrollan fibrosis pulmonaque es significativamenteeducida por los agonistas
PPARg. Como era de esperaiteesfecto en la reduccion defiarosis es atenuado por el
antagonista de PPARg, el bisfenol A diglidter (BADGE), lo que sugiere que la
actividad de PPARg es impresdible para la proteccién [39].

Los agonistas de PPARg, RO y pioglitazonasdo tienen efectos protectores en el
proceso de isquemia y repeifus, sino también en dafdscalizados erel rifidn que
incluyen nefropatias diabéticas, hipertensivigio renal inducido por ciclosporina, entre
otras. Esta proteccion reflegjanto un metabolismo de lauglbsa mejorado y resistencia a
la insulina, como efectos aintilamatorioa, antifibréticos yntiapoptoticos de los ligandos
de PPARg. Los mecanismos implicados ensestapiedades benéficas son similares para
los ligandos sintéticos y pa los naturales como laeiclopentanona 15-d-PGJ2. Los
mecanismos de accién involucran la activaciorNéekB, junto con la reduccion en la
expresion y/o actividad de AP-1, TGBHE; proteina quimioatraatée de monocitos (MCP-
1), ICAM-1, INOS, fibronectina, y colagend El resultado de estos cambios de
sefalizacion incluye atenuaci@e la infiltracion de célas polimorfonucleares en los

tejidos reduciendo el estrézgidativo y la inflamacion [40].
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Hipotesis

PPARg esta involucrado en el mecamisde accion antitumoral de BCG y
esta asociado a la progresion tumoral en el CaV.

Objetivos Generales

1- Estudiar los mecanismos ejerciqum BCG en células de cancer de
vejiga, focalizandonos en el rol de PPARg.

2- Analizar los mecanismos antitumoralde BCG in vivo, estudiando el
rol de PPARg y sus ligandos.

3- Desarrollar y caracterizar un nuevmdelo murino de cancer de
vejiga.

4- Evaluar la expresion de PPARg@&mmodelo obtenido y en muestras
de tumores de vejiga humanos.
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Materiales y metodos
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Lineas celulares.

La linea celular murina de Cancer de ee)gB49 (cedida por el Doctor E.C. Lattime,
Thomas Jefferson la Universidad, Filadelfi@d) y la nueva linea de célula invasiva
descripta aqui (MB49-I) fueron cultivadas RRMI-1640 (Sigma, Stouis, Missouri), la

linea T24 fue cultivada con MEM (GIBCO C4&t500-034) todos suplementado con
glutamina (2mM), gentamicina (80 ug)méand 10% de suerdetal bovino en una
atmosfera humidificada con 5% de COZ2. Linea de fibroblastos NIH-3T3 cultivada en
medio DMEM baja glucosa (GIBCO, Cat.31600-026) suplementado con 10% de SFB,
1% de Glutamina y 1mM penicilina — estreptomicina. La linea de macr6fagos RAW
264.7, que fue cedida por la Didaria I. Colombo (investigadora del CONICET). La
linea se cultiva en medio DMEM (GIBC@at 31600-034) baja glucosa suplementado

con 10% de SFB, 1% de GlutamynamM penicilina — estreptomicina.

BCG

Se utilizaron organismos vivogsle la cepa atenuada d®lycobacterium boris
correspondientes al Bacilo Calmette GuéBREG), cepa Pasteur 1172 P2, que contiene 3
x 1¢° UFC/mg, producida en el Instituto Nacamle Produccién de Biolégicos A.N.L.I.S.
Carlos G. Malbran, Buenos Aires, Argentina.

Analisis de la viabilidad celular por MTS

Se sembraron, en multiplacas de 96 pocillos 4x#ulas por pocillo y, al dia siguiente
cuando las células se encontraban en sudiaseecimiento exponencial, se incubaron con

los diferentes tratamientos en medio cormléurante 24 h, al menos por triplicado.Se
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utilizaron diferentes concentraciones d&-d-PGJ2 (Cayman Chemycal USA Cat
18570.1), de Rosiglitazona (Elea, Buerfises), BADGE (FLUKA Chemical GmbH,
Buchs, Switzerland). Se estim0 la viabilidad cald partir de la medicion de la actividad
metabodlica mitocondrial por el método déTS (Promega) segun indicaciones del
fabricante. Brevemente, lasla@és fueron incubadas con 20de MTS + 1l PMS cada
121 ul de medio sin suero a 37°C durante apnadamente 45 min. En ese momento se
midi6 la densidad 6ptica a 492 nm por mediauddector de ELISA el % viabilidad se

calculé como la razén entre el promedio degocillos tratados y ele los controles.

Evaluacion de la produccion de Oxido Nitrico

Se sembraron 1xi@élulas por hoyo en placas @@ hoyos en medio completo, dejando
libres los hoyos del borde los que fueroredo llenados con PBS. Una vez que se
adhirieron se les cambié el medio por medioFEBS y con los distintos tratamientos y se
las incub6 por toda la noche con la cajaasklpara evitar la lada de NO exdgeno. A la
mafiana siguiente se cosecharon los mediodicionados y se sometim a la reaccion de
Griess modificada [41]. Debido al requerimiemt® pH, la modificacion que realizamos
fue agregar 1% de HCI fumantéela reaccion. Diferenteorcentraciones de nitrito de
sodio fueron usadas para construir una &whandard. La absorbancia fue medida a 550
nm por medio de un lector de ELISA y el %ahilidad se calcul6 eno la razén entre el

promedio de los pocillos tratados y el de los controles.

Evaluacion de la capacidad fagocitica.

3x10 células/ml RAW 264.7 fueron tratadas duea24 h con RO 10 uM. Luego de 1 h
de incubacién con BCG 1 mg/ml (2X@10FC) fueron lavados 2 veces con PBS y lisados

con saponina al 5 %. Diluciones seriadaasrdn sembradas en medio solido Lowestein

34



Jensen y las colonias se cuantificanegin de 30 dias, se informa como unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/ml).

Coloracion deZhiel Neelsen

1x10° de macréfagos peritoneales por ml o 3XRAW 264.7 por ml fueron plaqueados
sobre vidrios y posteriormente incubados con BCG 2&FJ/ml durante 2 h. Luego son
lavados con PBS y fijados con metanol dur@@enin previo secado total. Luego se lavan
suavemente con agua desionizada e incubaadacsina 100% durante 1 h. Se lava con
decolorante ZN (&cido clrhidrico 3% en athol etilico 95%) hasta deloracion. Se lava y

se incuba en azul de metileno durante 20 min. Luego de lavar se fija en porta. Las
Micobacterias en el interior de las célulasobservan en una coloracién rosa fuerte y se

procede a la cuantificacion.

Ensayo de gen reportero

9x1@ células MB49 6 RAW 264.7 son resuspeladi en 4.8 ml de OPTIMEM (GIBCO),

en ausencia de SFB para luego agred®2 ml de una mezcla del plasmido
correspondiente, PPAR-LUC 6 NF-kB-LUC,epiamente incubados con el plasmido de
Renilla (de expresion constitutiva) y LIFECTAMINA 2000 (Invitrogen) durante 20
min. (10 ug de DNA plasmido LUC: 1 uDNA plasmido Renilla). Estos plasmidos
contienen la secuencia correspondiente al el@dmrespuesta del factor de transcripcion
rio abajo del gen de luciferasa. Luego de la incubacién de plaguean las células en placa de
24 hoyos, con 250 ul por hoyo se dejan incub&id. Las células o#ben los distintos
tratamientos (BCG 2 mg/ml para MB49 6 1 mg/ml para RAW 264.7, RO 10 uM ¢ 15-d-
PGJ2 10 uM) y se dejan incubando 24 h mdsascurridas las 24 h las células son
cuidadosamente lavados con PBS y secqme segun las instriooes del kit Dual-

Luciferase Reporter Assay System (Prome&®).agrega 100 ul de buffer de lisis por
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hoyo, dejandolas en agitacién durante 20 min. Aadaflo se le agrega 25 ul de LAR I
mas 5 ul de lisado. Se lee la lumiscencidusninémetro (Contadode centelleo liquido
(LSC) Triathler, Hidex). Luego de la lectura correspondiente a léetash, para leer la
correspondiente a la Renilla se agregan 28eusTOP and GLO por tubo, y se vuelve a
leer. Las cpm/seg correspondierdgelsiciferasa se relativizanlas de Renilla, expresando
las unidades en Actividad LUC/Renilla.

Immunofluorescencia

Células tumorales fueron cultivadas en camaras con medio completo. Monocapas
subconfluentes fueron lavadas con cuidadokadfer salino frio y lego procesadas para
immunofluorescencia. Los vidsofueron fijados con formal 4 % en PBS durante 15
minutos y luego permeabilizadas con Trito2%,en PBS. El pegado inespecifico fue
bloqueado con 0.1 % Tween-20 mas 2 % SFBPBSB durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Las células fijadas fueron inculsadalo largo de la noche (OverNight) con
anticuerpo policlonal de conejo anti-PRé (SC-H100, dil 1:100 anti-VM 6 anti-
cytokeratin 18 (ck18) (Abcam, Cambridge, 1:100pmo anticuerpo secundario se utilizé
IgG de cabra anticonejo conjugado con fluoraste(Chemicon Internacional, la S.A.,
1:150). Los nucleos fueron tefiidos con DAP4s fotografias fueron observadas en un
microscopio Eclipse de Nikon E400 y fotafjadas con una camara digital, Nikon
Refresca PIX 995, en una amplificacion 400X.

Immunohistoquimica

La tincion inmunohistoquimica con anticuerpogessficos, se read utilizando el
sistema de estreptoavidina-biotina peroxidasi@aminobencidina comeactivo de color.

Brevemente, las muestras fueron desparafingdestadas con perd@m de hidrégeno al
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0,6 % en metanol durante 30 minutos paragbéar la actividadde la peroxidasa
enddgena. Posteriormente, se efectud la reanjge antigénica tratao las muestras con
microondas en buffer citrato Kp6); seguidamente las muesrse pre-incubaron con
suero normal de conejo (1:10) por una hfactor Laboratories I, Burlingame, CA).
Luego son lavadas 3 veces con PBS durante 5 min y se incub&@, adn anticuerpo
especifico anti-PPARg (sc-H-100; 1:100); SM#Aa (sc-53142, dil 1:100) and FGF-2 (2.5
ug/ml) desarrollado por A. Baldi [42] CD31-PECAM (M-20 sc-1506, Santa Cruz
Biotecnology); CB (FL-339 sc-13985, Sar@auz Biotecnology, 1:500), panK (DAKO-
aelae3, 1:100) y a VM (ZYMED V9, 1:100) duramndela la noche. Al dia siguiente, los
cortes histologicos, se lavan 3 veces cois BBse incuban con el segundo anticuerpo un
anti IgG de conejo biotinilado, (Vector Lalwories, Inc.) diluido 1:500 por 30 minutos,
seguidamente se tratan con el complejopdeoxidasa-estreptoaima diluida en PBS
1:3000 durante 5 minutos. La reaccion de coloracion se realizé con 3,3’ diaminobencidina
al 0,02 % y peroxido de hidrogeno al 0,01 %, con contratincion con hematoxilina por 1
minuto. Como un control negativel anticuerpo primario fuemitido en cada caso. Para
evaluar la deposicion de colageno, smlizé una tincion tricrbmica de Masson
previamente descripta. (Carson F.L: Histhnology. A self-instictional test. ASCP
Press, Chicago, 1990.)

Western Blot

Los extractos proteicos (p@) se resolvieron en geles peliacrilamida desnaturalizantes
con SDS (para iINOS, 8 % y para PPARg, iKB-alfa, NF-kB 10 %) y fueron
electrotransferidos a membranas de PVIDRs membranas se bloquearon por 1 h a
temperatura ambiente en buffer de bloqu#6é:leche descremada en PBS + 0.1% Tween
20 (PBS-T) e incubaron a 4°C durante todadehe con el anticuerpo primario especifico
en buffer de bloqueo, anti-PPARg (sc-H-10@0D); iNOS (sc-651; 1:200), IkB-alfa (sc-
847, 1:200). Luego de 3 lavados de 10 min E&S-T, las membranas se incubaron por
1h a temperatura ambiente con anticuerporstamo acoplados a peroxidasa diluidos en
buffer de bloqueo anti conejo (Sigma, GaA9169, 1 :5000). Luego de 3 lavados de 10
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min con PBS-T, se revelé con AmershamLB@estern Blotting Detgtion Reagents (GE
Healthcare, RPN 2134) de acuer@das instrucciones dellfacante. Finalmente, placas
radiograficas se expusieron a la quimioluisgencia y se revelaron con las maquinas de
revelado existentes en el servicio déiolbbgia del hospital. Las membranas fueron
estripeadas y vuelta a incubar con un aptiemti-actina-Beta (Sigma, AC-40, 1: 20.000).
En este caso se utilizé un Ab secuimanti ratén, (SigmaCat. # A9917 1:5000).

Ensayo de crecimiento tumoralin vivo de la linea MB49

Se inocularon ratones C57/BldGatimicos en el flanco izquierdo de forma subcutanea con
1x10 células de CaV MB49 por ratén. Luego los ratones se dividieron en cuatro grupos:
inoculados dos veces por semana intraeitalmente con PBS (control) o con BCG
(2mg/ml) y con o sin Rosiglitazona disuelta edlragua de la bebida (8 mg/kg raton por
dia) (grupos RO y BCG+RO respectivamengs).registra el crecimiento tumoral 2 veces
por semana. En el ensayo con la cepa C57/BLJ6, a los 15 dias se sacrifican los animales y
se extraen los macrofagos peritonealegalenes portadores de tumor MB49 de los 4
grupos por lavado de la cavidpdritoneal con PBS-EDTA &sil. Estos marofagos se
utilizan para obtener MC para los ensayositio de medicion de la actividad metabdlica,
produccion de NO, indice fagociticdescriptos previamente.

En los experimentos donde se utilizé aitagonista de PPARg, BADGE, éste fue
inoculado intratumoralmente en una das100 uM/en 100 ul por ratén, dos veces por
semana. El tamafio tumoral fue calculado cotidxd), siendo D y d los diametros

correspondientes al largoancho del tumor (mm).
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Generacion de la linea celular de cancer de vejiga invasora
MB49-|

Suspensiones monocelulares de lioelalar tumoral de vejiga MB49 (5x1(as células)
fueron inoculadas sc en el flanco deor&ts machos. Después 8é dias los tumores
fueron removidos quirdrgicamente y pequeitozos de aprox. 2 mm de tumor fueron
trasplantados por trocar en el flanco izjdbp de ratones. Este proceso fue repetido 13
veces consecutivas. Entre el trasplante ® &l indice de crecimiento fue aumentando.
Después de estos pasos el indice de crecimiento se hizo estable. Se realizé el cultivo
primario del trasplante 13 podisgregaciéon de tumor en forma mecanica. Las células
fueron ajustadas a 5x16élulas viables/ml y cultivadas en frascos de cultivo T25 (Greiner
Labortechnik GmbH. Maybachstrabe 2,0a72636 Frickenhausen). Luego de 24 h las
células adheridas fueron tipisadas y la viabilidad & determinada por la prueba
Trypan Blue. Esta linea celular fue llamada MB49-1 y sélo fueron usadas en bajos

nameros de repiques in vitro (uno az)i para los estudios subsecuentes.

Ensayo de crecimiend tumoral in vivo de las lineas MB49 y
MB49-I|

Durante la caracterizacion delodelo ortotépico con distio grado de invasion, fueron
inoculados en el flancaquierdo (n=10/grupo) con 1x1@élulas MB49 o MB49-I en 100

ul de RPMI 1640 por ratdn (creciemiento hmetépico). El crecimiento tumoral fue
registrado dos veces por semana midiendo dos didmetros perpendiculares utilizando la
formula: Dxd (mm3), donde la D es el didmetrosriargo y la d el méas corto, fue usado
calcular el tamafio de tumor. Para evaliaametéstasis espontanea pulmonar un nuevo
juego de experimentos fue realizado domote ratones fueron sacrificados al mismo

tamarfio tumoral, aproximadamente 4003nm
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La inoculacién de tumor intravenosa (iv) ybsutanea (sc) y se te en ratones machos

de seis a ocho semanas de edad mientraspgta la inoculacién de tumor de vejiga
ortotopico se utilizaron hembras ambodaleepa C57BL/6J de nuestro Bioterio.

El cuidado de animal fue proporcionado conferal procedimiento perfilado en la Guia
para el Cuidado y el Empleo de Animal de laboratorio (NIH publicaciones 1986). Los
ratones fueron eutanasiados con CO2 cuandaanostdiscomfort o en el tiempo descrito

en cada experimento. Los protocolos fueron aprobados por el Comité Institucional de uso
de animales de laboratorio “CICUAL'Res (CD) 2079/07. Secretaria de Ciencia y
Técnica, Facultad de Medicina, U.B.A.

Implantacion ortotopica de lineas tumorales de vejiga

Como las hembras tienen uretra mas coua machos, la inoculacién ortotépica fue
realizado en ratones C57BL/6J hembraes animales fueron anestesiados con una
inyeccion intraperitoneal de ketamina (#ky) mas xylazina (5 mg/kg). La orina fue
evacuada de la vejiga con presion suave selbmedomen. Un catéter cubierto de teflén
de 24G fue introducido en el lumen de Vajiga por la uretra. Se realiz6 una
electrocauterizacion puntual paralucir el dafio en la patevesical. Diferentes nUmeros
de las suspensiones délulas MB49 y MB49-1 (1x19) 1x1¢f y 1x1F) obtenido de
monocapa subconfluente fueron ilagtos en 100ul de RPMI 1640.

La viabilidad de células siempre fue mas glie el 95 %.Los ratones fueron supervisados
dos veces por semana, evaluando la presendia@rdaturia y por la palpacion externa de
la vejiga. Dos semanas después de la imoidh de las célulaks animales fueron
sacrificados. El peso de vejiga fue medido y los ratones fueron examinados
cuidadosamente para evaluar la presem®a metistasis. Las muestras de vejigas,
pulmones, y ganglios inguinales y paradrtigosualquier otro tejido de aspecto anormal
fueron fijados en la formalina incluidos erradfa y procesados pala histologia. Los
cortes de tejido fueron tefidos con Héoxglina-eosina (HE) y examinadas bajo

microscopio.
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Metastasis experimentales

Ratones machos fueron inyectados en la vena de cola (iv) cofi &ilitas MB49 6
MB49-1 en medio RPMI 1640. Siete dias despdé la inoculaciohos ratones fueron
sacrificados y examinados para evaluapresencia de metastasis. Los pulmones fueron
removidos, fijados en la formalina y el néma de nddulos superficiales fue determinado

bajo el microscopio esteoscopico (6.5 a 50X).

Preparacion de medio condicionado (MC) y homogenato de
tumor

Monocapas semiconfluentes de céluleseciendo en placas de 35 mm fueron
extensivamente lavado con PBS. Medio sinaii&ml) fue afiadido juego las células se
incubaron 24 h. El MC fue cosechado y el numero de células en la monocapa fue
cuantificado. Las muestras de MC fueroicwdtados y almacenados a -80° C. Estas
alicuotas fueron usadas solo wea después de descongelarlas.

Para obtener homogenatos muestras de tfumoon suspendidas en buffer (50 mm Tris-
HCI (Ph:8); 100 ug/ml NaCl; € % Triton. Los tejidos fuen homogeneizados dos veces
durante 10 segundos cada uno en una peatetedi 70 % usando un Ultra Turrax T25
(Janke y Kunkel, IRA Labortechnik). El cemido de proteina fue determinado por el

método de Bradford.

Determinacién de la atividad de MMPS y uPA

La actividad de metaloprotemsfue determinada por eledtesis midiendo su actividad
colagenolitica en geles de gelatina (0.1@polimerizada con SDS-polyacrylamida gel

electrophoresis. Las bandas fueron identificguasmagen negativa con Coomassie blue
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y cuantificadas con un Imaging Densitome&3-700 (Bio Rad). Los resultados fueron
expresados como unidades arbitrarias (UA)tEulas.

La actividad de uPA fue determinada a tradésun ensayo de caselisis radial en
agarosa. La zona de degradacion radialdieterminada y luego interpolada en una curva
estandar con uroquinasa cuyo rango fueOde a 10 IU/ml, y los resultados fueron
expresados como Unidades m@cionales de urokinasa (IU)f1€&lulas. La actividad de
MMPs y uPA fue también evaluada en tejido tumoral generado con ambas lineas
celulares. La muestras fueron homogeneizaaabuffer (50 mM Tris-HCI (Ph:8); 100
ug/ml NaCl; 1% Triton. Los jelos fueron procesadas dosces durante 10 segundos al
70% de la potencia de Ultra TurraX@d (Janke & Kunkel, IRA Labortechnik). El

contenido proteico fue determinaddravés del método de Bradford.

Ensayo de invasion in Vitro

Para el ensayo de invasién se utilizaron camaras de cultivo de c&halaswell
(Corning). Los filtros usados (8 um de pate membrana) fueron previamente adheridos
con 0,1% de gelatina en la zona inferyprcon una fina capa de membrana basal
reconstituida. (Matrigel, 250 ug/ml) sobre ¢ara superior de la camara. La camara
inferior contuvo fibronectinaelular humana (16 ug/ml) (Sigma) en 0.5 ml MEM, como
quimioatractante. 2 x P6élulas fueron sembradas en el compartimiento superior de la
camara y 24 h después las células en el compartimiento interior del filtro fueron
completamente removidas con la ayuda de un hisopo de algodén. Luego las membranas
removidas fueron fijadas en Carnoytefiidas con Hoescht 33258. Las células que han
pasando a través de los poros a la supeifibggior del filtro fueron consideradas como
invasoras y los nucleos de estas células gonertvadido el Matrigel son contados en un
campo de 400X bajo microscopio de fluaesscia (Eclipse E400, Nikon). Los datos se
expresan como numero de células pormanmabiendo contado al menos diez campos de

cada grupo.
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Determinacion de la actvidad enzimatica de CB

La actividad de CB (EC: 3.4.23.1) fue detarada en ambas lineaelulares MB49 y
MB49-1 y también en homogenatos de tumor de vejiga y subcutaneos utilizando un
método colorimétrico. Para el caso de lineas celulares? Sel@suspenden en 100 ul del
detergente no iénico Brij 0%/ para luego resuspenderlo launffer de activacion (88 mM
KHoPOy, 12 mM NaHPQ,, 1.33 mM EDTA Y 2.7 mM de cisteina, pH=6), el volumen
fue ajustado con agua hasta 1 ml. Luegtadacubacién de 15 min a 37 °C 30 nmol de
sustrato especifico de dicha enai (N-CBZ-Val-Lys-Lys-Arg-4-methoxy B-
naphtylamine) fue agregado para precedecabarlo durante 10 min a 37 °C. La reaccion
fue detenida por la adicion del reactivo déocgFast Garner + Acido Mersalil, Sigma St.
Louis) y se midio la absorcion a 520 nm. Para el caso donde se utiliz6 tejido tumoral, los
tumores frescos fueron resuspendidos en buffer (50 mM Tris-HCI (pH=8); 100 ug/ml
NaCl; 1% Triton), homogeneizados como secti®ié previamentegjustando a proteinas.

Se procedio de igual manera (quaga las lineas celulares.

Diferentes concentraciones de papainafipada (EC: 3.47.22.2) fueron usadas para la
confeccion de una curva estandar. El irddbiespecifico de CBZA074-Me (CA) fue

utilizado como control de especificidad.

Ensayo de angiogénesis

En los cortes tefiidos para CD31, marcadie células endoteles, luego de la

cuantificacion del nimero de vasos se praced tomar al menos 10 fotografias de
distintos campos provenientdse distintos ratones de @dno de los dos grupos. Estas
fotos se abrieron con el programa Image-Pus Bl, para medir el area total ocupada por
los vasos sanguineos estandarizando a urdideneestandar previamente fijada. Por

campo, por ejemplo 0,17 nfran un campo de 400X.
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Analisis del Cariotipo. Citogenética

Células creciendo en semiconfluencia fuetmatadas con 0,5 pg/ml colchicina (Life
Technologies Inc.) durante 2 horas a 37%€paradas con 0,25% de tripsina. Luego se
realizo el tratamiento hipot@o en 0,075 M de cloruro de psio durante 20 minutos a

37 °C y las células fueron fijas con acido acético glacial frio en proporcion 3:1. Las
metafases fueron analizadas usando éenita de Bandeo G [43]. EI numero de
cromosomas fue expresado como el nimmadal, el nimero de cromosomas mas
frecuentes encontrado después de analif2d metafases. Los cromosomas fueron
identificados en base a su patron de bande acuerdo al Comité de nomenclatura
estandar genética murina. (@mittee on Standardized Genetic Nomenclature for Mice,
1976).

Analisis estadistico

Todos los resultados son expresados comegdlia +/- SD. Los ensayos de viabilidad,
produccion de NO, actividad enzimatica, ism y gen reportero &on realizados al
menos por triplicado. Las diferencias sfgrativas fueron calculadas por ANOVA con
comparaciones de Bonferroni 6 prueba tdele Student. EI nimero de metastasis
pulmonares es expresado como medianag@ay la significania estadistica fue
calculada por la prueba de Mann-Whitnd.as diferencias entre proporciones fueron
evaluadas con la prueba de Chi-cuadradoardlisis de la expresion de PPARg en
pacientes fue analizado por Test Exacto dedfidil Graph Pad InStat statistical package
(version 3.01) fue usado para evaluar la significacion estadistica. Todos los experimentos

fueron repetidos entre dos 0 tkexes con resultados similares.
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Capitulo 1

Rol de PPARg en el cancer de vejiga

bajo tratamiento con BCG

Objetivos:

1. Estudiar los mecanismos ejercidqus BCG en células de CaV,

focalizandonos en el rol de PPARg

2. Analizar los mecanismos antitumorslde BCG in vivo, estudiando el

rol de PPARg y sus ligandos.
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1-Tratamiento: inmunoterapia con BCG.

El CaV ocupa en nuestro pais el octavo tweamortalidad por cancer en el hombre con
una tasa de 4,8 por 100.000/afio, mientrasequiaa mujer es de 0,9 por 100.000/afio. La
estrategia terapéutica es definataorde con el estadio dediafermedad y depende de si el
tumor es superficial o invade musculo.

La cirugia es la base del tratamiento medté. La reseccion endoscoépica transuretral
(RTU) es el principal tratamiento quirargiem la enfermedad superficial. Luego de la
RTU del carcinoma urotelial de alto grad@ inmunoterapia intravesical de una
suspension de bacilos Calmette — Guerin (B€&el tratamiento mas efectivo para la
profilaxis de la recurrencia y la progresion ldeenfermedad superficial a invasora Sin
embargo, en casos donde los pacientes presentan efectos adversos por administracion de
BCG se puede emplear quimioterapia endmas (mitomicina o doxorubicina) [13].

El tratamiento aceptado para el CaV gugade musculo estd representado por la
cistectomia radical y en unos pocos paiseségpi radiante. La cistectomia radical es el
estandar de oro, redituando la mayor sadeewara los pacientes con enfermedad
invasora [44]. En los ultimos 10 afos refinamientos técnicos en el campo de la derivacion
urinaria, empleando diferentes segmenties aparato digestivo, permiten una mejor
calidad de vida en la maria de los pacientes.

En la enfermedad localmente avanzada y eenfarmedad metastasica, la quimioterapia
sistémica, con Metotrexato, Vinblastina, rAgnicina y Cisplatino (M-VAC), puede dar
respuesta en aproximadamente la mitad de los pacientes.

En 1976, Morales et al, propuso inicialmenté&raiamiento con BCG intravesical para los
tumores superficiales de vejiga, como se rimericanteriormente [45]. En la actualidad, la
terapia con BCG intravesical se utiliza en etteoma in situ, cancer de vejiga Tay T1 de
alto grado como profilaxis para la recureny progresion del cancer de vejiga [46]. En
resumen, la administraciéon intravesical de BE&mas potente en la prevencion de la
recurrencia del tumor que cualquier quimiafga intravesical4{7]. Ademas del efecto
antitumoral directo se han propuesto vamescanismos inmunoldgicos asociados a esta
inmunoterapia. Aunque no podemos precisareleusncia de eventos en la cascada de

respuesta inmune que se produce tras entianto con BCG intravesical, la secuencia
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puede ser el siguiente: BCG se adhiere al lepitbeinario (normal y tumoral) a través de
la interaccion con léibronectina. [48,49]Ademas de la fibronectina, se ha sugerido que
los receptores tipo Toll (TLR) -2 y -4, presestelas células inmunes, median respuestas
inmunitarias inducidas por BCG [50]. Una \iaternalizada, BCG es procesada tanto por
células profesionales presesbsas de antigeno (APC) y poélulas uroteliales, lo que
resulta en la modulacién de la expresigenética [51]. Esta fase corresponde a la
liberacion temprana de citoquinas inflamatofiésl, IL-6 e IL-8 en el ser humano) que
pueden ser responsables de toerefectos adversos. Lagseda fase consiste en el
reconocimiento de antigenos bacterianos losr linfocitos CD4, las cuales liberan
principalmente IL-2 e IFN- (respuesta TH1). Las células tumorales expresan moléculas
del complejo mayor de histocompatibilidad Bexdo el proceso a una tercera fase donde se
amplifican las poblaciones de linfocitosAD8+ y gamma-delta, macrofagos y natural
killers. Todos estos tipos celulares libem@toquinas que regulata respuesta a BCG
induciendo muerte de células tumorales remanentes.

En un estudio en pacientes con cancer de veggaformo que después de la terapia con
BCG, varias citoquinas como GM-CSF, TNF-IL-1B, IL-8, IFN-y e IL-12 son
secretadas, siendo participes de la cascada espuesta inmune. Los autores de este
trabajo sugieren que losveles urinarios de TNE-podrian ser esenciales en la actividad
antitumoral después de la terapia con BCG [52].

Resultados previos de nuestro grupotddajo han demostrado que BCG induce la
expresion y actividad en catepsina Sdesajue CB es capaz de clivar caspasas
involucradas en el proceso apoptético, evalmmbrol de esta enzima en la muerte
celular inducida por BCG. Hemos obsatwagque BCG induce aptosis en células
tumorales de CaV humanas y murinas, dondebserva clivaje derocaspasa 9 y BID,
ambas moléculas claves en la uitrinseca de la apoptosiEste proceso de induccién de
muerte celular es bloqueado en presenci@A®75, un inhibidor espdfico de catepsina

B, sugiriendo que esta enzima esté involdaran la induccion dmuerte generada por
BCG [53].
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2- Macroéfagos

Los macrofagos tienen su origen en los monedi® sangre periféricallos migran a los
diferentes tejidos diferenciandoa macréfagos residente@nSatraidos al sitio del dafio
tisular mediante estimulos quimiotacticpsovocados por toxinas bacterianas o por
granulocitos neutréfilos. Lo macréfagos residenteseciben distintos nombres
dependiendo del tejido en el que se emttan. Asi se nombran como macréfagos
alveolares (pulmédn), esplénicos (bazo), itpeeales, gastrointésales, osteoclastos
(hueso), microglia (sistema nervioso), célutlesKupffer (higado) e histiocitos en tejido
conectivo. Los macrofagos tienen numerosagibnes y participan en la remodelacion
tisular, inflamacién, inmunidag trombosis. También pueden afectar el crecimiento y la
progresion tumoral. Gracias a su capacidagbdética llevan a cabo la eliminaciéon de
desechos celulares y ademas, son impasardgfectoras de la respuesta inmune
participando tanto en la respuesta inmunetacamo en la adaptativa. En la innata, los
macréfagos residentes proveen defensasediiatas contra paégenos y coordinan el
proceso de infiltracion lecocitaria. Contribuyen a regul el balance entre la
disponibilidad de antigeno y su remocioén fagocitosis, con la subsecuente degradacion
de células senescentes, apoptoéticas, micrgbpmssiblemente célulasoplasicas [54]. Su

rol es esencial para dirigel tipo de respuesta inmuraglaptativa. Colaboran con los
linfocitos T y B, tanto a nivel célula-célulapmo mediante la liberacion de citoquinas,
quimiomoquinas, enzimas, radicales reactivos y metabolitos derivados del &cido
araquidoénico [55]. Los estimulos inflamatariproducen el reclutamiento y activacién de
macrofagos. A estos Ultimos también se los denomina macrofagos “activados”, para
diferenciarlos de los no activados o “residentes” [56].

Estas células tienen una gran plasticidad ydpoecambiar su fisiologia en respuesta al
microambiente. Asi, se ha descripto quen@eréfagos pueden taneinciones pro o anti
tumorales. Segun las condiciones deldmeambiente pueden liberar citoquinas
inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-&, o anti-inflamatorias como TGF-beta e
IL-10 [54]. Los macréfagos productores d@éoquinas inflamatorias son capaces de
direccionar la respuesta hacia un perfil Th1 citotdxico contra las células tumorales. En los
altimos afios han aparecido trabajos mostoaque estas células son atraidas hacia el

tumor pero cuando llegan a €l son estimuladpslarizarse hacia unnfiede secrecion de
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citoquinas antiinflamatorias, entre las ates estd la IL-10 que tiene funciones
inmunosupresoras, lo cual estimular&relcimiento de los tumores [57].

Los macréfagos son también importanteslaélinvolucradas en las tres etapas del
proceso de reparacion de heridas: Inflamadiitelizacion y Remodelacion tisular. En

este proceso participan no solo logamdfagos si no también los fibroblastos.

3-Oxido nitrico en elcancer de vejiga.

El NO es producido en células de mamiferos por un grupo de enzimas denominadas NO
sintasas (NOS). Se conocen tres isofande las NOS, codificadas por tres genes
diferentes. La NOS neuronal (nNOS) fue iaimente descubierta en cerebro. La NOS
inducible (iINOS) se expresa principalmerdge células inmunes. La NOS endotelial
(eNOS) se expresa fundamentalmente eanelotelio vascular. lsaisoformas nNOS y
eNOS son dependientes de calcio y produzgas concentraciones 8, del orden de
nanomoles. La induccion de la expresion@®$ suele estar mediada por la presencia de
citoquinas inflamatorias o por la de proths bacterianos. Esta isoforma, genera un
incremento en los niveles de NO, deldem de micromoles [58]. La INOS puede
expresarse en varios tipos celulares de rfeaod como macrofagos, hepatocitos, células
endoteliales e inclusive, en células tumorales.

El NO tiene un rol controverdi&n la biologia tumoral, ygue hay evidencias de que
puede tanto inhibir, como estimular el crecimigede las células tumorales. Esta respuesta,
es dependiente del tipo tumoral, la @argenética, los niveles de NO y de la
susceptibilidad de las células blanco. Nuegiupo de trabajo ha reportado que el NO es
un factor de sobrevida para la linedutzg MB49, ya que observamos que solo el
tratamiento combinado de BCG mas L-NAMthiben el crecimiento tumoral iniciado el
tratamiento una vez que los tumores erangidéis. Ademas el NO liberado por las células
tumorales bajo tratamiento con BCG es capaz de lisar esplenocitos y macréfagos
peritoneales, sugiriendo ufancion inmunosupresora [59].

Como se menciond previamente, se ha ofaskr que las células del endotelio vesical
pueden producir NO luego del tratamiento &%G, lo que llevd a Ipostulacion de que
este radical estaria mediando la muerte ddastumorales [60]. Sin embargo, en trabajos
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previos de nuestro laboratorio se observoi@S no se expresa en la vejiga normal pero
si lo hace en el 50% de los pacientes coW,Gketectandose tanto en el tumor como en
tejido vesical sin tumor. Interesantementebservé que en el 80% de los pacientes con
CaV, cuyos tumores expresaban iNOS, priedem recurrencia dentro de los 12 meses
post-tratamiento. Por otro lado, solo el 20% los pacientes queo expresaban iINOS
recurrian en ese mismo tiempo. Estos resultadtisan que la expresion de esta enzima,
seria un factor de mal prondstico para gatds con CaV [61]. Posteriormente se ha
publicado, que pacientes cuyos tumores d@aexpresan iINOS son refractarios al
tratamiento con BCG, reforzando la idea de gulO favoreceria el crecimiento tumoral
o0 por lo menos se opondria a la inmunoterapia [62].

4-Rol del estroma en la biologia tumoral

Por muchos afios se ha dado importanciai@elatificacion de cambios moleculares como
determinantes de la carcinogénesis. Hata considerada como un complejo proceso
desarrollado en multiples pasos durante lesesula célula va acumulando alteraciones
genéticas que la llevan a su malignizaci&@stos modelos centrados en las células
tumorales y en el genoma han permitidakntificacion y caracterizacién de oncogenes y
genes supresores de tumor. Sin embargbasgrestado mucha menos atencion a que los
tumores son entidades complejas.

La progresion de un tumor depende de unodmlentre diferentes tipos de células que
forman el tumor y el tejido de soporte, denominado estroma [63], el cual incluye a la
matriz extracelular (MEC) y un componentelular. Este ultimo estd formado por
fibroblastos, células inmunes e inflamateriacélulas que forman los vasos sanguineos,
aungue hay que destacar que su constitucion varia considerablemente de tumor a tumor.
Dependiendo de caracteristicas intrinsed@ls modelo, el estroma puede tanto inhibir
como promover el crecimiento tumoral. Rgemplo, el estroma puede ser modificado por
las propias células tumorales y en conseciacpuede promover lgrogresion tumoral,
mientras que se ha estudiado que el agiegke fibroblastos normales puede inhibir el

crecimiento tumoral [64].
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4.1 Fibroblastos

Los fibroblastos son las principales células del tejido conectivo y se encuentran embebidos
en una matriz fibrilar que ellos mismos siidah. Dentro de las picipales funciones que
cumple los fibroblastos estan la deposicionMieC, la regulacién dé& diferenciacién del
epitelio, la regulacion de la inflamacién y de fwrocesos desencadenados en la reparacion
de heridas. Ellos sintetizavarios de los componentegie constituyen la MEC como
fibronectina y los colagenos de tipo I, #1V [65]. Contribuyen a la formacion de la
membrana basal mediante la secrecion de colageno IV y laminina. También son
importantes remodeladores de la MEC, ya lijoeran varios tiposle metaloproteinasas

que son capaces de degradar distintos componentes de la MEC para, de esta manera,
mantener su homeostasis [66]. Los fibroblagtadicipan en la homeostasis del epitelio
adyacente mediante la secrecién de factdessrecimiento y la beraccion directa entre
células epiteliales y mesenquimaticas. Ademas de este rol fisioldgico también, tienen un
rol prominente en la reparacion de heridaseBos casos, invadénlesion y generan una

MEC que sirve como andamiaje para ellos ysot&lulas que participam en el proceso de
cicatrizacion. Poseen especializaciones diglesqueleto que facilitan la contraccion y
cierre final de la herida6p]. Los fibroblastos aisladode una herida o de un tejido
fibrético se denominan fibroblass activados, ellos secretdtoa niveles de proteinas de

la MEC y poseen una tasa de proliferacioryonague fibroblastos aislados de un tejido
normal, se caracterizan pordapresion de actina de mustuiso alfa (SMA-alfa) [67].

Una vez que la herida es reparada, los filagtbk disminuyen su actividad y recuperan su
fenotipo normal. En algunos casos patolégicomo las fibrosis crénicas o aun en el
microambiente tumoral, los fibroblastggermanecen “activados”, sugiriendo que la
activacion constante de estatutas podria conferirles propiades pro tumorales [65].

El FGF-2 fue originalmente identificado mo un factor de crecimiento basico que
estimulaba la proliferacion de la linea celudarfibroblastos NIH-3T3. En un contexto de
cicatrizacion de una herida, factores deecimiento como, el FGF-2 y TGF-beta
secretados por MAC estimulan a los fibroblastos los cuales, como se dijo anteriormente
son responsables de la sintesis, deposigio@modelacion tisulaf68]. Ademas, varios
estudios han demostrado que el FGF-2 curnpleol importante erl tejido fibroético,
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donde es incrementado en la fase aguda #lerida, jugando un rol en la formacion del
tejido de granulacion, epitelizacién y remodelacion tisular [69].

4.2 Efectos de BCG y NGobre el estroma tumoral

En nuestro laboratorio hemos realizad@eximentos en un modelo de CaV murino
tendientes a entender por que la expresioiN@sS y en consecuencia, la produccion de
NO, podria favorecer el crecimiento tumoralponerse al tratamiemton BCG. Nuestros
resultados han demostrado que células dé@arinas MB49, tratadais vitro con BCG,
producen NO, el cual induce citotoxicidabre células del sistema inmunitario, y
funciona como un factor de sobreviva peéulas MB49 [59]. Mediante ensayos in vivo
demostramos que tanto BCG como L-NAMihhibidor de las NOS) inhiben el
crecimiento de tumores subcutaneos gealwyacon la linea MB49. Esta inhibicion es
potenciada por el tratamiento combinade BCG + L-NAME. Mediante analisis
histologicos observamos que la inhibicion delctimiento tumoral in vivo, generada por el
tratamiento con BCG, como asi también mrde L-NAME, esta asociada a una
acumulacion de matriz extracelular rodeando al tumor. Este depdsito de matriz es
significativamente mayor en tumores tratados BCG + L-NAME, donde se observa que
las pocas células tumorales remanentes quedaades por fibras caénas [59] (Fig 5).
Estos resultados sugieren que la terapia cdCG + L-NAME pondria en marcha
mecanismos similares a los que ocurren duranpeoceso de cicatrizacion, en los cuales
existe una colaboracion activa entre maagok y fibroblastos. En base a estos
antecedentes nos resultd interesante estudgamecanismos de remodelacion tisular

asociados a BCG.
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Figura 5. Coloracion tricromica de Masson en cortes histolégicos de tumores de
vejiga MB49 que crecen en el subcutaneo datones singenésicos C57BL/6. El color
celeste indica depdsito de colageno. Cookt el tumor crece invadiendo la grasa,
BCG: crecimiento mas controlado, no hay invasion muscular y se ve deposito de
colageno rodeando al tumor, L-NAME: mayor depoésito de colageno rodeando al
tumor y aun dentro de la masa tumoral y BCG+L-NAME: la estructura de la piel
esta conservada y la fibrosis ha reemplazacdal tumor, se observan zonas donde unas

pocas ceélulas tumorales estan rodeadas de colageno.
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PARTE | -Mecanismos de accion de BCG in vitro-

BCG es el mejor tratamiento conocido parédagwecurrencia y progresion del cancer de
vejiga superficial de alto grado histologiean situ [70] aplicandose sin modificaciones
desde hace ya mas de 30 afios.

Es bien conocido que BCG & una rapida respuesta wmne local, sin embargo el
mecanismo de accion completo no ha sido@mpletamente esclarecido. El objetivo de
este trabajo es analizar parte de ésteanismo de accion evaluando un aspecto menos
conocido, el efecto directo de BCG sobreédtula tumoral. Ha sido demostrado que BCG
induce la muerte y el arrestol déclo celular de células tumales de vejiga [71], pero es
escasa la literatura sobre el rol de PPAdgesta patologia. Ademas no hay reportes

publicados sobre el rol de PPARg en elamaiento del CaV bajo tratamiento con BCG.

BCG induce la expresion de PPARg enelulas de cancer de vejiga.

Para comenzar este trabajo evaluamos eneprugar si BCG modaba la expresion de
PPARg en células de CaV murinas. Luegotddghmiento de la linea celular MB49 con 2
mg/ml de BCG durante diferentes tiempos obseios a través de la técnica de western
blot que se indujo la expiiés de PPARg luego de 24h (Fd\). Por inmunofluorescencia
también observamos que BCG es capaz imducir la expresion principalmente
citoplasmatica de PPARg en estas célulastrandose en este caso a 48h de tratamiento.
Cuando se lleva a cabo el tratamiento oty de BCG y de 15-d-PGJ2, ligando de
PPARg observamos que la marcacion es taittplasmatica como nuclear, sugiriendo

que la presencia de su ligando indleceanslocacion al nucleo (Fig 6B).
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FIGURA 6: BCG induce la expresion de PPAR. A. Western blot de lisados totales
de células MB49 bajo tratamiento con 2 mignl de BCG a diferentes tiempos. Beta-
actina fue utilizada como control de caga. B. Inmunofluorescencia para PPARg en
células de la linea MB49 bajo tratamientale 2 mg/ml de BCG y 10 pM de 15-d-PGJ2
durante 48h. Las células fueron extensamente lavadas y procesadas para IF. Las
imagenes corresponden a tincién con FITC @rde), DAPI (azul) y a la superposicion

digital de ambos. Aumento de 100X.
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FIGURA 7: BADGE revierte la inhibicion del crecimiento inducida por BCG.
Monocapas subconfluentes de las lineas celulares T24 y MB49 fueron tratadas por 48
h con BCG (2 mg/ml) con o sin BADGE (40 uM) La viabilidad celular fue evaluada
por MTS y referida como porcentaje respecto del control. a: p<0,001 versus sin

tratamiento; b: p<0,01 versus BCG sola.
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BADGE, antagonista de PPARg reviere la inhibicion de la viabilidad
inducida por BCG

Por resultados previos de nuestro laboratsabiamos que BCG induce la inhibicion del
crecimiento de células de CaV a través dackavacion de un proceso apoptotico [53]. En
este trabajo nosotros obsenasmque dicha inhibicion de lproliferacién es revertida
cuando las células de cancer de vejigaotanurinas (MB49) como humanas (T24) son
coadministradas con BADGE (40 uM), wmtagonista especifico de PPARg. Este
resultado sugiere que parte del mecanismaaten antitumoral de BCG es mediado por
PPARg enddgeno (Fig 7).

Ligandos de PPARg potencian el efectmhibitorio de BCG en células de
CaVv

El ligando natural de PPARg, la 15-d-PGJ2, inder) ambas lineas celulares la inhibicion
de la viabilidad a partir dena dosis de 0,1 uM en el cadlas células humanas, T24,y a
partir de una concentracion de 1 uM etin@a murina, MB49 (Fig 8) en presencia de 2
mg/ml de BCG, durante 48 h. En todas dascentraciones dondetedigando tuvo su
efecto inhibidor, se observé una reversiomcigh de la inhibiobn cuando las células
fueron expuestas a un antagonista especifc®PARg, BADGE, en una concentracion
constante de 40 uM. En el caso de RO, ettefinhibitorio de la proliferacion se observo
para concentraciones mas altas. En este tzasbién se observo un efecto antagonico en
presencia de BADGE. Es importante menar que en ausencia de BCG el efecto
citotoxico a los ligandos de PPARg es ntgjo. Estos resultados sugieren que BCG
induce la expresion de PPARgque los ligandos llevan a la inhibicién del crecimiento

celular por un mecanismo, en parte, PPARg dependiente.
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FIGURA 8. Ligandos de PPARg potencia el efecto de BCG. Monocapas
subconfluentes de las lineas de céer de vejiga murino, MB49, y humano, T24,
fueron incubadas por 48 h en presencia de BCG (2 mg/ml) con distintas
concentraciones de RO ¢ 15-d-PG-J2 errgsencia y ausencia de BADGE 40 puM. La
viabilidad fue evaluada por MTS, y refefida como un porcentaje del control. a:
p<0,05 versus CRL; b: p<0,05 versus laespectiva dosis sin BADGE. c: p<0,001

versus CRL
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BCG induce la actividad transcripcional de PPARg.

Dado que observamos que el tratamiento de células MB49 con BCG induce la expresién
de PPARg a partir de las 24 herde tratamiento y que lbgandos de PPARg potencian

la inhibicién del crecimiento inducido por BCG, efecto bloqueado parcialmente por el
tratamiento de BADGE, decidimos evaluar detividad transcripcional a través de un
ensayo donde se utiliza un plasmido corsdguencia correspondie a elementos de
respuesta a PPARg rio arriba del genludgferasa. Pudimos observar que tanto BCG
como el ligando natural de PPARg, la 15-dJRGinducen la activatl de PPARg y que
ademas el tratamiento combinado de BCG5yd-PGJ2 la potencian. El hecho de que
BCG induzca la actividad transcripcional BBARg sugiere que podria estar utilizando el
ligando natural endégeno o bien que se lleva a cabo un mecanismo independiente de
ligando. De la misma manera, sugerimos qui@daccion de la actividad transcripcional
dada por 15-d-PGJ2 estaria usando el PPARg enddgeno.

Estos resultados demostrarian que BCG indaocexpresion de PPAR que éste seria
translocado al nucleo por efeaie BCG y de 15-d-PGJ2, potenciado por el tratamiento
conjunto, y que PPAR(g esta actitranscripcionalmente llevandolas células a la muerte
celular (Fig 9).
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FIGURA 9: BCG induce la actividad transcripcional de PPARg. Monocapas
subconfluentes de las linea celular MB4freviamente transfectadas con un plasmido
PPARg/luciferasa y un plasmido de Renillafueron tratadas por 24 h con BCG (2
mg/ml) con o sin 15-d-PGJ2 (10 uM). Laactividad se expresa como unidades de
luminosidad de luciferasa relativizadas a la de Renilla y luego referidas como veces
del CRL. a: p<0,001, b: p<0.0001 versus sin tratamiento; c: p<0,0001 versus BCG 0
15-d-PGJ2 sola.

BCG induce la activacion del fator de transcripcion NF-kB

Una de las vias de sefalizacion mas estudiadas, tanto en células tumorales como
inmunoldgicas es la de NF-kB. K&lo descripto el rol de éstactor en células de cancer
de vejiga humanas bajo tratamiento con BCGidea de esta parte es analizar la funcién
de NF-kB en células tumorales murinagobal tratamiento con BCG y ligandos de
PPARg. La linea celular MB49 fue tratada ®&@G (2 mg/ml) a distintos tiempos para
luego realizar los homogenatos separanddréasiones citoplasmatcy nuclear. En la
figura 10A se muestra que BCG induce la ddgcion de la subunidad alfa del inhibidor
de NF-kB a partir de los 30 min de traianto. También a partir de ese momento se
observa que el factor NF-kB comienza a tracaise al nucleo (Fig 10B). Las células
MB49 fueron previamente transfectadas aom pldsmido que tiene la secuencia del
elemento respondedor a NF-kB rio arriba del detta luciferasa, conjuntamente con el de
Renilla, para usar como control de transfeccion, y luego fueron tratada® con BCG

2 mg/ml a diferentes tiempos ( 1, 2, 3, byhoras). Las células fueron lisadas para
cuantificar la luminiscencia. Nuestros resttis muestran que BCG induce la actividad de
NF-kB a las tres horas de tratamiento (Fig Ll@Iiando las células son tratadas en forma
conjunta con BCG y 15-d-PGJ{2 uM) observamos que kegradacion del inhibidor
dada por el tratamiento de B&Bla no se lleva a cabodinando que la 15-d-PGJ-2 es

capaz de inhibir la activacide la via de NF-kB inducida por BCG en este sistema.
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FIGURA 10: BCG induce la actividad transaipcional de NF-kB. A. WB para ikB-
alfa en fraccion citoplamatica de célula MB49 bajo tratamiento con BCG (2 mg/ml).

B. NF-Kb en extractos nucleares. C. Monogzas subconfluentes de las linea celular
MB49 previamente transfectadas con un plasido NF-kB/luciferasa y un plasmido

de Renilla fueron tratadas a distintos tiempos con BCG (2 mg/ml). La actividad se
expresa como unidades de luminosidad de luciferasa relativizadas a las de Renilla 'y
luego referidas como veces del CRL. a: p<0,001. D. WB para ikB-alfa de fraccion
citoplasmatica de MB49 tratadas con BCG y 15-d-PGJ2 (10 puM).

BCG induce la expresion de iINO®n la linea celular MB49.

Dado que PPARg es regulador negativo la@enflamacion y regula la expresién de
enzimas como la iNOS, sumado al hecho de ejugO es un factor de sobrevida en la
linea MB49, decidimos evaluar si BCG es capamddular la expresion de iNOS en éstas
células. A través dia técnica de WB pudimos obsengure BCG induce la expresion de
esta enzima 8 horas después dehimi¢nto de BCG 2 mg/ml (Fig 11).

64



120 kDa —— —— — — = Exiractos totales

B-ACNE e s w— — — —

BCG (2 mg/ml) 0 3 4 6 8 10
Tiempo (horas)

FIGURA 11. BCG induce la expresién de iINOS. Monocapas subconfluentes de las
lineas de cancer de vejiga murino, MB49, fueron tratadas con BCG (2 mg/ml) a

distintos tiempos y lisadas para posterior analisis por WB.

Los ligandos de PPARg inhiben la ppduccién de oxidonitrico inducido
por BCG

En primera instancia evaluamos si se observaba un aumento en la produccion del NO
luego del aumento de la expresion de iINEDSVIB49 bajo tratamiento con BCG. La Fig 4
muestra que BCG (2 mg/ml) induce laoguccion de NO en un 30% en la linea T24,
mientras que la induce aproximadamenteuer60 % en la linea keéar murina, MB49
(Fig 12).

Para evaluar si la actividad de PPARwdula la produccion de NO evaluamos la
funcionalidad de los ligandos del receptoraembas lineas celulares bajo tratamiento con
BCG. Pudimos observar que en presencia de &rigando natural, aoo el sintético de
PPARg, la produccién de NO incida por BCG es inhibidaEste efecto se observa
partiendo de concentracionds 0,1 pM. Cuando el antagonista de PPARg, BADGE, es
agregado, éste no modifica el efectoesidado para los ligandos de PPARg.

Este resultado sumado al hecho de que la R&dR inhibe la inducén de la produccién

de NO ejercida por BCG, al mismo tiempo gokilbe la activacion de la via de NF-kB,

sugieren que la inhibiéh de la produccion de N@hducida por BCG es PPARg
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independiente y que se da a través denltabicion de la via de NF-kB (factor de

trascripcion que regula Expresion de iINOS).
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FIGURA 12. Monocapas subconfluentes déas lineas de cancer de vejiga murino,

MB49, y humano, T24, fueron incubadas por 48 h en presencia de BCG (2 mg/ml)

con distintas concentraciones de RO 6 1546-J2. La produccion de nitrito en el

sobrenadante de ambas lineas celulares fe®aluada a través de la técnica de Griess

y referida como porcentaje del grupo contrd a: p<0,05 versus sin tratamiento; b:
p<0,01 versus sin RO ni 15-d-PGJ2 con BCG;: p<0,001 versus sin tratamiento; d:
p< 0,001 versus sin RO ni 15-d-PGJ2 con BCG

66




PARTE Il -Mecanismos deaccion de BCG in vivo-

Dado que BCG induce la expresion de PPARgélulas de CaV murinas e induce su
actividad transcripcional llevandolas a la bibion del crecimiento, decidimos evaluar el

rol de PPARg y sus ligandos in vivo.

BCG inhibe el crecimiento tumoral mientras que la administracion de
RO se opone a dicho efecto en ratones singeneicos.

Para evaluar el efecto de BCG y de Ri@ vivo, se generaron tumores subcutaneos
utilizando las células MB49 ematones singeneicos C57BI/J6. R@ administrada en el

agua de la bebida desde el comienzo gpéemento en una dosike 8 mg/Kg/ratdén/dia.

La BCG se inoculd intratumoralmente dos veces por semana, en una dosis de 2 mg/ml por
inoculacion. La figura 13 muestra que laragistracion RO no modificd el crecimiento
tumoral con respecto al grupo control mientyas BCG muestra un efecto inhibitorio del
crecimiento tumoral. Ademas se observa quer&®aerte el efectonhibitorio de BCG, ya

que el grupo que recibié el tratamientantmnado presenta un tamafio tumoral mayor

comparado con aquel que recibié BCG sola.
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FIGURA 13: Inoculacién 5 x 10 células MB49 en el flanco de ratones C57BI/J6. La
BCG se inocula dos veces por semana. ROr(f)/kg raton) se suministra por via oral.
Se evalia el crecimiento tumoral midiendo dos diametros perpendiculares
calculando la media geométrica (Dxtf’, donde D es el didmetro mayor y d en menor).
Se grafica el crecimiento tumoral promedio+/-DS. El experimento se repitié tres
veces con resultados similares. a: p<0.01 vs CRL, b: p<0.05 vs grupo tratado con

BCG. Test exacto de Fisher, ANGA con comparaciones de Bonferroni.

BCG induce PPARg in vivo

La inoculacion de células MB® en flanco de ratones simgigcos C57BL/J6 origina un

tumor solido con area hemorragica en su interior. Observamos que unas pocas células
tumorales presentan una débil expresion. éPaontrario las células mononucleares que
infiltran el tumor son fuertemente positivas para el receptor.

Al igual que lo observado in vitro la BC@duce la expresiéon de PPARg en las células

tumorales. La administracion de RO no nficdi esta expresion (dato no mostrado).

Control

Con BCG
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Figura 14. BCG induce PPARg en los tumores MB4%or inmunohistoquimica se

observa que tumores generados por la limecelular MB49, las c&las tumorales son

negativas para PPARg, mientras que el filtrado de células mononucleares es
PPARg positivo. Los tumores inocuddos con MB49 que recibieron BCG
intratumoralmente muestran areas de expesion positiva para PPARg. Ay B, CRL;

CyD, BCG.

BADGE revierte el efecto inhbitorio de BCG in vivo.

Para evaluar la funcionalidad de PPARg en tumores MB49, evaluamos su crecimiento
bajo tratamiento con BCG y BADGE, tagonista especifico de PPARg. Ambos
tratamientos fueron administrados intratuatorente, la BCG en una concentracion de 2
mg/ml, y el BADGE, 40 pM. Observamos qBCG inhibi6é el cecimiento tumoral
aumentando el tiempo de latencia, disminuyendmsientaje de animales con tumor y la
velocidad de crecimiento (Tabla I). Esta lmhion fue parcialmente revertida por BADGE

gue disminuye a la mitad el tiempo de latencia, aumenta el nimero de animales que
desarrollan tumor y la velocidad de crecimee Estos resultadosumados al hecho de

que BCG induce la expresion de PPARg patepde las células tumorales, nos lleva a
hipotetizar que BCG lleva a cabo su mecanismo de acciéon antitumoral, involucrando

parcialmente a PPARg.
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Tiempo de % de tomas | % de tomas al| Velocidad de
latencia al dia 9 dia 30 crecimiento
(dias) (mm/dia)
CRL 10 5/9 (55) 9/9 (100) 2,8 +/- 0,58
BCG 23 0/9 (0)® 5/9 (55)a | 0,65 +/- 0,41
BADGE 16 10/10 (100) 10/10 (100) 2,18 +/- 0,94
BCG+BADGE 12 419 (44)° 9/9 (100)b | 1,62+/-0,79

Tabla I. Inoculacion 5 x 16 células MB49 en el flanco deatones C57BL. La BCG se
inocula dos veces por semana comenzando 24tost indculo de las células tumorales.
Se evalua el crecimiento tumoral midiendo dos diametros perpendiculares
calculando la media geométrica (Dxt, donde D es el diametro mayor y d en menor).
El crecimiento tumoral se informa como vecidad de crecimiento promedio +/-DS.
Se calcula el tiempo de latencia como aquen el cual el 50 % de los animales
desarrollen tumor, y al % de tomas comecel nimero de ratones con tumor al dia
indicado. El experimento se repitié tresveces con resultados similares. a, p<0.05,
test exacto de Fisher vs CRL, b, vs BG. ¢, p<0.01 ANOVA con comparaciones de

Bonferroni vs CRL.

Rol de los macréfagos en arecimiento del tumor MB49

Los macrofagos son células con granacigad fagocitica que presentan una gran
capacidad microbiostatica y microbicida, dizla tanto por mecanismos oxigeno
dependientes como indepeeulies y tienen la capacidade actuar como células

presentadoras de antigeno profesionalesgess, presentarles péptidos antigénicos a
linfocitos T, a través de las moléculas deelag Il del CMH. Estas células en respuesta a
PAPM (patrones de reconocimiento molecutagitoquinas producasb por ellos mismos,

0 por otros tipos celulares, secretan un amggipectro de citoquinas y/o moléculas entre
las que se encuentra el NO. Este faatsr uno de los principales mecanismos de

citotoxicidad que utilizan tantos macréfagos como los nedilds, hacia tanto bacterias,
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protozoos, helmintos y células tumoral&s.interferon gamma y el LPS son los mas
potentes activadores del gen d&N®S en macréfagos murinos.

Por IHQ observamos que los tumores MB48 sfiltrados por células mononucleares, y
que estas son positivas paRPARg, entonces nos propusimos evaluar el rol de
macrofagos en este modelo de estudios [oopusimos evaluar distintos parametros
relacionados con la funcion éste tipo celular. Para llevarcabo estas mediciones, luego
de dos semanas de portacion tumoral, l@ergfagos peritonealdsieron obtenidos de
cada grupo experimental, cuantificados ygpkados a igual numero de células.

Hemos observado que de los ratones cambieron BCG intratumoral la obtencién
promedio de macréfagos es aproximadamehtveces mayor que los otros grupos. Al
realizar un ensayo de actividad tai®dlica, observamos que BCG induce
aproximadamente el doble de actividad mdiahdque el control. Cuando se analizé la
produccion de nitrito, pudimos observar qus MAC provenientes de ratones tratados
con BCG producen alrededor de 6 veces masetjgentrol. También se observo que la
RO tuvo un efecto inhibitorio, yque la produccion de nitoitfue reducida a la mitad. El
indice fagocitico fue disminuido por RO ya sea solo o en combinacién con BCG,
comparado con el grupo CRL y BCG respeutiente. La actividad de MMP-9, necesaria
para la migracion de los macréfagos seaumentada en un 50 % por el tratamiento con
BCG comparado con el CRL, mientas que R€niluye dicho estimulo (Tabla Il). Todos
estos parametros que se ven exacerbados BCG y que al mismo tiempo se ven
revertidos en presencia deajdindo sintético de PPARg, nosvikea pensar que parte de la
respuesta inmune necesaria para que el efecto inhibitorio de BCG sobre el crecimiento

tumoral tenga lugar, estéendo bloqueado por RO.

Numero de | Viabilidad Niveles de NO | Indice fagocitico Actividad de
MAC MTS (492nm) | nitrito nmol/16 ndmero de MMP-9
peritoneales cell BCG/MAC UA/106cel/24h
10P/ratén
Control 1,1+/-0,2 0,22+/+0,02 5+/-0,04 12+/-3 50 +/-2
BCG 2,8+/-0,3 0,49+/-0,05' 31+/-0,3% 11+/-3 7,75 +/- 2
BCG+RO 1,5+/-0,2 0,30+/-0,03 17,6+/-0,1° 4+/-2° 3,35 +/- I
RO 1+/-0,2 0,28+/-0,02 5+/-0,05 3+£3 4,3 +/-2
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TABLA II. 1x10°® macréfagos extraidos de peritoneo de los cuatro grupos
experimentales de dos semanas de portaciéon, fueron sembrados por pocillo en placa
de 96. Luego de 24 h de incubacion se daiv la produccién de nitrito en el
sobrenadante utilizando el reactivo de Griess (540 nm) y la actividad metabdlica
utilizando MTS. (492nm). ANOVA contrastesBonferroni. (a: p<0.01 crl vs BCG. b:
p<0.05 BCG VS BCG+RO. C: p<0.05 RO vs CRL)Cuando se evaluo la actividad de
MMP-9 las células se mantuvieron 24 h masn ausencia de SFB, y luego de la
recoleccion del medio condicionado se realiztna zimografia. El indice fagocitico fue
evaluado contando el nimero de bacilos en glterios de los MAC luego de la tincion

de Zielh Neelsen especifica parnsl ycobacterium tuberculosis.

RO inhibe la actividad transcripcional de NF-kB y la fagocitosis en una
linea de macrofagos murinos.

Es sabido que la principal via de sefali@acque activan las Micobacterias en los
macrofagos es la de NF-kB. Para evaluafetto de RO en los macrofagos, evaluamos la
actividad transcripcional de NF-kB en direea de macrofagos murinos, RAW 264.7, bajo
tratamiento con 1 mg/ml de BCG y de 10 (el RO. Observamague la infeccién con
BCG induce la activacion de NF-kB y que tedtamiento combinado de BCG y RO
revierte este efecto.

La capacidad fagocitica se evalodntando el nimero bacterias el citoplasma de los
macrofagos (como se realizé en los magoésaperitoneales) y dkevd a cabo un ensayo
en donde los macréfagos fueroffeittados con BCG, 1 mg/ml (24 GFU/ml) tratados o

no con RO 10 uM durante 24 h, y luego lisados con saponina al 5%. Los lisados fueron
sembrados en medio sélido especifico parredimiento de BCG, creciendo asi solo las
bacterias viables luego de la lisis. Obserwamue el tratamiento con RO disminuye el
namero de CFU obtenidas con respecto akro indicando entonces que la capacidad
fagocitica de BCG de estos macréfagos esta disminuida por el agonista de PPARg.
Estos resultados son acordes a los ensayservados en macrofagos peritoneales

derivados de ratones portadores de tumor, déagldistintas funciorsecaracteristicas de
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NF-kBLUC/Renilla

veces del CRL

macrofagos activados en procesos inflamass@ve inhibida pda activacion de PPARg

(Fig 14).
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FIGURA 14: RO inhibe la adividad transcripcional de NF-kB y la fagocitosis en
macréfagos.A. Monocapas subconfluentes de las linea celular de macréfagos RAW
264.7 previamente transfectadas con un plasmideF-kB/luciferasa y un plasmido de
Renilla fueron tratadas por 24 h con BCG(2 mg/ml) con o sin RO (10 uM). La
actividad se expresa como unidades de lunusidad de luciferasa relativizadas a las
de Renilla y luego referidas como vecegel CRL. a: p<0,001, versus sin tratamiento;
b: p<0,01 versus BCG solaB. 3x1F células RAW 264.7 fueron tratadas durante 24 h
con RO 10 pM. Luego de 1 h de incubacién con BCG 1 mg/ml (2X10FC) fueron
lavados 2 veces con PBS y lisados con saponina al 5 %. Diluciones seriadas fueron
sembradas en medio sélido Lowestein Jensgnlas colonias se antifican luego de
30 dias, se informa como unidades formadas de colonias por ml (UFC/ml), a:

p=0.0208 test de Student . C. Tincion de ZielNeelsen, especifica para Micobacterias.

BCG no genera efecto sobre el crecimnto tumoral en ratones atimicos

Para evaluar el efecto de BCG y de Réh ratones inmunodefamtes, se generaron
tumores subcutaneos utilizando las @dulMB49 en ratones atimicos. RO fue
administrada en el agua debabida desde el comienzo @égperimento en una dosis de 8
mg/Kg/raton/dia. La BCG se inoculd inwatoralmente dos veces por semana, en una
dosis de 2 mg/ml por inocul@n. La figura 15 muestra qu& administraciéon de BCG no

generod ningun efecto sobre el crecimiento tuinoma respecto al grupo control. Si bien

los ratones atimicos cuentan con @HulNK y sistema monocito/macréfago, son
deficientes en linfocitos T. El hecho de @G no tenga efecto en este sistema corrobora

lo observado en otros modelos, los linfocitos T son esenciales para una adecuada respuesta

antitumoral de BCG en ratones con CaV (Fig 15).
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FIGURA 15: Inoculacién 5 x 10 células MB49 en el flanco de ratones atimicos. La
BCG se inocula dos veces por semana. ROr{®)/kg ratén) se suministra por via oral.
Se evalia el crecimiento tumoral midiendo dos diametros perpendiculares
calculando la media geométrica (Dxt?, donde D es el diametro mayor y d en menor).
Se grafica el crecimiento tumoral promediot/-DS. El experimento se repitid dos

veces con resultados similares.
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Rol de los fibroblastos en etrecimiento del tumor MB49

Resultados previos de nuestro grupo de teablajnuestran que BCG, ademas de inhibir el
crecimiento tumoral, induce el depésito derds colagenos en tumores generados con la
linea celular MB49. Basados en este antededeas propusimos estudiar si BCG era
capaz de modular la proliferaci de fibroblastos in vitro, @luar también en los tumores
otras moléculas, como la alfa-SMA yEGF-2, ambos relacionados con la activacion y
diferenciacion de fibroblastos. Como RO et el efecto antitumoral de BCG in vivo

analizamos las variables antes menciogdidgo tratamiento de ligandos de PPARg.

BCG induce la proliferacion de fibroblastos mientras que RO se opone a
dicho efecto.

Para evaluar el efecto de BCG en el estooomenzamos evaluando su rol en una linea
celular de fibroblastos munos, los NIH-3T3. Observamapie el tratamiento con BCG
indujo la proliferacion de filmblastos en un 35-40 % con respeait control a partir de 0,5
mg/ml manteniéndose hasta 2 mg/ml en unrviale de tiempo de 24h (Fig 16 A). Este
resultado apoya la hipétesis de que BCG estémulando a los fibroblastos cuando se la
inocula intratumoralmente, dando comosukado el depdsito de fibras colagenas
observado por coloracion Tricromica dasson en resultados anteriores.

Como el tratamiento combinado de RO mas B€®@erte el tamafio tumoral ejercido por
BCG sola, evaluamos el efecto de los ridas de PPARg sobresldibroblastos bajo
tratamiento con BCG. Usando una concenfragionstante de BCG de 1 mg/ml y un
barrido de concentracion de los ligandoPtRARg, pudimos observar que la 15-d-PGJ2,
inhibe no solo la viabilidade los fibroblastos sino también la induccion de la viabilidad
ejercida por BCG, a partir de la concentbactde 12,5 uM (Fig 16 B). En el caso de la
RO, el ligando sintético, obtuvimaesultados similares, vien@osl efecto de inhibicion
de la viabilidad a partir de concentracién de 50 pM.

76



Tan -
170 =
100 =
BO -
By
40 =
20 -

MTS (% del CRL)}

BCG Imm’ml‘i
B

15-d-PGJ-2 en 3T3 24 h msin BCG RO en3T324 h mOsin BCG

Econ BCG mcon BCG
1601 A 160
140 140
E 120 B2 izo
Qoo 2 1o
8 ac S a0
= s £ eo
E 40 E 40
= 4 = g
a 4]

199 125
ulvl

FIGURA 16: (A) Monocapas subconfluentesde la linea celular NIH-3T3 fueron
tratadas por 24 h con distinas concentraciones de BCG. (B) Tratamiento de RO 0
15-d-PG-J2 con o sin BCG (1 mg/ml). La abilidad celular fue evaluada por MTS y
referida como porcentaje respecto del control. a: p<0,01; b: p<0,001 versus sin
tratamiento; c: p<0,01 y d: p<0,001 versuta correspondiente dosis sin BCG.

BCG induce la expresion de molédas asociadas a la reparacion de
tejidos y RO se opone a dicho efecto.

La expresion de alfa-SMA, una proteina asieia filamentos intermedios se encuentra en
miofibroblastos, y ha sido establecida commomarcador de diferenciacion de fibroblastos
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a miofibroblastos, asociada a la migraciérideblastos en procesos fisiolégicos como la
reparacion de heridas.

Por otro lado ha sido descripto que F&BFes uno de los principales factores de
crecimiento involucrado en la proliferaciénfit@oblastos. Ademas, se ha demostrado que
FGF-2 es capaz de inhibir la apoptosisfiémoblastos NIH-3T3tratados con drogas
quimioterapéuticas [72]. Es por esto que hefisamos que FGF-2 podria ser otro factor
involucrado en la fibrosisnducida por BCG. Entoncesios propusimos analizar la
expresion de alfa-SMA, de colageno y FGEE@no indicadores de actividad fibroblastica
en cortes histoldégicos de tumores obtenidesratones de los grupos experimentales
(CRL, BCG, RO, BCG+RO).

BCG indujo el depdsito de fias colagenas, analizado gorcion tricromica de Masson
(Fig 17 A), y la expresion de FGF-2 y déaaBMA (Fig 17 B y C respectivamente) con
respecto al tumor control observada por IHEStos resultados indican que BCG induce el
depdsito de fibras colagenas, expresim FGF-2 y alfa-SMA, sugiriendo que los
fibroblastos, macréfagos u otro compoteedel tumor estaesmdo activado por BCG.
Cuando los tumores provenian de ratoneadad con BCG y RO todos éstos parametros
se vieron disminuidos, indicando que ekatd generado por BCG es revertido en
presencia de RO. El hecho de que BCG ejerzefecto inhibitorio en la proliferacion de
las células tumorales y que al mismonp® tenga un efect@stimulatorio sobre
fibroblastos sugieren que el efecto antitumoraB@&s in vivo estaria dado por la suma de
varios componentes. BCG inhibiria la preféicion de la célula nooral, activando el
sistema inmunologico y ademaactivando fibroblastos #emales, que serian los
responsables del depésito de fibras coldgaiservado en tumores tratados con BCG.
Siguiendo con la misma hipétesis, los ligandesPPARg, particularmente la RO, ademas
de inhibir las funciones macrofagicas necesapara la respuesta antitumoral de BCG,
estaria inhibiendo la actividafibroblastica responsable dea remodelacion tisular
inducida por BCG.
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Expresion de FGF-2 en tumores MB49




Figura 17. Tincion tricromica de Masson (A inmunohistoquimica para FGF-2 (B),

para alfa-SMA (C). La barra en la imagen corresponde a 100 pm.
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Discusion capitulo |

La terapia intravesical con BCG es el mejatamiento para evitar recurrencias del cancer

de vejiga que no llega a invadejido muscular. Shelly et 73], han descripto en un
metanalisis, que el uso de BCG como adywatdspués de la resson transuretral
reduce el riesgo de recurrencia a 12 rmese un 67% comparado con la reseccion
transuretral sola. Sin emlgar algunos efectos no deseados fueron observados luego de la
administracion de BCG. El exacto mecanismo de accion BCG no es del todo conocido,
pero parece evocar efectos tadirectos sobre la célula tunady como efectos indirectos
mediados por el sistema inmunoldgico, gando una respuesta aspecifica local.

En nuestro laboratorio estudiamos mecansmuoe inducen la citotoxicidad en células
tumorales, siendo estos mecanismos los menos explorados.

Durante la Ultima década se ha demostrado la participacion de los PPARs en la regulacion
de varios procesos patoldgicos como aterlegosis, resistencia a la insulina y mas
recientemente se los ha vinculado con el carnee particular se ha descripto que la
activacion de PPAR gamma produce inhibicionaletimiento o diferenciacion de células
tumorales, inhibicibn de la actividad de enzimas guucidas durante procesos
inflamatorios [74], e inhibicion la carcinogésis en modelos experimentales [75].

No existia literatura sobrel rol de PPAR en el cancde vejiga y su modulacién por
BCG. Es por esto que nos propusimos evabisans mecanismos. En el presente trabajo
observamos que BCG induce la expresién de RRPAn lineas tumorales de cancer de
vejiga y en tumores generados por estas agldlambién observamos que los ligandos de
PPARg potencian el efecto de inhibicidlel crecimiento inducidos por BCG, efecto
bloqueado parcialmente en presencia de BADGE, antagonista de PPARg. Observamos
ademas que la actividad transcripcionalPiRARg esta aumentada, tanto por BCG como
por 15-d-PGJ2. In vivo BCG inhibe el crecimiento de tumores MB49 y BADGE bloquea
dicho efecto y ademas aumenta el tiempolaiencia de los tumores con respecto al
control. Estos resultados sugieren que PPA&T una actividad enddégena a lo largo de

la progresién tumoral y que BCG podria estar llevando a cabo su mecanismo antitumoral
via PPARg teniendo efecto sobre la cétutaoral, al menos en forma parcial.
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Se ha descripto que BCG activa NF-kB tamn macréfagos [76] como en células
tumorales humanas [77]. Nosotros obsenague BCG activa NF-kB en la linea murina
MB49, y que el tratamiento conjunto con d#2GJ2 disminuye la degradacion del
inhibidor de NF-kB, sugiriendque si bien BCG activa laaide NF-kB generando en la
célula sefales de sobrevida, la presemt@aun agonista de P4y disminuye esta
activacion, siendo en parte posiblementspomsable del afect@ntiproliferativo.
Resultados previos de nuestro grupo deajaldemuestran que el NO producido por la
célula tumoral es un factor de sobrevida, y que BCG induce sobre estas células dicha
produccion. Teniendo en cuenta esto y el hechgudeel gen que codifica para la enzima
INOS esté bajo control transcripcional de-kK& estudiamos la actidad y expresion de
INOS. Observamos que BCG induce la produccion de NO, y que el tratamiento conjunto
con 15-d-PGJ2 6 RO (ligando natural yntético respectivamente) inhiben dicha
produccion. Este efecto no se vio revertielo presencia del antagonista de PPARg,
sugiriendo que los ligandos de éste receptodulan a NF-kB y a la INOS, por una via
PPARg independiente.

Luego de que estos resultados in vitro sogirieran que PPARg puede ser un blanco
terapéutico en el cancer de vejiga, realizasmsayos in vivo para evaluar la posibilidad
de que la activacion de PPARg con un agonis&go de la induccion de la expresion por
BCG fuese una posible terapia en ésta pataldgfaluamos el efecto de BCG y de RO en
tumores. En este caso la administracionRfe fue sistémica. A diferencia de lo que
observamos in vitro, in vivo la RO no solo potencié el efecto inhibitorio de BCG sino
que lo revirtid. Para tratar de explicar este efecto daoslienfocarnos en dos elementos
claves en el estroma tumoral: los macréfagdes fibroblastos. Dedimos estudiar los
macrofagos dado que son unaakeprincipales células delstgma inmune que median la
respuesta a BCG, y a los fibroblastos porgreviamente habiamos observado que BCG
inducia en los tumores un depoésito de dircolagenas como efecto adicional a la
disminucion del crecimiento tumoral.

Trabajando con macréfagos peritonealesratenes portadores demor de los cuatro
grupos experimentales (CRIBCG, RO, BCG+RO), obseaimos que en el grupo de
macréfagos provenientes de ratones t@adon BCG, el numero de macréfagos
obtenidos, su actividad metabdlica, la cartide nitrito que prodien estdn aumentados
con respecto al grupo control. También egamos que aquellos provenientes de los

ratones tratados con BCG + RO tienen dimsndos ademas de los parametros antes
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mencionados, el indice fagocitico y la actaddde MMP-9 comparado con el grupo que
recibi6 solo BCG. Estos rdsados nos llevan a hipoteéir que RO esta inhibiendo
funciones macrofagicas que serian necasgoara que BCG lleve a cabo su funcion
antitumoral. Resultados que refuerzan esta eégmfueron realizadason la linea celular

de macréfagos RAW 264.7, dongadimos observar que la actividad transcripcional de
NF-kB se ve aumentada con BCG, mientras que el tratamiento combinado con RO lo
inhibe. RO también fue capaz de inhibir en £s&lulas la capacidddgocitica especifica

de BCG, evidenciando entonces que los ligsnde PPARg revierten la activacion de
macroéfagos inducida por BCG.

Es sabido que PPARg actla directamente comgolador negativo de la expresion de
genes proinflamatorios en una manera ligashegjpendiente por antagonizar la actividad de
otros factores de transcripcion como a-RB-y AP-1. [20]. Nuestros resultados son
compatibles con estudios recientes, dondé&atitio microarreglos se ha demostrado que
RO inhibe un subconjunto de genes que seesran bajo control transcripcional de NF-
kB inducido por Toll lile Receptors [78].

Cuando analizamos el tratamiento de B@GRO en tumores creciendo en ratones
inmunodeficientes, observamos que no hubo difeas de crecimiento tumoral entre los
distintos grupos experimentales. A partiredte resultado se desprende que para que BCG
lleve a cabo su efecto antitumoral es indispensable la presencia de otro tipo celular como
los linfocitos T (altamente reducido en ratereimicos), reforzando la idea de que un
sistema inmune completo y funcionalmerdetivo es necesario para una respuesta
antitumoral de BCG.

BCG inhibe el crecimiento de tumores gems por la linea celular MB49. Previamente
analizando la histologia de estos tumoresitieé con BCG, observamos que presentan un
importante depésito de fibras colagenasm@dos fibroblastos son los encargados de
producir el colageno evaluamos el efect®@ sobre una linea diroblastos murinos,
NHI-3T3. Asi, hemos descripto, por primerzvque mientras BC@duce inhibicion del
crecimiento en células tumorales, es capaz digcin la proliferacion y la actividad de los
fibroblastos. Este rekado in vitro sugiere que, iwivo, los fibroblastos también estén
afectados por la BCG.

En procesos fisiopatolégicos como una reparade heridas, los fibroblastos, entre otros
cambios, deben adquirir la capacidad de migemia la zona dafadgstos fibroblastos

diferenciados son capacesmieducir colageno a modo de tma provisoria que permite
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la migracion de distintos tipos celular@s/olucrados en laeparacion. Una de las
moléculas asociada al procede diferenciacion es la SMalfa. Analizando por IHQ,
observamos que BCG induce ademas de depdsitbbras colagenas, la expresion de
SMA-alfa y también de FGF-2, ambas moléswaociadas a fibroblas activados. Estos
resultados sugieren que BCE&sta induciendo también imivo la proliferacion y/o
diferenciacion de fibroblastos intratumoral&s$.rol del FGF-2 en la biologia tumoral es
controversial y dependeria dedancentracion y actividad relativa en el tejido especifico
[79]. Seran necesarios mayor cantidad de essugara clarificar el rol del FGF-2 en
respuesta a BCG en el CaV.

Trabajando con la linea de fibroblastowiino, también observamos que los ligandos de
PPARg, RO y 15-d-PGJ2, inducen la inhibicia la proliferacion, y que el tratamiento
con BCG genera un efecto protector. En losdres de los grupos tratados con BCG y RO
tanto el depdésito de colageno, como la SMA-alfa y el FGF-2 se vieron disminuidos.
Sugiriendo entonces, que los fibroblastok ef#roma tumoral estan siendo afectados en
forma negativa por el tratamiento con RO. Estesultados son consistentes con ciertos
trabajos que describen que tidiémedionas inhiben la sintegie colageno en modelos de
fibrosis hepatica. [80]. Concluimos entonapse con el tratamiento con RO, no solo las
funciones macrofagicas servinhibidas sino también lasfioblasticas, reviiendo asi la
respuesta a BCG.

Los tumores y las heridas comparten algun@spomentes como el contexto inflamatorio
donde se encuentran [81]. Sin embargo miernakas heridas el proceso inflamatorio es
transitorio, en los tumores, éste procesoperpetuado en el tiempo. En 1986, Dvorak
postulé el concepto de “tumores como Hasi que no cicatrizan® hipotetizd que la
composicion del estroma tumoral semeja t@jido de granulacion de una herida
cicatrizante, lo cual sugiere que tumorggiteliales promueven la formacion de su
estroma, para favorecer el crecimiento deppy tumor [82]. Tratamientos que reviertan
este comportamiento serian de utilidad lanclinica. Bajo este concepto, podemos
hipotetizar que el tratamiento con BCG attrmoral, favorece un @ceso de cicatrizacion
que, sumado al efecto sobre el sistema innyuakefecto directo sobre la célula tumoral

finalizan en la inhibiciérdel crecimiento tumoral.
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Capitulo 2

Caracterizacion de un modelo ortotopico con
distinto grado de invasion de cancer de vejiga
murino y evaluacion de la expresion de PPARg en
éste modelo y en pacientes con CaV.

Objetivos

1-DESARROLLAR Y CARACTERIZAR UN MODELO ORTOTOPICO
CON DISTINTO GRADO DE INVASON DE CANCER DE VEJIGA
MURINO.

2-EVALUAR LA EXPRESION DEPPARg EN ESTE MODELO Y EN
PACIENTES CON CaV.
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1-Invasiéon tumoral y metastasis

La invasion tumoral es un fendmeno que perraite célula cancerosa alcanzar tejidos
vecinos. Es un proceso de multiples pasos imolucra interaccizes célula-célula y
célula-MEC y depende no sélo de la célulmaval sino de las células que conforman el
estroma. Comienza con la adhesion de la célula neoplasica a la MEC, seguida por la
degradacion de la misma por enzimas protealty finalmente por la migracion celular a
través de la MEC alterada (Figura 18). &te complejo proceggarticipan numerosas
moléculas con actividades especificas como moléculas de adhesion y sus receptores
(integrinas y proteoglicanos de membrana), factores promotores de la motilidad,
componentes estructurales de la MEC (lanaipfibronectina), enzimas proteoliticas como
catepsinas [83], activador del plasminégendipe uroquinasa (UPA) y metaloproteasas
(MMP)[84].

En general se considera al desarrollo tumoral la consecuencia de la proliferacion clonal de
una ceélula que acumul6 dafio gendmico suftei@@mo para malignizarse. Sin embargo,

las células de un tumor presentan diferenge@sotipicas y fenotipicas entre si, fendbmeno
denominado heterogeneidad tumoral. Esto determina que en el seno de un tumor
encontremos células con mayor capacidad r&plie, otras que expresan mayor cantidad

de enzimas proteoliticas y otras que adgmearna mayor movilidad. Estas dos ultimas
caracteristicas se ven fundamentalmente grcddulas localizadas en la frontera tumor-
huésped, se dice que estas células hanrdiguin fenotipo invasor y metastatico [85].

La colonizacion de los tejidos circundantes y/o de 6rganos alejados del tumor primario
constituye un proceso fisiopatoldgico deofpnda relevancia clinica. La diseminacion
metastasica provoca en el huésped un inopsistémico severo, siendo el acontecimiento
gue ensombrece el prondstico del pacieoteoldgico. Tanto la invasion como la
metéastasis representan dos obstaculos enoemda terapéutica de las neoplasias. La
metastasis un proceso de baja eficiencia dquatas células malignkgyran sobrevivir en

el torrente circulatorio y donizar 6rganos alejados. $&ta de un proceso dinamico,
complejo y selectivo, resultante de la sugesie mdultiples etapas y dependiente de la
interaccion de factores guiucidos por las células normales y malignas del paciente

oncologico [85].
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Figura 18: La metastasis es un proceso congpo que se ejecuta en multiples pasos:
(a) inicialmente tenemos un carcinoma irsitu rodeado por una membrana basal
indemne. (b) la invasion requiere cambio®n la adherencia célula-célula y célula-
matriz extracelular; degradacién de proteina de la matriz y elestroma y movilidad
celular. Las celulas metastdsas pueden entrar por va linfatica (c) o por via
sanguinea (d). La célula tumoral se arrestg sobrevive en circulacion (e), luego se
extravasa y coloniza un sitio distante (fpermaneciendo en est@o latente o como
micrometastasis oculta, para ir creciado progresivamente (g) hasta dar una

metastasis angiogénica. Cascada metastéasikdaptado de Steeg PS et al, 2003 [86].
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2-Enzimas proteoliticas involucrada en el proceso de invasion y
metastasis

Las enzimas proteoliticas que degradanmlatriz extracelular son responsables en
condiciones fisiologicas de l@modelacion y mantenimientte la organizacion tisular.
Sin embargo, un incremento desregulado dectevidad proteolitica ¢§ asociado con la
progresion tumoral. Como se mencioné antenente el activador de plasmindgeno (PA),
la catepsina B (CB) y las metaloprotea@d$/1P) son enzimas cuya desregulacion esta
asociada al proceso metastatico.

El sistema PA estda compuesto por dos sepmmeasas de estructura similar: uPA,
(activador de plasminégeno tipo uroquifagatPA (activador de plasmindgeno tipo
tisular). Mientras que ambos son capacesotwertir el plasmindégeno inactivo a plasmina
activa, solo el uPA participa en procesis invasion tumoral ymetastasis [87]. La
actividad de uPA estéa regulada por la accidmtiidores denominados PAIs, del inglés
plasminogen activator inhibitoiEl balance entre uPA y sus inhibidores determina la
actividad enzimética ttica para desarrollar un fenotipo invasivo.

Las MMPs comprenden una familia de endopeptidasas dependientes de Zinc capaces de
digerir los componentes de la matriz egélalar bajo condicioree fisiologicas. Estas
proteasas son generalmente producidasoscentraciones muy bajas y son inducidas
principalmente a nivel transcripcional duratfdeemodelacion de la matriz. La actividad
de uPA y MMPs, estan asociadas con la capdcidvasiva en condiones fisioldgicas y
patolégicas. La sobreexpresion de uPAMMPS, en varios tumores malignos esta
fuertemente correlacionada con el figpo invasor y peor prondstico [88,89].

Las catepsinas son otro grupo de enzimaxiadas con los procesos de invasion y
metastasis en cancer [90]. De ellas la CRdlarado gran importancia ya que esta puede
degradar componentes de la matriz extitdaely también es capaz de activar otras
enzimas como el uPA y MMPs.

La CB es una cisteino-proteasa lisosomal @os dominios globulares cuyo sitio activo se
halla a nivel del surinterlobar y requiere un resio cisteina (C29) y uno histidina
(H199) para su acciénatalitica [91]. Se sietiza en el retical endoplasmico rugoso

(RER) en forma de pre-procatepsina B queaglesilada en forma co-traduccional con
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residuos de glucosamina, fucosa y manosa-6-fosfato. Este ultimo azucar es reconocido en
forma especifica por el receptor manoda€iato (M6PR) que forma parte de la
membrana del RER y dirige la molécula de £€Bavés del trans-Golgi hacia el lisosoma.
Durante este transporte la pre-proCB exesada a procatepsina B (pro-CB) de 45 kDa
qgue luego sufre la pérdida dadopéptido por diferentes medsimos: a) autocatalisis b)
procesamiento por otra molécula de CB prgicesamiento por otrgsoteasas. Asi la pro-

CB inactiva, se transforma en C&tiva monocatenaria de 33 kDa (B La forma
monocatenaria puede sufrir un corte en leenadpolipeptidica dando la forma bicatenaria,

gue también es activa. La CB bicatenaria tiene una cadena pesada de 27 o 29 kDa segun el
grado de glicosilacion (CR.9 y una cadena liviana de 4 kDa [91].

Modificaciones en el pH del medio, origineambios conformacionales en la molécula de

CB, que le permiten actuar como endopeptidasa o exopeptidasa, esta doble funcién hace
que la enzima intervenga en diferentes mecanismos fisiolégicos que ocurren a diferente
pH, segun su localizacion [92].

En la década del noventa se demostro que tutatransformacion neoplasica, la CB esta
aumentada y se libera extracelularment8].[2a CB puede actuar sobre diferentes
componentes de la matriz extracelulamoolas moléculas de colageno, fibronectina y
laminina colaborando en la degradacion den&riz extracelular. También puede activar
otras proteasas asociadas ecpsos de invasion comowdPA y las MMPs. En esa misma
época se demostro que lineas celularesatieer de vejiga invaden membranas basales,
mediante la secrecion de CB [94]. Estaseobsciones indican undara asociacion entre

la CB y el proceso de invasion tumoral que llevara finalmente a la formacion de

metastasis. (Figura 19).
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Figura 19: Cascada proteolitica que interviene en la degradacion de la MEC.

Las flechas de lineas finas representan pasdsnde una pro-enzima se transforma en
su forma activa. Las flechas de lineas puntdas representan los pasos en los cuales
las diferentes proteasas funcionan como avtidoras de otras. Las flechas de lineas
gruesas representan la degradacion direat de la matriz extracelular por las
diferentes formas activas. Podemos ver que Cpiega un rol central no solo en la
activacion de serino y metaloproteasassino que actia directamente en la
degradacion de la MEC. Adaptado de Yan S et al, 2003 [95].

3 - Catepsina B y microambiente tumoral

Se conoce que la interaccion del tumor sonmicroambiente afecta la expresion de
MMPs y serino proteasas [96,9H! incremento de estas enzimas en el tumor puede
reflejar cambios en los niveles de expresionrdeé la célula tumoral o bien ser producto
de la actividad de otros tipos celulares @lilastos, macréfagos, utedfilos, mastocitos,
células endoteliales) del maambiente tumoral. [98]

En modelos murinos transgénicos de camtia de células escamosas la expresion de
MMP-9 se debe, principalmente, a célulaslamatorias, facilitando la invasion, la

proliferacion y la angiogénesis [99,100].
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Se ha reportado aumento deelpresion de MMP-2 y MMP-8n células de carcinoma de
endometrio durante la progrésihistolégica de G 1 a G 2 y ¢B01]. En carcinoma de
mama estd aumentada la expresion de wAjnhibidor PAI-1 y de la MMP-2 en
fibroblastos del estroma tumoral [102].

Es menos conocido, como las interacciodek tumor y su microambiente afectan la
expresion de cisteino-proteasas, particulameale catepsina B y om esta interaccion
podria impactar en la protedlisis.

En 1957 Sylven y Malmgreen reportan que deteino-proteasas son afectadas por el
microambiente, al observar que la activideateptica” en un medio acido en presencia de
cisteino-activadores fue mayor en la perdate tumores sélidos transplantados [103]

Los estudios indican que unaupa terapéutica para reducirpeotedlisis tumoral deberia
apuntar a 1) mas de una familia de proteagpdas células tumorales, 3) las células
asociadas al tumor (fibroblastos y célulasanfatorias) y 4) a lanteraccion entre células
tumorales con otros tipos celulares yereéntos estromales que comprenden el

microambiente tumoral.

3.1- Catepsina B y cancer de vejiga.

Un hallazgo consistente es el incrementdaeexpresiéon de CB en tumores humanos y
murinos [104], observdndose también en lesioppiteliales premalignas. Diferentes
tumores humanos han mostrado aumentolacexpresion de CB como la neoplasia
intraepitelial prostatica delta grado (PIN) [105] y en ebsofago de Barrett [106]. Los
tumores de colon presentan aumento de la expresibn de CB en células tumorales,
macroéfagos inflamatorios asociados aintu y fibroblastos estromales [107]. Algunos
casos muestran elevados niveles de expresidmsenacriofagos deldnte de invasion en
tumores colonicos, mientras que en latuleé tumorales no se ve expresion [108].
También se ha reportado niveles elevado€Been células de carcinoma de proéstata del
frente de invasién, comparado con las céloias internas de la masa tumoral [109].
Antecedentes de nuestro grupo de trabajo éstran que los niveles de expresién de CB
en la orina y en plasma de pacientes @arcinoma transicional de vejiga estaba

aumentada[90,110]. También un antecedente de nuestro laboratorio es la demostracion de
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gue la expresion medida por inmunohistoquinyidaestern Blot, de las formas activas de
CB es mayor en tumores invasores compacaiotumores superficiales. Ademas, tejido
proveniente de vejiga normal expresa solsddorma de 29 kDa, mientras que tanto los
tumores como la linea celular de cander vejiga humano T24, expresan tanto la
isoforma de 33 kDa como las isoformas 2i&-29 kDa sugiriendo que la progresion

tumoral esta asociada con cambios cuantiglitativos en l@xpresion de CB.[90].

4-Angiogénesis

La formacién de nuevas estructuras vasculargartir de un lech@ascular existente,
conocida como angiogénesis, es un procestptEo que comprende la proliferacion de

las células endoteliales, la digestion proteditile la matriz tisular, la migracion de las
células endoteliales y la difer@acion de los capitas funcionales. Durante la vida adulta,

la actividad angiogénica esstanula, exceptuando procedasoldgicos como la curacion

de un tejido luego de una herida, lansteuacion, el embarazfll11]. El proceso
angiogénico se encuentra finamente redmlgor la actuacion de factores pro y
antiangiogénicos, estableciendo un balancedgtermina que la vasculatura permanezca

en estado quiescente y la talgaproliferacion de las célulandoteliales se mida en miles

de dias. Sin embargo en respuesta a umelsticomo la hipdéxia o la inflamacion, las
células endoteliales comienzan a dividicgg mayor velocidad. En muchas patologias
este estimulo se convierte en excesivo Yoahnce entre las sefiales estimulatorias e
inhibitorias se rompe promoviendo la nedag@nesis. En las fases mas tempranas del
proceso de invasion y metastasis tumorgdre€uce este proceso gueplica el desarrollo

y organizacion de nuevas estructuras vasesl sobre la masa tumoral primaria y
posibilita la nutricién y el crecimiento deslaélulas malignas. Los nuevos capilares en
formacion tienen membranas basales fragmentadas y son porosas, o que permite la
penetracion de las células tumorales con mas facilidad que en los vasos maduros. El
comportamiento quimiotactico invasor de &ulas endoteliales elas asas capilares
resulta facilitado por la liberacion de enzimagrdéelativas que, a su vez, colaboran en la

entrada de las células tumorales dentrtagdeuevas estructuras vasculares [112].
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La hipoxia acontece rapidamente en el desard®lain foco tumoralebido a la alta tasa
proliferativa de las células que lo componkas células tumorales no pueden crecer mas
alla de 100 um de distancia a un vaso sarggui/a que la difudn del oxigeno se torna
escasa. Bajo estas condiciones, los tumpreeden permanecer en estado latente meses e
incluso afios hasta que una subpoblacion adgleecapacidad de inducir angiogénesis.
En este estado de dice que el tumor tuvo urb@am “switch” angiogénico y es entonces
capaz de expandir su tamafo. Mientras ladaghumorales no sean capaces de inducir la
formacion de nuevos vasos, la masa tuinmwaalcanzara un tamafio mayor a 1-1,5 mm de
diametro [113].

5- Transicion epitelio mesenquimatica

El epitelio normal es una estructura dedtesumamente regulada que requiere un dialogo
estrecho entre células vecinas. Las unionestdmente adhesivas entre células y entre
células y la MEC inhiben el movimiento délulas individuales y permiten la formacion

de una capa celular iggial uniforme con superficies apicales y basales polarizadas.

La pérdida de adhesion entre las células, el aumento en la motilidad celular y la
desdiferenciacion reversible sexmentos que suelen ser mas marcados en los procesos de
cicatrizacion, y sobre todo en embriogénesisdigr la migracién de kéas de la cresta
neural y en la gastrulacion [114], cuandonesodermo se esta formado. Los cambios
morfologicos y fenotipicos que ocurren duraggios Ultimos procesos se definen como la
transicion epitelio-mesenquimatica (EMT). LBMT causa la pérdida de los rasgos
epiteliales que incluyen la pérdida de Eilwaha, placoglobina y citoqueratinas y el
desmontaje de uniones adherentes y desmas, acompafiado por la adquisicién de
caracteristicas mesenquimaticas, incluyendxpaesion de vimentina, actina de musculo
liso, la N-cadherina, miosina, fibronedin metaloproteasas ademas de cambios
morfologicos asociados con la capacidaddasarrollar la motilidad invasora. Estos
cambios morfogenéticos, queraeterizan a la EMT, son controlados por un niamero de
genes maestros, incluyendo Slug, Snail, ZEB ystWos cuales también estan inducidos

en algunos canceres invasores [115,116].
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5.1- Transicion epitelio mesenquimatica y cancer

Un porcentaje importante de los canceres soariden epitelial. A medida que estos se
desarrollan, las células tumorales invadertegilo circundante aoo células solas o
grupos de células formando un frente invakas células tumorales para llevar a cabo el
proceso de invasion y metéstasis exhilpeopiedades epiteliales o0 mesenquiméaticas a
diferentes tiempos o al mismo tiempo [11lzds células que entran en la TEM exhiben
disminucién de la adhesidon célula-célulagramento de la expresion de proteasas, y
moléculas de la matriz estrelular [118]. Simultaneamenge observa disminucién en
marcadores clasicos de las células epitelizd@so la E cadherina, y citoqueratinas (CK) e
incremento en marcadores de células mggenaticas. La vimentina es el marcador
mesenquimatico mas asociado con la TEM, Su expresién aberrante est4d asociada a
procesos de migraciéon e invasion tumoral [\l @kte tipo de transicion se ha asociado a
la progresion tumoral. Si bien la TEM pueskr activada por diferentes caminos, la via
Wnt y la del TGF-beta parecen tener un p@peponderante promoviendo la expresion de
moléculas represoras de la expresion Eleadherina como son los factores de
transcripcion Twist, Sail, Slug y SIP1. [116].

6- Modelos animales en cancer de vejiga

Los modelos animales son de gran utilidadapal estudio de la progresion tumoral y/o
disefio de nuevas modalidades diagnésticatergpéuticas. Para que sean Utiles es
necesario que presenten la mayor similitudigescon la patologia en humanos. Muchos

de los modelos tumorales utilizan la intxion de lineas @dares que han sido
seleccionadas por sucesivos cultivos in vitro. Estos modelos tienen la ventaja de ser faciles
de obtener sin embargo los resultados dirpde ellos son muy acotados ya que los
tumores son entidades mas complejas. sEkstan formados por varias poblaciones
celulares normales y tumorales con diferegteslos de agresividagle interactian entre

si para dar las caracteristicas biol6gicasuaior. Las lineas celulares tumorales usadas
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para generar modelos animales frecuentenestiin compuestas por un unico tipo celular
el cual no semejaria las condiciones fisioffgficas. Como se dijo anteriormente los
tumores estan compuestos por varios tipekilares diferenteganto malignas como
normales derivadas del hospedador, cuyateracciones favorecen o inhiben el
crecimiento tumoral.

El sitio de inoculacion tumoral tambiés un punto importante. La mayoria de los
estudios se realizarilizando la inoculacién subcutandsste tipo de inoculacion presenta
la ventaja de ser facil de inocular y de ergalel crecimiento. Siembargo la inoculaciéon
ortotdpica es la que permite evaluar magemtamente las interacciones huésped-tumor.
El modelo de xenotransplante, si bien im#add patologia humanga que involucra la
implantacion de células tumorales humanas)dsgoria derivada de pacientes, en animales
inmunodeficientes [120], no represaia realidad ya que lasteracciones entre células y
el microambiente no es asemejable a t@wmoprovenientes de ras especies. Otras
opciones son los modelos animales singensiatentro de estos los transgénicos. Dentro
de los grupos de modelos singeneicos skiyen los quimicamenteducidos. Los tres
carcindgenos mas comunmente usados sontiNM4-hidroxibutil) nitrosamina (BBN),

el N-(4-(5-nitro-2-furyl)-2-tiazol) formamida (FANFT) y N-Metil-N-nitrosourea (MNU).
Las ventajas de este modelo podriarcluir un bajo costo y un hospedador
inmunocompetente, mientras que una desjeergadria ser que suelen ser necesarios
tiempos prolongados para llevar a caborgluccion. Los modelos transgénicos son muy
importantes en cancer de vejiga, el ejemplis comiunmente usado es la mutacién de H-
ras [121]. Este tipo de modelaacflita la investigacion en &ectos genéticos particulares
durante la carcinogénesis pero requierendsgncia de promotorestificiales y son muy

caros.

7-Alteraciones cromosoémicas y genéticas

El cancer estd asociado con anormalidademmosémicas, tales como deleciones,
duplicaciones, inversiones y translocacion8s. identificaron n& de 640 rearreglos

cromosomicos balanceados recurrentes eoecague involucran cerca de 100 genes. Las
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translocaciones pueden produda desregulacibn degenes que conducen a la
transformacion celular y la produccién de tumores, ya que pueden posicionar genes bajo el
control de promotores fuertes o formarnge de fusion [122]. Por otra parte, las
deleciones, la pérdida de un brazo o del aomwyma entero, puedenoplucir la pédida de

uno de los alelos de un gen supresor de tymevelar mutaciones recesivas del otro alelo
[123]. Las anormalidades en el cariotipoeden afectar también el niumero de los
cromosomas, dando lugar a la aneuploidiafinida como ganancia o pérdida de
cromosomas individuales. La aneuploidia gs&sente durante laggresion de todos los
tumores y es causada por una incorrecta sagi@yde los cromosomas durante la mitosis
[124].
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PARTE | -Caracterizacion de un modéo ortotopico con distinto grado
de invasion de cancer de vejiga murino.

Obtencion del nuevomodelo de estudio

Obtencion de la linea celular MB49-I: Po sucesivos pasajes con trocar del tumor

primario generado por MB49, oltuvimos una nueva linea MB49-I

Partimos de la
linea celular de

CaV murina \

MB49 inoculada C57BL/]J6

en el flanco de

ratones 1

singeneicos

L § Obtuvimos

reuaeI?z(;mos el Cultivo
rimario

transplantes ‘ p
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sucesivamente

13 ciclos de Y luego

transplante generamos
una nueva
linea MB49-1

Diagrama de obtencion de la linea celular MB49-I.

L

MB49
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Figura 20. Imagen de contraste de faséle ambas lineas celulares creciendo en
monocapa. (400x). La linea celular parentaMB49 presenta gran proporcion de
células ahusadas, observandose también células redondeadas compatibles con células
en divisién. Las células de linea la abnida MB49-1 presentan un mayor tamafio
celular con respecto a las que conforman a MB49, con abundante citoplasma y
morfolégicamente mas poligonales. Sélo ewgondiciones de crecimiento en baja
densidad presentan una morfologia fufirme. Esta nueva linea tiene menor

velocidad de crecimiento in vitro y menoproporcion de células redondeadas.

Analisis del Cariotipo

El estudio del nimero de cromosomas d#énea parental MB49 revel6 la presencia de

dos poblaciones celulares, una con un numero modal de 40 cromosomas, con un rango de
37 a 43 cromosomas, y en la otra poblacion se encontr6 un numero modal de 80
cromosomas y un rango de 70 a 83 cromosomas. El andlisis de las metafases mostro la
presencia de alteraciones cromosomicas/deais de translocaciones Robertsonianas, las
cuales denominamos marcadores cramisos. Estos marcadores, un cromosoma
submetacéntrico y un cromosoma metaceéntrico pequefo, no fueron encontrados juntos en
una misma célula. Hemos observado daspsblaciones de células, ambas con nimero
cromosémico diploide y tetraploide que mesban ya sea un marcador 6 el otro. El
andlisis del bandeo G revel6 que ambogcadores involucraban al cromosoma 19.
Hemos encontrado también un cromosomagadaacrocéntrico comeoesultado de una
translocacién que no halsitodavia identificada.

La linea celular obtenida MB49-I presenta2#®o de células cuyo rango del numero de
cromosomas es diploide, 32-46 cromosomas con un nimero modal de cromosomas de 40
y un 76% de células con un rango tripkigtraploide (50-87 cromosomas, con un
namero modal de 80 cromosomas). El andlisisdeotipo reveld6 la presencia de las dos
subpoblaciones de células observadas taméi€la linea celulaMB49, con el mismo
marcador cromosémico derivado delomosoma 19. Ambas subpoblaciones fueron
encontradas con un rango de croamas diploide y poliploide.
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Figura 21. Fotos representativas de metases tefiidas con Giemsa de ambas lineas
celulares donde se observales marcadores descriptos.
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Figura 22: Andlisis del numero cromosomico. A. Histograma de frecuencia de la
linea parental MB49. B. Histograma de frecencia de la nueva linea obtenida, MB49-
I. C. Distribucion del namero de cromosomas agrupados para MB49. D:

Distribucién del nimero de cromosomas agrupados para MB49-I.
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MB49-| presenta mayor actividad deenzimas proteoliticas y capacidad
invasora in vitro que MB49.

La actividad deuPA fue mayor en MB49-1 que en MB49 (fig. 23A). Una banda de
degradacion gelatinolitica de 105 kDa corresjiomte a MMP-9 fue detectada en ambas
lineas celulares. Una marcada actividdd MMP-9 fue observada en el medio
condicionado de las células M8-1 comparado con su linearpatal, la linea MB49 (Fig.

23B & C). MB49-1 también presentd una actividad aumentada de la actividad de
Catepsina B comparado con MB49. (Fig. 230y .actividad enzimatica de CB de ambas
lineas celulares fue inhibida en presenci&€de un inhibidor especito de dicha enzima.
(Dato no mostrado). Para evaluar si el enecento de la actividad de las enzimas antes
mencionadas esta asociadan la capacidad invasivaeltamos a cabo un ensayo de
invasion en matrigel en donde se obsegqu@ MB49-I presenta una mayor capacidad

invasiva comparado con la &a celular parental (Fig. 23E).
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Figura 23. Actividad de enzimas proteoliticasA: Cuantificacion de actividad de uPA
por caseinolisis radial. La actividad de uPA secretada fue cuantificada por
caseinolisis radial en el Medio Condicioado de cultivos celuhres MB49 y MB49-1.
B: Cuantificacion de la actividad de MMPR-9 por zimografia. C: Bandas de actividad
proteoliticas fueron cuantificadas con undensitdmetro digital, los datos estan
expresados como unidades arbitrarias. D Cuantificacion de CB a través de un
ensayo colorimétrico. CB fuecuantificada por un método colorimétrico usando un
sustrato especifico en lisados de céad MB49 y MB49-l. E: Cuantificacion del
ensayo de invasion en camaras Transwell. kalatos estan expresados como la media
+ S.D de determinaciones por triplicado,Los experimentos fueron realizados tres
veces con resultados similares. La activad de las tres enzimas y la capacidad
invasiva fueron mayores en MB49-1 cmparado con MB49, a, p<0.0001 (Student's
test).

MB49-| presenta mayor velocidad decrecimiento que MB49 creciendo
en forma subcutanea.

MB49-1 mostré6 una mayor velocidad de crai@nto subcutdneo y un menor tiempo de
latencia que la linea celular parental. Ya tpueelocidad de crémiento de MB49-1 es

mayor que la de MB49, para evaluar la incidencia de metastasis espontaneas un nuevo set
de experimentos fue llevado a cabo dondeplaimones fueron removidos a igual tamafo
tumoral. Tanto la incidencia tumoral cormbnumero de metéstasis por pulmoén fueron

significantemente mayores para MBI que para MB49 (Tabla IlI).
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Tabla Ill: Crecimiento heterotopico de las lineas de cancer de vejiga.
Latencia| Velocidad de| Ratones con| Metastasis Ratones con
(dias) crecimiento metastasis | pulmonares ganglios
(mmg3/dia) | pulmonares mediana hiperplasicos
(rango)
MB49 10 1,16 +/- 0,9 8/10 15 (0-22) 2/10
MB49-| 6 23,2 +/- 5 10/10 30 (10-33) 8/10°

Tabla Ill. 1x10° células MB49 y MB49-l fueron irpculadas sc. MB49-1 muestra
mayor velocidad de crecimiento y menor latencia comparado con MB49 (a:
p<0.0001, Student’s t test). Para evaluar lacidencia metastasica espontanea, los
pulmones fueron removidos cuando los tamafos tumorales fueron
aproximadamente de 400 mm La incidencia fue simila mientras el nimero de

metastasis pulmonares fue mayor para MB49-1 comparado con ratones portadores
MB49. (b: p<0.001 Chi-square

respectivamente). El nUmero de ratonegon ganglios hiperplasicos fue mayor en

de tumor test and Mann-Withney test
MB49-I comparado con la linea parental.(c p<0.05 by Chi-square test). No se

detectaron metéstasis ganglionares en ningun grupo.

MB49-1 desarrolla mayor
pulmonares.

namero de metastasis experimentales

Luego de siete dias de la inoculacion de 8xdd€lulas MB49-1 6 MB49 en la vena de la
cola de ratones singeneic®4B49-1 generdé mayor nimero de metastasis experimentales
pulmonares comparado con la linea MB49lihaa parental presenté una mediana de 62
nédulos metastaticos por ratéango de 7-76, mientras qles ratones inoculados con
MB49-I presentaron 162 noédulos potaiacon un rango de 107-250 (Fig. 5).
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Figura 24. Ensayo de metéstasis experim&les pulmonares. El nimero de nddulos
metastasicos pulmonares despuée la inoculacion de 5x19 células MB49 6 MB49-

I. La linea celular MB49-1 induce un mayor numero de metastasis pulmonares que

MB49.a: < 0.001 (Mann-Witney test).

MB49-| presenta mayor expresion de Vimentina

In vitro la linea celulaMB49, expresa abundante citoqueratina 18 y escasa vimentina
mientras que la nueva linea MB49-1 expresaeritina y presenta una disminucion de la
expresion para citoqueratid8 (Fig. 25A). Sin embargo, wivo, los tumores de vejiga
generados por inoculacion de las lineas4dlid MB49-1 expresaron citoqueratina y los
tumores generados con la linea MB49-| prememayor expresion de vimentina. (Fig. 25
B). También el andlisis histolégico de tastastasis pulmonares generadas por el tumor

MB49-I es positivo para laxpresion de citoqueratina.
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CK18

vimentin

vimentin

Figura 25. Expresion de citoqueratinay vicentina. A: La inmunofluorescencia

muestra que la linea celulaMB49 presenta una fuerte expresion de citoqueratina 18
y una insignificante expresion de vimenbha. Un perfil de expresién inverso es
observado en la linea celular MB49-1 dode CK 18 esta disminuida y esta
aumentada la expresion de vimentina (400XB: Por inmunohistoquimica se observa
que ambos tumores, generados por MB49 por MB49-I, expresan citoqueratina

mientras que solo el tumor generado por la inoculacion de la linea celular MB49-I

expresa vimentina.
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La linea celular MB49-I genera tumores de vejiga invasores.

Diferentes nimeros de células MB49-1 6 MB49 100" y 10 cel/ratén) fueron
inoculadas en la vejiga datones singeneicos y variosraetros de crecimiento como
hematuria, incidencia tumoral y metss fueron evaluados. MB49-I mostré un
comportamiento mas maligno que la linea49Bmostrando mayor nimero de metastasis
pulmonares que MB49 cuando se inocularofi ¥010° cel/ratén. No se observaron

metastasis en los ganglios linfaticos parayona de las dos lineas celulares (tabla 1V).

Tabla IV: Crecimiento ortotopico de distinto nimero de células.

Numero | Ratones | Dia de la| Ratones | Ratones Ratones con
de células| con primer con con ganglios
hematurial hematurial tumor metastasis | hiperplasicos
pulmonares
MB49 1x10 0/6 - 0/6 0/6 0/6
1x1d 416 15 6/6 0/6 0/6
1x10° 6/6 9 6/6 0/6 6/6
MB49-| 1x10° 0/6 - 0/6 0/6 216
1x1d 416 9 6/6 2/6 6/6¢
1x10° 6/6 7 6/6 26 6/6°

Tabla IV. Diferente numero de células fueron inoculados luego de Ia
electrocauterizacion. Los animales fueno sacrificados dos semanas luego de la
implantacion tumoral. b y c p<0.05;d, e p<0.01 comparado con MB49 Chi-

cuadrado test.
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Para evaluar el crecimiento tumoral y la desicia metastasica realizamos un nuevo set de
experimentos con diez animales por grupo, usando*lel@atén. La linea MB49-|
presentd un promedio de peso de la vejiggyor que las vejigas que recibieron la linea
MB49 y a su vez la vejiga inoculada con MBgfsenté mayor peso promedio que la
vejiga normal, siendo ésta dproximadamente 20 mg. Metastasis, hematuria y ganglios
hiperplasicos fueron detectades MB49-1 pero no en rabes portadores de tumores
MB49 (Tabla V). A pesar de que los tumores invasores en pacientes generarian metastasis
en ganglios linfaticos drenantes, nosotros no hemos encontrado presencia de metastasis
ganglionares pero si se han observado gasgbaradrticos hipertréficos en ratones
portadores del MB49-1 (Tabla V). EI compamiento clinicopatolégico de tumores

MB49-I es muy cercano al comportamiedstumores invasores en pacientes.

Tabla V: Crecimiento ortotépico de 1x10 de las lineas celulares MB49 y MB49-|

Incidencia| hematuria Peso de la vejigdatones Metastasis
(mg) con pulmonares Ratones con
metastasis | Mediana ganglios
pulmonares (rango) # hiperplasicos
MB49 | 10/10 5/10 43,2/-12,0 0/10 - 0/10
MB49-I | 10/10 10/1G 137,0+/-30,1° | 5/1¢° 5 (2-10) 7/16

Tabla V. 1x10' células fueron inoculados luegode la electrocauterizacion. Los
animales fueron sacrificados dos semanasdgo de la implantacion tumoral.
3 p<0.05° p<0.0001° p<0.01 comparado con MB49 por Chi-cuadrado test.

#Metéstasis pulmonares fueron calculadas a igual tamafio tumoral.

Estudios histopatolégicos revelaron que la inoculacion intraalesie células MB49
promueven el desarrollo de papilomas deuleél transicionales dbase gruesa bien

definida (sésil) que alcanza el tejido eotivo, tanto como carcinomas solidos con
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pequefios nidos de células moderadamenteedifeados que no invades el masculo. (Fig.
26A).

En los cortes histolégicos geiede observar también infiltta de células inflamatorias y
presencia de capilares dilatados endiaa tumoral y en el tejido conectivo.

Las areas de carcinoma muestran arreglos celulares desorganizados y unas pocas figuras
mitéticas (4+/- 1 figuras mitéticas por cpa). Se observa también descamacion de
células de la superficie vesical.

Por otro lado la inoculacion de la linea catuMB49-1 genera cainomas con estructura
desorganizada, tumores de mayor tamafistrando mayor proporcion de atipias celulares
comparado con el tumor generado por MB88.observan también tumores que invaden
la capa muscular y causan engrosamientdadgared de la vejiga. Comparado con el
tumor generado por MB49, el tumor genergaw MB49-I es pobremente diferenciado
con la presencia de aberranyegbundantes figuras mitoticéls3 +/- 2/figuras por campo).

Asi, pudimos obtener tumores que traspasepaled de la vejiga e invadan a 6rganos
adyacentes. So6lo en el caso de tumgeserados por MB49-1 y no por MB49, creciendo

en forma ortotopica se gensya metastasis pulmonares.

El comportamiento histologico del tumor MB49 semeja a tumores con estadios
superficiales en pacientes con cancer dgaeal mismo tiempo el comportamiento
histoldgico del tumor MB49-es muy cercano a los tumores invasores observado en
pacientes.

Las figuras 26 A3 y B3 repredan cortes histoldgicos de rgglios linfaticos drenantes de

la vejiga de ratones portadores de tumi@rMB49 y MB49-| respectivamente. Se puede
observar que en el caso de los proveniedéesatones portadoree tumor MB49-I, los
ganglios presentan focos hiperplasicos. Las figuras 26 A4 y B4 corresponden a cortes
histol6gicos de pulmén, donde se observa g@ia en el caso deortadores de tumor

MB49-1 la presencia de focos metastasicos.
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Figura 26. Caracteristicas histopatolégicasde los ratones poradores de tumor.
Tinciones para Hematoxilina-eosina de tum@s de vejiga (A1 A2, B1 B2), ganglios
linfaticos (A3, B3) y pulmones (A4, B4) de ratones portadores de tumor MB49 0
MB49-I. Al: Figura panoramica de vejiga inoculada con MB49: Tumor superficial
creciendo en el corion a travé del epitelio transicionalnormal (NTE) sin invasion del
musculo, vasos sanguineos y abundante itfado inflamatorio (IC). A2: Carcinoma
sélido moderadamente diferenciado con infilado de IC. A3: Ganglios linfaticos y
A4: Pulmones sin metastasis. B1: Tumes inoculados con MB49- muestran
invasion muscular B2 Tumores muestran células pobremente diferenciadas y
abundantes figuras mitéticas. B3 Gangliodinfaticos con focoshiperplasicos (HF).
B3: Pulmones con metastasis y focos hemagicos rodeando a las metastasis. El

aumento se encuentra detallado en cada figura.

El tumor MB49-1 presenta mayor angiogénesis comparada con el tumor
MB49.

Los ratones fueron sacrificados catorce diaspués de la inocuido ortotépica y las
vejigas fueron obtenidas para analizar la expresion de CD31, marcador caracteristico de
células endoteliales, con el objetivo de diimar los vasos sanguiog presentes en el
tumor. Se puede observar que la vejiga utexta con la linea celular MB49-1 presenta
mayor numero de vasos sanguineos querebr generado por la linea MB49 (Fig 8A).
También a través de la tincion de CD31 y pasteanalisis del area ocupada por los vasos
sanguineos con respecto al aal del campo se puede obsarque la superficie de los
vasos sanguineos con respecto a la superficie del campuayes en tumores MB49-I que

en tumores inoculados con la linea parental (Fig 8B).
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Figura 27: Andlisis angiogénico en tumoresesicales: A: Por imunohistoquimica de

la tincion para CD31 se observa que la yiga inoculada con lalinea celular MB49-I
(A2) presenta mayor niumero de vasos sanguineos comparada con la vejiga que fue
inoculada con MB49 (Al). B1: Cuantificacdn del nimero de vasos sanguineos CD31
positivos. B2: Cuantificacion del porcetnaje del area ocupada por los vasos
sanguineos relativizados por el area totajue ocupa el campo faigrafiado utilizando

el programa Image-Pro Plus 6, para mediel area total ocupada por los vasos
sanguineos se estandarizé a una medigaeviamente fijada. Por ejemplo 0,17 mrh

en un campo de 400X. a: p<0.01 y b: p<0.001 vs MB49.
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El tumor inoculado con MB49-1 presnta mayor expresion y actividad
enzimatica de CB comparad con los tumores MB49.

Los ratones fueron sacrificados catorce diaspués de la inocul@a ortotépica y las
vejigas fueron obtenidas para analizar la expresién y actividad enzimatica de Catepsina B.
La tincion inmunohistoquimicenuestra que la vejiga norinao expresa CB. Se puede
observar que tanto la vejigadculada con la linea celulstB49 como la inoculada con
MB49-1 expresan CB en el citoplasma deutst epiteliales, en células del corion
adyacente siendo la vejiga inoculada cotirlaa celular MB49-1 donde se observa una
mayor expresion de CB. La expresion de CB no es evidente en areas mas alejadas al a la
zona tumoral. (Fig 28 a).

La actividad enzimatica de CB basal envégiga normal es de 12,41 +/- 1,20 Ul/ug de
proteina, mientras que la actividad de € significativamente incrementada en las
vejigas con tumor MB49-1 comparada con aquellas inoculadas con MB49. (33,65 +/- 3,35
vs 24,10 +/- 2,40 Ul/ug proteina)igF28 b). La actividad dEB en homogenatos de tumor
creciendo en el subcutaneo fue también mayoel caso de los tumores generados por
MB49-I comparado con los generados parculacion de MB49. (MB49: 17,5 +/- 1,9
MB49-I: 38,2 +/- 3,5 n=4 Ul/ug proteina. Amdactividades enzimaticas de ya sea,
tumores ortotépicos como tumores subcetén fueron inhibidas en presencia de el
inhibidor especifico de CB, el CA-074.
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Figura 28. Expresion y actividad de CB en tumores vesicales y subcutaneos:

A: Por inmunohistoquimica se observa quda vejiga normal es negativa para CB
(Al). Los tumores inoculados con MB49 y MB49-1 muestran areas de expresion
positiva para esta enzima. El corion cerg@o al tejido tumoral muestra también
expresion de CB siendo mas intensa la marca en el caso de los tumores MB49-I. (A2,
A3). En mayor detalle se observa gque la presion citoplasmatica de CB es mayor en
el tumor MB49-1 comparado con el MB49(A2.2, A3.3). B: La actividad de CB es
significantemente mayor en ambos tumore vesicales comparado con la vejiga
normal. b y ¢, p<0,001. Los tumores genedas por MB49-| tienen una actividad de
CB mayor que los tumores MB49. d, p8,01.CA (CAO074-Me) un inhibidor de la
actividad enzimatica de CB anula la actiidad tisular de dicha enzima. p<0,001 vs
sin CA. (Student'st test). C: Los tumores generadosen forma subcutdnea por
MB49-I tienen una actividad de CB nayor que los tumores MB49. b, p<0.01.CA
(CAQ074-Me) un inhibidor de la actividad enzimatica de CB anula la actividad tisular
de dicha enzima. a, p<0,001 vs sin CA. Student' sest).
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PARTE II- Evaluacion de la expresion de PPARg en el modelo
desarrollado y en pacientes con CaV.

Expresion de PPARg en un modeloortotopico de cancer de vejiga
murino.

Se ha descripto que la exp@sde PPARg en el urotelisormal es uniforme, mientras
gue en muestras provenientes de carcinomasanos de bajo grado la expresion era
positiva tanto difuso como focalizada y quecancinomas de alto grado la expresion fue
principalmente focalizada o ausente. Erm&mo trabajo se demostré que ligandos de
PPARg eran capaces de suprimir el crecimiento de células tumorales in vitro, pero al
mismo tiempo se observé que lineas celuldesejiga humana no neoplasicas resultan
mas resistentes a la inhibiciébn por losaligos de PPARg comparado con las lineas
celulares neoplasicas [125]. Un afio mas tae@ublicé un trabajo donde se asocia la
expresion de PPARg en forma significativatemores papilares pero no han encontrado
asociacion con el estadio o grado histoldgiEllos, en cambio, si observaron que la
expresion de PPARg estaba dada con la baja incidencide recurrencia y progresion
tumoral, indicando que la expresion de PPARgria ser indicativale un factor de buen
prondstico o0 a la inversa que su falta de esi@n deberia ser considda como un factor
de mal prondstico [126]. Por otro lado, Yoshra y col han reportado que no hay una
expresion marcada en muestras de vejigiunmral y que su expresion fue significativa
en tumores vesicales humanos. Ademas obsmr\@ue la expresion de PPARg es mayor
en carcinomas de células transicionalesaltie grado comparado edos de bajo grado
[127]. En este ultimo punto del trabajo hemoaliazado la expresiéde PPARg en cortes
histoldgicos de vejiga normal y tumoral geados con la linea M y MB49-|, asi como
también la expresion de dicho recea las lineas celulares in vitro.

Nuestros resultados muestran que la lingasara, MB49-1, pierde aproximadamente la
mitad de la expresion de PPARg con respecta linea parental, MB49 (Fig 29A). Por
inmunohistoquimica observamos que, la vejigamal de ratén es negativa para PPARg
mientras que los tumores vesicales supel@isjggenerados por MB49, presenta una marca

intensa de PPARg. En cuanto al tumor caracteristicas invasoras generados por MB49-
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I, se observa que la expresion de PPARdeesna intensidad menor cuando se la compara

con la vejiga con tumor no invasor.
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Figura 29. Expresion de PPARg in Vitro e in vivo en el modelo murino ortotopico:
A: Por Western Blot se evaluo la expresion de PPARg en ambas lineas celulares. La
expresion fue cuantificada y relativizada co respecto a la expresion de B-Actina. B.
Por inmunohistoquimica se observa que laejiga normal es negativa para PPARg.
Los tumores inoculados con MB49 muestran areas de expresion intensa para PPARg.
En los tumores inoculados con MBA49-lésta expresion disminuye. La barra

corresponde a 100 pm.

Expresion de PPARg erpacientes con CaV

Para entender mas acabadamente el rol d&RBRA el CaV, evaluamos su expresion en
muestras de de carcinoma de vejigas humdPas llevar a cabo este analisis, contamos
con muestras de 51 pades obtenidas del @mivo del Area de Ralogia de nuestro
Instituto. Teniendo en cuenta el grado easion, 18 presentaban tumores invasores y 33
superficiales (no invasores del masculo).nmdibsmo tiempo, teniendo en cuenta el grado
histol6gico, 38 fueron clasificados en wrado histolégico ait, mientras que 13
presentaban un grado bajo.

Al analizar la expresion de PPARg en estras provenientes de pacientes con CaV
definimos tres niveles de expresion nucldardicho receptor, muestras con expresion
negativa, con un menor al 10% de expresionlddeos positivos parampo; muestras con
baja expresion, considerando menos del 4086 pes del 10% de ndcleos positivos por
campo y muestras con alta expresion, defin@wso aquellos con una expresion mayor al
40 % de nucleos positivos.

Si bien no encontramos diferencias significateaguanto al nUmero de muestras con alta
expresion de PPARg de acuer@ogrado de invasion o his@@ico, un incremento en el
namero de muestras que expresan bajosles de PPARg fue detectado en tumores
invasores y de alto grado histolégico camgulo con los tumores de bajo superficial (de
27 al 61 %) y grado respectivamente (de 8 a 50 %) (Fig 30 A y B). Es decir que en
pacientes con tumores de p@oondstico hay una mayor prop@n de muestras con una
baja expresion de PPARg, sugiriendo quepdadida de la expresién se asocia a la

progresion tumoral. La proporcidon de tue® negativos fue mas alta en tumores
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superficiales en comparacion con los invaspr® habiendo diferencia en los tumores
segun el grado histolégico. En pacientesa dspotesis podria evaluarse analizando un

mayor numero de casos y haciendo cmxa de Kaplan-Mayer (sobrevida).
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Figura 30. Expresion de PPARg en muestrage pacientes con CaV A: Expresion de
PPARg en muestras clasificadas segun @rado de invasion (53 pacientes) B.
Expresion de PPARg segun el grado higkdgico. En ambos casos los niveles de
expresion fueron definidos como negativdentre 0 y 10 % de nucleos positivos);
media (entre 10 y 40 % de nulcleos posiths); alta (mayor al 40 %). a: p=0,0342,
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expresion media de superficial vs wasor; b: p=0,0046, expresion negativa de
superficial vs invasor; c: p=0,0083, baja exgesion bajo grado vs alto grado. Test

Exacto de Fisher.

123



Discusion capitulo 1

La progresion tumoral se puede entender camo suma de varios pasos secuenciales e
independientes que llevan a uodlula tumoral hasta su pontulmine, la metastasis
[128]. Para poder avanzar a través de logalites pasos de la progresion maligna, las
células tumorales adquieren diferentes rattienes genéticas y/o epigenéticas cuya
aparicion puede ser favorecida o inhibida gefiales moleculares paracrinas provenientes
del microambiente, del estroma y de lafemintes poblaciones celulares que componen
los tumores.

Para estudiar la integracicae esas sefiales se requiede modelos experimentales
complejos que puedan emular dichas interacciones, pero la mayoria de los modelos
experimentales estan compuestos por polas celulares relativamente homogéneas.
Esto es util porque permite estudiar algunos de los mecanismos que ocurren durante la
progresion tumoral y/o la metéstasis, sirbango, es una simplificacion que no tienen en
cuenta que los tumores reales son altamente heterogéneos y que las interacciones entre las
distintas subpoblaciones que los componemn@aafectar su comportamiento maligno. El
potencial tumorigénico y metasico depende no solo de le&lulas tumorales intrinsecas

sino también de otras células que formanepdel microambiente tumoral, y por lo tanto

del sitio de inyeccion [129]. Biembargo con el objetivo demplificar la metodologia y
entender los resultados son frecuentementeasskideas celulares puras in vitro y/o la
inoculacion heterotépica de estas en armdpalPara focalizar en el concepto de
heterogeneidad nosotros desarrollamos ertredtajo una nueva linea celular de cancer de
vejiga murino obtenida luego de 13 trasplargacesivos in vivo de un tumor originado

por inoculacién subcutanea de la linea MB49ravés del cultivo primario de este tumor
hemos obtenido una nueva lineelular denominada MB49¢ara luego analizar sus
caracteristicas biolégicas witro e in vivo después da inoculacién ortotdpica.

En la actualidad se utilizan cuatro modelos murinos principales de CaV. Estos incluyen
modelos xeno o singeneicos, y dentro de €supo, los inducidos quimicamente y los
transgénicos. La implantacién ortotdpica haserbsultados mas reales siendo, dentro de
los modelos singeneicos, las lineas MB49 y T@Bingeneicas de la cepas cepas murina

C57-J6 y C3H respectivamente, las mas featemente utilizadas. El cancer de vejiga
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inducido en ratas y ratén son utilizadosgpastudios de quimioprevencién. Aunque los
agentes utilizados para inducir el cancer egpecificos del urotelieste modelo requiere

un prolongado periodo de tiempo para el desartoftworal, mientras que las ventajas del
modelo ortotdpico que nosotros usamos en este trabajo son, ademas del bajo costo y la
utilizacién de un hospedador inmunocompeterite posibilidad de obtener tumores con
parametros de relevanciéinica en un periodo de gui@ dias, obteniendo tumores con

una baja concentracidon de células, coniattalencia y reproducibilidad [129].

Durante la progresién tumoral se ponen de manifiesto diversos mecanismos celulares y
moleculares, teniendo algunos de ellos hagial con mecanismos que tienen lugar a lo
largo del desarrollo embrionario. Uno distos procesos es la transicion epitelio
mesenquimatica (TEM) durante la cual céludasestirpe epiteliahdquieren un fenotipo
mesenquimatico que le confiere capacidadyraioria. En este proceso las células
epiteliales pierden marcadoresmracteristicos de este linaje, como citoqueratinas y
adquieren la expresion de hkaoulas como vimentina, actina de muasculo liso entre otras
[114]. Es ampliamente aceptado que éststmlidad celular también es un proceso
fundamental durante |arogresion tumoral [116].

La linea celular MB49 ha sido obtenida a patt@runa transformacion neoplasica in vitro

de cultivos primarios de epitelio dejiga murina inducida con el carcindbgeno 7,12-
dimetilbenzatraceno [130]. En este trabajootims mostramos que la linea celular MB49
expresa citoqueratina 18, una gioa marcador denaje epitelial. Durante la seleccion de

las subpoblaciones celulares del tumor llevadabo por el hospedador, no solo la nueva
linea celular mostré diversidad morfoldgica siue ademas la expresion de citoqueratina

fue disminuyendo mientras la expresiénvileentina aumentd. Estos cambios indicarian

que una transformacion epitelio mesenquinaati@ tenido lugar dante los sucesivos
pasajes in vivo, aungque procesos celula@so fusiones entre células no pueden ser
descartadas.

Se ha descripto que en tumores animalessqueantienen por tragpites in wo (durante
alrededor de 200 trasplantes) es posible que se produzca un proceso denominado
transformacion sarcomatosa. Mediante este proceso los carcinomas se diferencian a
tumores con caracteristicas mesenquimaticadalarigen a la formacién de un sarcoma.
Para evaluar esta posibilidad estudiamosXpresion de citoqueratinas en los tumores
vesicales generados por la linea MB49-l ylasm metastasis pulmonares generados por

estas. Observamos que el tumor generadd®/|B219-1 aumenta la expresion de vimentina,
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detectdndose al mismo tiempo la expresiorcitiequeratina. Asimismo las metéastasis
pulmonares generadas por éste tumor soguératina positivas indicando que en nuestro
modelo ha ocurrido una transicion epiteli@esenquimatica. De esta manera las lineas
celulares MB49 y MB49-1 podriaser una herramienta para el estudio de mecanismos
relacionados con TEM duranie progresion tumoral.

Para conocer simililaridad genética entre ladiparental y la linea MB49-I realizamos el
analisis del cariotipo. Esteuwel6 la presencia de dos subfaxiones celulares en ambas
lineas celulares, una con un numero diplaldecromosomas y latra con una poblacién
distribuida en un rango tetraploide de croomas. Las metafases mostraron alteraciones
cromosOmicas derivadas de tragsldones Robersonianas, un cromosoma
submetacéntrico y un pequefio cromosomeaodéntrico que fueron observados en MB49
y también en MB49-I. Estos datos indicarian j#49-1 es una linea celular derivada de
MB49 ya que MB49-I comparte las aberraci®oeeomosomicas con la linea parental.

Las enzimas proteoliticas han ganado un lugpoitante en el estudio de los procesos de
progresion tumoral, debido a su capacidadlidarccomponentes de la matriz extracelular
permitiendo a las células tumorales penetrafigrar el tejido estromal subyacente. Las
alteraciones en la produccién de enzimas proteoliticas se encuentra intimamente
relacionado con la progresién tumoral, ebqaso angiogénico y capacidad metastasica
[97]. EI UPA, la CB y lasa MMPs son enzimaya desregulacion esédociada al proceso
metastatico.

El sistema uPA también juega un rol importagtelos procesos de invasion y metastasis
tumoral interviniendo en la protedlisisdresion y migracion déa célula tumoral.
[88,131]. Fue descrito que los niveles de yi@smaticos son mayores en pacientes con
cancer de vejiga comparado con controle®say que en paciersteon CaV, un mayor
nivel en plasma de uPA es un factor indepemigi que predice peprondstico después de

la cistectomia radical. [132]

Las metaloproteasas son una familia de enzimas asociadas con el fenotipo invasor en
varios tipos de tumor. En pacientes con cadeevejiga se encuentra incrementado tanto
la expresion como la actividad, estandetos parametros asociados con un peor
prondstico, como mayor invasion y mayoadp histolégico. Dinney et al, desarroll6 un
modelo ortotopico xenogeneiaonde caracteriza variantegtastasicas derivados de un
carcinoma transicional humano implantado emdpgga de ratones atioos. Este modelo

xenogeneico revel6 caracteristitagportantes que incluyen iranento en la expresion de
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MMP-9, IL-8 y factores proangiogénicos comab (factor de crecimiento de endotelio
vascular) VEGF y (receptor del factor decimiento epidérmico) EGFR. La expresion
incrementada de MMP-9 fue una de las primeras diferencias identificadas en la linea
celular metastasica humana 253J B-V congi@ameon su contraparte no-metastasica y la
mucosa normal. Los mismos marcadores pacientes con CaV han resultado tener
correlato con el estaally la progresion [133]

La CB es una cisteino-proteabsosomal que se sintetiza @h reticulo endoplasmico
rugoso (RER) en forma de pre-procatepsinaaBa luego ser glicosilada. En la década del
noventa se demostrd que durante la transfiofon neoplasica la CB esta aumentada y se
libera extracelularmente [93]. La CB puedeuactsobre diferentesomponentes de la
matriz extracelular como las moléculasabdageno, fibronectina kaminina colaborando

en la degradacion de la matriz extracelular. También puede activar otras proteasas
asociadas a procesos de invasion comaRA y las MMPs. En esa misma época se
demostré que lineas celulares de cancer jigavimvaden membranas basales, mediante la
secrecion de CB [94]. La expresion de CB ¢ambiéen asociada con la invasion tumoral

en pacientes con CaV [90]. Nuestro grupo tdebajo demostré que los niveles de
expresion de CB en la orina y en plasma de pacientes con carcinoma transicional de vejiga
estaba aumentada [134].

La capacidad de predecir progresion a estadie mayor invasion y/o metastasis es
particularmente relevante. El hecho de edéz los mecanismos de invasion, metastasis y
angiogénesis en cancer de vejiga permitiria el desarrollo de nuevos agentes blancos que
tengan mejor capacidad de inhibir esa viaerular y asi generar bdingos terapéuticos

para pacientes con enfermedad avanzada.

Dada la asociacion de estas tres enzimda progresion en cancer de vejiga, evaluamos
dichas actividades en la nuelfaea celular comgrandola con la lireecelular parental.
Nuestros resultados muestran que la actividad de CB, MMP-9 y uPA estan incrementadas
en la linea celular MB49-I asociada con el @mento de la invasion en matrigel in vitro.

En concordancia con estas actividadegtio, MB49-I fue capaz de desarrollar un mayor
namero de metastasis pulmonares luego lalanoculacion tamt intravenosa como
subcutdnea comparado con la linea parental MB49.

Por inoculacion ortotopica de ambas lineadulares hemos obvado que el peso
promedio de la vejiga inoculada con laednMB49-| fue tres veces mayor que la vejiga

inoculada con la linea parental MB49. Ademasnoculacion ortotépica de MB49-1 fue
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capaz de generar tumores invasores miequasviB49 genera tumores superficiales. Los
estudios histopatolégicos de los tumores de vejiga indican que MB49 crece solo hasta el
corion, y por el contrario los tumores intedos con MB49-I crecen con mayor caracter
invasor invadiendo el tejido meaular. EI hecho de que MB49 genere tumores de vejiga
superficiales mientras que MB49-1 genermtues invasores mimetiza a los dos grandes
grupos en los que se clas#n los tumores humanos.

En el CaV humano el primesitio de diseminacion metasi@s es el ganglio linfatico
regional. En nuestro modelo no hemos podencontrar por histologia convencional
metastasis en los ganglios linfaticos. Sirbango no podemos descartar que las metastasis
puedan ser identificadas p@cnicas mas sensibles.

La manifestacion clinica mas frecuente en paegnon CaV es la hematuria, presente en
el 80 % de los casos, generalmente iermitente y puede ser macroscopica o
microscopica [13]. En éste modelo unayoraproporcion los ratorseportadores del tumor
ortotépico MB49-1 presentaron hematurisando se los compara con los generados por
MB49. Al mismo tiempo soélo los ratones portadores del tumor MB49-1 presentaron
metastasis pulmonares, generando asi un nmedelo ortotdpico ggi mimetiza el cancer

de vejiga superficial e invasteniendo en cuenta ademas geado de invasion, ciertas
manifestaciones clinico-patoldgicas.

La capacidad de producir angiogénesis es fueddal para el desarrollo tumoral, dado
que es un modo de proveer mgrientes y oxigeno al inter de los tumores. Nuestros
resultados muestran que la vejiga inoculeda la linea celular MB49-I presenta mayor
namero de vasos sanguineos que el tuyeoierado por la linea MB49. Posiblemente la
linea MBA49-1 presente alteraciones en éxpresion y/o seecion de factores
proangiogénicos como VEGF o EGF los cualemados al hecho de que MB49-1 presenta
mas actividad de enzimas proteoliticas secastaesultaria en la agcion de las células
endoteliales y la concomitante generacién de nuevos vasos.

Resultados previos de nuestedoratorio demostraron quejitl® proveniente de vejiga
normal expresa solo la isoforma de 29 kDagntrias que tanto los tumores como la linea
celular de cancer de vejiga humano T24, esan tanto la isoforma de 33 kDa como las
isoformas bicatenarias de 27-29 kDa y quexaresion en paciéas con CaV de las
formas activas de CB es mayor en tumores invasores comparado con tumores
superficiales, sugiriendo que la progéestumoral estd asociada con cambios cuanti y

cualitativos en la exprasi de CB [90]. Para evaluasi este modelo tiene un
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comportamiento similar al observado en hoogmevaluamos la expresion y actividad de
CB en tumores generados pas lineas MB49 y MB49-I.

Observamos que mientras que la vejiga normal fue negativa para CB, ambos tumores
expresan CB no sélo en las células tumeraamo también en etorion adyacente.
Ademas en los tumores generados potinea MB49-1 se observa mayor expresion
citoplasmatica de CB comparado con lomdves inoculados con MB49. También la
actividad de CB fue significativamente mayor en los tumores invasores que en los
superficiales y esta actividad enzimatica fue inhibida en presencia de CA-074 un inhibidor
especifico de CB.

A lo largo del capitulo | hensoevaluado el rol de PPARg en la biologia del cancer de
vejiga. Estudiamos su modulénibajo tratamiento con BCG, tratamiento establecido para
tumores que no invaden el masculo, y el efeldcsus ligandos en modelos in vitro e in
vivo. En la literatura, la expresion de PPA&amo indicador de grado de avance tumoral

es controversial. Segun Yoshimura et al [L2X]ste en pacientes, una marcada expresion
de PPARg en tejidos tumorales de vejiga carago con el urotelimormal, y que altos
niveles en la expresiéon se correlacionan womayor grado y estadde avance. Por otro
lado, Nakashiro et al [125], degien que la expresion de PPAR(g es positiva en el urotelio
normal, los carcinomas transicionales muestnaa tincion intensa, y que dicha expresiéon
fue ausente en los carcinomas de altadgréSegun los resultados en nuestro modelo
murino, la expresion de PPARg es negatwvala vejiga normal e intensa en tumores
vesicales superficialesjientras que disminuye en turee invasores, sugiriendo también
gue la expresion disminuye con la progbasiBasandonos en el conjunto de los resultados
podriamos sugerir que las discrepancias dogeescasos trabajos en pacientes puedan
deberse a que en cada trabajo se utilizan distintos niveles de corte y no consideran una
expresion intermedia como dme nosotros consideramos.

Es interesante discutir que la expresionRIRARg en tumores generados por la linea
celular MB49, es variable dependiendo tlejar de inoculacionLos tumores MB49
creciendo en la vejiga presentan marcaci@s intensa para PPARg comparado con los
tumores creciendo subcutaneamente. Si bies @staones fueron realizadas en diferentes
ocasiones y para una correcta intermiéta habria que hacerlo al mismo tiempo,
podriamos especular que esta discrepapuieda deberse al diferente microambiente
tumoral generado en ambos casos que impaotae &l tumor y de ahi la relevancia de la

utilizacién de modelos ortotopicos.
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Cuando analizamos la expresién de éste tecegm muestras provenientes de pacientes
con CaV, pudimos observar que todas las magsiiasificadas commmores invasores
expresaban PPARg de forma baja o aila,embargo observamos una mayor proporcion
de muestras de pacientes que expresars bajeles de dicho ceptor. Este resultado
también se observd al analizar la exjinessegun el grado histoldgico. Si nosotros
partimos del concepto de que PPARg es mm@décula asociada a la diferenciacion,
podriamos hipotetizar que la egpron de éste fact@n tumores superficiales esté dada,
de alguna manera, como respuesta a lagmahcion tratando asi deontrarrestarla.
Teniendo en cuanta la variabilidad enpracientes y considerando que en una linea
temporal los tumores superficiales y/o dgobgrado histoldégico mgresaran a invasores
y/o de alto grado, podriamos hipotetizar t&nb que el aumento de la proporcion de
pacientes con baja expresion de PPARg sa dgpensas de la alexpresion en tejido
superficial, que luego se pierde, o de la egfgm nula que aumentaria como respuesta a la
progresion. Para profundizar esta idea son necesarios grsafuncionales que tiendan a
aclarar la funcionalidad de PPARg en estmto. El modelo que presentamos en éste
trabajo seria Util para evaluar los mecanismos relacionados con la pérdida de PPARg

durante la progresion tumoral.
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A lo largo de éste trabajo, hemos demadb, por primera vez, que PPARg media el
efecto inhibitorio de la proliferacién inducido por BCG &#lulas de cancer de vejiga
murinas. In vivo BCG inhibe el crecimientte tumores en ratones singeneicos por un
mecanismo parcialmente dependiente de RfRAra que BADGE revierte dicho efecto,
sugiriendo que agonistas enddégenos pada@ivar a PPARg inducido por BCG.

Todos estos resultados nos llevan a postuarparte del mecanismo de accién que BCG
lleva a cabo para ejercer su efedtuibitorio estd mediado por PPARg.

Observamos que BCG activa la via de NFéBla linea celular MB49 y que la 15-d-
PGJ2 la inhibe. Este resultado podrialiegp los efectos PPARg independientes en
procesos como la inhibicion de induccién de la proliferé@n de NO. Es decir que los
ligandos de PPARg inhibirian la activacida NF-kB y consecuentemente la produccion

de NO por mecanismos via NF-kB y no a través de PPARg.

Con el objeto de chequear la posibilidad de usar a los agonistas de PPARg como una
posible terapia en el CaV, evaluamoseétcto de RO in vivo. A diferencia de lo

observado in vitro, RO se oponeedécto inhibitorio de BCG.

También describimos por primera vez el efecto de BCG sobre el estroma tumoral,
observando que BCG induce la proliferaciorfideblastos y dicho tratamiento genera un
aumento en la expresion de moléculasn@ocolageno I, SMA-alfa Y FGF-2 en
concordancia con la inhibicion del tamafiomoral y aparicion de tejido cicatrizal.
Nuestros resultados muestran que RO inkdbeapacidad fagocitica en los macrofagos y
varios pasos del proceso de reparacion tisular, como proiderate fibroblastos y
depdsito de colageno. Por lo tanto, aunquaRRP este implicado eta inhibicién de
crecimiento tumoral, nuestros resultados gy que la administracion exdégena de un
ligando del receptor seria contraproducente en pacientes con CaV bajo tratamiento con
BCG.

Los modelos animales que imiten el compmieanto observado en pacientes son escasos.
En este trabajo nosotros describimos umeeva linea celular deancer de vejiga,
denominada MB49-1, desarrollada por sucespasajes in vivo partiendo de un tumor
primario obtenido por inoculacién de ladmn celular de cancer vejiga MB49. La linea

celular MB49-1 tiene incrementado la acti&dlde enzimas proteoliticas como MMP-9,
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uPA y CB. Ademas la inoculacion ortotépi de las células MB49 y MB49-1 genera
tumores superficiales e insares respectivamente, homoloda a la patologia humana.
El tumor ortotépico MB49-1 expresa y pegga mayor actividad de CB que el tumor
generado por MB49, similar también a lo observado en pacientes. El tumor invasor
presenta disminucion en la expresion @€ y aumento de VM compatible con una
transicion epitelio mesenquiméatica proporcionandoodelo util para el abordaje de éste

mecanismo en la progresion del Cancer de Vejiga.

El modelo seria til para el estudio de défgtes moléculas y/o mecanismos implicados en
la progresion del Cancer de Vejiga como asi también utilizarlo como un modelo de
validacion preclinica para el estudio de nger@dalidades terapéuticas. Utilizando este
modelo observamos que tanto la linea MB49rha@| tumor ortotoémio generado por esta
pierden la expresion de PPARQ concordancia con un maygrado de indiferenciacion,
sugiriendo la importancia de esgefor en la progresion tumoral.

En pacientes, se encontr6 un mayor n@am#e muestras correspondientes a tumores
invasores y de alto grado hokigico con una baja exprersidle PPARg sugiriendo que la

pérdida de su expresion estasciada con un peor prongstico.
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