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“Dicen que la curiosidad mató al gato, pero no dicen si 

lo que descubrió valió la pena” 

 

José Saramago 
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Participación del Estroma en la Regresión 

del Cáncer de Vejiga Inducida por Bacilo 

Calmette-Guérin (BCG) 

 

 

RESUMEN 

 

 

Bacilo Calmette-Guérin (BCG) es el tratamiento estándar para prevenir 

recidivas y progresión del cáncer vejiga (CaV) no invasor de alto grado 

histológico. Utilizando un modelo de CaV murino (MB49) demostramos que 

BCG reduce el crecimiento tumoral a través de a) la inhibición del crecimiento 

de las células tumorales y b) la generación de un estroma anti-tumoral. El 

crecimiento de células tumorales es inhibido por la activación del receptor 

activador de la proliferación de peroxisomas (PPARɣ) y la regulación negativa 

del receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR3). 

BCG también induce la remodelación del estroma, incrementando la 

proliferación y diferenciación de los fibroblastos en forma directa o a través de 

factores producidos por los macrófagos. Este proceso es regulado 

negativamente por el óxido nítrico. Uno de los factores liberados por los 

macrófagos es el FGF-2, el cual induce esta activación de los fibroblastos. En 

tumores, se observa que BCG induce la disminución de la expresión del 

FGFR3 en las células tumorales y el incremento en la expresión de FGFR1 y 

FGFR2 en el estroma. En el 50% de los tumores de vejiga de pacientes, la 

expresión del FGFR3 disminuye por tratamiento ex vivo con BCG. 



3 
 

El presente trabajo describe un nuevo mecanismo de acción de BCG, 

plantea nuevos blancos terapéuticos y posibles marcadores pronósticos para 

pacientes con CaV. 

 

 

Palabras Claves: Cáncer de vejiga, Bacilo Calmette-Guérin, Estroma, Óxido 

nítrico, Factor de crecimiento de fibroblastos básico, Receptores del factor de 

crecimiento de fibroblastos, Receptor activador de la proliferación de 

peroxisomas. 
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Stromal Involvement in Bladder Cancer 

Regression Induced by Bacillus Calmette-

Guérin (BCG) 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Bacillus Calmette-Guérin (BCG) is the standard treatment to prevent 

recurrences and progression of non-muscle invasive high histological grade 

bladder cancer (BCa). Using a murine BCa model (MB49) we have 

demonstrated that BCG reduces tumor growth by a) inhibiting the growth of 

tumor cells b) generating an anti-tumor stroma. Tumor cell growth is inhibited 

by activating peroxisome proliferation activated receptor gamma (PPARɣ) and 

the fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) down-regulation. 

BCG also induces stromal remodeling, increasing fibroblast proliferation 

and differentiation, directly or indirectly through soluble factors produced by 

macrophages. This process is negatively regulated by nitric oxide. FGF-2 is 

one of the factors released by macrophages, which induces activation and 

proliferation of fibroblasts. BCG induces a decrease of FGFR3 expression in 

tumoral cells, while inducing an increase of FGFR1 and FGFR2 expression in 

stromal cells. Ex vivo treatment of bladder tumors patients with BCG produced 

a down-regulation of FGFR3 expression in the 50% of the cases. 

This paper describes a novel mechanism of action of BCG that could be 

useful to find new therapeutic targets and prognostic markers for patients with 

BCa. 
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4.1 CÁNCER DE VEJIGA 

 

4.1.1 EPIDEMIOLOGÍA 

 

El cáncer de vejiga (CaV) es el segundo tumor más frecuente del tracto 

urogenital masculino luego del de próstata y ocupa el cuarto lugar en incidencia 

entre los tumores sólidos en hombres en los países desarrollados [1]. En el año 

2006 hubo alrededor de 61.240 casos diagnosticados de CaV y 

aproximadamente 13.060 muertes atribuibles a esta enfermedad. En la Unión 

Europea es la cuarta causa de muerte por cáncer, representando el 7% de los 

tumores malignos en el hombre [2]. En nuestro país, ocupa el octavo lugar en 

mortalidad por cáncer, con una tasa de 4,8 por 100.000/año en la población 

masculina, mientras que en la población femenina es de 0,9 por 100.000/año. 

El Registro de Tumores de Concordia comunicó que la tasa de incidencia en 

los hombres es el triple que en las mujeres (12.1 y 3.7 respectivamente) y la 

edad de mayor incidencia es entre la quinta y séptima década de vida, siendo 

los caucásicos más susceptibles a padecerlo [3]. 

Al momento del diagnóstico, el tipo histológico más frecuente es el 

carcinoma de células transicionales con más del 90% de los casos. Luego le 

sigue el carcinoma de células escamosas con un 5-7% en los países 

occidentales. Sin embargo, en países no occidentales como Egipto asciende al 

75% de los casos. Este tipo histológico se encuentra asociado a procesos 

inflamatorios crónicos como la infección por Schistosoma haematobium, la 

permanencia de catéteres por largo tiempo, la litiasis vesical o vejiga 

neurogénica, y es generalmente de peor pronóstico que el anterior. El 

adenocarcinoma de vejiga es un tumor menos frecuente aún y representa sólo 

el 2% de todos los tumores vesicales. Se caracteriza por tener un pronóstico 

desfavorable y responder poco al tratamiento quimioterapéutico y quirúrgico [2]. 

En lo sucesivo nos referiremos al termino CaV haciendo referencia a los 

carcinomas transicionales/uroteliales de vejiga. 
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Las causas principales asociadas a la generación de tumores de vejiga 

son: el hábito tabáquico, la exposición ocupacional a carcinógenos químicos y 

los procesos inflamatorios crónicos. 

El mecanismo por el cual los procesos inflamatorios crónicos aumentan el 

riesgo de padecer CaV es un tema de debate, sin embargo, algunos 

investigadores han señalado que la producción de óxido nítrico (NO) y la de 

compuestos N-nitrosos generados durante el metabolismo de éste podrían ser 

responsables de la carcinogénesis en vejiga [4-6]. 

 

 

4.1.2  DIAGNÓSTICO 

 

Los tumores de vejiga se clasifican según el grado de invasión y según el 

grado histológico de diferenciación. Según el grado de invasión, la Unión 

Internacional Contra el Cáncer clasifica a estos tumores en no invasores del 

músculo (NMI) cuando el tumor compromete desde el epitelio vesical (pTa) 

hasta la lámina propia (pT1); e invasores cuando alcanzan el músculo detrusor 

(pT2), invaden la totalidad de la pared vesical (pT3) o se han extendido a 

órganos adyacentes (pT4). El carcinoma in situ (Tis) se clasifica de manera 

separada, ya que las células neoplásicas se extienden a lo largo de la 

superficie del urotelio. El Tis puede presentarse sólo o asociado a los tumores 

transicionales y presenta características muy invasivas [7] (Figura 1). 
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Figura 1. Los tumores no invasores del músculo (pTa-pT1) son aquellos que comprometen 
desde el urotelio hasta la lámina propia; mientras los invasores corresponden a aquellos 
tumores que comprometen el músculo detrusor (pT2), alcanzan la grasa perivesical (pT3) o 
invaden órganos vecinos (pT4). El carcinoma in situ (Tis) se extiende sobre la superficie 
urotelial. 

 

 

Así mismo, los tumores de vejiga se clasifican según el grado 

histopatológico en: 

 Neoplasia papilar urotelial de bajo potencial maligno 

 Carcinoma urotelial de bajo grado 

 Carcinoma urotelial de alto grado 

 

Esta clasificación fue consensuada en el 2004 por la Organización Mundial de 

la Salud y relaciona el grado histológico con las alteraciones en genética 

molecular y valor pronóstico [8] (Figura 2). 
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Figura 2. Grado histopatológico de tumores uroteliales: A) Neoplasia papilar urotelial de bajo 
potencial maligno, B) Carcinoma urotelial de bajo grado, C) Carcinoma urotelial de alto grado. 

 

 

El 75% de los pacientes que son diagnosticados tempranamente, en su 

mayoría debido a la aparición de hematuria, poseen tumores que se 

encuentran en un estadio que no invade el músculo. A pesar de un diagnóstico 

temprano, un 65% de ellos recurre y hasta un 30% progresa a un estadio 

invasor. La progresión tumoral pone en riesgo la vida del paciente y plantea la 

necesidad de encontrar marcadores tempranos de mal pronóstico con el fin de 

aplicar terapias más racionales en los inicios de la enfermedad. 

 

 

4.1.3 TRATAMIENTO 

 

La estrategia terapéutica es definida acorde con el estadio de invasión de 

la enfermedad. La cirugía es la base del tratamiento estándar y la resección 

endoscópica transuretral (RTU) es el principal tratamiento quirúrgico cuando el 

tumor no ha llegado a invadir el músculo. En el caso de los tumores con bajo 

grado histológico, la RTU suele ser curativa. Para el tratamiento del carcinoma 

urotelial de alto grado que no invade el músculo o del carcinoma in situ, luego 

de la RTU se indica la instilación endovesical de una suspensión de Bacilos de 

Calmette-Guerin (BCG). Esta inmunoterapia es el tratamiento más efectivo 

para la profilaxis de la recurrencia y la progresión de la enfermedad de 
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superficial a invasora. Sin embargo, en casos de intolerancia a BCG puede 

utilizarse quimioterapia endovesical con mitomicina o doxorubicina [9].  

En el caso de tumores invasores, el tratamiento de elección sigue siendo 

hoy en día la cistectomía radical, la cual proporciona el mayor tiempo de 

sobrevida de los pacientes [10]. Sin embargo, hay un impacto importante en la 

calidad de vida del paciente. Por este motivo se han desarrollado protocolos 

tendientes a preservar la vejiga. Estos consisten en la máxima resección 

tumoral por la vía transuretral y luego la aplicación de quimio y radioterapia. El 

éxito de esta terapia depende de una adecuada selección del paciente. 

 

 

4.2 BCG EN EL TRATAMIENTO DEL CÁNCER DE VEJIGA 

 

4.2.1 HISTORIA DE SU APLICACIÓN 

 

BCG es el tratamiento de elección para evitar la recurrencia y la 

progresión en pacientes con CaV NMI de alto grado histológico o con 

carcinoma in situ. Los primeros estudios se realizaron en el siglo XIX cuando se 

observó que había una menor incidencia de cáncer en pacientes con 

tuberculosis. Holmgren, en 1935 fue el primero en publicar la utilización de 

BCG como vacuna antitumoral. El reporte más influyente fue el de Mathe en 

1969, donde se empleó BCG en el tratamiento de la leucemia linfoblástica 

obteniendo prácticamente un 100% de regresión de la enfermedad [11]. A 

pesar de los sorprendentes resultados obtenidos por Mathe, éstos no lograron 

ser reproducidos por otros investigadores, y con el advenimiento de 

tratamientos modernos como la quimioterapia y la radioterapia, el uso de BCG 

como agente antitumoral fue abandonado parcialmente. 

Las pautas iniciales para el uso de BCG en el tratamiento del CaV fueron 

establecidas por Coe y Feldman, quienes demostraron que la vejiga era capaz 

de montar una fuerte respuesta inmune contra el bacilo. Fue Zbar quien 

evidenció que un íntimo contacto entre BCG y el tumor era necesario para 
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maximizar los efectos en modelos animales [12, 13]. Morales, en 1976, fue el 

primero en realizar un tratamiento exitoso instilando endovesicalmente BCG en 

un pequeño grupo de pacientes con CaV, demostrando su potencialidad en el 

tratamiento de esta patología [14]. No fue hasta 1980, que The Southwest 

Ongology Group confirmó los beneficios inequívocos de BCG. Estos estudios 

determinaron que BCG funcionaba como inmunoprofilaxis ya que incrementaba 

el tiempo de aparición de recurrencias en pacientes con CaV [15]. Meta-análisis 

posteriores han confirmado la superioridad del tratamiento con BCG, 

comparado con la quimioterapia endovesical [16-18], sin embargo alrededor de 

un 30% de los pacientes no responden al tratamiento y pueden presentar 

recidivas o progresión de la enfermedad. 

El tratamiento que se aplica actualmente es el descripto originalmente por 

Morales sin mayores variaciones y consiste en una instilación con BCG 

semanal durante seis semanas. A las 12 semanas se realiza una citoscopía de 

control. Luego de confirmar la ausencia tumoral se realiza una nueva instilación 

para reforzar la respuesta, la cual debe repetirse una vez al mes durante 6 

meses, al año y a los 2 años. Teniendo en cuenta el número nada despreciable 

de pacientes que no presentan adecuada respuesta, es importante conocer 

exhaustivamente el mecanismo de acción de BCG con el objetivo de mejorar la 

modalidad terapéutica actual y/o identificar previamente pacientes refractarios. 

 

 

4.2.2 MECANISMOS INMUNOLÓGICOS VINCULADOS A BCG 

 

El mecanismo preciso por el cual BCG evita la recurrencia del CaV no ha 

sido aclarado completamente. Sin embargo, hay evidencias que muestran que 

una buena respuesta depende de la internalización de BCG en las células del 

urotelio vesical normal y tumoral, vía integrina α5β1 [19]. Luego de esta 

internalización se pone en marcha una fuerte respuesta inmune, que para ser 

exitosa debe promover la diferenciación y activación de los linfocitos en un 

perfil Th1. En esta respuesta también se inducen células citotóxicas capaces 

de eliminar a las células tumorales [7]. Los eventos claves que se conocen de 



28 
 

la activación del sistema inmune por BCG son la secreción de quemoquinas 

como la IL-8 (que atrae a los leucocitos a la zona de infección), citoquinas pro-

inflamatorias como TNF-alfa, IL-6 y GM-CSF, y el aumento de la expresión de 

moléculas de adhesión. 

Los estudios realizados in vitro sugieren que las citoquinas producidas 

pueden por sí mismas desencadenar una modesta respuesta anti-proliferativa 

en las células tumorales. Sin embargo, la principal función de estas citoquinas 

será la de generar la expresión de ciertas moléculas en la superficie de la 

célula tumoral como ICAM-1, Fas y CD40, que podrán ser reconocidas por los 

leucocitos para iniciar una respuesta inmune antitumoral [20]. En la respuesta a 

BCG, las primeras células que infiltran la pared de la vejiga son los neutrófilos 

que median una directa citotoxicidad celular. A pesar de que los neutrófilos no 

son grandes productores de IL-12, su gran abundancia a nivel local causa un 

impacto considerable, ya que esta citoquina es capaz de inducir la 

diferenciación de los linfocitos T CD4+ hacia el perfil Th1. A medida que el 

tratamiento avanza se observa un gran infiltrado celular en la vejiga, 

caracterizado por la presencia de linfocitos T, macrófagos, neutrófilos y un 

aumento de la expresión de las moléculas del complejo mayor de 

histocompatibilidad (MHC-I y MHC-II). Es este infiltrado celular el que secreta 

citoquinas, como IL-2 e IFN-gamma entre otras, que generan la activación de 

los linfocitos T y de células natural killer (NK), responsables de eliminar a las 

células tumorales. Leucocitos polimorfonucleares han sido detectados en la 

orina de pacientes bajo tratamiento con BCG endovesical [21]. 

Los linfocitos T son piezas fundamentales en la respuesta antitumoral 

mediada por BCG. Los linfocitos T citotóxicos (CD8+) participan eliminando a 

las células tumorales a través de la inducción de muerte (necrosis y/o 

apoptosis). Por otro lado, los linfocitos T CD4+ reclutados a nivel local 

contribuyen secretando citoquinas que asisten a la maduración los linfocitos T 

CD8+ y de otro tipo de células citotóxicas denominadas BAK (del inglés BCG 

activated killer). Las células BAK son muy particulares ya que pueden 

generarse in vitro mediante la co-incubación de células mononucleares de 

sangre periférica con organismos de BCG vivos y expresan conjuntamente 

marcadores de células T (CD8+) y de células NK (CD56+). Estas células 
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también conocidas como NK-T, son grandes productoras de IL-12 e inician la 

respuesta antitumoral [7]. Además de una respuesta inmune celular, también 

se ha descripto que la inducción de un proceso inflamatorio agudo genera la 

producción de óxido nítrico (NO) que puede resultar letal tanto para las células 

tumorales como para algunas células del sistema inmune [22] (Figura 3). 

 

 

Figura 3. Mecanismo inmunológico de respuesta a BCG. BCG es internalizada por el urotelio 
normal y por las células tumorales. En esta respuesta se reclutan inicialmente neutrófilos, los 
cuales reclutan y activan a macrófagos, linfocitos T CD4+ y CD8+ y células BAK. En esta 
respuesta el óxido nítrico (NO) producido por las células tumorales genera inmunosupresión. 

 

 

4.3 ÓXIDO NÍTRICO 

 

El NO es un radical libre producido en células de mamíferos por un grupo 

de enzimas denominadas NO sintasas (NOS). Se conocen tres isoformas 

codificadas por tres genes diferentes. La NOS neuronal (nNOS) fue 

inicialmente descubierta en cerebro, la NOS inducible (iNOS) se expresa 

principalmente en células inmunes y la NOS endotelial (eNOS) se expresa 

fundamentalmente en el endotelio vascular. Las isoformas nNOS y eNOS son 

constitutivas, dependientes de calcio y producen bajas concentraciones de NO 

del orden de nanomoles. La inducción de la expresión de iNOS está mediada 
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por la presencia de productos bacterianos y/o la generación de citoquinas 

inflamatorias. Esta isoforma genera un incremento en los niveles de NO muy 

superior comparado con las otras dos enzimas, del orden de micromoles y 

durante un periodo de tiempo relativamente corto [23]. La iNOS puede 

expresarse en varios tipos celulares de mamíferos como macrófagos, 

hepatocitos, células endoteliales e inclusive, en células tumorales. 

El NO tiene un rol controversial en la biología tumoral, ya que hay 

evidencias de que puede tanto inhibir como estimular el crecimiento de las 

células tumorales. Esta respuesta es dependiente del tipo tumoral, la carga 

genética, los niveles de NO y de la susceptibilidad de las células blanco [24]. 

Se ha observado que las células del endotelio vesical pueden producir NO 

luego del tratamiento con la inmunoterapia de BCG, lo cual llevó a postular que 

era éste radical el que mediaba la muerte de las células tumorales [22]. Sin 

embargo, en trabajos previos de nuestro laboratorio se observó que iNOS no 

se expresa en la vejiga normal pero si lo hace en el 50% de los pacientes con 

CaV, detectándose tanto en el tumor como en tejido vesical no tumoral [25]. 

Observamos que el 80% de los pacientes con CaV cuyos tumores 

expresaban iNOS presentaban recurrencia dentro de los 12 meses post-

tratamiento, mientras que solo el 20% de los pacientes que no expresaban 

iNOS recurrían en ese mismo lapso de tiempo [6]. Identificamos que la 

expresión de iNOS y la producción de NO no sólo se relacionaban con una 

recaída temprana, sino también con un mayor grado de invasión [26]. Estos 

resultados nos llevaron a postular que la expresión de esta enzima es un factor 

de mal pronóstico para pacientes con CaV [6]. Posteriormente, otros autores 

han señalado que pacientes cuyos tumores de vejiga expresan iNOS serían 

refractarios al tratamiento con BCG, reforzando la idea de que el NO en el CaV 

favorecería el crecimiento tumoral o por lo menos se opondría a la 

inmunoterapia [27]. 

Nuestro grupo de trabajo cuenta con un modelo de CaV murino que nos 

es útil para estudiar la relación que existe entre la expresión de iNOS, la 

producción de NO y el crecimiento tumoral [28, 29]. Este modelo cuenta con las 

líneas de CaV murinas MB49 y MB49-I que generan tumores NMI e invasores 

respectivamente cuando son inoculadas en el subcutáneo o de manera 
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ortotópica en la vejiga de ratones C57BL/J6. Ambas líneas expresan iNOS y 

producen NO tanto in vitro como in vivo [29]. De esta manera, utilizando las dos 

líneas tumorales, contamos con un modelo que imita a la patología humana en 

cuanto a sus estadios de invasión y lo hacen útil para estudiar los mecanismos 

involucrados en la progresión tumoral. Así mismo, también nos permite analizar 

cuál es la relevancia de la expresión de iNOS y la producción de NO en el CaV 

durante el tratamiento con BCG. 

Utilizando este modelo hemos demostrado que las células de CaV 

murinas MB49, tratadas in vitro con BCG, producen NO, el cual induce 

citotoxicidad sobre células del sistema inmunitario y funciona como un factor de 

sobreviva para las células tumorales [30]. Así mismo, mediante ensayos in vivo 

demostramos que tanto el tratamiento con BCG, como el tratamiento con el 

inhibidor de la producción de NO, L-NAME, inhiben el crecimiento de tumores 

subcutáneos generados con la línea MB49. Esta inhibición es potenciada por el 

tratamiento combinado de BCG+L-NAME. Mediante análisis histológicos 

observamos que la inhibición del crecimiento tumoral generada por el 

tratamiento con BCG, así como por el de L-NAME, estaba asociada a una 

acumulación de matriz extracelular rodeando al tumor enriquecida en fibras de 

colágeno. Este depósito de matriz es significativamente mayor en tumores 

tratados con la combinación de BCG+L-NAME, donde se observaba que las 

pocas células tumorales remanentes quedaban rodeadas por fibras colágenas 

[30] (Figura 4). 
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Figura 4. Coloración tricrómica de Masson en cortes histológicos de tumores de vejiga MB49 
que crecen en el subcutáneo de ratones singenésicos C57BL/6. El color celeste indica depósito 
de colágeno. Control: el tumor crece invadiendo la grasa; BCG: crecimiento más controlado, no 
hay invasión muscular y se ve depósito de colágeno rodeando al tumor; L-NAME: mayor 
depósito de colágeno rodeando al tumor y aún dentro de la masa tumoral; BCG+L-NAME: la 
estructura de la piel está conservada y la fibrosis ha reemplazado gran parte del tumor, se 
observan zonas donde unas pocas células tumorales están rodeadas de colágeno. 

 

 

4.4 ROL DEL ESTROMA EN LA BIOLOGÍA TUMORAL 

 

Por muchos años se ha dado importancia a la identificación de cambios 

moleculares como determinantes de la carcinogénesis, donde se pone en 

marcha un complejo proceso desarrollado en múltiples pasos durante los 

cuales la célula va acumulando alteraciones genéticas que la llevan a su 

malignización. Estos modelos centrados en las células tumorales y en el 

genoma han permitido la identificación y caracterización de los oncogenes y los 

genes supresores de tumores. Sin embargo, se ha prestado mucha menos 

atención a que los tumores son entidades complejas compuestos por diversos 

tipos celulares que interactúan entre sí. La progresión de un tumor depende del 

dialogo entre estos diferentes tipos celulares que conforman el tumor y el tejido 

de soporte, denominado estroma, el cual incluye un componente celular y una 

matriz extracelular (MEC) [31]. El componente celular está formado 

principalmente por fibroblastos, células inmunes e inflamatorias y células que 

forman los vasos sanguíneos. 
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Es necesario destacar que la constitución de la MEC varía 

considerablemente de tumor a tumor y que, dependiendo de las características 

intrínsecas del modelo de estudio, el estroma puede tanto inhibir como 

promover el crecimiento tumoral. Un ejemplo de este proceso ocurre cuando el 

estroma de un tumor es modificado por las propias células tumorales. Este 

estroma modificado libera productos que nutren y estabilizan al tumor 

promoviendo su progresión. Se ha visto que la normalización del estroma por el 

agregado de fibroblastos normales tiene la capacidad de inhibir el crecimiento 

tumoral, lo cual plantea al estroma y no solo a la célula tumoral, como un nuevo 

blanco terapéutico para el tratamiento del cáncer [32]. 

 

 

4.4.1 MACRÓFAGOS 

 

Los macrófagos tienen su origen en los monocitos de sangre periférica, 

ellos migran a los diferentes tejidos diferenciándose en macrófagos residentes. 

Son atraídos al sitio de lesión mediante estímulos quimiotácticos como son 

algunas toxinas bacterianas o moléculas señales producidas por los 

granulocitos neutrófilos. Los macrófagos cumplen numerosas funciones 

participando en la remodelación tisular, inflamación, inmunidad y trombosis. 

También pueden afectar el crecimiento y la progresión tumoral [33]. Gracias a 

su capacidad fagocítica llevan a cabo la eliminación de desechos celulares y 

además son importantes efectoras de la respuesta inmune participando tanto 

en la respuesta inmune innata como en la adaptativa. En la inmunidad innata, 

los macrófagos residentes proporcionan defensas inmediatas contra patógenos 

y coordinan el proceso de infiltración leucocitaria. Contribuyen a regular el 

balance entre la disponibilidad de antígeno y su remoción por fagocitosis, con 

la subsecuente degradación de las células senescentes, apoptóticas, microbios 

y, en algunos casos, de células neoplásicas [34]. 

Los macrófagos son también esenciales para dirigir la respuesta inmune 

adaptativa. Colaboran con los linfocitos T y B, tanto a nivel célula-célula como 

mediante la liberación de citoquinas, quemoquinas, enzimas, radicales 
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reactivos y metabolitos derivados del ácido araquidónico [35]. Los estímulos 

inflamatorios producen el reclutamiento y activación de macrófagos. A estos 

últimos también se los denomina macrófagos “activados”, para diferenciarlos de 

los no activados o residentes [36]. 

Los macrófagos presentan una gran plasticidad y pueden cambiar su 

fisiología en respuesta al microambiente. Así, se ha descripto que pueden tener 

funciones tanto pro- como anti-tumorales. Según las condiciones del medio 

ambiente pueden liberar citoquinas inflamatorias como IL-1, IL-6, IL-12 y TNF-

alfa; o anti-inflamatorias como TGF-beta e IL-10 [34]. Los macrófagos 

productores de citoquinas inflamatorias son capaces de direccionar la 

respuesta inmune adaptativa hacia un perfil de linfocitos T CD4+ Th1 y de 

linfocitos T CD8+ que tienen la capacidad de combatir a las células tumorales. 

En los últimos años han aparecido trabajos mostrando que los macrófagos son 

atraídos hacia el tumor y que al llegar allí son estimulados a polarizarse hacia 

un perfil de secreción de citoquinas anti-inflamatorias, entre las cuales está la 

IL-10 que tiene funciones inmunosupresoras, lo cual estimularía el crecimiento 

de los tumores [33]. 

En analogía con los estados de polarización de los linfocitos T CD4+ en 

perfiles Th1 y Th2, los macrófagos también pueden ser fenotípicamente 

polarizados por el microambiente para montar una respuesta específica. Los 

dos estadios extremos de esta polarización son los llamados M1 y M2. Los 

macrófagos M1 se diferencian en respuesta a productos microbianos o a la 

presencia de IFN en el microambiente. Se caracterizan por una elevada 

producción de IL-12 e IL-23 y una alta capacidad de presentación de antígenos, 

de producción de NO y de intermediarios reactivos del oxígeno. Estos 

macrófagos M1 son generalmente considerados células efectoras potentes 

para la eliminación de microorganismos y de células tumorales. Por el 

contrario, los macrófagos M2 se diferencian en respuesta a IL-4, IL-13, IL-10 y 

glucocorticoides. Sus funciones se centran en atenuar la respuesta 

inflamatoria, diferenciar hacia una respuesta adaptativa Th2, promover la 

angiogénesis y participar en la remodelación tisular y en los procesos de 

reparación de heridas [34, 37]. Entre estos estadios extremos de polarización, 
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existen macrófagos intermedios con algunas propiedades compartidas (Figura 

5). 

 

 

 

 

Figura 5. En presencia de interferón gamma (IFN-gamma), lipopolisacárido (LPS) y otros 
productos bacterianos, los monocitos y los macrófagos residentes se diferencian en un perfil de 
macrófagos M1. En presencia del factor estimulador de colonias (CSF-1), IL-4, IL-13, IL-10 y 
complejos inmunes en asociación con IL-1R o ligandos de los TLR, los monocitos y los 
macrófagos residentes se diferencian en un perfil de macrófagos M2. M1 y M2 difieren en su 
fenotipo y sus funciones. Los M1 tienen elevada actividad microbicida, funciones 
inmunoestimuladoras y anti-tumorales. Los M2 poseen elevada actividad de remoción de 
detritos, promueven la reparación tisular, angiogénesis y promoción tumoral. Entre los estadios 
extremos de polarización M1 y M2 existen macrófagos con propiedades intermedias 
compartidas. Esquemas adaptados de [34, 37]. 
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4.4.2 FIBROBLASTOS 

 

Los fibroblastos son las principales células del tejido conectivo y se 

encuentran embebidos en una matriz fibrilar que ellos mismos sintetizan. 

Dentro de las principales funciones que cumplen están la deposición de matriz 

extracelular (MEC), la regulación de la diferenciación del epitelio, la regulación 

de la inflamación y de los procesos desencadenados en la reparación de 

heridas. Sintetizan varios de los componentes que constituyen la MEC como 

fibronectina y los distintos tipos de colágenos [38, 39]. Contribuyen a la 

formación de la membrana basal mediante la secreción de colágeno IV y 

laminina. También son importantes remodeladores de la MEC, ya que liberan 

varios tipos de metaloproteinasas (MMP) que son capaces de degradar 

distintos componentes de la MEC para, de esta manera, mantener su 

integridad [40]. Los fibroblastos participan en la homeostasis del epitelio 

adyacente mediante la secreción de factores de crecimiento y mediante la 

interacción directa entre células epiteliales y mesenquimáticas [41]. Además de 

este rol fisiológico también tienen un rol prominente en la reparación de 

heridas. En estos casos, invaden la lesión y generan una MEC que sirve como 

andamiaje para ellos y otras células que participarán en el proceso de 

cicatrización como son los macrófagos. Poseen especializaciones del 

citoesqueleto que facilitan la contracción y cierre final de la herida [38].  

Los fibroblastos aislados de una herida o de un tejido fibrótico se 

denominan fibroblastos activados. Secretan elevados niveles de proteínas de la 

MEC y poseen una tasa de proliferación mayor que la de los fibroblastos 

aislados de un tejido normal. Se caracterizan por la expresión de actina de 

músculo liso alfa (SMA-alfa) [42]. Una vez que la herida es reparada, los 

fibroblastos disminuyen su actividad y recuperan su fenotipo normal. En 

algunos casos patológicos, como las fibrosis crónicas o aún en el 

microambiente tumoral, los fibroblastos pueden permanecer “activados”, 

sugiriendo que la activación constante de estas células podría conferirles 

propiedades pro-tumorales [38]. 

Las células tumorales pueden modificar el estroma, haciendo que este 

pierda su capacidad para mantener la homeostasis y favoreciendo que trabaje 
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a favor del tumor [43]. Sin embargo, existen algunas diferencias entre un 

estroma normal y uno “reactivo” asociado al tumor. El estroma normal en la 

mayoría de los órganos contiene un mínimo número de fibroblastos en 

asociación con la MEC [44]. En cambio, un estroma reactivo se asocia a un 

incremento en el número de fibroblastos, una mayor densidad de capilares y 

una mayor deposición de colágeno I y fibrina [45, 46]. Como se mencionó al 

inicio de este apartado, hay autores que han planteado que el estroma también 

puede inhibir el crecimiento de tumoral. Un ejemplo de este hecho se da por la 

acumulación de una densa MEC en algunos tumores, lo cual contribuye a 

incrementar la presión del fluido intersticial y dificultar la difusión de 

macromoléculas y del oxígeno, llevando a una necrosis de las células 

tumorales [47]. También se ha reportado que la adición de fibroblastos 

normales es capaz de inhibir el crecimiento tumoral, aunque aún no está claro 

a través de qué mecanismos los fibroblastos normales pueden impedir la 

progresión tumoral [48]. Uno de los mecanismos propuestos postula a los 

fibroblastos como moduladores de la respuesta inmune, mediante la secreción 

de citoquinas como IFN-gamma, IL-6 y TNF-alfa. Estas citoquinas pueden 

movilizar a los linfocitos T, NK y macrófagos. También se ha demostrado que 

los fibroblastos normales pueden ayudar a prevenir la apoptosis de células T 

[49]. Estos antecedentes han llevado a pensar en utilizar a los fibroblastos 

como células a las cuales se las podría dirigir para que cumplan un rol anti-

tumoral que complemente las terapias ya existentes. 

 

 

4.4.3 MECANISMO DE REMODELACIÓN TISULAR 

 

Tanto el estroma que se forma a lo largo de un proceso de reparación de 

una herida como el que infiltra los tumores, comparten características similares. 

Ambos están compuestos por macrófagos, fibroblastos y vasos sanguíneos 

[50]. Los macrófagos proveen los factores de crecimiento necesarios para 

estimular la fibroplasia y la angiogénesis. Entre estos factores se encuentra el 

factor de crecimiento de fibroblastos básico (FGF-2), el factor de crecimiento 
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derivado de plaquetas (PDGF) y el factor de crecimiento transformante beta 

(TGF-beta) [51] que, junto con las moléculas de la MEC [52, 53], estimulan a 

los fibroblastos del tejido circundante a la herida para que proliferen, se 

diferencien a mio-fibroblastos y migren hacia el sitio dañado. La matriz 

provisoria de la herida contribuye a la formación del tejido granular que sirve 

como andamiaje para que las células migren sobre este. Esta matriz está 

compuesta principalmente por fibrina, fibronectina y ácido hialurónico [54]. 

Inmediatamente después de que los fibroblastos rellenan la herida comienzan a 

sintetizar MEC, mientras que la matriz provisoria es degradada y reemplazada 

gradualmente por otra rica en colágeno [55-57] (Figura 6). Una vez que el 

proceso concluye, los fibroblastos dejan de secretar colágeno y el tejido 

granular rico en estas células se reemplaza por un tejido cicatrizal 

relativamente acelular. Al finalizar, las células entran en apoptosis por un 

mecanismo que aún no está resuelto [58]. 

 

 

Figura 6. Esquema de reparación de heridas. Al producirse una lesión, se produce la 
activación y diferenciación de los fibroblastos en mio-fibroblastos. Estos fibroblastos activados 
sintetizan una matriz provisoria rica en fibrina (coagulo de fibrina) sobre la cual pueden migrar 
para producir el cierre de la herida. En el coagulo de fibrina se reclutan otras células como 
macrófagos y neutrófilos que favorecen la activación de los fibroblastos mediante la secreción 
de distintos factores de crecimiento. Esquema adaptado de [57]. 



39 
 

4.4.4 FACTOR DE CRECIMIENTO DE FIBROBLASTOS Y SUS 

RECEPTORES 

 

La familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) consiste en 18 

ligandos que unen a cuatro receptores de alta afinidad llamados FGFR1 a 

FGFR4. Los FGFs son factores de crecimiento polipeptídicos de secreción que 

unen receptores expresados en la superficie celular de sus células diana. La 

mayoría de los FGFs presentan secuencias señales de secreción, excepto el 

FGF-1 y FGF-2, que utilizan una vía de secreción no clásica que elude el 

retículo endoplasmático [59]. 

Los FGFRs tienen una estructura similar a otros receptores tirosin-kinasa. 

Son proteínas con un único paso transmembrana, un dominio extracelular que 

une al ligando y un dominio intracelular tirosin-kinasa que transmite la señal al 

interior de la célula. La porción extracelular del receptor se compone de tres 

dominios del tipo inmunoglobulina (I-III), con una región ácida rica en serinas 

entre el dominio I y II denominada “acidic box”. Los dominios II y III constituyen 

el sitio de unión al ligando. En los FGFR1-3 existe un splicing alternativo del 

dominio III, lo que genera isoformas con especificidades diferenciales de unión 

al ligando (isoformas IIIb y IIIc). La isoforma IIIb se expresa predominantemente 

en células epiteliales, mientras que la IIIc lo hace en células mesenquimáticas. 

Así, los ligandos deben ser expresados también de manera diferencial, ya que 

los receptores epiteliales responden a los FGFs liberados por las células 

mesenquimáticas y viceversa, generando un mecanismo parácrino entre el 

epitelio y el estroma [60, 61]. Se ha reportado que por mecanismos de splicing 

alternativo se pueden además obtener isoformas variables de los receptores. 

Estas variantes incluyen isoformas solubles, de secreción, con el dominio 

carboxi-terminal truncado o receptores con solo dos dominios inmunoglobulinas 

[62]. Los diferentes receptores y sus isoformas muestran especificidades 

diferenciales en cuanto a la unión al ligando [61] (Figura 7). 
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Figura 7. A) Esquema representativo de los FGFRs. B) Activación y dimerización de los 
FGFRs en respuesta al ligando FGF. Vías de señalización activadas por los FGFRs. Figura 
tomada de [62]. 

 

 

La unión del FGF a su receptor depende también de una asociación 

previa del factor a heparán-sulfato, el cual es un glicosaminoglicano presente 

en la MEC. Esta unión no es solo necesaria para la asociación al receptor, sino 

que también protege a los ligandos de la degradación [59]. La unión del FGF a 

su receptor promueve la dimerización y la activación del FGFR por 

transfosforilación en tirosinas. Algunas de esas fosfotirosinas actúan como 

sitios de unión para proteínas con dominios SH2 (Src homology 2). Una de 

esas proteínas adaptadoras es FRS2 (FGFR substrate 2) que actúa como un 

mediador en varias vías de señalización activadas por FGFRs. FRS2 

fosforilado es unido por la proteína adaptadora GRB2 (growth factor receptor 

bound protein 2) la cual recluta a las proteínas de la vía se señalización 

Ras/MAPK (proteína kinasa activadora de la mitosis) a través de la proteína 

SOS (son of sevenless). Estos adaptadores pueden unir también proteínas de 
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la vía de supervivencia PI3K/AKT cuando además participa la proteína 

adaptadora GAB1 (GRB2-associated binding protein 1) [63]. Otra proteína de 

unión es la fosfolipasa Cɣ (PLCɣ) que une fosfotirosinas en la cola carboxi-

terminal del receptor. Esta proteína hidroliza PIP2, produciendo DAG y IP3, los 

cuales desencadenan  la liberación de calcio y la activación de la proteína 

kinasa C (PKC) [64]. 

Existen varios mecanismos a través de los cuales se regula la 

señalización de los FGFRs luego de su activación. Las proteínas Sprouty son 

reguladoras negativas importantes y son inducidas por la señalización vía FGF 

[65]. Otras proteínas inducidas por FGF como MKP3 (MAPK fosfatasa 3) y SEF 

(similar expresión to FGF) también participan en la atenuación de la señal en la 

vía de señalización MAPK. A su vez, las mismas proteínas MAPK fosforilan a 

FRS2 en ciertos residuos serina y treonina que inhiben el reclutamiento de 

GRB2 y crean un feedback negativo [59]. La señal proveniente del complejo 

FGF/FGFR activado es finalmente terminada por internalización y degradación 

del receptor en los lisosomas. La ubiquitin ligasa Cbl reconoce los residuos 

activados en FRS2 y produce la ubiquitinización del FGFR que actúa como 

señal de degradación [66]. Los cuatro FGFRs son ubiquitinados de formas 

distintas, lo que determina la eficiencia con la que son degradados o reciclados 

de nuevo a la membrana [67]. 

En la señalización desencadenada por FGF están implicados múltiples 

procesos biológicos, pudiendo así estimular proliferación, diferenciación, actuar 

como factor de sobrevida o anti-apoptótico, o estimular la migración celular. Las 

señales de proliferación suelen ser transmitidas a través de la vía MAPK, 

mientras que las señales de sobrevida son mediadas por la vía PI3K [59]. Los 

FGFs son moléculas claves durante el desarrollo, ya que son mediadores 

fundamentales de la organogénesis. Así mismo, juegan un rol preponderante 

en la formación de nuevos vasos sanguíneos a través de la influencia que 

ejercen sobre otros factores claves del proceso de angiogénesis como son el 

VEGF y el HGF [68]. Los FGFs y en particular el FGF-2 son responsables del 

mantenimiento del fenotipo indiferenciado de las células madre embrionarias 

[69]. 
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Las fallas en la correcta señalización a través del sistema FGF/FGFRs se 

han asociado a varias patologías, entre ellas al cáncer. En la acondroplasia, 

una mutación en el dominio transmembrana del FGFR3 promueve la 

dimerización y la activación del dominio kinasa en ausencia de ligando. Así 

mismo, en la displasia tanatoforica, un desorden esquelético letal, una 

mutación puntual genera un nuevo residuo cisteína en el dominio extracelular 

del FGFR3. Esto genera una unión disulfuro entre dos receptores y fuerza su 

dimerización en ausencia de ligando, resultando en una señalización 

constitutiva. Estas dos mismas mutaciones han sido identificadas en tumores 

de vejiga humanos [70]. Mutaciones localizadas en el dominio kinasa de los 

FGFRs pueden alterar su conformación y generar una kinasa activa 

permanentemente. Otras mutaciones identificadas en células tumorales 

humanas son causadas por falta de función de los FGFRs; lo que sugiere que, 

en ciertos casos, pueden actuar como supresores tumorales [71]. 

La prevalencia en cáncer de mutaciones en los ligandos FGFs es rara y 

sus consecuencias no suelen ser tan claras como lo son para los receptores, 

aunque se ha visto que la disponibilidad de los ligandos puede influenciar la 

señalización. Se ha reportado en los casos en los que los FGFRs se sobre-

expresan que puede existir señalización independiente del ligando, debido a la 

proximidad entre los receptores, lo cual causa su dimerización. Particularmente 

en carcinomas del tracto urinario se ha visto sobre-expresión del FGFR3 [72]. 

La expresión de FGF o FGFRs fuera de contexto puede conducir a loops de 

señalización autócrinos o parácrinos anómalos [63]. Así mismo, el splicing 

alternativo aberrante que ocurre en los FGFR1-3 entre sus isoformas epitelial y 

mesenquimática (IIIb y IIIc respectivamente) puede generar una señal de 

retroalimentación autócrina. 

 

 

4.4.5 FGFR3 y CÁNCER DE VEJIGA 

 

Alrededor del 70-80% de los tumores de vejiga diagnosticados son NMI y 

el 70% de ellos se caracterizan por tener alteraciones en la señalización a 
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través del FGFR3, indicando que este receptor cumple un rol crucial en los 

inicios de la carcinogénesis en vejiga [73]. El 20-30% del CaV restante 

corresponde a tumores invasores del músculo, que suelen relacionarse con 

defectos asociados a la proteína p53, no siendo la vía del FGFR3 tan relevante. 

Las alteraciones en el FGFR3 asociadas al CaV NMI corresponden a 

mutaciones puntuales que generan una dimerización del receptor 

independiente de ligando y pueden generarse en el dominio extracelular, 

transmembrana o citoplasmático. Algunas otras mutaciones en el dominio 

kinasa que causan activación constitutiva del receptor se han visto asociadas al 

desarrollo de tumores de vejiga [74]. La presencia de mutaciones en el FGFR3 

en un porcentaje tan alto de pacientes con tumores de vejiga NMI plantea a las 

terapias destinadas a inhibir al FGFR3 como opciones prometedoras en el 

CaV. El knockdown del FGFR3 mutado o la inhibición del FGFR3 usando 

anticuerpos específicos o inhibidores farmacológicos de los FGFRs se han 

probado en varias líneas de CaV, donde se observó que reducían sus 

propiedades tumorales [59]. Estos hallazgos han reforzado la idea de inhibir al 

FGFR3 como terapia en el CaV NMI. 

 

 

4.4.6 PPARɣ y CÁNCER DE VEJIGA 

 

Los receptores activadores de la proliferación de peroxisomas (PPAR) 

son factores de transcripción intracelulares activados por ligando, miembros de 

la superfamilia de receptores nucleares hormonales que incluyen a los 

receptores de estrógenos, hormona tiroidea, ácido retinoico, vitamina D3 y 

receptores retinoicos X (RXRs). La superfamilia de PPAR consiste en tres 

subtipos codificados en genes distintos, denominados PPAR alfa (NR1C1), 

PPAR beta/delta (NR1C2) y PPAR gamma (PPARɣ) (NR1C3), los cuales son 

activados por ligandos selectivos [75]. Los tres subtipos de PPAR están 

expresados diferencialmente en distintos tejidos que reflejan su función 

biológica. PPAR alfa está predominantemente expresado en hepatocitos, 

cardiomiocitos y células del tubo proximal del riñón; mientras que PPAR 
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beta/delta está más ampliamente distribuido con mayores niveles relativos en 

cerebro, tejido adiposo y piel [76]. PPARɣ está altamente expresado en 

adipocitos pero también se encuentra en células endoteliales y células del 

sistema inmune. Se ha observado que PPARɣ está también expresado en 

varios tumores incluyendo pulmón, próstata, colon, mama, duodeno, tiroides y 

vejiga. 

PPARɣ es el subtipo más estudiado de los PPARs en humanos. Tras su 

activación, forma heterodímeros con los receptores de ácido retinoico y el 

complejo une sitios de reconocimiento específicos, denominados elementos de 

respuesta al factor proliferador de peroxisomas (PPRE) localizados en la región 

promotora de los genes que son regulados por PPAR. Además del complejo 

heterodimérico, la unión del ligando agonista de PPARɣ genera un cambio 

conformacional que recluta co-activadores transcripcionales, que modifican la 

estructura de la cromatina y facilitan el ensamblaje de la maquinaria 

transcripcional al promotor. 

PPARɣ puede regular negativamente la expresión de genes en una 

manera ligando dependiente a través de la inhibición de la actividad de otros 

factores de transcripción, como los miembros de la familia de NF-ΚB y AP-1, 

mecanismo que ha sido denominado transrepresión dependiente de ligando 

[77]. Contrariamente a la activación y represión transcripcional, la 

transrepresión no involucra la unión a elementos de respuesta específicos del 

receptor. Además, en ausencia de ligando, PPARɣ tiene el potencial de reprimir 

la transcripción vía represión independiente de ligando. En esta condición, 

PPARɣ y RXR están asociados a complejos co-represores transcripcionales 

como, por ejemplo, receptores/co-represores nucleares (N-CoR) o mediadores 

de silenciamiento de retinoico y receptores tiroideos (SMRT), los cuales 

funcionan como antagonistas del complejo co-activador. Los co-activadores y 

co-represores transcripcionales poseen o reclutan complejos multiproteicos que 

incluyen enzimas modificadoras de histonas, como acetiltransferasas 

(p300/CBP) e histonas desacetilasas (HDAC 3). La actividad de estas enzimas 

modificadoras de histonas afecta la transcripción de genes por alteración de la 

estructura de la cromatina y regulación del pegado de la RNA polimerasa [75] 

(Figura 8). 
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Figura 8: A. Vía de activación de PPARɣ y regulación transcripcional de genes blanco. En el 
estado activado, PPARɣ forma heterodímeros con el receptor de ácido retinoico (RXR) 
uniéndose a los elementos respondedores a PPARɣ (PPRE), localizados dentro de la región 
promotora de los genes que responden a PPARɣ (Transactivación dependiente de ligando). 
El complejo heterodimérico se une al ligando agonista generando un cambio conformacional 
que recluta co-activadores transcripcionales. B. En ausencia de ligando, PPARɣ y RXR están 
asociados con co-represores transcripcionales (N-CoR; SMRT) los cuales contienen actividad 
desacetilasa (HDAC) y median la represión transcripcional (Represión independiente de 
ligando). C. PPARɣ reprime la transcripción por inhibición de la actividad de otros factores de 
transcripción, como miembros de la familia AP-1 y NF-ΚB (Transrepresión dependiente de 
ligando). Figura adaptada de [75]. 

 

 

Los ligandos naturales de PPARɣ incluyen a las prostaglandinas, ácidos 

grasos y eicosanoides, componentes de lipoproteínas de baja densidad (LDL) 

oxidadas y fosfolípidos que incluyen al ácido lisofosfatídico y nitroleico [78]. Las 

prostaglandinas son pequeñas moléculas lipídicas que regulan numerosos 

procesos en el cuerpo que incluyen funciones renales, agregación plaquetaria, 

liberación de neurotransmisores y modulación de la función inmunológica. La 

producción de prostaglandinas comienza con la liberación del ácido 

araquidónico de la membrana plasmática por la fosfolipasa A2 en respuesta a 

estímulos inflamatorios. El ácido araquidónico es convertido a PGH2 por las 

enzimas ciclo-oxigenasas COX-1 y COX-2. En términos generales se considera 

que COX-1 está expresada en la mayoría de los tejidos y que COX-2 es 
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inducible y está involucrada en la regulación de la inflamación. La PGH2 es el 

sustrato de las enzimas prostaglandinas sintetasas que producirán distintas 

formas de prostaglandinas: PGI2, PGD2, PGE2 y PGD2. La PGD2 es 

metabolizada a 15-deoxi-delta12,14-PGJ2 (15-d-PGJ2). Este derivado de la 

prostaglandina J2 es el ligando endógeno más potente de PPARɣ y es el más 

comúnmente usado como agonista. Esta molécula es clave como mediadora 

en el proceso anti-inflamatorio, siendo capaz de inhibir la producción del NO 

generado a través de iNOS en macrófagos activados por TNF-alfa e IL-1B. Los 

mecanismos regulatorios involucran la inhibición de la vía MAPK, NF-κB o la 

kinasa IkB. También la 15-d-PGJ2 puede inducir apoptosis en linfocitos T y B 

murinos, disminuyendo así la respuesta inmune inflamatoria [79].  

Algunos compuestos sintéticos pueden actuar como ligandos agonistas 

de PPARɣ. Entre estos compuestos se incluyen al grupo de drogas anti-

diabéticas thiazolidinedionas (TZD) y ciertas drogas anti-inflamatorias no 

esteroideas (NSAIDs) como la indometacina, el ibuprofeno y el fenoprofeno. 

Entre el grupo de las TZD se encuentran la Rosiglitazona (RO), Troglitazona, 

Pioglitazona, Ciglitazona [80]. 

En forma similar a otros receptores nucleares, los PPARs son 

fosfoproteínas y su actividad transcripcional está afectada por kinasas y 

fosfatasas en una manera tanto dependiente como independiente del ligando. 

Los efectos de fosforilación sobre la actividad del receptor dependen de varios 

aspectos tales como el subtipo, el residuo modificado, el estímulo y la kinasa. 

La regulación de la actividad de PPARɣ por fosforilación es todavía una nueva 

área de estudio. Modificaciones fisiológicas por fosforilación de MAPK, reducen 

la afinidad de unión por el ligando, regulando negativamente la transcripción y 

por ende la función biológica de PPARɣ. 

En cuanto a la funcionalidad de PPARɣ, su alto nivel de expresión en el 

tejido adiposo llevó a la caracterización de su rol en la diferenciación de 

adipocitos y la regulación del metabolismo lipídico. Investigaciones en este 

campo llevaron a postular que las drogas anti-diabéticas del tipo TZDs son 

ligandos agonistas de alta afinidad de PPARɣ. En el tejido adiposo de rata, las 

TZDs regulan la expresión de genes blanco como la lipoproteína lipasa. Esta 

activación favorece la captación de ácidos grasos circulantes por parte del 
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adipocito llevando a un incremento neto de lípidos. Desde un comienzo se 

sugirió una conexión entre la actividad de PPARɣ en adipocitos y la sensibilidad 

a la insulina. PPARɣ es blanco biológico de las TZD, siendo capaz de reducir 

directamente la resistencia a la insulina sistémica en los tejidos periféricos. La 

activación de PPARɣ resulta en una disminución significativa en la 

concentración de glucosa sérica en pacientes con diabetes lo que llevó a estos 

ligandos agonistas PPARɣ a ser ampliamente utilizados en el ámbito clínico 

como medicación anti-diabética. En la actualidad tan solo dos TZDs, la RO y la 

Pioglitazona, se prescriben clínicamente para este propósito [78]. 

Ha sido descripto que mientras los receptores de glucocorticoides (GR) y 

receptores de ácido retinoico (RAR) están constitutivamente expresados en 

macrófagos, la expresión de PPARɣ se incrementa durante su diferenciación. 

Dicha expresión es aumentada durante la respuesta inflamatoria y puede ser 

inducida in vitro por IL-4 y otras moléculas inmunoreguladoras. En un estudio 

más reciente se ha demostrado que macrófagos peritoneales infectados con 

BCG presentan una inducción de la expresión y actividad de PPARɣ, teniendo 

esto implicancias en la inflamación, en el metabolismo de lípidos y en la 

patogénesis. En ese trabajo se demuestra que el uso de un ligando antagonista 

de PPARɣ, el GW 9662, mejora la capacidad microbicida de los macrófagos 

infectados con BCG, reforzando el concepto de que PPARɣ es un regulador 

negativo en macrófagos [81]. 

Los análisis más importantes que demuestran el efecto anti-inflamatorio 

de los ligandos de PPARɣ han sido estudiados en macrófagos, sin embargo su 

funcionalidad también ha sido reportada en esplenocitos. Se demostró que la 

Ciglitazona disminuye la producción de IFN-gamma e IL-12 en esplenocitos 

activados por mitógenos, e incluso se ha encontrado que afecta la proliferación 

de estas células [82]. En el mismo trabajo, se ha demostrado que la expresión 

génica de PPARɣ está aumentada en los linfocitos T activados por mitógenos y 

es positivamente regulado por IL-4. 

Otro componente del sistema inmunológico son las células dendríticas 

donde se ha observado expresión de PPARɣ y se ha demostrado que los 

ligandos de PPARɣ inhiben su maduración y reprimen la expresión de 

moléculas co-estimulatorias, entre ellas CD80. Así mismo, los ligandos de 



48 
 

PPARɣ pueden reprimir la producción de IL-12 y quemoquinas como CXCL10 y 

RANTES. Como resultado de estos cambios, las células dendríticas expuestas 

a estos ligandos reducen su habilidad de estimular la proliferación de linfocitos 

y la activación de la respuesta antígeno específica [83, 84]. 

El factor de transcripción NF-κB (factor nuclear-kB) regula genes 

involucrados en varios aspectos de la respuesta inflamatoria. En respuesta a 

diversos estímulos pro-inflamatorios (como citoquinas, patrones moleculares 

asociados a patógenos, estrés oxidativo o radiación UV), NF-κB induce genes 

entre los que se encuentran varias citoquinas, quemoquinas, y moléculas de 

adhesión, las cuales son esenciales tanto para la respuesta inmune innata 

como adaptativa [85]. La vía canónica de NF-κB está caracterizada por la 

activación del heterodímero p50:p65 (Rel A), previa degradación de su 

inhibidor, IkB-alfa y beta. Para que el inhibidor sea degradado por el sistema de 

proteasoma debe ser fosforilado por una kinasa, denominada kinasa del 

inhibidor de NF-κB. 

PPARɣ es un regulador negativo en macrófagos y se encuentra 

aumentado en macrófagos activados. Inhibe la expresión de iNOS, MMP-9 en 

respuesta a 15-d-PGJ2 y ligandos agonistas sintéticos de PPARɣ. También es 

capaz de inhibir la expresión de genes que son activados por NF-κB, AP-1 y 

STAT a través de un mecanismo que antagoniza con estos factores de 

transcripción [86]. Estos resultados sugieren la posibilidad de utilizar a los 

ligandos sintéticos de PPARɣ como una herramienta terapéutica en 

enfermedades humanas como arterosclerosis y artritis reumatoidea, donde 

macrófagos activados ejercen efectos patológicos. 

La amplia expresión de PPARɣ en muchos tumores y la capacidad de los 

ligandos agonistas de inhibir la proliferación celular, promover la diferenciación, 

inducir apoptosis e inhibir la angiogénesis; llevaron a los investigadores a 

postular a PPARɣ como un posible blanco terapéutico. Se ha demostrado que 

los ligandos de PPARɣ tienen la capacidad de inhibir la proliferación de células 

derivadas de carcinoma de pulmón a través del incremento en la expresión del 

gen supresor de tumor PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) y p21 [87, 

88]. Los ligandos agonistas de PPARɣ también mostraron tener influencia en 

inhibidores de kinasas dependientes de ciclinas (CDK) como p18, p21 y p27 
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durante la adipogénesis en células normales y líneas de carcinoma 

hepatocelular [89, 90]. También se demostró que la Troglitazona es capaz de 

inducir p21 arrestando en fase G1 a células de páncreas [91].  

PPARɣ se expresa en muchas células epiteliales incluyendo las del 

urotelio de roedores y humanos, en los tumores de vejiga transicionales y en 

las líneas derivadas de estas células. La función en el urotelio es desconocida 

y el descubrimiento de que PPARɣ se expresa en las células tumorales 

uroteliales ha planteado preguntas sobre su función y la de sus ligandos en el 

CaV. Sin embargo, este punto no ha sido aún estudiado en profundidad. Se 

han realizado varios estudios in vitro utilizando ligandos agonistas de PPARɣ 

como agentes antitumorales. Estos ensayos revelaron que la inhibición del 

crecimiento de células tumorales de distinto origen involucraba mecanismos 

tanto dependientes como independientes de PPARɣ y proponen su uso como 

una posible nueva terapia en distintos tipos tumorales [92]. 
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5.1 OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la participación del estroma durante la regresión tumoral inducida 

por BCG utilizando un modelo de CaV murino. Analizar las posibles causas que 

determinan la falta de respuesta observada en algunos pacientes. 

 

 

 

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

 

1. Analizar el rol de PPARɣ en el mecanismo anti-tumoral inducido por BCG. 

2. Analizar a la inhibición de la producción de NO como posible blanco 

terapéutico en el CaV y su rol como remodelador del estroma. 

3. Analizar el significado biológico del sistema FGF-2 / FGFRs en el 

mecanismo de inhibición tumoral inducido por BCG. 
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6. MATERIALES y MÉTODOS 
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Líneas Celulares: a) Murinas: Las líneas MB49 y MB49-I (de cáncer de vejiga 

no músculo invasor e invasor, respectivamente) y la línea de macrófagos RAW 

264.7 fueron cultivadas en medio RPMI 1640 (GIBCO 31800-014) 

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Internegocios S.A.). La 

línea de fibroblastos NIH-3T3 fue cultivada en medio DMEM baja glucosa 

(GIBCO, Cat. # 31600-026) suplementado con 10% SFB. b) Humana: La línea 

T24 de cáncer de vejiga fue cultivada en medio RPMI suplementado con 10% 

SFB. 

Todos los medios de cultivo fueron suplementados con 2mM de L-glutamina, 

80ug/ml de gentamicina y 10% de SFB, en atmósfera humidificada con 5% de 

CO2.  

 

BCG: Se utilizaron organismos vivos de la cepa atenuada de Mycobacterium 

bovis denominado Bacilo Calmette-Guérin (BCG), cepa Pasteur 1172 P2 que 

contiene 3x106 UFC/mg, producida en el Instituto Nacional de Producción de 

Biológicos A.N.L.I.S. Carlos G. Malbrán, Buenos Aires, Argentina. 1mg/ml de 

BCG corresponde a 3x106 UFC/ml. 

 

Reactivos: L-NAME (SIGMA, Cat.# N5751-10G); PD 98059 (MILLIPORE, 

Cat.# 19-143); LY 294002 (MILLIPORE, Cat.# 19-143); MTS (Promega, Cat.# 

G111A 22258401); ECL (GE Healthcare, Cat.# RPN2106); Bradford (BIO-RAD 

Cat.# 500-0006); Rosiglitazona (RO: ELEA, Buenos Aires, Argentina); 15-d-

PGJ2 (Cayman Chemical, USA); BADGE (FLUKA Chemical GmbH, Buchs, 

Switzerland); membrana de PVDF para Western Blot: (GE Healthcare, Cat.# 

RPN303F); Kit Luciferasa (Dual-Luciferase Reporter Assay System, Cat.# 

E1910), Lipofectamina 2000 (Invitrogen), Reactivo TRIzol (Invitrogen), iScript 

cDNA Synthesis Kit (BioRad), REDExtract-N-Amp PCR Ready Mix (Sigma-

Aldrich), Medio de transfección Opti-MEM (Gibco Cat.# 31985-070), inhibidor 

de proteasas (Calbiochen Cat.# 539134). 

 

Anticuerpos: a) Santa Cruz Biotechnology: SMA-alfa (Cat.# sc-53142), pERK 

½ (E-4) (Cat.# sc-7383), ERK ½ (MK1) (Cat.# sc-135900), Colágeno I (Cat.# 
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sc-8784-R), PPARɣ (Cat.# sc-7196), p-AKT, (Cat.# sc-7985-R), AKT (Cat.# sc-

8312), FGFR-1 (Cat.# sc-121), FGFR-2 (Cat.# sc-122), FGFR-3 (Cat.# sc-123), 

FGFR-4 (Cat.# sc-9006), FGF-2 (147) (Cat.# sc-79), Histona-H1 (FL-219) 

(Cat.# sc-10806), Ku86 (H-300) (Cat.# sc-9034). b) SIGMA: Actina-Beta (Cat.# 

A5441). Anticuerpos secundarios policlonales hechos en cabra acoplados a 

HRP contra ratón (Cat.# A9917) y contra conejo (Cat.# A9169). c) Anticuerpo 

hecho en ratón policlonal contra FGF-2 (1.25mg/ml) y anticuerpo monoclonal 

hecho en ratón bloqueante de la unión del FGF-2 humano al FGFR1 (DB3) 

generados y cedidos por el Dr. Alberto Baldi. d) Novus Biologicals: 100A9 

(Cat.# NB110-89726). e) AbCam: iNOS (Cat.# 15323). f) Invitrogen: anticuerpo 

secundario hecho en cabra contra conejo Alexa-Fluor-488 y anticuerpo 

secundario hecho en cabra contra ratón Alexa-Fluor-488. 

 

Ensayos de Proliferación celular: 

La proliferación celular se evaluó a través de: 

a) Recuento celular con azul tripan en cámara de Neubauer: Las células (líneas 

tumorales, fibroblastos o macrófagos) se sembraron en cajas de cultivo de 24 

pocillos y se trataron según la condición de cada experimento (detallado más 

abajo). Luego del tratamiento las células se levantaron con 300ul de tripsina 

(0.25%), la cual se frenó agregando 500ul de SFB. Se lavaron con PBS y se las 

resuspendió en medio sin suero. 20ul de las células se mezclaron con 20ul del 

azul tripan y la mezcla se colocó en la cámara de Neubauer para el recuento 

celular. 

b) Determinación de la actividad metabólica por MTS: Las células se 

sembraron en cajas de 96 pocillos y se trataron según la condición de cada 

experimento (detallado más abajo). El número de células se estima a través de 

la actividad metabólica celular de cada pocillo utilizando el reactivo 

colorimétrico MTS. Para ello las células se lavaron con PBS y se colocaron 

120ul del reactivo MTS en medio suplementado con 5% de SFB (20ul MTS + 

95ul medio de cultivo + 5ul SFB). La placa se incuba durante de 30 a 120 

minutos en estufa gaseada y se lee en un lector de microplacas (Multiskan 

Ascent, Labsystem) a 492nm/620nm.  
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c) Incorporación de H3-timina: Las células se sembraron en cajas de 96 pocillos 

y se trataron según la condición de cada experimento (detallado más abajo). El 

número de células se estimó a través de la incorporación de H3-Timidina 

agregando 1mCi de H3-Timidina por pocillo e incubando por 48hs. El ensayo se 

frenó agregando 50ul de 6M de cloruro de guanidinio a cada pocillo. Las 

células fueron lisadas mediante 3 ciclos de congelación-descongelación y el 

DNA se colectó en filtros Whatman GFC usando un cosechador (Cell Harvester 

8, Nunc). El DNA se fijó con etanol 96%, el cual se dejó evaporar al aire y la 

radioactividad se determinó en presencia de 1ml de solución de centelleo 

(OptiPhos Hifase 3) usando un contador de centelleo (Packard 1600 TR, 

Canberra Company).  

 

Para los ensayos de proliferación se utilizaron células MB49 (8x104 cel/ml) o 

NIH-3T3 (6x104 cel/ml) resuspendidas en medio suplementado con 10% de 

SFB. A partir de esas concentraciones de células se sembraron 500ul en cada 

pocillo de las placas de 24 hoyos (ensayo de recuento celular con azul tripan) ó 

100ul en cada pocillo en las placas de 96 hoyos (ensayos de MTS o H3-

Timidina). A las 24hs de sembradas, las células se trataron con los distintos 

tratamientos según se detalla a continuación.  

 

Ensayos para evaluar los efectos sobre la proliferación de fibroblastos NIH-3T3: 

 Efecto de BCG: monocapas subconfluentes de fibroblastos fueron tratadas 

durante 24hs con distintas concentraciones de BCG (0.5; 1; 2 y 3mg/ml) en 

medio DMEM baja glucosa con 2% de SFB. 

 Análisis de las vías de proliferación activadas por BCG y L-NAME: 

monocapas subconfluentes de fibroblastos fueron tratados con BCG 

(1mg/ml) sóla o combinada con L-NAME (2mM) en presencia o no de LY 

294002 (10 y 20uM) durante 24hs o PD 98059 (10 y 50uM) durante 48hs, en 

medio DMEM baja glucosa con 2% de SFB. 

 Análisis de la actividad de BCG combinada con los ligados de PPARɣ: 

monocapas subconfluentes de  fibroblastos fueron tratadas con +/- BCG 
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(1mg/ml), +/- 15-d-PGJ2 (10uM), +/- RO (10uM); +/- BADGE (10uM) durante 

48hs en medio DMEM baja glucosa con 2% de SFB. 

 Efecto del L-NAME sobre la proliferación de los fibroblastos: monocapas 

subconfluentes de fibroblastos fueron tratadas con diferentes 

concentraciones de L-NAME (0.5; 1; 2 y 4mM) durante 24hs en medio 

DMEM baja glucosa con 2% de SFB. 

 Efecto del medio condicionado (Mc) de macrófagos peritoneales de ratones 

portadores del tumor MB49 (MAC-T) o del Mc de RAW 264.7 sobre los 

fibroblastos: monocapas subconfluentes de fibroblastos fueron tratadas 

durante 48h con el Mc de los MAC-T o los RAW 264.7 diluido a la mitad con 

medio fresco DMEM baja glucosa sin suero. Los RAW 264.7 habían sido 

pre-tratados durante 24hs con +/- BCG (1mg/ml) o +/- L-NAME (2mM), 

mientras que los MAC-T provenían de ratones que habían sido tratados in 

vivo con +/- BCG (2mg/ml intratumoral 2 veces por semana) o +/- L-NAME 

(0.2mg/kg ratón/día) durante un mes. 

 Efecto del Mc de RAW 264.7 sobre los fibroblastos – Rol del FGF-2: Se 

trataron a los fibroblastos con el Mc de RAW 264.7 diluido a la mitad con 

medio fresco DMEM baja glucosa sin suero en presencia o ausencia de un 

anticuerpo bloqueante de la unión del FGF-2 al FGFR1 (DB3) (10ug/ml). 

Como control negativo se utilizó una IgG irrelevante (10ug/ml) y como control 

positivo se utilizó FGF-2 purificado (0.5ng/ml). Los RAW 264.7 habían sido 

pre-tratados durante 24hs con +/- BCG (1mg/ml) o +/- L-NAME (2mM). Los 

Mc fueron pre-incubados con el DB3 o la IgG durante 1h antes de tratar a los 

fibroblastos. La proliferación se evaluó a las 24hs. 

 

Ensayos para evaluar efectos sobre la proliferación en células tumorales MB49: 

 Análisis de la actividad del L-NAME: monocapas subconfluentes de células 

MB49 fueron tratadas con diferentes concentraciones de L-NAME (1; 2 y 

4mM) durante 48hs en medio RPMI con 2% de SFB. 

 Análisis de la actividad del FGF-2 y BCG: monocapas subconfluentes de 

células MB49 fueron tratadas  con distintas concentraciones de FGF-2 (2.5; 
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3; 5; 6.25; 10; 12.5; 25 y 50 ng/ml), combinado o no con BCG (2mg/ml) 

durante 48hs en medio RPMI con 2% de SFB. 

 Análisis del efecto del silenciamiento del FGFR3 combinado con BCG y 

FGF-2: monocapas subconfluentes células MB49 control o con el FGFR3 

silenciado utilizando un siRNA fueron tratadas con +/- FGF-2 (0.6 y 6ng/ml) y 

+/- BCG (1mg/ml) durante 24hs en medio RPMI con 2% de SFB. 

 

Preparación de Extractos Proteicos para Western Blot: 

Se sembraron placas de cultivo p100 con 10ml de medio suplementado con 

10% de SFB conteniendo células MB49 (8x104 cel/ml),  NIH-3T3 (6x104 cel/ml), 

RAW 264.7 (3x105 cel/ml) o T24 (1x104 cel/ml). A las 24hs las monocapas 

subconfluentes de células fueron tratadas como se describe abajo. Luego del 

tratamiento las monocapas celulares se lavaron con PBS frio y se les agregó 

100ul de buffer de lisis (50mM Tris-HCl (pH 8.0); 100mM NaCl; 1% Tritón y 

10mM EDTA + 1:1000 de inhibidor de proteasas) para levantar a las células de 

las placas. Se colectó el buffer de lisis con las células en un tubo eppendorff y 

se lo incubó a 4ºC durante 45 min en agitación. Posteriormente la muestra se 

sonicó usando el equipo Misonix con dos pulsos del 50% de su potencia 

máxima y los lisados se centrifugaron a 4ºC a una velocidad de 13.000 rmp 

durante 15 minutos. Las proteínas fueron colectadas de la fracción soluble y se 

evaluó la concentración de las mismas usando el reactivo de Bradford. Luego 

las muestras se alicuotaron y se conservaron a -20ºC hasta su utilización. 

 

Para separar la fracción de membrana/citoplasma de la fracción nuclear se 

levantaron las células usando 300ul del Buffer de Fraccionamiento (BF) 

(250mM sucrosa, 20mM Hepes (7.4), 10mM KCl, 1.5mM MgCl2, 1mM EDTA, 

1mM EGTA, 0.007% B-Mercaptoetanol + 1:1000 de inhibidor de proteasas). 

Las células se colectaron en un eppendorff y el lisado se pasó 10 veces por 

una jeringa de 1ml con una aguja de 25G con el fin de romper la membrana 

plasmática. Se dejaron las células 20 minutos en hielo y se las centrifugó a 

3.000 rmp a 4ºC durante 5 minutos. El sobrenadante corresponde a la fracción 

membrana/citoplasma, mientras que el pellet corresponde a la fracción nuclear. 
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Se removió el sobrenadante y se lo traspasó a otro eppendorff, mientras que al 

pellet se le agregaron 500ul del BF y se lo volvió a pasar por la jeringa de 1ml 

con aguja de 25G 10 veces. La fracción nuclear se centrifugó a 3.000 rpm a 

4ºC durante 10 minutos, se descartó el sobrenadante y el pellet se resuspendió 

en 60ul del Buffer Nuclear (BF + 10% de glicerol + 0.1% de SDS). Tanto la 

fracción de membrana/citoplasma, como la fracción nuclear fueron sonicadas 

usando el equipo Misonix con dos pulsos del 50% de su potencia máxima y 

centrifugadas a 13.000 rpm a 4ºC durante 10 minutos. Se colectaron los 

sobrenadantes y se evaluó la concentración de las proteínas de cada fracción 

usando el reactivo de Bradford. Luego las muestras se alicuotaron y se 

conservaron a -20ºC hasta su utilización. Todo el procedimiento se realizó en 

hielo. 

 

A continuación se describen las condiciones experimentales para los distintos 

ensayos: 

 Determinación de la activación de las vías MAPK y PI3K en fibroblastos en 

respuesta a BCG: los fibroblastos NIH-3T3 fueron tratados con +/- BCG 

(1mg/ml) en medio DMEM baja glucosa con 2% de SFB durante distintos 

tiempos (0; 5; 10; 20; 30; 60 minutos). 

 Expresión de Colágeno I y SMA-alfa en fibroblastos en respuesta a BCG: los 

fibroblastos NIH-3T3 fueron tratados con +/- BCG (1mg/ml) en medio DMEM 

baja glucosa con 2% de SFB durante distintos tiempos (0; 6; 12; 24; 48 

horas). 

 Expresión de Colágeno I y SMA-alfa en fibroblastos en respuesta al Mc de 

macrófagos: los fibroblastos fueron tratados por 24hs con los Mc de 

macrófagos RAW 264.7 diluidos a la mitad con medio RPMI fresco sin suero. 

Los Mc provenían de macrófagos RAW 264.7 que habían sido pre-tratados 

con +/- BCG (1mg/ml) y +/- L-NAME (2mM) durante 24hs. 

 Expresión de PPARɣ en células MB49 en respuesta a BCG: las células 

MB49 fueron tratadas con +/- BCG (2mg/ml) durante distintos tiempos (0; 4; 

8; 24 horas) en medio RPMI con 2% de SFB. 
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 Expresión nuclear de PPARɣ en células MB49: las células MB49 fueron 

tratadas con +/- BCG (2mg/ml) y +/- 15-d-PGJ2 (10uM) en medio RPMI con 

2% de SFB durante 45 minutos. 

 Expresión de FGF-2 y del FGFR3 en células MB49 tratadas con BCG: las 

células MB49 fueron tratadas con +/- BCG (2mg/ml) en medio de cultivo 

RPMI con 2% de SFB durante 24hs. 

 Activación de la vía MAPK en células MB49: las células MB49 fueron 

tratados con +/- BCG (1mg/ml) en medio RPMI con 2% de SFB durante 

distintos tiempos (0; 5; 10; 20; 30; 60 minutos). 

 Expresión de FGF-2 en macrófagos RAW 264.7: los macrófagos RAW 264.7 

fueron tratados con +/- BCG (2mg/ml) y +/- FGF-2 (2ng/ml) en medio RPMI 

con 2% de SFB durante 10 minutos. 

 Expresión de FGF-2 en MAC-T: se realizaron lisados de 1x106 MAC-T de 

ratones que fueron tratados in vivo con +/- BCG (1mg/ml endovesical 2 

veces por semana durante 20 días para el crecimiento ortotópico, o 2mg/ml 

para intratumoral 2 veces por semana durante 30 días para el crecimiento 

subcutáneo. 

 Expresión del FGFR3 en células T24 tratadas con BCG: las células T24 

fueron tratadas con +/- BCG (2mg/ml) en medio RPMI con 2% de SFB 

durante 24hs. 

 

Western Blot: 

Se sembraron 100ug de proteína en geles de SDS-poliacrilamida de diferentes 

concentraciones (8%, 10% o 15%) dependiendo del tamaño de la proteína a 

analizar y se realizó la electroforesis (100 volts). Una vez finalizada la 

separación electroforética, las proteínas en el gel se transfirieron (0.3 ampere 

2hs) a una membrana de PVDF, previamente activada con metanol. Luego de 

la transferencia la membrana se bloqueó durante 1h a temperatura ambiente 

en buffer (TBS-Tween 0,1% + 5% caseína). La membrana se incubó con el 

anticuerpo primario en buffer de bloqueo a 4°C toda la noche. 



60 
 

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-SMA-alfa (1:500), anti-

Cólágeno I (1:500), anti-Actina-beta (1:20000), anti-ERK (1:500), anti-p-ERK 

(1:500), anti-AKT (1:500), anti-p-AKT (1:500), anti-PPARɣ (1:500), anti-Histona 

H1 (1:500), anti-FGF-2 (1:100), anti-FGFR3 (1:500), anti-Ku86 (1:200). 

Se realizaron 3 lavados de la membrana con TBS-Tween 0,1% durante 10 

minutos cada uno y se colocó el anticuerpo secundario en buffer de bloqueo 

durante 2hs a temperatura ambiente. Como anticuerpos secundarios se 

utilizaron IgG de cabra anti-ratón (1:5000) o anti-conejo (1:5000) conjugado con 

HRP. Las bandas fueron reveladas incubando a las membranas con el reactivo 

ECL por 1 minuto. Luego la membrana se deposita en un casete radiográfico 

junto con una radiografía y se dejan exponiendo entre 1 y 60 minutos. La 

intensidad de las bandas se obtienen utilizando el programa Gel-Pro-Analyzer. 

Los resultados se expresaron como veces respecto al control. 

 

Ensayo de Gen Reportero: 

Para estudiar la actividad transcripcional de PPARɣ o NF-κB se transfectaron a 

las células MB49, MB49-I, NIH-3T3 o macrófagos RAW 264.7 de forma 

transiente con 20ug de un plásmido que posee el gen de luciferasa bajo el 

control transcripcional del elemento de respuesta a PPARɣ o a NF-κB (PPRE-

luciferasa y NF-κB-luciferasa respectivamente) en medio de cultivo Opti-MEM. 

Como control de transfección se utilizó un plásmido que posee el gen Renilla 

bajo el control transcripcional del promotor CMV (Renilla). Como vehículo para 

la transfección se utilizó Lipofectamina 2000. La actividad se determinó con el 

reactivo de luciferasa (Dual-Luciferase® Reporter Assay System) siguiendo las 

especificaciones de fabricante, utilizando un luminómetro (Hidex, Turku, 

Finland) como cuentas por segundo (cps). El valor de actividad luciferasa se 

relativizó al de Renilla y se expresó como veces de cambio respecto al control. 

 

Cuantificación de la actividad fagocítica en macrófagos: 

La actividad fagocítica se determinó como el número de unidades formadoras 

de colonias (UFC) de BCG en los macrófagos y a través del recuento de 

bacilos (BCG) identificados en color rosa mediante la coloración de Ziehl 
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Neelsen en el interior de los macrófagos RAW 264.7 o MAC-T. Para los 

ensayos de UFC se sembraron 3x105 RAW 264.7/ml en placas p60 con 5ml de 

medio RPMI con 10% de SFB. Al día siguiente los RAW 264.7 fueron tratados 

con +/- RO (10uM) e incubados con BCG (1mg/ml) durante 1h. Luego se 

realizaron 3 lavados con PBS para remover la BCG del medio y se lisaron a las 

células con 5% de saponina. El lisado celular se sembró en tubos con el medio 

sólido Löwenstein-Jensen para el crecimiento de mycobacterias. Las colonias 

se contaron luego de 30 días de cultivo y la actividad fagocítica se reportó 

como UFC/ml. 

 

Cuantificación de la actividad colagenolítica (MMP) en macrófagos: 

La actividad de la MMP-9 se determinó en el Mc de MAC-T mediante una 

técnica de zimografía como la banda colagenolítica de 105kDa. 

Zimografía: Se realizó una electroforesis en la que se sembraron 25ul del Mc 

en geles de gelatina (0.1%) co-polimerizada con SDS-poliacrilamida (10%). La 

electroforesis se llevó a cabo a 100 volts. Luego de la misma los geles se 

incubaron en Buffer Enzima (15mM CaCl2, 100mM Tris) para activar a las 

metaloproteinasas que degradan la gelatina. Los geles se colorearon con Azul 

de Coomassie y se lavaron con una solución acuosa de metanol (30%) + 

acético (10%). Las bandas se escanearon y se identificaron por la imagen 

negativa en el gel a causa de la degradación de la gelatina. La cuantificación 

densitométrica se realizó utilizando el programa Gel-Pro-Analyzer. La actividad 

MMP-9 se expresó como unidades arbitrarias (UA) cada 1x106 MAC-T. 

 

Preparación de Medios Condicionados (Mc): 

 Para obtener Mc de MAC-T se sembraron 1x106 células en placas 24 

pocillos con 1ml de medio RPMI al 10% de SFB durante 3hs para permitir su 

adhesión. Luego se removió el medio, se realizó un lavado con PBS y se 

colocaron 250ul de medio RPMI sin suero, el cual se dejó condicionar 

durante 24hs. Cumplido este tiempo, los Mc son colectados, centrifugados 

para eliminar restos celulares y son guardados a -80°C hasta su utilización. 
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 Para obtener Mc de macrófagos de la línea RAW 264.7 se sembraron 3x105 

células/ml en placas de p60 con 5 ml de medio al 10% de SFB. Las células 

se cultivaron durante 24hs para luego realizar los tratamientos con +/- BCG 

(1mg/ml) y +/- L-NAME (2mM) en medio RPMI con 2% de SFB por 24hs 

adicionales. Luego de este tiempo, se lavaron las células 3 veces con PBS y 

se colocaron 2 ml de medio sin suero durante 24hs. Los Mc son colectados, 

centrifugados y estandarizado por número de células. Los mismos se 

guardaron a -80°C hasta su utilización. 

 

Cuantificación de NO: 

Para cuantificar el NO producido por los distintos tipos celulares se determinó 

la concentración de nitrito (NO2
-) en los Mc con el reactivo de Griess. Se 

sembraron macrófagos RAW 264.7 o MAC-T (1x106 células) en placas de 48 

pocillos, o  células MB49 o MB49-I (8x103 células) en placas de 96 pocillos en 

medio RPMI con 10% de SFB. Al día siguiente se realizó un lavado con PBS y 

se colocaron 250ul de medio sin suero en la placa de 48 pocillos o 100ul en la 

placa de 96 pocillos y se dejó 24hs. Se evaluó la concentración de NO2
- en el 

Mc utilizando el reactivo de Griess. El reactivo consta de la solución A: 1% de 

ácido sulfanílico y 30% de ácido acético en agua; y la solución B: 0.1% N-(1-

naftil)-etilendiamina y 60% de ácido acético en agua. Se mezclan 50ul de la 

solución A con 50ul de la solución B y 100ul del Mc. La reacción colorimétrica 

se lee a una absorbancia de 550nm/620nm usando un lector de microplacas 

(Multiskan Ascent, Labsystem). La concentración de NO2
- se determinó 

utilizando una curva de calibración realizada con NaNO2 preparada en medio 

de cultivo RPMI. 

 

Silenciamiento del FGFR3: 

Para silenciar el FGFR3 se sembraron 5x103 células MB49 en cada pocillo de 

una placa de 96 hoyos con medio RPMI al 10% de SFB y se dejaron toda la 

noche. Al día siguiente se realizó la transfección en 13ml de medio Opti-MEM 

utilizando por placa de 96 pocillos 13ul de Lipofectamina 2000 como vehículo y 

260pmol del siRNA contra el FGFR3. Se colocaron 100ul por pocillo del medio 
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de transfección y se dejó incubar durante 24hs. Al día siguiente se realizaron 

los tratamientos colocando 200ul por pocillo en medio RPMI con 2% de SFB. 

Las células fueron tratadas con +/- BCG 1mg/ml y +/- FGF-2 (0,6 y 6 ng/ml) 

durante 24hs. La proliferación se evaluó mediante ensayo de incorporación de 

H3-Timidina. 

 

Extracción de RNA y PCR semi-cuantitativa del FGFR3: 

El RNA total se aisló de células MB49 utilizando el reactivo TRIzol según las 

especificaciones del fabricante. El cDNA fue sintetizado utilizando el iScript 

cDNA Synthesis Kit (BioRad) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. 

El cDNA se usó como templado para la PCR semi-cuantitativa usando la 

REDExtract-N-Amp PCR Ready Mix (Sigma-Aldrich) y las reacciones de PCR 

se realizaron en un termociclador (Bioneer). Los oligos específicos de ratón 

usados fueron: FGFR3 (Forward: 5’-TAGTGTTCTGCGTGGCGGTC-3’, 

Reverse: 5’-TGCTCCTGCTGGCTAGGTTC-3’); FGFR3 IIIb (Forward: 5’-AATG 

TGGAGGCAGACGCAC-3’, Reverse: 5’-CTTCTCAGCCACGCCTATGAA-3’ y 

FGFR3 IIIc (Forward: 5’-ACTGCAGGCGCTAACACCAC-3’, Reverse: 5’-AC 

CAGCCACGCAGAGTGATG-3’); GADPH (Forward: 5’-CCAGAACATCATCCCT 

GCAT-3’, Reverse: 5’-GTTGAGCTCTGGGATGACCTT-3’). La expresión de 

GAPDH se utilizó como control de la reacción. 

 

Técnicas histológicas y citológicas: 

Las muestras frescas de diferentes tejidos (tumores murinos, piel de ratón, 

tumores humanos) se fijaron en formaldehido 4% durante 24hs y luego se 

pasaron por concentraciones crecientes de alcohol etílico desde 70% hasta 

100%. El aclaramiento se realizó con xilol para permitir que las muestras fueran 

incluidas en parafina. Los tacos de parafina fueron cortados utilizando un 

micrótomo y los cortes se montaron sobre portaobjetos. Las secciones cortadas 

se desparafinaron y se rehidrataron para la realización de las distintas técnicas 

histológicas. 
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 Hematoxilina/Eosina: los cortes se colorearon con Hematoxilina de Carazzi 

durante 10 minutos, la cual se removió realizando un lavado con agua 

corriente. Luego se realizó un lavado con agua destilada y se coloreó con 

eosina ácida durante 1-3 minutos y se volvió a lavar con agua destilada. 

Finalmente se realizó la deshidratación de los cortes para ser montados con 

Bálsamo de Canadá. 

 Tricrómico de Masson: Se utilizó la técnica modificada por el Dr. De Carlo. 

Los cortes se colorearon con Hematoxilina de Carazzi durante 10 minutos, la 

cual se removió realizando un lavado con agua corriente. Luego se coloreó 

con una mezcla de Fucsina-Ponceau de Xilidina-Orange G durante 1 minuto 

y se lavó rápidamente con agua destilada. Se diferenció la coloración con 

ácido fosfomolíbdico al 1% durante aproximadamente 5 minutos. Luego se 

coloreó con Azul de Anilina Acética durante 6 minutos y se realizó un lavado 

rápido con agua destilada. Finalmente se realizó la deshidratación de los 

cortes para ser montados con Bálsamo de Canadá. 

 Ziehl Neelsen: Las células tratadas se fijaron con metanol durante 20 

minutos y luego se incubaron con fucsina durante 1h. Luego se lavaron en 

95% de alcohol etílico con 3% de HCl hasta su decoloración. Como contra 

coloración de los núcleos se usó azul de metileno por 20 minutos. 

 Inmunohistoquímica: cortes de 5um se colocaron en portaobjetos para 

inmunohistoquímica cargados positivamente. Los cortes se trataron con 

peróxido de hidrógeno al 0,6% en metanol durante 30 minutos para bloquear 

la actividad de la peroxidasa endógena. Posteriormente, se efectuó la 

recuperación antigénica tratando a las muestras con microondas en buffer 

citrato (pH 6). Luego las muestras se incubaron con buffer de bloqueo 

durante 1h (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA), se lavaron 3 veces 

con PBS durante 5 minutos y se incubaron con el anticuerpo primario a 4ºC 

toda la noche. Como anticuerpos primarios se utilizaron: anti-FGF-2 (1:200), 

anti-PPARɣ (1:100), anti-iNOS (1:150), anti-SMA-alfa (1:100), anti-FGFR1 

(1:100), anti-FGFR2 (1:100), anti-FGFR3 (1:100), anti-FGFR4 (1:100) 

durante toda la noche. Al día siguiente, los cortes se lavaron 3 veces con 

PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado (Vector 

Laboratories, Inc.) diluido 1:500 por 30 minutos. Luego se trató con el 
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complejo de peroxidasa-estreptoavidina diluida en PBS 1:3000 durante 5 

minutos. La reacción de coloración se realizó con 3,3’-diaminobencidina al 

0,02% y peróxido de hidrogeno al 0,01%, con contra coloración nuclear con 

hematoxilina de Mayer por 1 minuto. Como control negativo, el anticuerpo 

primario fue omitido en cada caso. 

 Inmunofluorescencia: Monocapas subconfluentes de células creciendo 

sobre vidrios se fijaron con formaldehido 4% durante 20 minutos y se lavaron 

cuidadosamente con PBS frío. Las células se permeabilizaron con Tritón 

0,2% en PBS durante 15 minutos a 37ºC. El pegado inespecífico de 

anticuerpos se bloqueó con 0.1% Tween-20 y 2% SFB en PBS durante 60 

minutos a temperatura ambiente. Las células se incubaron toda la noche con 

el anticuerpo primario. Los anticuerpos primarios utilizados (1:200) fueron: 

anti-SMA-alfa, anti-Cólágeno I, anti-FGF-2 (147), anti-iNOS, FGFR1 a 4. 

Luego se realizaron 3 lavados con PBS y se colocó el anticuerpo secundario 

en buffer de bloqueo. Como anticuerpos secundarios se utilizaron IgG de 

cabra anti-ratón y anti-conejo conjugados con Alexa-Fluor-488 (1:1000). Los 

núcleos se tiñeron con DAPI. Las células se observaron en un microscopio 

Eclipse de Nikon E400 y se fotografiaron con una cámara digital, Nikon 

Refresca PIX 995. 

 

 

ENSAYOS IN VIVO 

 

Crecimiento Tumoral MB49: 

 Tumores Subcutáneos: Se inocularon ratones C57BL/J6 machos en el flanco 

izquierdo de forma subcutánea con 100ul conteniendo 2.5x105 células 

MB49/ratón. Luego los ratones se dividieron al azar en los distintos grupos. 

Se realizaron cinco ensayos diferentes:  

Ensayo 1 – Efecto del tratamiento con RO combinado con BCG: Control: 

inoculación intratumoral de 100ul de solución fisiológica 2 veces por semana. 

BCG: inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) en solución 
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fisiológica 2 veces por semana. RO: diluida en el agua de la bebida (8mg/kg 

ratón/día) + inoculación intratumoral de 100ul de solución fisiológica 2 veces 

por semana. BCG+RO: RO diluida en el agua de la bebida (8mg/kg 

ratón/día) + inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) en solución 

fisiológica 2 veces por semana. 

Ensayo 2 – Efecto del tratamiento con BADGE combinado con BCG: Control: 

inoculación intratumoral de 100ul de solución fisiológica 2 veces por semana. 

BCG: inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) en solución 

fisiológica 2 veces por semana. BADGE: inoculación intratumoral de 100ul 

de BADGE (100uM) en solución fisiológica 2 veces por semana. 

BCG+BADGE: inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) + BADGE 

(100uM) en solución fisiológica 2 veces por semana. 

Ensayo 3 – Efecto del tratamiento con L-NAME combinado con BCG: 

Control: inoculación intratumoral de 100ul de solución fisiológica 2 veces por 

semana. BCG: inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) en 

solución fisiológica 2 veces por semana. L-NAME: diluida en el agua de la 

bebida (0.2mg/kg ratón/día) + inoculación intratumoral de 100ul de solución 

fisiológica 2 veces por semana. BCG+L-NAME: L-NAME diluida en el agua 

de la bebida (0.2mg/kg ratón/día) + inoculación intratumoral de 100ul de 

BCG (2mg/ml) en solución fisiológica 2 veces por semana. 

Ensayo 4 – Efecto del tratamiento con FGF-2 combinado con BCG: Control: 

inoculación intratumoral de 100ul de solución fisiológica 2 veces por semana. 

BCG: inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) en solución 

fisiológica 2 veces por semana. FGF-2: inoculación intratumoral de 100ul de 

FGF-2 (5ng) en solución fisiológica 2 veces por semana. BCG+FGF-2: 

inoculación intratumoral de 100ul de BCG (2mg/ml) + FGF-2 (5ng) en 

solución fisiológica 2 veces por semana. 

Ensayo 5 – Efecto de la co-inoculación de células tumorales con fibroblastos: 

cultivos primarios de fibroblastos embrionarios fueron tratados in vitro con +/- 

BCG (1mg/ml) y +/- L-NAME (2mM) durante 48hs. Los fibroblastos 

(0.5x105/ratón) se inocularon conjuntamente con 2x105 células MB49/ratón 

en el flanco izquierdo de ratones C57BL/J6 macho de forma subcutánea. A 

los 7 días se realizó un segundo inóculo intratumoral de fibroblastos 



67 
 

(1.5x105/ratón) tratados in vitro con +/- BCG (1mg/ml) y +/- L-NAME (2mM) 

durante 48hs. 

 

En todos los ensayos se registró el crecimiento tumoral subcutáneo 2 veces 

por semana utilizando un calibre para medir 2 diámetros perpendiculares del 

tumor. El tamaño tumoral se calculó como: 0.4 x diámetro mayor x (diámetro 

menor)2. Los animales fueron sacrificados aproximadamente treinta días 

post inoculo tumoral. 

 

 Tumores Ortotópicos: Se inocularon ratones C57BL/J6 hembras en la vejiga 

con 3x104 células MB49 o MB49-I/ratón. Los animales fueron anestesiados 

mediante la inoculación intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) + Xilacina 

(10 mg/kg). Luego se introdujo un catéter de 24G en la uretra de los ratones 

que llega hasta la vejiga y se realizó una lesión en el urotelio con un 

electrocauterizador con el fin de que las células tumorales se adhieran. Una 

vez realizada la cauterización se introducen las células dentro de la vejiga. A 

los 2 días comienza el tratamiento con BCG (1mg/ml endovesical 2 veces 

por semana) y a los 5 días el de L-NAME (0.2mg/kg ratón/día en el agua de 

la bebida). La presencia de tumor se evaluó mediante palpación abdominal y 

presencia de hematuria. A los 15-20 días de portación del tumor se sacrifica 

a los animales y se extraen las vejigas. El tamaño tumoral se evaluó a través 

del peso de la vejiga al momento del sacrificio y su comparación con el de 

las vejigas sin tumor. 

 

Obtención de macrófagos peritoneales de ratones portadores del tumor 

MB49 (MAC-T) subcutáneo u ortotópico: 

A los 30 días de portación del tumor subcutáneo MB49 o a los 15 días de 

portación del tumor ortotópico, se sacrificaron a los ratones y se obtuvieron los 

MAC-T por lavado de la cavidad peritoneal.  El lavado se realizó inyectando 

dentro de la cavidad peritoneal 5ml de PBS-EDTA 0.01% estéril frío y se 

colectó el buffer con jeringa. Los macrófagos se centrifugaron y se 

resuspendieron en medio RPMI con 10% de SFB. Se contó el número de 
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macrófagos utilizando azul tripan y se los sembró para obtener Mc, evaluar la 

producción de NO y para los ensayos in vitro descriptos previamente. 

 

Ensayo de Reparación de Heridas: 

Se realizaron heridas en el dorso de ratones C57BL/J6 previamente 

anestesiados por inyección intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) + Xilacina 

(10 mg/kg). Luego rasuró el lomo de los ratones y se realizó una herida circular 

de 3mm de diámetro, donde se colocó el vehículo (PBS-Glicerol) o 1x106 MAC-

T provenientes de ratones portadores del tumor subcutáneo MB49 tratados in 

vivo con +/- BCG (2mg/ml intratumoral 2 veces por semana durante 30 días). 

Los MAC-T se colocaron en la herida de ratones normales que a su vez fueron 

tratados con +/- L-NAME en la herida (2mM) o en el agua de la bebida 

(0.2mg/kg ratón/día). Las heridas se fotografiaron en el momento de su 

realización y una vez al día hasta el día 9. El proceso de cicatrización se evaluó 

comparando la superficie la de herida entre el día de su realización y el día 3. 

La superficie de la herida se calculó tomando cuatro diámetros perpendiculares 

para obtener el radio promedio. La superficie del círculo se calculó utilizando la 

fórmula = (π x r2). 

Para analizar la expresión de FGF-2, algunos ratones se sacrificaron a las 24hs 

y los bordes de las heridas se fijaron en formaldehido 4%. Las muestras se 

deshidrataron, se incluyeron en parafina y se procesaron para la realización de 

inmunohistoquímica para FGF-2. 

 

Obtención de fibroblastos embrionarios: 

Los fibroblastos embrionarios se obtuvieron de embriones de 13 días de 

ratones C57BL/J6. Se obtuvo el tegumento de los ratones, el cual se cortó con 

bisturí en secciones de 1mm3. Dichas secciones se incubaron con 5ml de 

tripsina (0.25%) a 37ºC en agitación durante 30 minutos. La tripsina se inactivó 

agregando 2ml de SFB, se dejó decantar 2 minutos y se colectó el 

sobrenadante con los fibroblastos, el cual se centrifugó y resuspendió en medio 

RPMI con 10% de SFB. Se contaron a los fibroblastos con azul tripan y se los 

sembró en frascos de cultivo. 
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ENSAYOS CON MUESTRAS DE TUMORES HUMANOS 

 

Muestras de Tumores Humanos Parafinadas: 

Se utilizaron tacos en parafina con tumores de vejiga pertenecientes al archivo 

de patología del Instituto Ángel H. Roffo. Los tumores fueron obtenidos a través 

de resecciones transuretrales entre los años 1995 y 2000. Los tumores de 

vejiga utilizados en este estudio pertenecieron a 48 hombres y 5 mujeres de 

promedio de edad 60 años (rango entre 42 y 78). Las muestras fueron 

examinadas por 2 patólogos y de acuerdo con la clasificación de la 

Organización Mundial de la Salud, 35 tumores eran NMI (pT1) y 18 eran 

invasores (11 pT2, 4 pT3 y 3 pT4). El grado histológico era bajo en 13 tumores 

y alto en 40. El procedimiento se realizó de acuerdo a los estándares éticos del 

comité del Instituto de Oncología Ángel H. Roffo y de acuerdo a la declaración 

de Helsinki de 1975, revisada en 1983. 

Las muestras de tumores humanos parafinadas se utilizaron para la 

determinación de la expresión de iNOS y PPARɣ en función del grado de 

invasión y del grado histológico de los tumores. 

 

Muestras de Tumores Humanos Post RTU – Modulación de la Expresión 

del FGFR3 por tratamiento ex vivo con BCG: 

Los tumores de vejiga NMI fueron obtenidos en esterilidad a través de 

resecciones transuretrales realizadas en el quirófano del Instituto de Oncología 

Ángel H. Roffo. Los tumores fueron colocados en medio RPMI con doble 

concentración de antibiótico. Luego fueron disgregados mecánicamente y se 

cultivaron en dos frascos separados con medio RPMI suplementado con 5% de 

SFB. Uno de ellos fue utilizado como células tumorales control, mientras que el 

otro fue tratado con BCG (1mg/ml) durante 3hs. Transcurrido este tiempo, las 

células fueron lavadas 3 veces con PBS con el fin de remover la BCG y se las 

dejó hasta el otro día con medio fresco RPMI suplementado con 5% de SFB. Al 

día siguiente se realizaron extractos de las células tumorales control y de las 

tratadas con BCG con el fin de evaluar por western blot la expresión del 

FGFR3. 
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Tratamiento de los Datos: 

Todos los experimentos se repitieron al menos 3 veces dando resultados 

similares. Se muestra un ensayo representativo. En los gráficos de 

cuantificación de los Western Blot se presentan datos de tres experimentos 

promediados. Los estudios in vitro se realizan al menos por sextuplicado y se 

expresan como promedio +/- desviación estándar. El análisis estadístico de los 

resultados in vitro se realizó utilizando los test paramétricos de ANOVA y 

comparaciones de Bonferroni o Test de Student según se indica en los pies de 

figura de cada ensayo. Los resultados in vivo fueron analizados utilizando los 

test no paramétricos Kruskal-Wallys con comparaciones de Dunns o Mann-

Whitney según se indica en los pies de figura de cada ensayo. Los mismos 

fueron esquematizados como promedio y desviación estándar o como 

mediana. Para el análisis estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism 5 

InStat statistical package (versión 3.01). 

 

Consideraciones Éticas: 

Los estudios en muestras de pacientes fueron aprobados por el Comité de 

Ética Institucional del Instituto de Oncología Ángel H. Roffo (ESTUDIO DE 

MARCADORES DE PREDICCIÓN Y PROGRESIÓN EN CÁNCER DE VEJIGA; 

Aprobación CEI: 6/6/2013). 

Los ratones utilizados en estos estudios fueron obtenidos del Bioterio del 

Instituto de Oncología Ángel H. Roffo y fueron tratados según normas éticas del 

Instituto, coincidentes con las normas internacionales para asegurar el 

bienestar de animales de experimentación. Concluidos los experimentos o ante 

síntomas de molestia en los animales, los mismos fueron sacrificados en 

cámara de CO2 o por dislocación cervical. Los estudios en animales cuentan 

con la aprobación del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de 

Experimentación (Protocolo: 2012/02). 
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7. RESULTADOS 
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7.1 ACTIVIDAD DEL ESTROMA EN RESPUESTA A BCG 

 

BCG demostró ser la terapia más eficiente para evitar la recurrencia con o 

sin progresión del CaV. A pesar de existir extensa bibliografía acerca la 

respuesta inmunológica desencadenado por BCG, el completo mecanismo de 

acción no es aún conocido. Se describió que BCG es capaz de inducir arresto 

en el ciclo celular y apoptosis en líneas celulares de CaV in vitro [19, 93], sin 

embargo, la pregunta de qué efecto tiene BCG sobre el estroma sigue sin 

respuesta. Es por ello que decidimos investigar aspectos menos estudiados de 

su acción, focalizándonos no solo en el efecto que tiene BCG sobre la célula 

tumoral, sino también sobre componentes del estroma como son los 

fibroblastos y los macrófagos. 

 

 

7.1.1 BCG induce proliferación de los fibroblastos a través de la 

activación de las vías MAPK y PI3K 

 

Empleando la línea de fibroblastos NIH-3T3 que se trató in vitro con 

diferentes concentraciones de BCG, evaluamos proliferación y el estado de 

activación de las vías de transducción de señales MAPK y PI3K. Como se 

observa en la Figura 1A y B, BCG indujo proliferación de los fibroblastos, 

evaluado tanto a través de recuento celular como por ensayo de actividad 

metabólica con MTS. Observamos proliferación de los fibroblastos con 

concentraciones de BCG entre 0,5mg/ml y 1mg/ml. Para la concentración de 

2mg/ml observamos discrepancias entre ambos métodos. Mientras que no se 

demuestra proliferación por recuento celular, observamos aumento por la 

técnica de MTS. Esto puede deberse a un incremento en la actividad 

mitocondrial. Dado que la determinación de la viabilidad por la técnica de MTS 

es mucho más sencilla de realizar que el recuento celular, en lo sucesivo 

emplearemos esta técnica y utilizaremos la concentración de BCG de 1mg/ml 

para la cual hay concordancia entre ambas técnicas. 
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Figura 1. BCG induce proliferación en los fibroblastos. 1mg/ml de BCG corresponde a 
3x106 UFC/ml. A) Fibroblastos NIH-3T3 fueron tratados con diferentes concentraciones de 
BCG por 24hs, las células fueron contadas con azul Tripan B) Se evaluó viabilidad celular por 
ensayo de MTS. a- p<0.05 vs control. ANOVA y comparaciones de Bonferroni. 

 

 

Para evaluar si las vías MAPK y PI3K estaban involucradas en esta 

proliferación de los fibroblastos inducida por BCG, analizamos los efectos de 

PD 98059 (PD) y LY 294002 (LY), inhibidores de las vías MAPK y PI3K 

respectivamente. También evaluamos la fosforilación de ERK y AKT, dos 

proteínas claves en cada una de estas vías. Observamos que LY (20uM) es 

capaz de inhibir la proliferación de los fibroblastos inducida por BCG luego de 

24hs de tratamiento (Figura 2A), mientras que PD (50uM) lo hace luego de 

48hs de tratamiento (Figura 2B). En las Figuras 2C y D se demuestra por 

western blot que BCG induce una rápida fosforilación de AKT y ERK a partir de 

los 5 minutos de tratamiento. Observamos incremento de la fosforilación de 

AKT entre los 5 y 10 minutos, que disminuye a partir de los 20 minutos (Figura 

2C). BCG también induce fosforilación de ERK1 y ERK2, que se detecta a partir 

de los 5 minutos con un máximo a los 10 minutos y una posterior disminución a 

partir de los 20 minutos siendo la caída mayor para pERK1 (Figura 2D). En 

consecuencia, durante la interacción entre BCG y los fibroblastos se activan no 

solo vías de proliferación (MAPK), sino también de sobrevida (PI3K). Estos 

resultados demuestran que el fibroblasto es también una célula blanco, y 

sugieren que la remodelación tisular podría formar parte de la actividad anti-

tumoral de BCG. 
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Figura 2. BCG induce proliferación en los fibroblastos a través de las vías MAPK y PI3K. 
Efecto sobre la proliferación de los fibroblastos NIH-3T3 estimulados con 1mg/ml de BCG 
evaluado por MTS del A) LY 294002 por 24hs y del B) PD 98059 por 48hs. a- p<0.05 vs 
control; b- p<0.05 vs BCG. C) Western blot de lisados de fibroblastos NIH-3T3 tratados con 
1mg/ml de BCG para pAKT y D) pERK. La fosforilación relativa de las proteínas se normalizó 
respecto al valor de esa proteína total. Los resultados se expresaron como veces de cambio 
respecto al control. a- p<0.05 vs control. ANOVA comparaciones de Bonferroni. 
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7.1.2 BCG induce activación y diferenciación de los fibroblastos 

 

La activación y diferenciación de los fibroblastos en mio-fibroblastos es un 

paso clave en el proceso de reparación de heridas y es caracterizado por el 

desarrollo intra-citoplasmático de fibras de estrés que les confieren a estas 

células la capacidad de generar tensión para su desplazamiento. Así mismo, 

esta activación va acompañada de la síntesis de componentes de la matriz 

extracelular como el colágeno tipo I [38, 94]. El marcador más importante de la 

diferenciación del fibroblasto en un mio-fibroblasto es la expresión de novo de 

actina de músculo liso alfa (SMA-alfa) [95]. En base a estos antecedentes, 

nosotros analizamos la expresión de colágeno I y SMA-alfa como indicadores 

de esta activación y diferenciación del fibroblasto en respuesta a BCG. Para 

ello utilizamos la línea de fibroblastos NIH-3T3, la cual fue tratada con 1mg/ml 

de BCG. Observamos por inmunofluorescencia que BCG 24hs post-tratamiento 

indujo la expresión de colágeno I y SMA-alfa (Figura 3A). Mediante la técnica 

de western blot observamos que la expresión de colágeno I aumentaba luego 

de 6hs de tratamiento, siendo a las 12hs, 2.5 veces mayor que en el control 

(Figuras 3B y C). También se detectó un aumento significativo en la expresión 

de SMA-alfa luego de 12hs de tratamiento, permaneciendo elevado al menos 

por 48hs (Figuras 3B y D). 
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Figura 3. BCG induce activación y diferenciación de los fibroblastos. A) 
Inmunofluorescencia para colágeno I y SMA-alfa en fibroblastos NIH-3T3 tratados con 1mg/ml 
de BCG durante 24hs. Aumento 1000X. B) Western blot para colágeno I, SMA-alfa y actina-
beta en lisados de fibroblastos NIH-3T3 tratados con 1mg/ml de BCG. C) Densitometría para 
colágeno I y D) Densitometría para SMA-alfa utilizando un software de imágenes. La expresión 
de cada proteína se relativizó a la de actina-beta y se expresó como veces de cambio respecto 
al control. a- p<0.05 vs control; b- p<0.01 vs control. ANOVA, comparaciones de Bonferroni. 
 

 

7.1.3 BCG induce la activación de los fibroblastos a través de los 

macrófagos 

 

Dado que los macrófagos son células centrales en la respuesta 

inmunológica de BCG y que también son células implicadas en los procesos de 

remodelación tisular, evaluamos la activación de estas células in vitro usando la 

línea de macrófagos RAW264.7 (RAW). Como medida de su activación se 
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analizó la capacidad de estos macrófagos de producir NO y de inducir 

proliferación en la línea de fibroblastos NIH-3T3. Observamos que el 

tratamiento con BCG induce la producción de NO en los macrófagos RAW 

(Figura 4A). A su vez, se demuestra que los macrófagos activados por BCG 

liberan al medio de cultivo (Mc) productos solubles que tienen la capacidad de 

hacer proliferar a los fibroblastos (Figura 4B). 

 

Figura 4. BCG induce activación de los fibroblastos a través de los macrófagos. A) 
Producción de nitrito en el sobrenadante de macrófagos RAW tratados in vitro con 1mg/ml de 
BCG por 24hs. La concentración de nitrito fue evaluada a través del reactivo de Griess. a- 
p<0.0001 vs control. B) Proliferación de fibroblastos NIH-3T3 tratados por 24hs con los Mc de 
macrófagos RAW tratados previamente con o sin 1mg/ml BCG. La proliferación se evaluó por 
ensayo de incorporación de 3H-Timidina. a- p<0.001 vs NIH-3T3 Control. T de Student. 

 

 

Como se expondrá más adelante (Sección 7.4.3), los macrófagos 

obtenidos de ratones portadores del tumor MB49 tratados con BCG también 

inducen la proliferación de los fibroblastos. Teniendo en cuenta los resultados 

expuestos hasta el momento, se demuestra que al menos in vitro, BCG es 

capaz de activar tanto en forma directa como a través de los macrófagos la 

proliferación y diferenciación de los fibroblastos. Esto nos lleva a pensar que 

BCG puede estar cumpliendo un rol similar sobre los fibroblastos y los 

macrófagos en el estroma tumoral in vivo. 
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7.2 ROL DE iNOS y PPARɣ EN TUMORES DE VEJIGA 

 

Anteriormente observamos que el tratamiento in vitro con BCG de células 

de CaV MB49 inducía por un lado la expresión del receptor PPARɣ [96] y por 

otro la producción de NO [26, 29]. En estos trabajos reportamos que el 

tratamiento con el ligando antagonista de PPARɣ BADGE bloqueaba la 

inhibición del crecimiento de las células tumorales inducido por BCG, 

sugiriendo que la activación de PPARɣ es parte del mecanismo de acción de 

BCG. Ensayos in vitro demostraron que ligandos agonistas de PPARɣ tales 

como Rosiglitazona (RO) o la prostaglandina 15-d-PGJ2, inhiben la producción 

de NO inducida por BCG. Ya que previamente reportamos que la producción 

de NO en pacientes con CaV es un factor de mal pronóstico relacionado con 

una mayor invasión y una recurrencia temprana [6, 25], decidimos evaluar la 

interacción entre iNOS y PPARɣ y en el modelo murino y su efecto sobre la 

remodelación del estroma en respuesta a BCG. Finalmente analizamos su 

significado en tumores humanos. 

 

 

7.2.1 La producción de NO induce la actividad de PPARɣ 

 

Para analizar cuál es la relación que existe entre iNOS y PPARɣ, 

estudiamos como es la expresión de estas proteínas en el urotelio normal de 

ratones C57BL/J6 y en los tumores de vejiga murinos MB49 y MB49-I, no 

músculo invasores (NMI) e invasores respectivamente. Observamos que tanto 

iNOS como PPARɣ no se expresan en el urotelio normal, pero si lo hacen en 

los tumores ortotópicos MB49 y MB49-I, siendo la expresión de iNOS 

citoplasmática (Figura 5A) y la de PPARɣ nuclear (Figura 5B). 
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Figura 5. iNOS y PPARɣ se expresan de manera conjunta. A) Inmunohistoquímica para 
iNOS y B) PPARɣ en cortes de vejiga normal y en tumores ortotópicos MB49 y MB49-I. Se 
evidencia la presencia de la proteína como coloración marrón (flecha roja). Las flechas 
amarillas indican la localización del urotelio. Barra de escala: 100um.  

 

 

En la Figura 6A observamos que ambas líneas celulares son productoras 

de NO, presentando la línea invasora mayor producción que la NMI. El 

tratamiento con BCG induce una mayor producción por parte de ambas líneas 

respecto a sus niveles basales, siendo también mayor la inducción en la línea 

MB49-I que en la MB49. También observamos que el tratamiento con el 

inhibidor de la producción de NO, L-NAME, reduce tanto los niveles basales 

como los altos niveles de NO inducidos por BCG. 

Para estudiar la interacción entre iNOS y PPARɣ se realizó un ensayo de 

gen reportero para luciferasa bajo el control transcripcional del elemento 

respondedor de PPARɣ (PPRE). Observamos que mientras BCG induce la 

activación transcripcional de PPARɣ, L-NAME previene dicha inducción en la 

línea MB49, pero no así en las MB49-I (Figura 6B). Estos resultados sugieren 

que existe un mecanismo regulatorio entre iNOS y PPARɣ en células de CaV. 

Podemos especular que al igual que ocurre en otras células como por ejemplo 

Vejiga Normal Tumor de Vejiga MB49 Tumor de Vejiga MB49-I

Vejiga Normal Tumor de Vejiga MB49 Tumor de Vejiga MB49-I

A

B



80 
 

los macrófagos, PPARɣ se estaría induciendo como consecuencia del 

incremento de los niveles de NO en la línea NMI. Sin embargo, en la línea 

invasora, esta regulación parece estar bloqueada o al menos disminuida, ya 

que la activación de PPARɣ es menor a pesar de que la producción de NO es 

mayor en esta línea. En este sentido, observamos que la activación de PPARɣ 

se previene por L-NAME en la línea MB49, pero no así en la línea MB49-I. 

En base a estos resultados podemos hipotetizar que durante la progresión 

tumoral se pierden mecanismos regulatorios y que la variación en la expresión 

de PPARɣ podría ser un marcador asociado a progresión y respuesta a BCG. 

Para poner a prueba esta hipótesis, estudiamos la expresión de iNOS y PPARɣ 

en tumores de vejiga humanos. 
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Figura 6. La producción de NO induce la actividad de PPARɣ. A) Producción de NO por las 
células MB49 y MB49-I tratadas con 1mg/ml de BCG, 2mM de L-NAME o BCG+L-NAME. 
Determinación del nitrito producido por 1x106 células mediante el reactivo de Griess. a- 
p<0.0001 vs control; b- p<0.001 vs control; c- p<0.001 vs BCG+L-NAME. ANOVA, 
comparaciones de Bonferroni. B) Actividad transcripcional de PPARɣ en monocapas 
subconfluentes de células MB49 y MB49-I transfectadas con un plásmido que posee el gen de 
luciferasa bajo el control transcripcional del PPRE y un plásmido que posee el gen de Renilla 
luciferasa(Renilla) bajo el control transcripcional de un promotor constitutivo. Las células fueron 
tratadas por 24hs con +/- 1mg/ml BCG y +/- 2mM L-NAME. La actividad luciferasa y Renilla se 
leyó como cuentas por segundo y los resultados de luciferasa se relativizaron respecto a los de 
Renilla y se graficaron como veces respecto al control. a- p<0.0001 vs control; b p<0.0001- vs 
BCG+L-NAME. ANOVA, comparaciones de Bonferroni. 
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7.2.2 Existe una correlación entre la expresión de iNOS y la de PPARɣ en 

tumores de vejiga humanos de mejor pronóstico 

 

Empleando la técnica de inmunohistoquímica estudiamos la expresión de 

iNOS y de PPARɣ en tumores de vejiga humanos. En la Figura 6A se observa 

que la expresión de iNOS fue principalmente citoplasmática (flechas rojas), 

aunque en algunos casos se detectó expresión nuclear (flechas rosas). En el 

caso de PPARɣ la expresión fue predominantemente nuclear (flechas 

amarillas). Encontramos una correlación positiva entre la expresión de iNOS y 

la de PPARɣ en muestras de tumores de vejiga de mejor pronóstico, esto es 

bajo grado histológico y NMI. Esta correlación se pierde en tumores de peor 

pronóstico como son los de alto grado histológico e invasores (Figura 6B). 

NMI Invasor

Bajo G Alto G

iNOS iNOS PPARA

B

PPAR PPAR

PPAR
PPAR

 

Figura 7. Existe una correlación entre la expresión de iNOS y PPARɣ en tumores de 
vejiga humanos de mejor pronóstico. A) Inmunohistoquímica para iNOS y PPARɣ en 
tumores de vejiga humanos. Flechas rojas: expresión citoplasmática de iNOS. Flechas rosa: 
expresión nuclear de iNOS. Flechas amarillas: expresión nuclear de PPARɣ. Aumento 40X. B) 
Test de Correlación de Pearson. Correlación lineal positiva entre iNOS y PPARɣ en tumores de 
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vejiga humanos NMI (0.4438, p=0.0168) y de bajo grado (G) (0.6368, p=0.0351). No se 
observa correlación en tumores invasores (0.0569, p=0.8467) o de alto G (0.1386, p=0.4572). 

 

Estos resultados son concordantes con los observados en el modelo 

murino, donde solo se observa una correlación entre iNOS y PPARɣ en los 

tumores de mejor pronóstico, sugiriendo que el incremento en los niveles de 

PPARɣ tiene como finalidad regular la alta e inapropiada expresión de iNOS. 

Sin embargo, este mecanismo regulatorio se perdería en los tumores de 

estadios más avanzados. 

Los estudios en pacientes y en el modelo murino muestran que PPARɣ 

sería un regulador negativo de iNOS y en consecuencia, de la producción de 

NO en tumores de mejor pronóstico. Teniendo en cuenta estos resultados y 

que se ha postulado que PPARɣ puede inhibir la producción de NO y también 

actuar inhibiendo el crecimiento tumoral [92] decidimos evaluar cuál es la 

relevancia biológica de inhibir la producción de NO con ligandos agonistas de 

PPARɣ (Sección 3) o con inhibidores farmacológicos de las enzimas NOS 

(Sección 4) en la respuesta anti-tumoral de BCG. 

 

 

7.3 EFECTO ANTITUMORAL DEL TRATAMIENTO COMBINADO 

DE BCG CON LIGANDOS AGONISTAS DE PPARɣ –
REMODELACION DEL ESTROMA 

 

PPARɣ es un importante regulador negativo del proceso inflamatorio, y es 

capaz de inhibir la expresión de iNOS. Se ha descripto que esta inhibición está 

en parte mediada por el hecho de que ambas vías compiten por los mismos co-

activadores [86]. Como se describió previamente, nuestro grupo demostró que 

BCG induce la muerte de células tumorales en parte mediante el incremento de 

la expresión de PPARɣ [96]. En base a estos resultados decidimos analizar 

cuál era la participación de PPARɣ en la inhibición del crecimiento tumoral 

inducida por BCG y el proceso de remodelación tisular que lo acompaña. 
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7.3.1 BCG induce la expresión de PPARɣ y su actividad transcripcional 

en células de CaV MB49 

 

Observamos por western blot en la línea MB49 que BCG induce la 

expresión de PPARɣ a las 24hs de tratamiento (5 veces respecto al control) 

(Figura 8A). En condiciones basales, PPARɣ está ausente en el 

compartimiento nuclear, mientras que el tratamiento con BCG o con el ligando 

agonista natural de PPARɣ, la 15-d-PGJ2, sola o combinada con BCG inducen 

su translocación al núcleo (Figura 8B). Mediante un ensayo de gen reportero 

bajo el control transcripcional del PPRE observamos que tanto BCG como la 

15-d-PGJ2 inducían la actividad transcripcional de PPARɣ (2 y 2.5 veces del 

control respectivamente) y que este efecto era aún mayor con el tratamiento 

combinado de BCG + 15-d-PGJ2 (5 veces respecto al control) (Figura 8C). 

Estos resultados nos indican que BCG no solo aumenta la expresión de 

PPARɣ en las células de CaV MB49, sino también su actividad, y que el uso de 

un ligando agonista de este receptor potencia esta activación. Por este motivo 

el punto siguiente fue analizar in vivo la actividad de ligandos agonistas de 

PPARɣ y su combinación con la terapia con BCG. 
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Figura 8. BCG induce la expresión de PPARɣ y su actividad transcripcional en células de 
CaV MB49. A) Western blot para PPARɣ y actina-beta a distintos tiempos post tratamiento con 
BCG (2mg/ml) en lisados de células MB49. Densitometría para PPARɣ utilizando un software 
de imágenes. La expresión de PPARɣ se relativizó a la de actina-beta y se expresó como 
veces de cambio respecto al control. B)  Western blot para PPARɣ e Histona H1 a los 45 
minutos de tratamiento en extractos nucleares de células MB49 tratadas +/- 2mg/ml de BCG y 
+/- 10uM de 15-d-PGJ2. Densitometría para PPARɣ utilizando un software de imágenes. La 
expresión de PPARɣ se relativizó a la de Histona H1 y se expresó como veces de cambio 
respecto al control. Aumento de PPARɣ respecto al control: BCG=7.5 veces, 15-d-PGJ2=5.5 
veces, BCG+15-d-PGJ2=3.5 veces. C) Actividad transcripcional de PPARɣ en monocapas 
subconfluentes de células MB49 transfectadas con un plásmido de luciferasa-PPRE y un 
plásmido de Renilla. Las células fueron tratadas por 24hs con +/- 1mg/ml BCG y +/- 10uM 15-d-
PGJ2. La actividad luciferasa y Renilla se leyó como cuentas por segundo y los resultados de 
luciferasa se relativizaron respecto a los de Renilla y se graficaron como veces respecto al 
control. a- p<0.001 vs control; b- control p<0.0001 vs, c- p<0.0001 vs BCG o 15-d-PGJ2. 
ANOVA, comparaciones de Bonferroni. 
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7.3.2 In vivo el ligando agonista de PPARɣ Rosiglitazona revierte la 

inhibición del crecimiento tumoral y la remodelación del estroma 

inducida por BCG 

 

Debido a que observamos inducción de PPARɣ en respuesta a BCG y ya 

que se ha visto que su activación puede eliminar células tumorales, es 

razonable pensar que el uso de un ligando agonista de PPARɣ agregado 

exógenamente podría aumentar la inhibición tumoral inducida por BCG. Sin 

embargo, utilizando el ligando agonista de PPARɣ, Rosiglitazona (RO) 

observamos que si se administra solo no modifica el crecimiento tumoral, pero 

su combinación con BCG inhibe en parte la actividad antitumoral (Figura 9A). 

Por otro lado, observamos que el ligando antagonista BADGE también revierte 

el efecto inhibitorio de BCG (Figura 9B), reforzando la idea inicial de que la 

activación de este receptor forma parte del mecanismo de acción de BCG. En 

conjunto estos resultados sugieren que la activación de PPARɣ en el tumor 

está finamente regulada y por lo tanto el uso de ligandos agonistas 

administrados en forma exógena afectaría el balance endógeno. Es necesario 

considerar además que la activación de PPARɣ puede estar diferencialmente 

regulada, presentando efectos opuestos en las células tumorales y estromales. 

Figura 9. El agonista de PPARɣ RO revierte la inhibición del crecimiento tumoral 
inducida por BCG. Curvas de crecimiento de tumores subcutáneos MB49. A) Tratamientos 
con BCG (2mg/ml intratumoral), RO (8mg/kg ratón/día en el agua de la bebida) y BCG+RO. a- 
vs control y vs BCG p<0.01. B) Tratamientos con BCG (2mg/ml intratumoral), BADGE 
(100uM/100ul ratón intratumoral) y BCG+BADGE. a- p<0.05 vs BCG; b- p<0.05 vs control. 

Días post inóculo de MB49Días post inóculo de MB49

2000

1500

1000

500

0

1500

1000

500

0

T
am

añ
o

 T
u

m
o

ra
l (

m
m

3 )

T
am

añ
o

 T
u

m
o

ra
l (

m
m

3 )

E

A B



86 
 

Con el objetivo de estudiar las modificaciones que RO origina en el 

estroma tumoral realizamos estudios histológicos para analizar la activación de 

los fibroblastos. Se utilizó como medida de la activación de los fibroblastos la 

expresión de colágeno I por coloración tricrómica de Masson y la expresión de 

SMA-alfa por inmunohistoquímica. Observamos que BCG induce un importante 

depósito de fibras de colágeno. Estos depósitos están ausentes en los tumores 

de los ratones controles o en los tratados con RO, y son menores en aquellos 

que recibieron la combinación de BCG+RO (Figura 10A). Por 

inmunohistoquímica observamos que BCG induce la expresión de SMA-alfa, 

mientras que en el tratamiento de BCG+RO esta expresión se ve reducida 

(Figura 10B). Estos resultados plantean la hipótesis de que RO revierte la 

activación y/o proliferación de los fibroblastos inducida por BCG. 

 

 

Figura 10. El agonista de PPARɣ RO revierte la remodelación del estroma inducida por 
BCG. Cortes histológicos de tumores subcutáneos MB49 tratados con BCG (2mg/ml 
intratumoral), RO (8mg/kg ratón/día en el agua de la bebida) y BCG+RO. Barra de escala: 
100uM. A) Coloración tricrómica de Masson. Se evidencian las fibras de colágeno en color 
celeste (flechas negras). B) Inmunohistoquímica para SMA-alfa. Se evidencia la expresión de 
SMA-alfa en color marrón (flechas negras). 
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7.3.3 Los ligandos agonistas de PPARɣ inhiben la activación de los 

fibroblastos y los macrófagos inducida por BCG 

 

Para estudiar el efecto que tienen los ligandos agonistas de PPARɣ sobre 

las células del estroma en el tratamiento con BCG, evaluamos la proliferación y 

el estado de activación en fibroblastos NIH-3T3, macrófagos peritoneales de 

ratones portadores del tumor MB49 y la línea de macrófagos RAW. 

Al analizar la proliferación de los fibroblastos en presencia de BCG 

combinada con 15-d-PGJ2 o RO observamos que el efecto proliferativo 

inducido por BCG se reduce significativamente en presencia de ambos 

ligandos agonistas, el natural o el sintético, respectivamente. Esta inhibición de 

la proliferación es revertida por el agregado del ligando antagonista BADGE, 

indicando que la reducción en la proliferación depende de la activación de 

PPARɣ por sus ligandos (Figura 11A). Para evaluar la actividad transcripcional 

de PPARɣ en los fibroblastos se utilizó el ensayo de gen reportero para 

luciferasa bajo el control transcripcional del PPRE. Aquí observamos que BCG 

aumenta la actividad transcripcional de PPARɣ, mientras que cuando se 

combina con 15-d-PGJ2 se inhibe. Esta inhibición fue revertida en presencia 

del ligando antagonista BADGE (Figura 11B). El tratamiento con BADGE solo 

no modificó significativamente la actividad de PPARɣ (dato no mostrado). 
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Figura 11. Los ligandos agonistas de PPARɣ inhiben la activación de los fibroblastos 
inducida por BCG. A) Número de fibroblastos NIH-3T3 contados con azul Tripan luego de 
48hs de  tratamiento con +/- 1mg/ml BCG, 10uM 15-d-PGJ2, 10uM RO y 10uM BADGE. a- 
p<0.001 vs control; b- p<0.05 vs BCG; c- p<0.05 vs BCG+15-d-PGJ2; d- p<0.001 vs BCG; e- 
p<0.001 vs BCG+RO. B) Actividad transcripcional de PPARɣ en monocapas subconfluentes de 
fibroblastos NIH-3T3 transfectados con los plásmidos PPRE-luciferasa y Renilla. Las células 
fueron tratadas por 24hs con +/- 1mg/ml BCG y +/- 10uM 15-d-PGJ2 en combinación o no con 
10uM de BADGE. La actividad luciferasa y Renilla se leyó como cuentas por segundo y los 
resultados de luciferasa se relativizaron respecto a los de Renilla y se graficaron como veces 
respecto al control. a- p<0.01 vs control; b- p<0.01 vs BCG, c- p<0.01 vs BCG+15-d-PGJ2. 
ANOVA, comparaciones de Bonferroni. 

 

 

Dado que los macrófagos son componentes del estroma involucrados en 

la terapia con BCG, analizamos como RO modifica su número y actividad in 

vivo. Como fuente de macrófagos se utilizaron los provenientes del peritoneo 

de ratones portadores del tumor MB49 (MAC-T), tratados o no in vivo con BCG 

+/- RO. Evaluamos: a) el número de MAC-T; b) su actividad metabólica (MTS); 

c) la capacidad de producir NO; d) la capacidad fagocítica; y e) la producción 

de enzimas proteolíticas como la MMP-9. Estos resultados se detallan en la 

Tabla 1. Observamos que BCG induce un incremento en el número de MAC-T 

como así también su actividad metabólica y su capacidad de producir NO. 

Todos estos parámetros fueron parcialmente inhibidos en ratones bajo 

tratamiento con BCG+RO. La capacidad fagocítica de los macrófagos no se vio 

modificada por BCG, pero se redujo por el tratamiento con RO sola o en 

combinación con BCG. Las MMPs son proteínas claves en la activación del 

macrófago, ya que le permiten migrar a la zona de lesión y remodelar el 
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estroma. Observamos que los macrófagos provenientes de ratones tratados 

con BCG+RO presentaban disminuida la actividad MMP-9. Estos resultados 

sugieren que la administración de RO en combinación con BCG inhibe la 

activación de los macrófagos, necesaria para una correcta respuesta 

antitumoral de BCG in vivo. 

 

 

MAC peritoneales de ratones 
portadores de tumor MB49

Control 
Media ± DS

RO          
Media ± DS

BCG         
Media ± DS

BCG + RO 
Media ± DS

Número de MAC (106/ratón) 1.1 ± 0.2 1.0 ± 0.2 2.8 ± 0.3 ** 1.5 ± 0.2 *

Actividad Metabólica (MTS) 0.22 ± 0.02 0.28 ± 0.02 0.49 ± 0.05 ** 0.30 ± 0.03 *

Nitrito (moles/106 MAC) 5.00 ± 0.04 5.00 ± 0.05 31.00 ± 0.03 ** 17.60 ± 0.10 *

Indice Fagocítico (BCG/MAC)¤ 12 ± 3 3 ± 3 * 11 ± 3 4 ± 2 *

Actividad MMP-9 (UA/106 MAC) 5 ± 2 4.4 ± 2 7.75 ± 2 3.35 ± 1 *  

Tabla 1. La activación de los MAC-T inducida por BCG se inhibe por RO. 

¤ Número de bacilos dentro de los macrófagos luego de la coloración de Ziehl-Neelsen
* p< 0.05 vs Control. ANOVA y contrastes de Bonferroni.

* p< 0.05 vs BCG. ANOVA y contrastes de Bonferroni.

** p< 0.01 vs Control. ANOVA y contrastes de Bonferroni.  

 

 

La activación de los macrófagos por BCG se estudió también in vitro 

utilizando la línea de macrófagos RAW donde analizamos: a) mediante un 

ensayo de gen reportero la actividad transcripcional de NF-κB, factor de 

transcripción vinculado a la activación de los macrófagos; y b) la capacidad de 

fagocitar BCG mediante un ensayo de unidades formadoras de colonias (UFC) 

y por la coloración de Ziehl Neelsen, específica para BCG. Observamos que 

RO inhibe significativamente la activación de NF-κB (Figura 12A) y la 

capacidad fagocítica (Figura 12B y C). 
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Figura 12. El ligando agonista de PPARɣ RO inhibe la activación de los macrófagos 
inducida por BCG. A) Actividad transcripcional de NF-κB en monocapas subconfluentes de 
macrófagos RAW264.7 transfectados con un plásmido que posee el gen de luciferasa bajo el 
control transcripcional del elemento de respuesta a NF-κB y el plásmido de Renilla. Las células 
fueron tratadas por 24hs con +/- 1mg/ml BCG y +/- 10uM RO. La actividad luciferasa y Renilla 
se leyó como cuentas por segundo y los resultados de luciferasa se relativizaron respecto a los 
de Renilla y se graficaron como veces respecto al control. a- p<0.001 vs control; b- p<0.01 vs 
BCG. ANOVA, contrastes de Bonferroni. B) Capacidad fagocítica específica para BCG de 
RAW264.7 reportada como UFC/ml en células tratadas o no con 10uM RO. a- p=0.0208 
Prueba T de Student. C) Actividad fagocítica de RAW264.7 específica para BCG en células 
tratadas o no con 10uM RO vista como bacilos dentro de las células por tinción de Ziehl-
Neelsen. Las flechas indican los bacilos dentro de las células. Fotografías tomadas a un 
aumento de 1000X. 

 

 

En conjunto, estos resultados nos indican que BCG promueve la expresión 

y activación de PPARɣ en las células de CaV MB49 como parte de su 

mecanismo de acción anti-tumoral, motivo por el cual BADGE revierte la 

inhibición tumoral. Esta activación estaría mediada por los niveles endógenos 
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de ligandos agonistas de PPARɣ. Teniendo en cuenta que la activación de 

PPARɣ en células MB49 inhibe la producción de NO [96], factor de crecimiento 

para estas células, nos llevó a pensar inicialmente que su activación inhibiría el 

crecimiento tumoral in vivo. Sin embargo, los resultados presentados aquí 

demuestran que el uso exógeno de ligandos agonistas de este receptor, como 

la RO, no serían una modalidad terapéutica favorable ya que ejercen un efecto 

sobre los fibroblastos y los macrófagos que inhibe la activación del estroma, la 

cual es necesaria para la completa respuesta a BCG. Dado que sólo hemos 

evaluado la RO en nuestros estudios in vivo, no podemos descartar que otros 

ligandos agonistas de PPARɣ con distinta afinidad por el receptor tengan 

efectos diferentes. 

 

 

7.4 EFECTO ANTITUMORAL DE LA INHIBICIÓN DE LA 

PRODUCCIÓN DE OXIDO NITRICO EN EL TRATAMIENTO 

CON BCG – REMODELACIÓN DEL ESTROMA 

 

Como ya se mencionó, el NO y la expresión de iNOS son factores de mal 

pronóstico en pacientes con CaV [6, 25, 26]. En relación con el tratamiento de 

BCG se postuló inicialmente que el NO era uno de los responsables de la 

inhibición del crecimiento tumoral, sin embargo, esto no es estrictamente cierto. 

Nuestro laboratorio demostró que cuando células tumorales como las MB49, 

expresan la enzima iNOS, los altos niveles de NO producidos en respuesta a 

BCG inducen la muerte de células del sistema inmune [30]. En base a estos 

antecedentes decidimos hacer blanco en la regulación de las NOS. Por este 

motivo analizamos la actividad biológica del L-NAME, un inhibidor 

farmacológico de las NOS, en la respuesta anti-tumoral de BCG. 
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7.4.1 La inhibición de la producción de NO con L-NAME disminuye el 

crecimiento in vitro de la línea MB49 

 

Observamos que L-NAME en concentración 2mM y 4mM inhibe tanto la 

producción de NO (Figura 13B) como la proliferación de las células MB49 in 

vitro (Figura 13A), lo cual nos indica que el NO producido por la línea MB49 es 

fundamental para su crecimiento. 

 

Figura 13. La inhibición de la producción de NO con L-NAME disminuye el crecimiento in 
vitro de la línea MB49. A) Proliferación de células MB49 (informado como veces respecto al 
control) tratadas con distintas concentraciones de L-NAME durante 48hs evaluado por MTS. a- 
p<0.0001 vs control. B) Producción de nitrito en células MB49 tratadas con distintas 
concentraciones de L-NAME por 48hs. a- p<0.0001 vs control. ANOVA, contrastes de 
Bonferroni. 

 

 

7.4.2 L-NAME aumenta la proliferación de los fibroblastos inducida por 

BCG a través de las vías MAPK y PI3K 

 

El NO está involucrado en procesos de cicatrización o de remodelación 

tisular en respuesta a diferentes estímulos, por ejemplo se ha observado que la 

inhibición de la proliferación de fibroblastos dérmicos en respuesta a una 

injuria, como la causada por la luz ultravioleta, está relacionado con el aumento 

de expresión de iNOS y en consecuencia con la sobreproducción de NO [97]. 

En concordancia con estos autores nosotros planteamos la hipótesis de que la 
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producción de NO es un regulador negativo de la proliferación y activación de 

los fibroblastos en el tratamiento del CaV con BCG. Para poner a prueba esta 

hipótesis, estudiamos el efecto de BCG combinado con L-NAME sobre la 

proliferación de la línea de fibroblastos NIH-3T3. Observamos que L-NAME 

produce aumento en la proliferación de los fibroblastos entre las 

concentraciones 0,5 y 4mM de una manera no dependiente de la concentración 

(Figura 14A). Al combinar BCG con L-NAME se observó el mayor efecto 

proliferativo para la concentración de L-NAME de 2mM (no mostrado), efecto 

revertido por el tratamiento con los inhibidores de las vías de proliferación y 

sobrevida, PD y LY respectivamente (Figura 14B). Estos resultados indican 

que el L-NAME es capaz de inducir proliferación en los fibroblastos e 

incrementa el efecto proliferativo producido por BCG a través de las vías MAPK 

y PI3K, sugiriendo que el NO es un regulador negativo de estas vías de 

proliferación y sobrevida en los fibroblastos. 

 

Figura 14. L-NAME aumenta la proliferación de los fibroblastos inducida por BCG a 
través de las vías MAPK y PI3K. Proliferación de fibroblastos NIH-3T3 tratados con A) 
Distintas concentraciones de L-NAME durante 24hs. La viabilidad celular fue evaluada por MTS 
y los resultados se expresan como porcentaje respecto al control a- p<0.0001 vs control B) 
1mg/ml BCG, 2mM L-NAME o BCG+L-NAME, en presencia de 50uM de PD 98059 por 48s o 
20uM de LY 294002 por 24hs. La viabilidad celular fue evaluada por MTS y los resultados se 
expresan como porcentaje respecto al control. a- p<0.01 vs control; b- p<0.05 vs BCG o L-
NAME solos; c- p<0.01 vs su respectivo control. ANOVA, contrastes de Bonferroni. 
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7.4.3 BCG modifica la capacidad del macrófago de inducir la activación 

del fibroblasto 

 

Los macrófagos son células muy plásticas que dependiendo de los 

estímulos de su entorno pueden modificar su comportamiento. Se han 

descripto dos estadios extremos denominados M1 y M2. Estos dos tipos de 

macrófagos producen diferentes citoquinas y una de las principales diferencias 

entre ellos es la capacidad de producir NO. Los macrófagos M1 producen altos 

niveles de NO, tienen la capacidad de eliminar patógenos intracelulares y 

algunos investigadores les adjudican un rol anti-tumoral. Por el contrario los M2 

producen bajos niveles de NO y se han relacionado con la respuesta inmune 

humoral y con los procesos de cicatrización y remodelación tisular [34]. Entre 

ambos extremos existen macrófagos con características intermedias. 

En la Sección 7.1.3 demostramos que BCG in vitro induce la proliferación 

de los fibroblastos en forma directa, o a través de los productos solubles 

liberados por los macrófagos en respuesta al tratamiento. En esta Sección 

analizamos la activación in vivo de los macrófagos por BCG, su actividad sobre 

los fibroblastos y la regulación por NO. Para ello se utilizaron MAC-T de 

ratones que fueron tratados in vivo con BCG (MAC-T BCG), L-NAME (MAC-T 

L-NAME) o su combinación (MAC-T BCG+L-NAME). Observamos que los 

MAC-T control o los de ratones tratados con L-NAME no presentan expresión 

de iNOS (Figura 15A) y tienen una baja producción de NO (Figura 15B), 

mientras que los MAC-T BCG presentan aumento de la expresión de iNOS y de 

la producción de NO (Figuras 15A y B). En los MAC-T BCG+L-NAME hay 

menor expresión de iNOS y menor producción de NO comparado con MAC-T 

BCG (Figuras 15A y B). Estos resultados indican que al igual que lo observado 

in vitro con la línea de macrófagos RAW, BCG induce la expresión y actividad 

de iNOS in vivo. El L-NAME no solo inhibe la actividad de iNOS, sino también 

su expresión. De esta manera vemos que BCG induce un fenotipo M1 en los 

macrófagos, mientras que el L-NAME lo desplazaría hacia un perfil M2. 
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Figura 15. BCG induce la expresión de iNOS y la producción de NO en los macrófagos. 
A) Inmunofluorescencia para iNOS en macrófagos peritoneales de ratones portadores del 
tumor MB49 (MAC-T) tratados in vivo 2 veces por semana con 1mg/ml de BCG, L-NAME 
(0,2mg/kg ratón/ día en el agua de bebida) o BCG+L-NAME. B) Producción de nitrito en el 
sobrenadante de 1x106 MAC-T medido a través del ensayo de Griess. a- p<0.0001 vs control; 
b- p<0.0001 vs BCG; c- p<0.0001 vs BCG. ANOVA, contrastes Bonferroni. 

 

 

A continuación analizamos la capacidad de los macrófagos de inducir 

proliferación y diferenciación de los fibroblastos. Para ello obtuvimos los medios 

condicionados (Mc) de los MAC-T de los ratones tratados con BCG +/- L-

NAME. Observamos que el Mc de los MAC-T de todos los grupos inducía 

proliferación en los fibroblastos, siendo el mayor efecto el de los MAC-T 

BCG+L-NAME. También se evaluaron los Mc de RAW tratados in vitro con o 

sin BCG +/- L-NAME. Mientras que el Mc de RAW no modifica la proliferación 

de los fibroblastos, el Mc de los RAW tratados con BCG, combinado o no con 

L-NAME induce su proliferación (Figura 16A). El Mc de los RAW indujo 

expresión de colágeno I en los fibroblastos. Esta expresión fue aún mayor 

cuando estos macrófagos fueron tratados con BCG, L-NAME o su combinación 

(Figura 16B). Así mismo, los RAW tratados con BCG+L-NAME fueron capaces 

de inducir la expresión de SMA-alfa en el fibroblasto (Figura 16B). 

En conjunto estos resultados indican que existen factores solubles 

secretados por los macrófagos activados por BCG, que pueden inducir la 
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proliferación, activación y diferenciación de los fibroblastos y que la inhibición 

de la producción de NO con L-NAME potencia esta actividad. 

 

 

Figura 16. BCG induce la activación de los fibroblastos a través de los macrófagos. A) 
Proliferación de fibroblastos NIH-3T3 tratados por 48hs con los Mc de MAC-T de ratones 
tratados con 2mg/ml de BCG, 0,2mg/kg ratón/día de L-NAME en la bebida o BCG+L-NAME; o 
con los Mc de RAW264.7 tratados in vitro con 1mg/ml de BCG, 2mM de L-NAME o BCG+L-
NAME. La viabilidad celular se evaluó por MTS y los resultados se expresaron como porcentaje 
respecto al control. a- p<0.05 vs control; b- p<0.01 vs control; c- p<0.05 vs MAC-T control. B) 
Western blot para colágeno I y actina-beta en lisados de fibroblastos NIH-3T3 tratados por 24hs 
con los Mc de RAW264.7 tratados in vitro con 1mg/ml de BCG, 2mM de L-NAME o BCG+L-
NAME. a- p<0.05 vs NIH-3T3 control. C) Western blot para SMA-alfa y actina-beta en lisados 
de fibroblastos NIH-3T3 tratados por 24hs con los Mc de RAW264.7 tratados in vitro con 
1mg/ml de BCG, 2mM de L-NAME o BCG+L-NAME. a- p<0.01 vs NIH-3T3 control. 
Densitometría para colágeno I y para SMA-alfa utilizando un software de imágenes. La 
expresión de cada proteína se relativizó a la de actina-beta y se expresó como veces de 
cambio respecto al control. ANOVA, contrastes de Bonferroni. 
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7.4.4 La inhibición de la producción de NO mejora in vivo la 

remodelación del estroma y la regresión tumoral inducida por BCG 

 

Para determinar la funcionalidad de los macrófagos en la remodelación 

del estroma y su regulación por NO, realizamos un experimento de reparación 

de heridas in vivo. Para ello se realizó una herida circular de 3mm de diámetro 

en el lomo de ratones normales. Para poner a punto el método se evaluó la 

evolución de la cicatrización durante 9 días (Figura 17A). Observamos que a 

las 24hs la herida se agranda, para luego dar inicio el proceso de cicatrización 

que se completa entre los 7 y los 9 días. En lo sucesivo se evaluó el proceso a 

los 3 días de generada la herida. Los datos se expresan como el porcentaje de 

superficie de la herida al día 3 respecto a la superficie del día 1. Fueron 

realizados dos experimentos diferentes. En el primero el inhibidor de la 

producción de NO L-NAME se colocó en la superficie de la herida (Figura 17B) 

y en el segundo el L-NAME fue administrado en el agua de la bebida de los 

ratones (Figura 17C). 

Un millón de macrófagos provenientes de ratones normales, de ratones 

portadores de tumor (MAC-T) o de portadores tratados con BCG (MAC-T BCG) 

fueron resuspendidos en PBS-glicerol sin (control) o con 2mM de L-NAME. 

Observamos que L-NAME acelera la cicatrización, indicando que el NO regula 

negativamente este proceso. Por otro lado, determinamos que tanto los 

macrófagos de ratones normales (dato no mostrado) como los MAC-T aceleran 

la cicatrización. Los MAC-T BCG generaron un porcentaje de cicatrización 

menor que el obtenido con los MAC-T control. Sin embargo, cuando a los MAC-

T BCG fueron combinados con L-NAME se ve un leve aumento del proceso de 

cicatrización, sugiriendo que el NO producido en la respuesta a BCG disminuye 

este mecanismo (Figura 17B). 

Cuando la herida fue generada en los ratones que recibieron L-NAME en 

la bebida, la superficie de la misma disminuyó comparada con el grupo control. 

El agregado de MAC-T BCG también aceleró la cicatrización, la cual fue 

significativamente mayor en los animales que recibieron L-NAME (Figura 17C). 

Estos resultados muestran en un modelo de remodelación no tumoral como es 
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la cicatrización, que la inhibición del NO favorece el proceso iniciado por los 

macrófagos activados por BCG. 

 

Figura 17. La inhibición de la producción de NO mejora in vivo la remodelación del 
estroma. A) Fotografías de un ratón al que se le realizó una herida circular de 3mm de 
diámetro en el lomo. Evolución de la herida durante los 9 días que demora en sanar. B) 
Porcentaje de superficie de heridas in vivo a las cuales se les agregó PBS-glicerol o 1x106 
MAC-T de ratones tratados o no con BCG y que recibieron o no en la herida 2mM de L-NAME. 
a- p<0.01 vs PBS-Glicerol; b- p<0.001 vs PBS-Glicerol; c- p<0.05 vs MAC-T control. ANOVA, 
contrastes Bonferroni. C) Porcentaje de superficie de heridas in vivo a las cuales se les agregó 
PBS-glicerol o 1x106 MAC-T de ratones tratados in vivo con BCG. Las heridas se realizaron en 
ratones normales que toman o no L-NAME (0,2mg/kg ratón/día en el agua de la bebida). a- 
p<0.0001 vs PBS-glicerol; b- p<0.01 vs MAC-T BCG control. ANOVA, contrastes de Bonferroni. 

 

 

A continuación estudiamos el efecto que tienen los tratamientos con BCG 

y L-NAME sobre la remodelación del estroma en el modelo tumoral MB49 in 

vivo. Observamos que tanto BCG, L-NAME o su combinación produjeron una 

significativa disminución del crecimiento tumoral (Figura 18A). A nivel 

histológico se observa inducción de la expresión de colágeno intratumoral, el 

cual se dispone rodeando al tumor. Si bien los tratamientos de BCG y L-NAME 

indujeron la expresión de SMA-alfa, la expresión más intensa se obtuvo en el 
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tratamiento combinado de BCG+L-NAME (Figura 18B). Estos resultados 

sugieren que BCG también produce la activación de los fibroblastos in vivo, y 

que este efecto es aún mayor cuando se inhibe la producción de NO. 

 

Figura 18. BCG, L-NAME y su combinación inducen regresión tumoral acompañada de la 
activación de los fibroblastos y deposición de fibras de colágeno. Tumores subcutáneos 
MB49 tratados con BCG (2mg/ml intratumoral), L-NAME (0,2mg/kg ratón/día en la bebida) o 
BCG+L-NAME. A) Curvas de crecimiento tumoral. a- p<0.001 vs BCG, L-NAME o BCG+L-
NAME. B) Paneles superiores: Coloración tricrómica de Masson. Se evidencian las fibras de 
colágeno en color celeste (flechas blancas). Paneles inferiores: Inmunohistoquímica para 
SMA-alfa. Se evidencia la expresión de SMA-alfa en color marrón (flechas amarillas). Barra de 
escala: 100um. 

 

 

7.4.5 La proliferación de los fibroblastos en respuesta a BCG es inducida 

por el FGF-2 secretado por los macrófagos 

 

El FGF-2 es uno de los principales activadores del proceso de 

cicatrización, el cual puede ser liberado por los macrófagos y regula la 
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proliferación de los fibroblastos [98]. Por lo tanto, decidimos evaluar si el FGF-2 

estaba involucrado en la activación y proliferación de fibroblastos inducida por 

BCG. Inicialmente analizamos por inmunofluorescencia la expresión de FGF-2 

en los macrófagos RAW. Observamos que el tratamiento con BCG inducía 

expresión del factor (Figura 19A), lo cual se confirmó por western blot, donde 

se observa una banda de FGF-2 de 17kDa que corresponde a la isoforma de 

secreción (Figura 19B). También se observan isoformas del FGF-2 de mayor 

peso molecular que representan formas no secretables del factor.  

 

Figura 19. El FGF-2 es secretado por los macrófagos en respuesta a BCG. RAW264.7 
tratados o no con 1mg/ml de BCG. A) Inmunofluorescencia para FGF-2 luego de 24hs de 
tratamiento. B) Western blot para FGF-2 y GAPDH en lisados de RAW264.7 por 8hs y 24hs. 
20ng de FGF-2 purificado se usó como control positivo. Densitometría para FGF-2 y GAPDH 
utilizando un software de imágenes. La expresión de FGF-2 se relativizó a la de GAPDH y se 
expresó como veces de cambio respecto al control. a- p<0.05 vs control. Prueba T de Student. 

 

 

En un modelo más fisiológico analizamos la expresión de FGF-2 por parte 

de los MAC-T de ratones que fueron tratados in vivo con BCG. Observamos 

que BCG induce la expresión de FGF-2 en estos macrófagos (Figura 20A). Por 

western blot se logra visualizar aumento de las isoformas de 33 y 24 kDa del 
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FGF-2, pero no así de la isoforma de secreción de 17 kDa, quizás debido a una 

rápida secreción por parte de estos macrófagos (Figura 20B). En la Figura 

20A se aprecia que el tratamiento con BCG no solo produce la expresión de 

FGF-2, sino también un importante aumento de tamaño celular, convirtiendo a 

estos macrófagos en las llamadas “células gigantes multinucleadas”, 

características de la respuesta a las mycobacterias que causan la tuberculosis 

[99]. 

 

Figura 20. BCG promueve in vivo la activación de MAC-T en células productoras de FGF-
2. Macrófagos peritoneales de ratones portadores del tumor MB49 (MAC-T) tratados 2 veces 
por semana con 1mg/ml BCG. A) Inmunofluorescencia para FGF-2. B) Western blot para FGF-
2 y actina-beta de lisados de MAC-T. 

 

 

Luego, para determinar si este FGF-2 producido por los macrófagos en 

respuesta a BCG es capaz de estimular la proliferación de los fibroblastos, 

realizamos un ensayo de proliferación in vitro tratando a los fibroblastos NIH-

3T3 con el Mc de macrófagos RAW. Estos macrófagos habían sido tratados 

previamente con o sin BCG y L-NAME. Los Mc fueron a su vez pre-tratados o 

no con un anticuerpo bloqueante de la unión del FGF-2 al receptor 1 de FGF 

(FGFR1). Como control positivo de la inducción de proliferación en los 

fibroblastos se utilizó FGF-2 purificado. Observamos que los Mc de los RAW 
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tratados con BCG o con BCG+L-NAME generan una proliferación de los 

fibroblastos que puede ser revertida en presencia del anticuerpo bloqueante de 

FGF-2. Este resultado sugiere que la remodelación tisular inducida por BCG es 

en parte mediada por el FGF-2 secretado por los macrófagos (Figura 21). 

 

Figura 21. La proliferación de los fibroblastos es inducida por el FGF-2 secretado por los 
macrófagos en respuesta a BCG. Proliferación de fibroblastos NIH-3T3 tratados por 24hs con 
los Mc de RAW264.7 tratados previamente con 1mg/ml BCG, 2mM de L-NAME o BCG+L-
NAME durante 24hs. Se utilizó como control positivo 0,5ng/ml de FGF-2 purificado. Los Mc 
fueron pre-incubados durante 1h, antes de tratar a los fibroblastos, con 10ug/ml de un 
anticuerpo monoclonal bloqueante de la unión del FGF-2 al FGFR1 (DB3) o con IgG normal de 
ratón como control. La proliferación se evaluó por ensayo de incorporación de 3H-Timidina. a- 
p<0.001 vs NIH-3T3; b- p<0.001 vs ese tratamiento con IgG. 

 

 

Debido a que el FGF-2 actúa a través de receptores específicos del tipo 

tirosin-kinasa, decidimos analizar la expresión y localización de estos 

receptores por inmunofluorescencia y su modulación por BCG en la línea de 

fibroblastos NIH-3T3. En la Figura 22 observamos que los fibroblastos 

expresan al FGFR3 con localización tanto en la membrana/citoplasma como en 

el núcleo. El tratamiento con BCG incrementa la expresión nuclear. BCG 

induce la expresión del FGFR1, tanto a nivel de membrana/citoplasma como a 
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nivel nuclear. También observamos que BCG promueve una mayor expresión 

de FGF-2 en los fibroblastos, el cual podría contribuir de manera autócrina a su 

activación. 

 

Figura 22. BCG induce la expresión de FGF-2 y del FGFR1 en los fibroblastos. Expresión 
de FGFR1-4 y FGF-2 por inmunofluorescencia en fibroblastos NIH-3T3 tratados o no con 
1mg/ml BCG por 24hs. Fotografías tomadas con aumento 1000X. 
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Esta expresión de FGF-2 vista en macrófagos y fibroblastos en respuesta a 

BCG no se limita solo a ensayos in vitro, sino que tiene su correlato in vivo 

tanto en el ensayo de reparación de heridas como en el de crecimiento tumoral 

MB49. Observamos por inmunohistoquímica en el ensayo de reparación de 

heridas que los MAC-T BCG +/- L-NAME inducen expresión de FGF-2 en el 

tejido en cicatrización (Figura 23A). También observamos incremento de la 

expresión del factor en los tumores MB49 tratados con BCG +/- L-NAME 

(Figura 23B). 

 

Figura 23. En la remodelación del estroma inducida por BCG y/o L-NAME se induce 
expresión de FGF-2. Inmunohistoquímica para FGF-2. A) Heridas in vivo. Las heridas fueron 
tratadas con MAC-T de ratones tratados con BCG, solo o combinado con L-NAME (0,2mg/kg 
ratón/día en la bebida). B) Tumores MB49 tratados con 2mg/ml BCG intratumoral, L-NAME 
(0,2mg/kg ratón/día en la bebida) o BCG+L-NAME. El FGF-2 se evidencia como coloración 
marrón. Barra de escala: 100um. 
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7.4.6 Los fibroblastos activados in vitro con BCG, L-NAME o su 

combinación presentan efecto anti-tumoral 

 

En vista de los resultados presentados hasta el momento, decidimos 

analizar el comportamiento que tienen los fibroblastos activados in vitro con 

BCG +/- L-NAME sobre el crecimiento tumoral in vivo. Para este ensayo se 

usaron fibroblastos embrionarios de ratones C57BL/J6, los cuales fueron 

tratados in vitro con BCG, L-NAME o su combinación durante 48hs, para luego 

ser co-inoculados en ratones normales junto con las células tumorales MB49 

en una relación 1:4. A la semana se realizó un segundo inóculo intra-tumoral 

con 1,5x105 fibroblastos por ratón. Observamos que los fibroblastos 

embrionarios normales aumentan levemente el tamaño tumoral, mientras que 

los fibroblastos tratados con BCG, L-NAME o su combinación presentan 

actividad antitumoral significativa (Figura 24A y B). Estos resultados confirman 

que BCG tiene un rol importante como modificador del estroma, promoviendo 

un cambio desde un estroma pro-tumoral hacia uno anti-tumoral. 

Figura 24. Los fibroblastos activados in vitro con BCG, L-NAME o su combinación 
presentan efecto anti-tumoral. Crecimiento subcutáneo de células MB49 (2x105/ratón) que 
fueron co-inoculadas con fibroblastos embrionarios (0,5x105/ratón). A los 7 días se realizó un 
segundo inóculo con fibroblastos (1,5x105/ratón). Los fibroblastos embrionarios fueron tratados 
in vitro previamente a la inoculación con 1mg/ml BCG, 2mM L-NAME o BCG+L-NAME durante 
48hs. A) Curvas de crecimiento tumoral. a- p<0.05 vs Fibroblastos control. B) Volumen tumoral 
al día 26 post inoculación de las células tumorales. a- p<0.05 vs Fibroblastos control. Test 
Kruskal-Wallis, comparaciones de Dunn. 
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En conjunto estos resultados sugieren que los fibroblastos son afectados 

por el tratamiento con BCG de manera directa, y a través de los productos 

solubles liberados por macrófagos activados por esta terapia. Entre estos 

productos solubles podemos destacar al FGF-2, que estaría involucrado en un 

dialogo entre los macrófagos y los fibroblastos. Este es el primer reporte donde 

se demuestra que en la respuesta a BCG, los fibroblastos activados no 

cumplen un rol pasivo, sino que participan activamente, generando un estroma 

con propiedades antitumorales. Por otro lado, observamos que la inhibición de 

la producción de NO con L-NAME mejora la respuesta al tratamiento con BCG. 

Así mismo, demostramos que el L-NAME presenta propiedades anti-tumorales 

independientes de BCG, donde también se produce una activación del 

estroma, lo cual plantea al L-NAME y a la inhibición de la producción de NO 

como nuevas estrategias terapéuticas en el CaV. 

 

 

7.5 REGULACIÓN POR BCG DEL SISTEMA FGF-2/FGFRs EN 

CÉLULAS DE CÁNCER DE VEJIGA 

 

Teniendo en cuenta que el FGF-2 está involucrado en la actividad anti-

tumoral de BCG, nos pareció importante analizar en profundidad el sistema. 

Como se describió en la sección anterior, el FGF-2 actúa a través de 

receptores (FGFRs) presentes en las células. Aunque los fibroblastos son las 

células blanco por excelencia, también las células tumorales pueden expresar 

estos receptores y en consecuencia pueden incrementar su proliferación en 

respuesta al FGF-2. Es por ello que estudiamos este aspecto y en esta Sección 

se presentan los resultados relacionados con el análisis de la expresión de 

FGFRs en el CaV. 
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7.5.1 BCG aumenta la expresión de FGF-2 en células MB49 e induce 

cambios en la expresión de los FGFRs 

 

Por inmunofluorescencia observamos que las células MB49 tratadas o no 

con BCG expresan FGF-2 (Figura 25A). En la Figura 25B logramos apreciar a 

través de la técnica de western blot que las células MB49 son capaces de 

expresar todas las isoformas del FGF-2 descriptas (tanto de secreción como no 

secretables) y que el tratamiento con BCG aumenta dicha expresión. 

 

Figura 25. BCG aumenta la expresión de FGF-2 en células MB49. Células MB49 tratadas 
con 2mg/ml de BCG por 24hs. A) Inmunofluorescencia para FGF-2. B) Western blot para FGF-
2 y actina-beta de lisados celulares. 

 

 

Al evaluar la expresión de los FGFRs vemos que las células MB49 

presentan intensa expresión del FGFR3, tanto con localización en 

membrana/citoplasma como a nivel nuclear. El tratamiento con BCG disminuye 

considerablemente la expresión del FGFR3, haciendo desaparecer su marca 

nuclear. Las células también expresan bajos niveles del FGFR2 en 

membrana/citoplasma que desaparece por el tratamiento con BCG. Por otro 

MB49
Control

1000X 1000X

400X 400X

MB49 Control MB49 BCG

33kDa

24kDa

22.5kDa

22kDa

17kDa

FGF-2

Beta-actina

MB49
BCG

A B



108 
 

lado, los FGFR1 y FGFR4 no se detectan en las células sin tratamiento y BCG 

induce una expresión marginal de los mismos (Figura 26). 

 

 

Figura 26. BCG induce cambios en la expresión de los FGFRs en células MB49. Expresión 
de FGFR1-4 por inmunofluorescencia en células MB49 tratadas o no con 2mg/ml BCG por 
24hs. 
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100] por este motivo nos resultó relevante focalizarnos en su modulación en 

respuesta al tratamiento con BCG. En la Figura 27A se observa por western 

blot la expresión de las diferentes isoformas del FGFR3. Podemos apreciar que 

las células MB49 expresan las isoformas glicosiladas de 135 y 125 kDa, las 

parcialmente glicosiladas y sin glicosilar de 97, 87 y 70 kDa. También se 

expresan isoformas de menor peso molecular, sobre las cuales hay escasa 

bibliografía pero se las vinculan a fragmentos de clivaje, isoformas de secreción 

o de localización nuclear del receptor [101-103]. Podemos observar que el 

tratamiento con BCG disminuye la expresión de todas las isoformas de alto 

peso molecular (135, 125, 97, 87 y 70 kDa) del FGFR3 (Figura 27B). 
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Figura 27. BCG produce disminución de la expresión del FGFR3 en células MB49. Células 
MB49 tratadas con 2mg/ml por 24hs. A) Western blot para el FGFR3 y actina-beta de lisados 
celulares. B) Densitometría para las isoformas de alto peso molecular del FGFR3 utilizando un 
software de imágenes. La expresión del FGFR3 se relativizó a la de actina-beta y se expresó 
como veces de cambio respecto al control. a- p<0.05 vs control sin BCG; b- p<0.01 vs control 
sin BCG. Prueba T de Student. 

 

 

Ya que observamos por inmunofluorescencia expresión nuclear del 

FGFR3 y que fue descripto que las isoformas de bajo peso molecular de los 

FGFRs podían aparecer en el núcleo de algunas células tumorales [102, 103], 
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decidimos evaluar en fracciones de membrana/citoplasma y de núcleo la 

expresión de las distintas isoformas. En la Figura 28 observamos que la 

mayoría de las isoformas del FGFR3 se expresan a nivel nuclear en las células 

MB49. En el citoplasma identificamos las isoformas de 87 y 70 kDa, mientras 

que en el núcleo están presentes las isoformas de 135, 125, 97, 87 y 70 kDa. 

Esta es la primera vez que se reporta la aparición de isoformas de alto peso 

molecular del FGFR3 en el núcleo. Así mismo se observan tanto en el 

citoplasma como en el núcleo, isoformas de bajo peso molecular. 

Interesantemente, mediante este fraccionamiento sub-celular podemos ver que 

el tratamiento con BCG disminuyó la expresión de todas las isoformas del 

FGFR3 presentes tanto en el citoplasma como en el núcleo. 

 

 

Figura 28. Isoformas de alto peso molecular del FGFR3 se expresan en el núcleo y BCG 
las disminuye. Células MB49 tratadas con 2mg/ml por 24hs. Fraccionamiento subcelular de 
membrana/citoplasma y núcleo. Western blot de extractos citoplasmáticos para el FGFR3 y 
actina-beta (control de carga), y de extractos nucleares para el FGFR3 y Ku86 (control de 
carga). 

 

 

Se conocen al menos dos isoformas de splicing del FGFR3 denominadas 

IIIb y IIIc, la isoforma IIIb suele expresarse preferencialmente en células 

epiteliales, mientras que la isoforma IIIc es preferentemente mesenquimática 
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[61, 104]. Analizamos por PCR semi cuantitativa la expresión del FGFR3 total y 

de estas dos isoformas, así como su modulación por el tratamiento con BCG en 

las células MB49. En la Figura 29 observamos que estas células expresan 

mRNA para el FGFR3 y para ambas isoformas. El tratamiento con BCG no 

modula significativamente la cantidad de mensajero, sugiriendo que la 

disminución de la expresión del FGFR3 mediada por BCG no sería regulada a 

nivel transcripcional. 

 

Marker MarkerControl BCG Control BCG Control BCG Control BCG

FGFR3 FGFR3 IIIb FGFR3 IIIc GAPDH

 

Figura 29. BCG no modifica los niveles de mRNA del FGFR3. Células MB49 tratadas con 
2mg/ml por 24hs. mRNA para el FGFR3 y sus isoformas IIIb y IIIc. El mRNA para GAPDH se 
usó como control de carga. 

 

 

7.5.2 El agregado exógeno de FGF-2 no revierte la muerte de las células 

tumorales inducida por BCG 

 

Ya que el FGF-2 es un factor de crecimiento que puede estimular la 

proliferación en múltiples tipos celulares y que observamos que en la respuesta 

a BCG se produce un aumento importante de este factor en el tumor, 

decidimos analizar su efecto sobre las células MB49 in vitro. Evaluamos el 

efecto del FGF-2 sobre la viabilidad de células MB49 en presencia o en 

ausencia de BCG. Mediante la técnica de MTS no detectamos actividad 

proliferativa del factor (Figura 30A). Resultados similares fueron obtenidos por 

la técnica de incorporación de 3H-timidita. Sin embargo, mediante recuento 

celular observamos que a concentraciones mayores a 6 ng/ml de FGF-2 

produce una ligera disminución del número de células (Figura 30B). Por otro 
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lado, la actividad inhibitoria de BCG sobre las células tumorales no es revertida 

por FGF-2 (Figura 30A y B). 
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Figura 30. El agregado exógeno de FGF-2 no revierte la muerte de las células tumorales 
inducida por BCG. Evaluación de la proliferación de células MB49 tratadas con distintas 
concentraciones de FGF-2 en combinación o no con  2mg/ml de BCG por 48hs. A) Ensayo de 
MTS. a- p<0.001 vs su control sin BCG B) Recuento celular con azul Tripan. a- p<0.0001 vs su 
control sin BCG; b- p<0.05 vs 0 ng/ml FGF-2 sin BCG. 

 

 

Analizamos el estado de activación de la vía MAPK, clásicamente 

activada por los FGFRs en respuesta a FGF-2 en combinación o no con BCG. 

Observamos que las variaciones en la fosforilación de ERK1 son leves en 

respuesta a los tratamientos, tendiendo a su disminución. Por otro lado, se 

observan cambios en la fosforilación de ERK2. Tanto FGF-2 como BCG 

incrementan la fosforilación de ERK2 (5 y 2,7 veces respecto al control). La 

combinación de BCG+FGF-2 revierte esta activación generada por los 

tratamientos individuales (Figura 31). Sin embargo esta activación de la vía 

MAPK por los tratamientos individuales no es suficiente para inducir la 

proliferación de las células MB49. Nosotros postulamos que el efecto de la 

combinación de FGF-2+BCG, podría estar relacionado con la disminución de la 

expresión del FGFR3 por el tratamiento con BCG. 
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Figura 31. El FGF-2 activa la vía MAPK en células MB49. Western blot para pERK y ERK en 
células MB49 tratadas in vitro por 10 minutos con +/- 2ng/ml FGF-2 y +/- 2mg/ml BCG. 
Densitometría para pERK y ERK utilizando un software de imágenes. La expresión de pERK se 
relativizó a la de ERK y se expresó como veces de cambio respecto al control. Veces de 
cambio respecto al control para pERK1: FGF-2= 0.48 veces; BCG= 0.51 veces; FGF-2+BCG= 
0.64 veces. Veces de cambio respecto al control para pERK2: FGF-2= 5 veces; BCG= 2.7 
veces; FGF-2+BCG= 1.3 veces. 

 

 

7.5.3 El silenciamiento del FGFR3 aumenta la muerte de las células MB49 

en respuesta a BCG 

 

Para analizar la relevancia del FGFR3 en las células MB49 se silenció el 

receptor utilizando un siRNA. A las 24hs de tratamiento no se observan 

diferencias significativas en las células no silenciadas tratadas con FGF-2, 

BCG, o su combinación. Observamos que las células sin tratamiento que 

poseen silenciado el FGFR3, no presentan una menor proliferación que las 

células control, lo que nos estaría sugiriendo que el FGFR3 no estaría 

involucrado en inducir proliferación en esta línea tumoral. Por otro lado, 

observamos que el tratamiento con BCG, ya sea solo o combinado con FGF-2 

en las células que tienen silenciado el FGFR3 genera un menor crecimiento 

celular. Este resultado nos llevaría a pensar que aunque el FGFR3 no está 
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involucrado en la proliferación de las células MB49, participaría en vías de 

sobrevida, ya que el tratamiento con un estímulo de muerte como BCG produce 

una disminución del 50% en la proliferación (Figura 32). 
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Figura 32. El silenciamiento del FGFR3 aumenta la muerte de las células MB49 en 
respuesta a BCG. Proliferación de células MB49 control o MB49 con el FGFR3 silenciado 
utilizando un siRNA tratadas con +/- 1mg/ml BCG y +/- FGF-2 (0,6 y 6 ng/ml) durante 24hs. La 
proliferación se evaluó por ensayo de incorporación de 3H-Timidina. a- p<0.05 vs MB49 siRNA 
control o vs el mismo tratamiento en MB49 control. 

 

 

7.6 PARTICIPACIÓN DEL SISTEMA FGF-2/FGFR3 EN LA 

ACTIVIDAD ANTI-TUMORAL DE BCG IN VIVO 

 

Ya hemos determinado en células MB49 in vitro cómo es la expresión de 

los FGFRs y su modulación con BCG. Con el objetivo de comprobar su 

relevancia in vivo evaluamos la expresión de estos receptores y su modulación 

por BCG en el modelo murino MB49. 
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7.6.1 El tratamiento con BCG reduce la expresión del FGFR3 en el tumor 

MB49 

 

Evaluamos la expresión de los FGFRs en los tumores subcutáneos MB49 

tratados o no con BCG. Observamos que los tumores solo expresan al FGFR3, 

presentando intensa marca en el núcleo de las células tumorales. El 

tratamiento con BCG disminuye esta expresión (Figura 33). 

 

Figura 33. El tratamiento con BCG reduce la expresión del FGFR3 en el tumor MB49. 
Expresión de los FGFRs en los tumores subcutáneos MB49 tratados o no con 2mg/ml BCG 
(intratumoral) 2 veces por semana. La expresión de los FGFRs se evaluó por 
inmunohistoquímica. Las flechas rojas indican el lugar de expresión de los FGFRs. Aumento 
200X. 

 

 

Para analizar el patrón de expresión de estos receptores en el urotelio 

normal y en el tumor, utilizamos además el modelo de inoculación ortotópica. 

Observamos que el urotelio de la vejiga normal expresa intensamente al 

FGFR3 y moderadamente a los FGFR1 y FGFR2. Esta expresión es a nivel de 

membrana/citoplasma y se vuelve más intensa en las capas más cercanas a la 

luz de la vejiga. En los tumores ortotópicos MB49, al igual que en los 

subcutáneos, solo se expresa el FGFR3, con intensa coloración nuclear y leve 

en membrana/citoplasmática. Observamos que los tumores de ratones tratados 

con BCG presentan menor expresión del FGFR3. La disminución en la 
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expresión se detecta tanto a nivel nuclear como de membrana/citoplasma. 

También observamos que el tratamiento con BCG indujo la expresión del 

FGFR1 y FGFR2 en el tejido conectivo que rodea a estos tumores (Figura 34 y 

35). La Tabla 2 muestra un resumen de la intensidad de expresión de los 

distintos FGFRs, tanto en la vejiga normal, como en los tumores con o sin 

tratamiento con BCG. Estos resultados muestran una buena correlación entre 

los estudios in vitro e in vivo, sugiriendo que la inducción de la expresión de los 

FGFR1 y FGFR2 en tejido conectivo, es parte del mecanismo por el cual BCG 

induce la remodelación estromal mientras que, la disminución del FGFR3 en 

las células tumorales inhibiría en parte su viabilidad. 

 

 

Tabla 2. Expresión de FGFRs en vejiga normal y tumores MB49. 

Vejiga Normal
Tumor de Vejiga      

MB49
Tumor de Vejiga        

MB49 + BCG

FGFR1
+ Urotelio - Marca 

membrana/citoplasma
Negativa

++ Tejido Conectivo Peri-
Tumoral

FGFR2
+ Urotelio - Marca 

membrana/citoplasma
Negativa

++ Tejido Conectivo Peri-
Tumoral

FGFR3
+++ Urotelio - Marca 

membrana/citoplasma

+++ Tumor - Marca 
nuclear intensa y leve en 
membrana/citoplasma

+ Tumor - Marca nuclear 
leve o nula y leve en 

membrana/citoplasma

FGFR4 Negativa Negativa Negativa

 

Expresión de los FGFRs en la vejiga normal y en los tumores ortotópicos MB49 tratados o no 
con 2mg/ml BCG 2 veces por semana por la vía endovesical. La expresión de los FGFRs se 
evaluó por inmunohistoquímica. Intensidad de expresión: += leve; ++= intermedia; +++= 
intensa. 
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Figura 34. El tratamiento endovesical con BCG modifica la expresión de los FGFRs. 
Expresión de los FGFRs en la vejiga normal y en los tumores ortotópicos MB49 tratados o no 
con 2mg/ml BCG 2 veces por semana por la vía endovesical. La expresión de los FGFRs se 
evaluó por inmunohistoquímica. Las flechas rojas indican el lugar de expresión de los FGFRs. 

 

 

Urotelio Normal Tumor de Vejiga MB49 Tumor de Vejiga MB49 + BCG

Figura 35. El tratamiento endovesical con BCG reduce la expresión del FGFR3. Expresión 
del FGFR3 en la vejiga normal y en los tumores ortotópicos MB49 tratados o no con 2mg/ml 
BCG 2 veces por semana por la vía endovesical. La expresión se evaluó por 
inmunohistoquímica. Las flechas rojas indican el lugar de expresión. Aumento 400X. 
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7.6.2 El FGF-2 reduce el crecimiento de los tumores MB49 y genera 

fibrosis tumoral 

 

Para evaluar el rol que cumple el FGF-2 en la regresión de los tumores 

MB49 inducida por BCG se realizó un ensayo in vivo de crecimiento tumoral 

subcutáneo inyectando a los tumores dos veces a la semana con FGF-2 

purificado. En la Figura 36A y B observamos que el FGF-2 inhibe el 

crecimiento tumoral y no revierte la inhibición del crecimiento inducida por 

BCG. 
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Figura 36. El FGF-2 reduce el crecimiento de los tumores MB49. Tumores MB49 
subcutáneos tratados 2 veces por semana de manera intratumoral con +/- 2mg/ml BCG y +/- 5 
ng/ratón/inyección FGF-2. A) Curvas de crecimiento tumoral. a- p<0.05 vs control; b- p<0.01 vs 
control; c- p<0.05 vs FGF-2. B) Tamaño tumoral al día 30 post inóculo de MB49. a- p<0.05 vs 
control; b- p<0.01 vs control; c- p<0.05 vs FGF-2. 

 

 

Al momento del sacrificio de los ratones, los tumores tratados con BCG o 

BCG+FGF-2 presentaban gran reducción de la masa tumoral, siendo en la 

mayoría de los casos tejido cicatrizal. Los tumores tratados con FGF-2 

presentaban zonas de tejido fibrótico localizadas, que posiblemente coincidan 

con los puntos donde se inyectó el factor (Figura 37A - flechas negras). 
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En el análisis histológico (Figura 37B) observamos que los tumores tratados 

con BCG y BCG+FGF-2 presentan escasas células tumorales y gran 

acumulación de fibras de colágeno (flechas amarillas). En los tumores tratados 

con FGF-2 vemos que las zonas con tumor presentan claras diferencias 

respecto a los tumores controles con la aparición de un importante infiltrado 

fibroblástico entre las células tumorales (flechas verdes). También se observa 

que estos tumores presentan acumulación de fibras de colágeno, pero en 

menor medida que en los tumores tratados con BCG (flechas amarillas). 

 

Control

A

BCG FGF-2 BCG+ FGF-2

H/E

Tricrómico
Masson

B

 

Figura 37. El FGF-2 genera fibrosis en los tumores MB49. Tumores MB49 subcutáneos 
tratados 3 veces por semana de manera intratumoral con +/- 2mg/ml BCG y +/- 5 
ng/ratón/inyección FGF-2. A) Fotografías de los tumores al momento del sacrificio. Las flechas 
negras indican las zonas de fibrosis. B) Paneles superiores: Coloración con Hematoxilina y 
Eosina. Las flechas verdes señalan el infiltrado de fibroblastos. Aumento: 200X. Paneles 
inferiores: Coloración tricrómica de Masson. Se evidencian las fibras de colágeno en color 
celeste (flechas amarillas). Aumento 400X. 
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7.6.3 La inhibición del crecimiento tumoral inducida por BCG se 

correlaciona con la disminución del FGFR3 

 

Ya hemos demostrado que BCG inhibe el crecimiento de los tumores de 

vejiga creciendo en una localización heterotópica. Ahora realizamos el ensayo 

con tumores creciendo en su sitio ortotópico. Al igual que lo observado en el 

crecimiento subcutáneo la instilación de BCG en la vejiga reduce el crecimiento 

tumoral (Figura 38A). De forma similar a lo que ocurre en pacientes, pudimos 

apreciar que el 70% de los ratones respondieron satisfactoriamente al 

tratamiento (no se observaba tumor o éste era muy pequeño), mientras que el 

30% presentaban tumores semejantes a los ratones controles (ratones no 

respondedores). Para estudiar si existe una correlación entre la respuesta al 

tratamiento y la expresión del FGFR3 realizamos el estudio histológico de los 

tumores. Observamos que los tumores de los ratones controles presentaban en 

todos los casos intensa expresión nuclear del FGFR3, mientras que esto 

variaba en los ratones tratados con BCG. Se pudo distinguir, que aquellos 

ratones que habían respondido satisfactoriamente al tratamiento presentaban 

baja expresión del FGFR3, con pérdida de la marca nuclear, mientras que los 

tumores de ratones no respondedores presentaban zonas del tumor donde se 

observaba una marcada disminución del FGFR3 (zona FGFR3(-)), mientras que 

había otras zonas con expresión nuclear del FGFR3 (zona FGFR3(+)), si bien 

parecía que la marca para el FGFR3 era menos intensa que la observada en 

los ratones controles (Figura 38B). 
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Figura 38. BCG produce una reducción del crecimiento tumoral ortotópico que va 
acompañada de la disminución del FGFR3. Tumores ortotópicos MB49 tratados o no con 
2mg/ml con BCG por la vía endovesical. A) Crecimiento tumoral evaluado como peso de la 
vejiga con tumor al momento del sacrificio de los ratones. B) Inmunohistoquímica para FGFR3 
en tumores control y tumores de ratones tratados con BCG. Se detalla la expresión del FGFR3 
de un tumor tratado con BCG perteneciente a un ratón respondedor (peso de la vejiga menor a 
la media) y de un ratón no respondedor. Se muestra una zona de expresión intensa del FGFR3 
en el tumor del ratón no respondedor (zona FGFR3(+)) y una zona de expresión nula del FGFR3 
en el mismo tumor (zona FGFR3(-)). Las flechas rojas indican los núcleos celulares que 
expresan en FGFR3. 

 

 

Para analizar si existe una correlación entre la expresión del FGFR3 y el 

crecimiento tumoral, evaluamos el porcentaje de células positivas para el 

FGFR3 en los tumores ortotópicos MB49 tratados o no con BCG y lo 

relacionamos con el peso final del tumor. Observamos que los tumores tratados 

con BCG presentan menor porcentaje de células positivas para el FGFR3 que 

los tumores controles (Figura 39A). Para los tumores tratados con BCG se 

observa una correlación positiva entre el tamaño tumoral y la expresión del 

FGFR3, lo cual sugeriría que la expresión de este receptor está relacionada 

con la menor respuesta al tratamiento. Por otro lado, se observa que los 

tumores controles presentan una correlación negativa entre la expresión del 

FGFR3 y el tamaño tumoral (Figura 39B). Este último resultado coincide con 

observaciones de otros investigadores quienes demuestran sobreexpresión del 

FGFR3 en tumores de vejiga humanos en los estadios iniciales de la patología, 

mientras que en estadios avanzados, los tumores adquieren nuevas 
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mutaciones que hacen que esta vía pierda su relevancia [105]. Por el contrario, 

la correlación positiva en el tratamiento con BCG indicaría que la expresión de 

este receptor podría ser un indicador de falta de respuesta a tratamiento. 
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Figura 39. La reducción del crecimiento tumoral inducida por BCG se asocia con la 
disminución en la expresión del FGFR3. Tumores ortotópicos MB49 tratados o no con 
2mg/ml con BCG por la vía endovesical. A) Porcentaje de células positivas para FGFR3 en los 
tumores. Cada dato corresponde al promedio de 3 campos diferentes del tumor. Los datos se 
expresan como porcentaje de células con expresión positiva. B) Correlación entre el porcentaje 
de células positivas para el FGFR3 y el peso de la vejiga con tumor. 

 

 

A partir de estos resultados podemos proponer que en pacientes, la 

disminución en la expresión del FGFR3 en los tumores podría ser un indicador 

de respuesta al tratamiento con BCG. 

 

 

7.6.4 BCG reduce la expresión del FGFR3 en el cáncer de vejiga humano 

 

Una vez analizada la expresión del FGFR3 en los tumores de vejiga 

murinos y su modulación por el tratamiento con BCG, decidimos analizar la 

capacidad de BCG de regular la expresión del FGFR3 en la línea de CaV 

humana T24. Para ello realizamos un fraccionamiento subcelular, obteniendo la 
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fracción nuclear y la fracción que contiene las proteínas del citoplasma y la 

membrana. En la Figura 40 observamos que las células T24 expresan 

diferentes isoformas del FGFR3 en el citoplasma y en el núcleo, encontrando al 

igual que lo que ocurría en la línea murina MB49 isoformas de alto peso 

molecular en el compartimiento nuclear. La línea T24 expresa en el citoplasma 

la isoforma de 97 kDa, mientras que en el núcleo aparecen las de 97, 87 y 70 

kDa. Así mismo observamos que el tratamiento con BCG es capaz de disminuir 

todas estas isoformas del FGFR3, tanto en el citoplasma como en el núcleo. 

 

 

Figura 40. BCG reduce la expresión del FGFR3 en la línea de CaV humana T24. Células 
T24 tratadas con 2mg/ml por 24hs. Fraccionamiento subcelular de citoplasma y núcleo. 
Western blot de extractos citoplasmáticos para el FGFR3 y actina-beta (control de carga), y de 
extractos nucleares para el FGFR3 y Ku86 (control de carga). 

 

 

A continuación evaluamos las variaciones que BCG induce en la 

expresión del FGFR3 en tumores de vejiga humanos. Para ello se obtuvieron 

muestras de tumores de vejiga NMI provenientes de resecciones transuretrales 

realizadas en el quirófano del Instituto de Oncología Ángel H. Roffo (Proyecto 

“Estudio de marcadores de predicción y progresión en cáncer de vejiga” con 

aprobación del CEI del 06-06-2013). Los tumores fueron disgregados 

mecánicamente y cultivados en dos frascos. Uno de ellos se usó como control 
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y el otro fue tratado con BCG como se describió en materiales y métodos. A las 

24hs se realizaron lisados celulares y se evaluó por western blot la expresión 

del FGFR3. En la Figura 41 se observan tres western blot de muestras de 

tumores de vejiga representativos, uno de ellos con escasa variación (Paciente 

2), uno con incremento (Paciente 3) y uno con disminución (Paciente 8) del 

FGFR3 luego del tratamiento con BCG. 

 

 

Figura 41. BCG disminuye la expresión del FGFR3 en tumores de vejiga humanos. 
Muestras frescas de tumores de vejiga humanos que fueron disgregados mecánicamente. Las 
células fueron tratadas o no con 1mg/ml de BCG ex vivo durante 3hs y luego lavadas para 
remover la BCG. Las células se cultivaron durante 24hs adicionales en medio fresco con el fin 
de regular la expresión del FGFR3. Western blot de lisados celulares FGFR3 y actina-beta 
(control de carga). Se realizó la densitometría para cada isoforma del FGFR3 utilizando un 
software de imágenes. La expresión del FGFR3 se relativizó a la de actina-beta. 

 

 

Se observó que cada paciente tiene un patrón de expresión de isoformas 

del receptor diferente, sin embargo, la isoforma que aparece con mayor 

frecuencia es la de 97kDa que se detecta en el 87% de las muestras. El 

tratamiento con BCG ocasiona variaciones (aumento o disminución) de la 

expresión de las distintas isoformas en forma diferencial para cada tumor 

(Tabla 3), no encontrándose una asociación con el grado histológico. En 5 de 9 

muestras se encuentra disminución en la expresión de al menos una isoforma 

del receptor en respuesta a BCG. La Tabla 3 muestra para cada paciente las 

variaciones individuales para cada isoforma. La Tabla 4 describe el porcentaje 
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de tumores con variación en la expresión de las distintas isoformas del FGFR3 

luego del tratamiento con BCG. 

 

Paciente 
1

Paciente 
2

Paciente 
3

Paciente 
4

Paciente 
5

Paciente 
6

Paciente 
7

Paciente 
8

Paciente 
9

135 kDa ↑ ↑ ↑ ↓ ↓
125 kDa = ↓ ↑ ↓ ↓
97 kDa = = ↑ = ↑ ↓ ↓ ↓
70 kDa ↓ = = =

< 70 kDa ↓ = = ↑ ↑ ↓ ↑ =Is
of

or
m

as
 F

G
F

R
3

Variación de la expresión del FGFR3 ≥ al 30% respecto al control sin BCG

Alto Grado Histológico Bajo Grado Histológico

 

Tabla 3. Variación o cambio de expresión de la isoformas del FGFR3 en cada paciente 
luego del tratamiento con BCG. Se consideró aumento o disminución de la expresión de una 
isoforma del FGFR3 a una variación superior al 30% respecto a su control sin tratamiento. 
Flechas verdes: disminución de más del 30%. Flechas rojas: aumento de más del 30%. 
Símbolos igual en celeste: permanece igual o varía menos del 30% respecto al control. 

 

↑ ↓ =

135 kDa 60% (3/5) 40% (2/5) 0%

125 kDa 20% (1/5) 60% (3/5) 20% (1/5)

97 kDa 25% (2/8) 37% (3/8) 37% (3/8)

70 kDa 0% 25% (1/4) 75% (3/4)

< 70 kDa 37% (3/8) 25% (2/8) 37% (3/8)

Variación de la expresión del FGFR3 
≥ al 30% respecto al control sin BCG

Is
of

or
m

as
 F

G
F

R
3

 

Tabla 4. Porcentaje de tumores con variación en la expresión del FGFR3 para cada 
isoforma. Se consideró aumento o disminución a una variación en la expresión superior al 
30% respecto al control. Flechas verdes: disminución de más del 30%. Flechas rojas: aumento 
de más del 30%. Símbolos igual en celeste: permanece igual o varía menos del 30% respecto 
al control. Los datos se presentan como porcentaje (número de pacientes que presentan 
variación / número de pacientes que expresan la isoforma). 

 

Estos resultados son la primera evidencia de que BCG es capaz de 

regular la expresión del FGFR3 en tumores de vejiga humanos. Para 

determinar la relevancia de esta regulación, restará en el futuro analizar la 

respuesta de los pacientes al tratamiento con BCG. En este sentido, nuestra 

hipótesis es que aquellos pacientes que tendrán buena respuesta al 

tratamiento endovesical con BCG, serán aquellos cuyos tumores disminuyen la 
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expresión del FGFR3 post tratamiento in vitro con BCG. Si logramos demostrar 

esta hipótesis, estaríamos en condiciones de proponer a la variación de la 

expresión del FGFR3 como un bioensayo predictivo de respuesta al tratamiento 

con BCG.  
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8. DISCUSIÓN 
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Hoy en día BCG ha demostrado ser la terapia más eficiente para evitar la 

recurrencia con o sin progresión del CaV NMI de alto grado histológico y del 

carcinoma in situ. Sin embargo, no todos los pacientes responden 

adecuadamente, pudiendo progresar en su enfermedad o presentar efectos 

secundarios que limitan su utilización [9, 15-18]. La explicación de por qué 

algunos pacientes responden satisfactoriamente a BCG y otros no lo hacen es 

aún desconocida. Nosotros pensamos que esta falta de respuestas se debe en 

parte a que aún no se conoce completamente el mecanismo de acción de 

BCG. Actualmente se conocen sólo los aspectos relacionados con la respuesta 

inmunológica que desencadena. Esta respuesta ha sido muy estudiada y hoy 

en día se sabe que BCG incrementa moléculas de adhesión, la expresión de 

antígenos de histocompatibilidad y finalmente activa una respuesta inmune del 

tipo Th1 donde participan linfocitos T, células NK y macrófagos, promoviendo la 

muerte de las células tumorales [7, 19-21]. Sin embargo, no se han estudiado 

los efectos directos que BCG ejerce sobre la célula tumoral, ni las 

modificaciones relacionadas con la remodelación tisular. 

En este trabajo utilizamos un modelo de CaV murino donde hemos 

estudiado los mecanismos relacionados con la respuesta al tratamiento con 

BCG, enfocándonos no solo en la célula tumoral, sino también en las células 

del estroma. Como parte de la remodelación tisular, analizamos las 

interacciones entre los fibroblastos y los macrófagos en la respuesta a BCG. 

También estudiamos las modificaciones que BCG induce en las células 

tumorales y su relación con la remodelación tisular. Estos estudios nos han 

permitido plantear nuevos blancos terapéuticos y posibles marcadores 

pronóstico en el CaV. Para analizar los mecanismos relacionados con la 

remodelación tisular hemos realizado tanto ensayos in vitro como in vivo. El 

mecanismo de remodelación del tejido más estudiado es el proceso de 

cicatrización. Durante éste, los macrófagos reclutan fibroblastos, los cuales se 

activan y migran a la zona que debe ser remodelada. Esta activación del 

fibroblasto se caracteriza por su capacidad de producir componentes de la 

matriz extracelular como colágeno de tipo I [38, 94] y por la expresión de novo 

de SMA-alfa, la cual le permite migrar a la zona de lesión y producir el cierre 

final de la herida [95]. 
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Hemos podido demostrar que in vitro, BCG induce de manera directa la 

proliferación, activación y diferenciación de los fibroblastos. Este aumento en el 

número de células se debió no solo a la activación de la vía de proliferación 

MAPK, sino también a la vía de supervivencia PI3K. Analizamos el rol de los 

macrófagos activados in vitro con BCG, donde pudimos observar que también 

eran capaces de inducir de forma indirecta la proliferación de los fibroblastos. 

Como resultado podemos afirmar que, al menos in vitro, BCG estimula la 

proliferación de los fibroblastos y su diferenciación tanto en forma directa como 

a través de los productos solubles liberados por los macrófagos. Este hecho 

nos llevó a pensar que esta bacteria podía estar cumpliendo un rol similar 

sobre los fibroblastos en el estroma tumoral in vivo. 

El NO es un mediador importante en los procesos inmunológicos, en la 

inflamación, en los procesos de cicatrización de heridas y en la remodelación 

tisular. La inflamación crónica es un factor capaz de promover el fenómeno de 

cancerización de campo y se ha asociado a la inducción y promoción tumoral. 

Algunos autores consideran al CaV como un fenómeno de campo. Este se 

describe como un conjunto de alteraciones generalizadas en el tejido, que 

permiten el desarrollo y el crecimiento de células tumorales. Hemos descripto 

que en CaV la expresión de iNOS, enzima productora de altos niveles de NO, 

es un factor de mal pronóstico para pacientes, asociándose con progresión 

hacia la invasión y con recurrencia temprana. Esta enzima no se expresa en la 

vejiga normal pero si lo hace en más del 50% de los CaV humanos. Esta 

expresión no sólo se detecta en el tumor, sino también en el urotelio no tumoral 

del paciente [6]. Sumado a nuestros resultados, otros investigadores han 

sugerido que la expresión de iNOS podría estar asociada a la falta de 

respuesta al tratamiento con BCG [27]. 

Los receptores PPAR son factores de transcripción involucrados en 

múltiples procesos, tanto fisiológicos como patológicos. Particularmente se ha 

visto que la activación de PPARɣ puede regular negativamente el proceso 

inflamatorio y la expresión de iNOS [86]. Anteriormente nosotros observamos 

que en células de CaV murinas MB49 el tratamiento con BCG inducía por un 

lado la expresión de PPARɣ [96] y por el otro la producción de NO [26]. En 

estos trabajos reportamos que el tratamiento con el ligando antagonista de 
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PPARɣ BADGE bloqueaba la inhibición del crecimiento de las células 

tumorales inducido por BCG, sugiriendo que la activación de PPARɣ es parte 

del mecanismo de acción de esta bacteria. Ensayos in vitro han demostrado 

que los ligandos agonistas de PPARɣ tales como la Rosiglitazona (RO) o la 

prostaglandina 15-d-PGJ2, inhiben la producción de NO inducida por BCG [96]. 

Fue por estos antecedentes que decidimos evaluar la interacción entre 

iNOS y PPARɣ en un modelo murino de CaV y en tumores de vejiga humanos 

en respuesta a BCG. Estudiamos la expresión de iNOS y PPARɣ en el urotelio 

normal de ratones y en los tumores de vejiga NMI (MB49) e invasor (MB49-I). 

Observamos que tanto iNOS como PPARɣ no se expresaban en el urotelio 

normal, pero si lo hacían en los tumores ortotópicos MB49 y MB49-I, siendo la 

expresión de iNOS citoplasmática y la de PPARɣ nuclear. Ambas líneas 

producían de NO en condiciones basales y BCG estimulaba aún más su 

producción. Similar a lo reportado anteriormente por nuestro grupo en 

pacientes, en el modelo murino vimos que tanto la expresión de iNOS como la 

producción de NO estaban asociadas con la progresión tumoral ya que se 

observaban aumentadas en la línea invasora respecto a la NMI. En ambas 

líneas BCG indujo la actividad transcripcional de PPARɣ, sin embargo la 

activación fue menor en las MB49-I. Determinamos que la activación de PPARɣ 

estaba inducida por NO en la línea NMI pero esta regulación se perdía en la 

línea invasora. 

Al evaluar la expresión de iNOS y PPARɣ en tumores de vejiga humanos 

obtuvimos resultados que fueron concordantes con los del modelo murino. 

Observamos una correlación positiva entre la expresión de iNOS y la de 

PPARɣ en tumores de mejor pronóstico (bajo grado y NMI). Esta correlación 

estaba ausente en los tumores más avanzados como son los de alto grado e 

invasores. De acuerdo a estos resultados nosotros postulamos que en tumores 

de vejiga de mejor pronóstico el incremento en la expresión y actividad de 

PPARɣ sería un mecanismo compensatorio para disminuir la inflamación 

crónica provocada por la alta e inapropiada expresión de iNOS. Durante la 

progresión del CaV este mecanismo regulatorio PPARɣ/iNOS estaría ausente o 

se perdería en tumores de estadios más avanzados, favoreciendo la promoción 

tumoral. Teniendo en cuenta estos resultados, junto con los de otros 
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investigadores que postulan que la activación de PPARɣ puede inhibir el 

crecimiento de tumores de pulmón, páncreas e hígado [87, 91, 92], nos 

planteamos la hipótesis de que el uso de ligandos agonistas de PPARɣ mejoría 

la terapia con BCG. Para poner a prueba esta hipótesis, utilizamos el modelo 

murino NMI MB49, donde analizamos la actividad anti-tumoral y el efecto sobre 

el estroma del tratamiento con ligandos agonistas de PPARɣ combinados con 

BCG. 

Como ya mencionamos, hemos visto que in vitro BCG indujo la expresión 

[96] y la actividad transcripcional de PPARɣ en las células tumorales MB49 y 

que su combinación con los ligandos agonistas de PPARɣ, 15-d-PGJ2 y RO 

(ligandos natural y sintético, respectivamente) potenció la activación de estos 

receptores y en consecuencia la muerte de estas células tumorales. 

Observamos in vivo que la inhibición del crecimiento de los tumores MB49 

generada por BCG fue dependiente de la activación de PPARɣ, ya que el 

tratamiento con el ligando antagonista BADGE revirtió parcialmente el efecto de 

BCG. Sin embargo, la administración de RO in vivo también produjo una 

reversión en la inhibición del crecimiento de los tumores MB49 inducida por 

BCG. En vista de estos resultados que a simple vista parecen contradictorios, 

nosotros postulamos que el ligando agonista endógeno de PPARɣ sería el 

responsable de estimular la actividad anti-tumoral del receptor en respuesta a 

BCG. Por el contrario, la administración exógena de RO no favorece el 

tratamiento. La discrepancia entre los resultados in vitro e in vivo nos hizo 

pensar en la posibilidad de que RO estuviera afectando otras células presentes 

en el tumor que también fueran estimuladas por BCG como son los fibroblastos 

y los macrófagos. 

En este sentido se ha descripto que en patologías que cursan con 

proliferación de fibroblastos, como la fibrosis hepática inducida por isquemia-

reperfusión o la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina, RO y otras 

thiazolidinedionas son capaces de inhibir esta fibrosis. Esta acción la cumplen 

interfiriendo con la proliferación, la diferenciación y la capacidad de producir 

componentes de la matriz extracelular en el fibroblasto [106-109]. Aquí 

demostramos que en animales portadores del tumor MB49 el tratamiento 

combinado de BCG+RO redujo la activación y diferenciación de los fibroblastos 
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tumorales determinado a través de la reducción de la producción de colágeno y 

de la expresión de SMA-alfa inducida por BCG. Los resultados in vivo fueron 

respaldados por los ensayos in vitro. En ellos demostramos que RO inhibió la 

proliferación y diferenciación de los fibroblastos e indujo la actividad de 

enzimas colagenolíticas como la MMP-2 (dato no mostrado). Estos resultados 

explicarían la disminución del colágeno detectada en los tumores tratados con 

BCG+RO comparados con los tratados con BCG. También RO revirtió la 

activación de los macrófagos, que como ya mencionamos, son células claves 

para estimular la proliferación de los fibroblastos. 

Nosotros solo analizamos in vivo el efecto de la RO, por lo tanto no 

podemos extrapolar estos resultados a la gran variedad de ligandos agonistas 

de PPARɣ que existen en el mercado. Sin embargo, las thiazolidinedionas 

activan a PPARɣ a través de mecanismos similares, por lo que sugerimos que 

podrían tener efectos parecidos a los de la RO. Más recientemente se han 

desarrollado una clase más potente de ligandos agonistas de PPARɣ (1,1-

bis(3V-indolyl)-1-(p-substituted phenyl) methanes). Estos compuestos 

demostraron tener gran actividad anti-tumoral y ser más potentes para inhibir el 

crecimiento del CaV que la RO [110]. Ya que el mecanismo de acción de esta 

clase de ligandos agonistas difiere del de las thiazolidinedionas, podrían ser 

útiles combinados con BCG, sin embargo será importante realizar nuevos y 

exhaustivos estudios al respecto. En conjunto estos resultados indican que 

PPARɣ está involucrado en el mecanismo de acción de BCG, induciendo la 

muerte de las células de CaV. Sin embargo, dado que la remodelación tisular 

también es un mecanismo necesario para una adecuada inhibición tumoral en 

el tratamiento con BCG y que RO es un inhibidor de la activación de 

fibroblastos y macrófagos, podemos concluir que su uso en combinación con 

BCG está contraindicado. 

Como ya se mencionó, el NO y la expresión de iNOS son factores de mal 

pronóstico en pacientes con CaV [6, 25, 26]. En relación con el tratamiento con 

BCG inicialmente se postuló que el NO, debido a su efecto citotóxico, era uno 

de los responsables de la inhibición del crecimiento tumoral [22]. Sin embargo, 

esto no es estrictamente cierto. Nuestro grupo demostró que la expresión de 

iNOS en células tumorales como las MB49 produce altos niveles de NO en 
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respuesta a BCG e induce la muerte de células del sistema inmune [30]. Por 

este motivo analizamos la actividad biológica de un inhibidor de la producción 

de NO como es el L-NAME en la respuesta anti-tumoral de BCG. 

Inicialmente determinamos que la inhibición de la producción de NO con 

L-NAME reducía la proliferación de las células MB49 in vitro, lo cual indica que 

el NO producido por esta línea es un factor de crecimiento necesario para estas 

células. Por otro lado, en un proceso fisiológico como es la cicatrización, 

existen evidencias de que el NO es un regulador negativo de la remodelación 

tisular. Un ejemplo claro de esta regulación se ve en el retraso de la 

cicatrización debido a un proceso infeccioso que genera NO [111]. Estas 

evidencias nos llevaron a hipotetizar que la producción de NO por parte de las 

células tumorales en respuesta a BCG podría regular negativamente la 

remodelación tisular necesaria en esta terapia. En base a esta idea, nos 

planteamos que la inhibición del NO podría favorecer la activación del estroma 

y la inhibición tumoral. 

Pudimos demostrar que L-NAME, al igual que BCG, indujo la proliferación 

de los fibroblastos siendo aún mayor con el tratamiento combinado de BCG+L-

NAME. Determinamos que este aumento en el número de células fue 

consecuencia de la activación de las vías MAPK y PI3K y que el NO era un 

regulador negativo de estas vías de proliferación y sobrevida en los 

fibroblastos. También analizamos la actividad del L-NAME sobre los 

macrófagos y su dialogo con los fibroblastos. Observamos que inhibir la 

producción de NO genera un fenotipo en los macrófagos con menor expresión 

de iNOS pero capaz de inducir la proliferación y diferenciación de los 

fibroblastos. Esto se demostró in vitro a través del incremento en la expresión 

de colágeno I y SMA-alfa, e in vivo en el ensayo de reparación de heridas. 

Estos resultados tienen su correlato en el modelo tumoral donde observamos 

que L-NAME solo o combinado con BCG inhibió el crecimiento de los tumores 

MB49, generando un tejido del tipo cicatrizal que muestra infiltración de 

fibroblastos diferenciados (expresan SMA-alfa) y grandes depósitos de 

colágeno. La importancia de esta activación del estroma y en particular de los 

fibroblastos por BCG se pone de manifiesto en el ensayo realizado in vivo, 

donde demostramos inhibición del crecimiento del tumor MB49 al co-inocular 
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las células tumorales con fibroblastos activados in vitro por BCG, L-NAME o su 

combinación. 

Los resultados presentados hasta aquí indican que BCG induce la 

remodelación tisular como parte de su mecanismo de acción. Cuando la célula 

tumoral expresa iNOS y produce NO, su inhibición mejora la actividad anti-

tumoral de BCG. Es importante destacar que L-NAME produjo inhibición del 

crecimiento tumoral de forma independiente de BCG. Este hallazgo ha abierto 

una nueva línea de investigación que actualmente se desarrolla en nuestro 

laboratorio y que se extiende no sólo a tumores de vejiga sino también a otros 

tumores que expresan iNOS [29]. 

El FGF-2 es un factor de crecimiento que induce la proliferación y 

diferenciación de fibroblastos [112]. Pudimos determinar que este factor está 

involucrado en el diálogo entre macrófagos y fibroblastos en la respuesta a 

BCG. Observamos que los macrófagos activados por BCG producen FGF-2. 

Este factor fue responsable de la proliferación y diferenciación de fibroblastos 

inducida por los macrófagos. También observamos que BCG no sólo indujo 

expresión de este factor en los macrófagos, sino también en los fibroblastos y 

en las células tumorales MB49. Esta expresión de FGF-2 en respuesta a BCG 

pudo ser detectada in vivo en el ensayo de reparación de heridas y en el 

modelo de crecimiento tumoral. No pudimos observamos que el NO modulara 

la producción de FGF-2 tanto in vitro como in vivo. 

El FGF-2 actúa a través de receptores específicos (FGFRs) ubicados en 

la membrana plasmática del tipo tirosin-kinasa. Clásicamente, la unión del 

ligando a un FGFR produce la activación de la vía de transducción de señales 

MAPK. Esta activación de los FGFRs por el FGF-2 producido por los 

macrófagos es un paso fundamental en la remodelación tisular y en los 

procesos de cicatrización de heridas. Existen cuatro subtipos de FGFRs, 

siendo el FGFR1 el predominante en fibroblastos y el más asociado a inducir 

su proliferación [113]. Detectamos que el tratamiento con BCG aumentó la 

expresión del FGFR1 y FGFR3 en los fibroblastos. De esta manera, estamos 

en condiciones de postular que BCG activa de forma directa a los fibroblastos a 

través de un mecanismo autócrino en el cual se induce el aumento de la 

expresión de FGF-2 y de los FGFR1 y FGFR3. 
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Hasta ahora hemos mostrado que el FGF-2 y sus receptores son 

moduladores clave en la remodelación tisular inducida por BCG. Sin embargo, 

como mencionamos previamente, observamos que las células MB49 también 

son productoras FGF-2 y que el tratamiento con BCG estimula una mayor 

producción. Estas células, no solo expresan la isoforma secretable del factor, 

sino varias de las isoformas con localización nuclear. Debido a que las células 

tumorales suelen expresar una gran diversidad de receptores para factores de 

crecimiento, fue necesario estudiar la expresión de los FGFRs en estas células. 

Al igual que lo reportado por otros investigadores para tumores de vejiga 

humanos, las células MB49 expresan el FGFR3. Esta expresión se detecta no 

solo a nivel de membrana/citoplasma sino también con localización nuclear. 

Además se observó una muy leve expresión del FGFR2 y FGFR4. Resulta muy 

interesante la observación de que BCG disminuyó la expresión del FGFR3 e 

hizo desaparecer su localización nuclear. La sobreexpresión y la activación 

constitutiva del FGFR3 han sido ampliamente asociadas a la carcinogénesis en 

pacientes con CaV [72, 100]. El hecho de que BCG disminuya su expresión 

plantea la posibilidad de que la modulación de este receptor sea responsable 

de la inhibición del crecimiento de las células tumorales y pueda funcionar 

como un indicador de la buena respuesta al tratamiento con BCG. 

Determinamos que las células MB49 expresan tanto las isoformas 

glicosiladas como las parcialmente glicosiladas o sin glicosilar del FGFR3. 

También observamos que estas células expresan isoformas de menor peso 

molecular, sobre las cuales hay escasa información en bibliografía, aunque se 

las vinculan a fragmentos de clivaje, isoformas de secreción o de localización 

nuclear del receptor [101-103]. Identificamos en el citoplasma a las isoformas 

de 87 y 70 kDa, mientras que determinamos que en el núcleo están presentes 

tanto las isoformas de alto como las de bajo peso molecular. Si bien las 

isoformas de bajo peso molecular del receptor han sido descriptas con 

anterioridad en el compartimiento nuclear, este es el primer reporte que 

muestra localización nuclear de isoformas de alto peso molecular del FGFR3. 

Destacamos que el tratamiento con BCG disminuyó la expresión de todas las 

isoformas del FGFR3 presentes tanto en el citoplasma como en el núcleo. 
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Estudiamos la funcionalidad del FGF-2 en las células MB49, donde 

observamos que el agregado exógeno del factor no revirtió la inhibición del 

crecimiento tumoral inducida por BCG, ni fue capaz de estimular la proliferación 

de las células MB49 en ausencia de BCG. Sin embargo, este factor indujo la 

fosforilación de la proteína ERK (clave en la vía MAPK), la cual se redujo en 

células tratadas con BCG+FGF-2. Estos resultados indican que los FGFRs son 

funcionales en las células MB49 ya que vemos activación de la vía MAPK en 

respuesta al ligando, pero el tratamiento con BCG reduce esta activación. Este 

hecho nos llevó a hipotetizar que era la disminución en la expresión del FGFR3 

en respuesta a BCG la que generaba un menor efecto del FGF-2 en las células 

tumorales. 

Para analizar la relevancia del FGFR3 en las células MB49 se silenció al 

receptor utilizando un siRNA. Observamos que el FGFR3 no participaba en la 

proliferación de estas células ya que su silenciamiento no afectaba el 

crecimiento. Sin embargo, el tratamiento con un estímulo de muerte como es 

BCG, indujo un menor crecimiento en las células con el FGFR3 silenciado 

comparado con aquellas que poseen al receptor. Este ensayo nos plantea la 

posibilidad de que el FGFR3 esté participando en vías de sobrevida en las 

células MB49. Para analizar el efecto del FGF-2 in vivo inoculamos al factor 

intratumoralmente. Observamos que el FGF-2 redujo el crecimiento del tumor y 

no revirtió la inhibición inducida por BCG. 

Con el fin de estudiar a los FGFRs in vivo evaluamos la expresión de 

estos receptores y su modulación por BCG tanto en el modelo murino 

subcutáneo MB49, como en el ortotópico. En ambos modelos se obtuvieron 

resultados similares. Al igual que lo que ocurre en humanos, el urotelio de la 

vejiga normal de ratones expresa intensamente al FGFR3 y moderadamente a 

los FGFR1 y FGFR2. Esta expresión es a nivel de membrana/citoplasma y se 

vuelve más intensa en las capas del urotelio más cercanas a la luz de la vejiga. 

En el tumor MB49, la expresión del FGFR3 fue intensa y con localización 

nuclear, mientras que el tratamiento con BCG produjo su disminución con la 

pérdida de la marca nuclear. Cada día son más los autores que plantean a la 

inhibición de la actividad del FGFR3 como un blanco terapéutico en el CaV 
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[114, 115]. Resulta interesante el hecho de que BCG genere una menor 

expresión de este receptor a nivel nuclear. 

Son escasos los trabajos donde se reporta la aparición nuclear de los 

FGFRs. La funcionalidad del receptor en esta localización hoy en día no es 

clara. En uno de estos trabajos se observó que el FGFR3 podía aparecer en el 

núcleo de células de cáncer de mama [101]. En la mayoría de los trabajos 

donde se observa al FGFR3 en el núcleo se lo asocia a isoformas cortas de 

splicing o a fragmentos de clivaje del receptor [101, 102]. En un trabajo en 

células de medula adrenal se determinó que el FGFR1 podía localizarse en el 

núcleo. Este receptor se presentaba en su forma completa y al unir al FGF-2 

nuclear promovía su actividad kinasa. Es interesante que este receptor no se 

presentaba asociado a la membrana nuclear, sino en la matriz nuclear y en el 

nucleoplasma [116]. De manera similar a lo reportado por Stachowiak en ese 

trabajo, nosotros observamos la presencia de isoformas completas del FGFR3 

en las fracciones nucleares de células MB49. Debido a que también 

observamos que estas células expresan isoformas nucleares del FGF-2, 

podemos postular que el FGFR3 estaría señalizando de manera intácrina en 

las células tumorales. 

Analizamos también el tejido conectivo de los tumores MB49, donde se 

observó que el tratamiento con BCG indujo la expresión del FGFR1 y FGFR2. 

Estos resultados muestran una buena correlación entre los estudios in vitro e in 

vivo, donde se pone de manifiesto que BCG presenta un efecto diferencial en 

las células tumores y en las estromales. Por un lado, limita el crecimiento de las 

células tumorales disminuyendo la expresión y/o activación del FGFR3, y por el 

otro promueve la activación del estroma a través de la proliferación de los 

fibroblastos mediado por el aumento de la expresión del FGF-2 y los FGFR1 y 

FGFR2. 

El tratamiento endovesical con BCG redujo el crecimiento ortotópico del 

tumor MB49 en el 70% de los animales, mientras que el 30% de ellos no 

respondió al tratamiento (ratones no respondedores). Para analizar la 

relevancia de la expresión del FGFR3 en respuesta al tratamiento con BCG, 

analizamos el porcentaje de células que expresaban al receptor en cada tumor. 

Observamos que los tumores de los ratones controles presentaban en todos 
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los casos intensa expresión nuclear del FGFR3, mientras que esto variaba en 

los ratones tratados con BCG. Se pudo distinguir que en aquellos ratones que 

respondieron al tratamiento sus tumores presentaban baja expresión del 

FGFR3, con pérdida de la marca nuclear. Al contrario los tumores más grandes 

(ratones no respondedores) presentaban zonas del tumor donde se observó 

una marcada disminución del FGFR3, mientras que había otras zonas donde 

esta disminución no era tan evidente. 

Al evaluar el porcentaje de células positivas para el FGFR3 en los 

tumores tratados o no con BCG y relacionarlo con el tamaño del tumor, se 

observó que los tumores tratados con BCG presentaban menor porcentaje de 

células positivas para el FGFR3 que los tumores controles. Para los tumores 

tratados con BCG se observó una correlación positiva entre el tamaño tumoral 

y la expresión del FGFR3, lo que sugiere que la disminución de la expresión de 

este receptor está relacionada con una buena respuesta al tratamiento. Por el 

contrario, se observó que los tumores controles presentaban una correlación 

negativa entre la expresión del FGFR3 y el tamaño tumoral. Este último 

resultado se podría explicar a través de las observaciones de otros 

investigadores, los cuales proponen que la sobreexpresión del FGFR3 en 

tumores de vejiga humanos se relaciona con los estadios iniciales de la 

patología, mientras que su relevancia desaparece en tumores avanzados o de 

peor pronóstico [74]. Por otro lado, la correlación positiva en el tratamiento con 

BCG sugiere que la expresión de este receptor podría ser un indicador de 

buena respuesta al tratamiento. 

Este hecho nos impulsó a analizar la expresión del FGFR3 y su variación 

por el tratamiento con BCG en la línea de CaV humana T24 y en tumores de 

vejiga de pacientes. Observamos que las células T24 expresaban diferentes 

isoformas del FGFR3 en el citoplasma y en el núcleo encontrando, al igual que 

en la línea murina MB49, isoformas de alto peso molecular en el 

compartimiento nuclear. Así mismo, observamos que el tratamiento con BCG 

fue capaz de disminuir todas estas isoformas del FGFR3, tanto en el 

citoplasma como en el núcleo. 

Analizamos 9 tumores NMI de pacientes con el fin de estudiar la 

expresión del FGFR3 y su modulación por BCG. Todas las muestras 
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presentaron expresión del FGFR3. Sin embargo, el patrón de expresión de sus 

isoformas fue diferencial para cada paciente. El tratamiento con BCG ocasionó 

variaciones (aumento o disminución) de la expresión del FGFR3 también en 

forma diferencial, sin asociación con el grado histológico. La isoforma del 

FGFR3 que más comúnmente apareció en los pacientes fue la de 97kDa. (89% 

de los tumores). También observamos que en el 56% de las muestras, el 

tratamiento con BCG disminuyó la expresión del FGFR3 (5 de 9). Estos 

resultados son la primera evidencia de que BCG es capaz de regular la 

expresión del FGFR3 en tumores de vejiga humanos. Para determinar la 

relevancia de esta regulación, restará en el futuro realizar el seguimiento de 

estos pacientes para analizar su respuesta al tratamiento con BCG. Si los 

pacientes en los que observamos que disminuyó el receptor son aquellos que 

no presentan recidivas estaríamos en condiciones de postular a la 

determinación ex vivo de la expresión del FGFR3 como un marcador predictivo 

de respuesta al tratamiento con BCG. 
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9. CONCLUSIONES 
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Este trabajo muestra por primera vez que BCG induce la muerte de 

células tumorales y la remodelación del estroma como parte de su mecanismo 

de acción anti-tumoral en el cáncer de vejiga. En la Figura 42 se presenta un 

esquema del mecanismo de acción de BCG. 

 

 

Figura 42: Esquema representativo del mecanismo de acción de BCG. En ausencia de 
BCG: la célula tumoral MB49 expresa al FGFR3 y es capaz de responder al FGF-2 producido 
por sí misma y por otras células, induciendo su sobrevida. Estas células expresan iNOS y 
producen NO. El NO funciona como factor de crecimiento celular. La inhibición de la producción 
de NO con L-NAME produce la muerte de las células tumorales y la activación del estroma. En 
presencia de BCG: Se desencadena una respuesta inmune citotóxica donde participan 
macrófagos, linfocitos Th1, células NK y BAK y se produce el aumento de la expresión de 
moléculas de adhesión y del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC). A su vez BCG 
promueve la muerte de las células tumorales MB49 a través de la inducción en la expresión de 
PPARɣ y la disminución del FGFR3. BCG produce la activación del estroma aumentando la 
proliferación y diferenciación de los fibroblastos. También induce el aumento de la expresión de 
FGF-2 y de los FGFR1 y FGFR2 en las células del tejido conectivo que rodean los tumores. La 
administración de Rosiglitazona (RO) inhibe la activación del estroma generada por BCG. 
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En base a los estudios realizados pudimos determinar que: 

 

 La muerte de las células tumorales mediada por BCG depende de la 

activación del factor de transcripción PPARɣ. La inducción de PPARɣ es un 

mecanismo necesario para controlar la inflamación crónica provocada por 

la alta e inapropiada expresión de iNOS. 

 La menor expresión de iNOS y la mayor expresión de PPARɣ se asocian a 

tumores de mejor pronóstico. 

 La activación de los macrófagos y la proliferación y diferenciación de los 

fibroblastos, son mecanismos fundamentales en la respuesta a BCG. El 

tratamiento combinado con Rosiglitazona revierte la actividad antitumoral 

de BCG ya que inhibe la remodelación tisular asociada. 

 La inhibición de la producción de NO mejora la respuesta a BCG. Esto se 

debe a que potencia la remodelación del estroma e inhibe la viabilidad de 

las células tumorales que expresan iNOS. 

 La actividad antitumoral de BCG depende en parte del aumento en la 

producción de FGF-2. A su vez, se requiere la regulación de forma 

diferencial de los FGFRs: aumento del FGFR1 y FGFR2 en las células del 

estroma y disminución de la expresión del FGFR3 en las células tumorales. 

 

 

En función de estas conclusiones estamos en condiciones de postular 

que: 

 

1. La alta expresión de PPARɣ y la baja expresión de iNOS son marcadores 

de mejor pronóstico en pacientes con cáncer de vejiga. 

2. La administración de thiazolidinedionas está contraindicado en pacientes 

con cáncer de vejiga que reciben BCG. 
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3. La inhibición de la producción de NO, sola o combinada con BCG, es un 

buen blanco terapéutico en tumores de vejiga que expresan iNOS. 

4. La disminución de la expresión del FGFR3 en tumores de vejiga luego del 

tratamiento ex vivo con BCG, sería un biomarcador predictivo de respuesta 

al tratamiento. 
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“Una vez hecho algo, no puede valer mucho; es una 
obra humana con todas las imperfecciones de lo 

humano, pero el hecho de ejecutarla sí es interesante” 

 

Jorge Luis Borges 
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