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Rol del 6xido nitrico en la progresion del cancer de vejiga

El 6xido nitrico (NO) es un radical libre altamente reactivo, que puede actuar como
mensajero intracelular e influir en el desarrollo tumoral. Resultados de nuestro grupo de
investigacion indican que la expresidn de la enzima 6xido nitrico (NO) sintasa inducible
(iINOS) en tumores vesicales humanos es un factor de mal prondstico que se asocia con
recurrencias mas tempranas y con un mayor grado histolégico.

Teniendo en cuenta que iINOS no se expresa en el urotelio vesical de individuos
sanos, y que es una entidad clave del proceso inflamatorio, caracteristico del cancer de
vejiga (CaV), surgié la hipotesis de que la inhibicion de esta enzima puede ser un blanco
terapéutico para pacientes cuyos tumores expresen iNOS.

Para analizar esta hipdtesis comenzamos estudiando el rol del NO como
consecuencia de la expresion de iNOS, en la progresion del CaV. Para ello utilizamos un
modelo murino de CaV que imita muy bien la patologia en humanos. Cuando las lineas
celulares MB49 y MB49-| son inoculadas en la vejiga de ratones singeneicos generan
tumores no invasores del musculo (NMI) y tumores invasores del musculo detrusor (Ml),
respectivamente. La linea invasora MB49-l, expresa altos niveles de iNOS, y en
consecuencia mayores niveles de NO, comparado con la linea MB49. Asimismo, posee
incrementados varios pasos del proceso de invasién y metastasis como es su capacidad
de migracién e invasion, la actividad de enzimas proteoliticas, y la capacidad de generar
metastasis pulmonares.

Detectamos que el NO es un factor de sobrevida para células de CaV, que
expresan iNOS y que al inhibirlo, se reduce la activacion de vias de proliferacién como
la via de las MAPK, y parametros de progresién tumoral como la produccion de enzimas
proteoliticas, migracién, angiogénesis y el crecimiento metastatico en pulmon.

Analizamos, por otra parte las consecuencias de la inhibicién de iINOS en el
crecimiento tumoral empleando tres estrategias. La primera fue evaluar la actividad de
L-NAME (inhibidor farmacoldgico pan NOS) de manera sistémica en ratones portadores
de tumores de vejiga creciendo en el subcutdneo o en la vejiga de ratones singeneicos.
La segunda, fue también una inhibicién farmacoldgica, utilizando el inhibidor especifico

de iINOS 1400w, en forma local, y la tercera aproximacion involucrd el silenciamiento
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genético de la enzima INOS en la linea invasora. Las tres estrategias mostraron
resultados similares demostrando que tanto L-NAME sistémico, como 1400w local y la
ablacion genética reducen significativamente el crecimiento tumoral de células que
expresan iNOS.

Asimismo, hemos demostrado que los niveles urinarios de NO, determinados
como nitrito, son un marcador de seguimiento en tumores de vejiga, y que la disminucién
de dichos niveles esta asociado a una respuesta a tratamiento.

Es asi que proponemos que la inhibicién de la actividad iNOS seria una terapia

promisoria para pacientes cuyos tumores expresen la enzima.

Palabras claves: 6xido nitrico, cancer de vejiga, iNOS
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Role of nitric oxide in the progression of bladder cancer

Nitric oxide (NO) is a highly reactive free radical, which may act as an intracellular
messenger and influence tumor development. Results of our research group indicate that
the nitric oxide (NO) production through inducible nitric oxide synthase (iINOS) expression
is a poor prognostic factor associated to earlier recurrences and progression in patients
with bladder cancer (Bca).

Since iNOS it is not express in bladder urothelium of healthy individuals, and it is
a key on inflammatory processes, -characteristic of Bca-, we hypothesize that the
inhibition of this enzyme may be a therapeutic target for Bca patients whose tumors
express iNOS.

To test this hypothesis we began studying the role of NO produced by iNOS, in
Bca progression. We used a murine Bca model that mimics well the pathology in humans.
When Bca cell lines MB49 and MB49-| were inoculated in bladders of syngeneic mice,
non-muscle invasive tumors (NMI) and invasive muscle tumors (M), respectively, were
generated. Invasive MB49-I cell line expressed high levels of INOS and therefore higher
levels of NO, compared with MB49. Several properties involved in metastases and
invasion such as the activity of proteolytic enzymes, migration ability and angiogénesis
were higher in the invasive line.

We detected that NO is a survival factor for Bca cells that express iNOS, and that
inhibition of NO, reduced proliferation pathways, such as MAPK and parameters involved
in tumor progression, like the activity of metalloproteinase, migration, angiogénesis and
metastases development.

We also analyze the consequences of iNOS inhibition in tumor growth, using three
different strategies. The first one was administered systemically, L-NAME (pan NOS
pharmacological inhibitor). The second one consisted on using 1400w (specific
pharmacological iNOS inhibitor) directly on the bladder, and the third approach involved
INOS gene silencing in the invasive line. The three strategies showed similar results,
demonstrating that systemically L-NAME, intravesical 1400w and iNOS genetic ablation,

significantly reduced tumor growth of Bca cells.
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Several substances have been described as markers to monitor or predict patients
with Bca, but none of them has proved to be useful enough. We have shown urinary levels
of NO determined as nitrite, are a marker for monitoring bladder tumors and their

reduction is associated with response to treatment.

In conclusion, we propose iNOS inhibition as a promising therapy for Bca patients

whose tumors express the enzyme.

Keywords: nitric oxide, bladder cancer, iNOS
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NO Oxido nitrico

CaV cancer de vejiga

MB49: linea de cancer de vejiga murina no invasora del masculo
MB49-I: linea de cancer de vejiga murina invasora del musculo
MEC matriz extracelular

MMP metaloproteasa de matriz

uPA activador de plasminogeno de tipo uroquinasa

BMDC células derivadas de la medula 6sea

ROS especies reactivas del oxigeno

RNS especies reactivas del nitrogeno

VEGF factor de crecimiento endotelial vascular

FGF factor de crecimiento de fiboblastos

NFkB factor nuclear potenciador de cadenas ligeras k de células B activadas
BCG Bacilo de Calmette-Guérin

NOS oxido nitrico sintasas

iNOS oxido nitrico sintasa inducible

NMI no musculo invasores

Mi musculo invasores

RTU reseccion transuretral

L-NAME Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride
PI3K fosfoinositol 3-kinasa

MAPK proteina activadora de la mitosis
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1. BIOLOGIA TUMORAL

El cancer es una patologia caracterizada por el crecimiento descontrolado de
células en un determinado tejido que puede colonizar 6rganos distantes. En éste proceso
tienen lugar innumerables etapas en las cuales existen alteraciones en el control de
procesos celulares tales como la proliferacion, la interaccién célula-célula y la muerte
celular.

En el afio 1837 Johannes Muller describia que el cancer “estaba hecho de
células”, un descubrimiento que seria el punto de partida para afos de investigacion, que
se centrarian en discriminar entre células tumorales y normales [3]

El uso de modelos experimentales animales, llevé a postular que el desarrollo
tumoral procede a través de un mecanismo de evoluciéon Darwiniana, donde las células
tumorales adquieren ventajas proliferativas y de sobrevida, generadas a partir de
alteraciones de genes involucrados en el ciclo celular [4]. Sin embargo, luego de un siglo
de estudios centrados en la célula tumoral, se produce un cambio en la manera de
visualizar a los tumores, proponiendo que las variaciones dentro de las células tumorales
se encuentran acompariadas de alteraciones en la matriz extracelular (MEC), capaz de
influir sobre la proliferacion, invasion y el pronostico del tumor [5, 6].

Estos descubrimientos cambiaron el foco de las investigaciones, donde se llevé a
pensar en los tumores como redes de interacciones complejas entre distintos tipos
celulares que establecen relaciones tanto homo como heterotipicas (Figura 1). Las
células aparentemente normales presentes en el tumor, como fibroblastos y adipositos,
células de la inmunidad adaptativa e innata, y células de la vasculatura linfatica y
sanguinea, asi como células mesenquimaticas especializadas (propias de cada
microambiente tisular), son por lo tanto, participantes activos de la progresion.
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Figura 1: Microambiente de un tumor primario. En el tumor primario las células tumorales se encuentran
rodeadas por un microambiente complejo con numerosos tipos celulares, incluyendo células de la
circulacion linfatica y sanguinea y distintas células derivadas de la medula osea (BMDCsz) como
macrofagos, células mieloides supresoras (MDSCs) y células madre mesenquimales (MSCc). Adaptado
de Joyce, JA y J.W Pollard. Nat Rev Cancer, 2009.

Luego de pensar a los tumores como redes de interacciones complejas, Brown
descubrio que las células que sufrian transformaciones malignas, eran capaces ademas,
de modificar otras células. En este contexto, las células tumorales tienen la capacidad
de reclutar complejos vasculares y estroma a partir de la produccion y secrecién de
factores de crecimiento y citoquinas. Entre los factores que regulan el comportamiento
de una célula tumoral se reconocen aquellos que son producto de la propia célula
maligna y aquellos que son producto del tejido no tumoral en donde se desarrolla la
neoplasia denominado estroma. El microambiente tumoral, en los tumores sélidos, esta
formado por diferentes células como fibroblastos, células del sistema inmune y matriz
extracelular. El vinculo entre las células tumorales y el estroma estd dado tanto por las
interacciones célula-célula y/o célula-matriz extracelular, como por factores solubles que
interactian con receptores especificos y activan respuestas que inducen la expresién de
proteinas relacionadas con el control de la proliferacion, la modulacion de la sintesis de
componentes de la MEC y/o la produccion de enzimas proteoliticas para su degradacién.
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Estos estimulos también pueden generar cambios fenotipicos en la célula tumoral
disminuyendo su capacidad de adhesion y aumentando su movilidad, lo cual capacita a
la célula neoplasica para ser mas invasora y metastasica.

A su vez estas interacciones pueden actuar modulando la respuesta de células no
tumorales o del estroma, favoreciendo la angiogénesis, degradando la MEC o
bloqueando la respuesta del sistema inmune, determinando que el tumor prolifere en
forma descontrolada, colonizando el 6rgano propio, y llegando a 6rganos alejados
(metastasis), eventos que caracterizan a la progresidén tumoral [7, 8].

En este contexto, el desarrollo del cancer depende en gran parte de la habilidad
de las células malignas a secuestrar y explotar los procesos fisioldgicos normales del
huésped[9]. Los tumores, tanto benignos, como los malignos, tienen entonces dos
componentes basicos: 1) células tumorales en proliferacion que constituyen su
parénquima, y 2) el tejido conectivo que las rodea, constituyendo el estroma [10]. El
crecimiento y la evolucién de las neoplasias dependen en gran medida de su interaccion
con el estroma. En base a su componente parenquimatoso, la nomenclatura para los
tumores malignos incluye, entre una gran variedad, a los denominados habitualmente
“sarcomas”, que surgen en tejidos mesenquimales, y los “carcinomas”, que se originan
en células epiteliales.

A su vez, este microambiente tumoral “activado” por el huésped (compuesto por
células y componentes extracelulares) modifica el comportamiento proliferativo e
invasivo de las células tumorales.

En un intento por explicar el complejo proceso de transformaciéon maligna,
Hanahan y Weinberg, en el afio 2000, propusieron que existian seis modificaciones en
el funcionamiento celular que adquieren las células tumorales, de cualquier origen,
durante este proceso: autosuficiencia de sefales de crecimiento, insensibilidad a senales
inhibitorias del crecimiento, evasién de la muerte celular programada (apoptosis),
replicacion ilimitada, induccidon de la angiogénesis,activacién de mecanismos de invasion
de tejidos y metastasis [11]. Es importante mencionar que aunque presentadas como
“caracteristicas distintivas del cancer”, las primeras cinco, también se aplican a tumores
benignos, mientras que solo la capacidad de invadir y metastatizar es exclusiva del

cancer [12]. Durante la dUltima década este concepto se fue consolidando y expandiendo,
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lo que motivo la revision de estas caracteristicas, modificando la formulacion original para
incluir nuevos rasgos y profundizar en el rol y las contribuciones del microambiente a la
biologia tumoral [13]. Se describieron dos caracteristicas habilitantes que permiten la
adquisicion de las seis funciones ya descriptas: /a inestabilidad genémica que genera
mutaciones al azar y re-arreglos cromosomicos en las células tumorales y el estado
inflamatorio cronico, que pueden promover la progresién tumoral mediante diversos
mecanismos.

Al mismo tiempo, se agregaron a la lista dos caracteristicas distintivas nuevas: la
reprogramacién del metabolismo celular y la evasion del sistema inmune. Esta ultima,
enfatiza el rol dicotdbmico del sistema inmune, que puede inhibir o promover el desarrollo
y la progresién tumoral. La vision general de lo que hoy se conoce como proceso de
transformacion maligna y los eventos bioldgicos que contribuyen al establecimiento de
un tumor se resume en la Figura 2.
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Figura 2: Eventos que llevan a la transformacion maligna. Resumen de las caracteristicas que
adquieren las células epiteliales y estromales durante el proceso de transformacion maligna. Imagen

adaptada de Hanahan y Weinberg, 2011.

En base a lo descripto anteriormente, los estudios destinados a comprender la
biologia tumoral, deben estar basados en la comprension tanto de la propia célula

tumoral, como del microambiente que ellas generan durante la transformacién maligna.

A continuaciéon se hara foco en tres de los eventos de malignizacion como son la

capacidad invasiva, la angiogénesisy la inflamacion.
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1.1 Mecanismos de invasion y metastasis

La invasién tumoral es un fendmeno que permite a la célula cancerosa alcanzar
tejidos vecinos. Es un proceso de mudltiples pasos que involucra interacciones célula-
célula y célula-MEC, y depende no sélo de la célula tumoral, sino de las células que
conforman el estroma tumoral. Comienza con la adhesion de la célula neoplasica a la
MEC, seguida por la degradaciéon de la MEC por enzimas proteoliticas y finalmente por
la migracién celular a través de la MEC alterada. En este complejo proceso participan
numerosas moléculas con actividades especificas como lo son moléculas de adhesion y
sus receptores (integrinas y proteoglicanos de membrana), factores promotores de la
motilidad, componentes estructurales de la MEC (lamininas y fibronectina), enzimas
proteoliticas, activador de plasminégeno tipo uroquinasa (UPA) y metaloproteasas (MMP)
[14].

En general se considera al desarrollo tumoral como la consecuencia de la
proliferacion clonal de una célula que acumulé dafo gendémico suficiente como para
malignizarse. Sin embargo, las células de un tumor presentan diferencias genotipicas y
fenotipicas entre si, fendbmeno denominado heterogeneidad tumoral. Esto determina que
en el seno de un tumor encontremos células con mayor capacidad replicativa, otras que
expresan mayor cantidad de enzimas proteoliticas y otras que adquieren una mayor
movilidad. Estas dos Ultimas caracteristicas se ven fundamentalmente en las células
localizadas en la frontera tumorhuésped, habiendo adquirido un fenotipo invasor y
metastatico [15].

A medida que las células epiteliales evolucionan hacia grados patolégicos mas
agresivos, adquieren caracteristicas que les permiten primero invadir el tejido localmente,
degradando la membrana basal, para luego generar metastasis a distancia. Mientras que
la reseccion quirdrgica y la terapia neo-adyuvante logran controlar de manera efectiva el
crecimiento primario, el estadio metastatico de la enfermedad es incurable, debido a su
diseminacion sistémica y resistencia a agentes quimioterapeuticos. Es por ellos que
resulta de suma importancia, para la generacién de terapias efectivas, lograr entender

los mecanismos moleculares responsables de lo que se conoce como “cascada
metastasica” (Figura 3).
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Las caracteristicas que permiten a las células malignas sobrevivir, proliferar y
diseminarse se adquieren por distintos mecanismos y en diferentes momentos durante
el curso de la progresién tumoral. La biologia de la mayoria de los tumores malignos
puede dividirse en cuatro fases: 1) Transformacidn de la célula diana, 2) crecimiento de
las células transformadas, 3) invasion local y 4) metastasis a distancia. En el proceso de
transformaciéon, la célula acumula mutaciones en genes especificos [16], como
protooncogenes, genes supresores de tumores y genes de reparacion del ADN.

La metastatizacion es un proceso de baja eficiencia donde pocas células malignas
logran sobrevivir en el torrente circulatorio y colonizar érganos alejados. Se trata de un
proceso dinamico, complejo y selectivo, resultante de la sucesion de multiples etapas y
dependiente de la interaccién de factores producidos por las células normales y malignas
del paciente oncologico [15].

La colonizacién de los tejidos circundantes y/o 6rganos alejados del tumor
primario (metastasis) constituye un proceso fisiopatologico de profunda relevancia
clinica. La diseminacion metastasica provoca en el huésped un impacto sistémico
severo, siendo el acontecimiento que empeora el pronéstico del paciente oncoldgico.

Tanto la invasion como la metastasis representan dos obstaculos enormes en la

terapéutica de las neoplasias.
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Figura 3: Cascada metastasica. Modificado de,Fidler, I.J. Nat Rev Cancer, 2003 [17] y Joyce, J. Ay J.W.
Pollard, Nat Rev Cancer, 2009 [18]. La metastasis es un proceso complejo que se ejecuta en multiples
pasos: (a) Inicialmente, un carcinoma in situ rodeado por una membrana basal indemne. (b) la invasion
requiere cambios en la adherencia célula-célula y célula-matriz extracelular, degradacién de proteinas de
la matriz y el estroma y movilidad celular. Las células metastasicas pueden por via linfatica (c) o por via
sanguinea (d). La célula tumoral se arresta y sobrevive en circulaciéon (e), luego se extravasa y coloniza
un sitio distante (f) permaneciendo en estado latente o como micro metastasis oculta, para ir creciendo

progresivamente (g) hasta dar una metastasis angiogénica.

1.1.1 Enzimas proteoliticas involucradas en el proceso de
invasion y metastasis

Las enzimas proteoliticas que degradan la matriz extracelular son responsables
en condiciones fisiologicas de la remodelacion y mantenimiento de la organizacion
tisular. Sin embargo, un incremento desregulado de la actividad protelitica esta asociado
con la progresién tumoral, tanto en lo referido a la invasion local del tumor primario como
al anidamiento en un organo blanco de la metastasis. El activador de plasminégeno (PA)
y las metaloproteasas (MMP), son enzimas mas caracteristicas cuya desregulacion esta
asociada al proceso metastatico.
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El sistema PA esta compuesto por dos serinas proteasas de estructura similar:
uPA (activador de plasminégeno tipo uroquinasa), tPA (activador de plasminégeno tipo
tisular). Mientras que ambos son capaces de convertir el plasminégeno inactivo a
plasmina activa, sélo uPA participa en procesos de invasidén tumoral y metastasis [19].
La actividad de uPA esta regulada por la accién de inhibidores de los activadores de
plasminégeno (PAls). El balance entre uPA y sus inhibidores determina la actividad
enzimatica critica para desarrollar un fenotipo invasivo.

Las MMPs, comprenden una familia de endopeptidasas dependientes de Cinc,
capaces de digerir los componentes de la matriz extracelular bajo condiciones
fisioldgicas. Estas proteasas son generalmente producidas en concentraciones muy
bajas y son inducidas, principalmente a nivel transcripcional durante la remodelacion de
la matriz. Las mismas, no sélo son esenciales para la degradacién de las proteinas
extracelulares, sino que también poseen roles importantes para la senalizacion celular,
como el clivaje de los predominios y subsecuente activacion de factores de crecimiento
y citoquinas [20].

La actividad de uPA y MMPs, estan asociadas a la capacidad invasiva en
condiciones fisiolégicas y patoldgicas. La sobreexpresién de uPA y MMPs, en varios
tumores malignos esta fuertemente correlacionada con un fenotipo invasor y de peor
pronostico [21, 22]. Numerosos trabajos han reportado altos niveles de MMP-2 y MMP-9
asociados con incremento en la generacién de metastasis. Hasta el momento, la
conclusién a la cual se puede llegar, es que el numero y cantidad relativa de de MMPs
se ve incrementado con la progresion tumoral en diferentes tipos de tumores. Se ha
reportado aumento de la expresion de MMP-2 y MMP-9 en células de carcinoma de
endometrio durante la progresion histologica de grado 1 a grados mayores [23].
Asimismo, se ha observado un aumento en la expresion de uPA y MMP-2 en fibroblastos
del estroma tumoral, en carcinoma mamario, asociado a un peor pronostico en los

pacientes [24].
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1.2 Angiogénesis

El crecimiento de las células tumorales requiere de la formacién de nuevos vasos
sanguineos a partir de vasos preexistentes, proceso denominado angiogénesis [25]. El
mismo, es un proceso complejo que comprende la proliferacion y migracion de las células
endoteliales, la digestidn protelitica de la matriz tisular y la diferenciacion de los capilares
funcionales. Durante la vida adulta, la actividad angiogénica es casi nula, exceptuando
algunos procesos fisiolégicos como la curacion de heridas o durante el embarazo[16,
26].

El proceso angiogénico se encuentra finalmente regulado por la actuacion
de factores pro y antiangiogenicos, estableciendo un balance que determina que la
vasculatura permanezca en estado quiescente y la tasa de proliferacién de las células
endoteliales se mida en miles de dias. Sin embargo, en respuesta a un estimulo como la
hipoxia o la inflamacion, las células endoteliales comienzan a dividirse con mayor
velocidad. En muchas patologias este estimulo es excesivo y el balance entre las senales
estimulatorias e inhibitorias se rompe, promoviendo la neoangiogénesis. En las fases
mas tempranas del proceso de invasién y metastasis, se produce este proceso que
implica el desarrollo y organizacién de nuevas estructuras vasculares sobre la masa
tumoral primaria y posibilita la nutricion y el crecimiento de las células malignas. Los
nuevos capilares en formacion tienen membranas basales fragmentadas y son porosas,
permitiendo la penetracion de las células tumorales con mayor facilidad, que en los vasos
maduros. El comportamiento quimiotactico invasor de las células endoteliales en las asas
capilares, resulta facilitado por la liberacion de enzimas degradativas que, a su vez,
colaboran en la entrada de las células tumorales dentro de las nuevas estructuras
vasculares [27]. De esta manera, la angiogénesis mejora el sumistro sanguineo tumoral,
proveyendolo casi ilimitadamente de oxigeno y nutrientes y de un sistema de eliminacion

de metabolitos toxicos, permitiendole un rapido crecimiento [28].

La falta de oxigeno en el centro del tumor (hipoxia) acontece rapidamente en el
desarrollo de un foco tumoral debido a la alta tasa proliferativa de las células que lo
componen. Las células tumorales no pueden crecer més alld de 100um de distancia a
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un vaso sanguineo ya que la difusion del oxigeno se torna escasa. Bajo estas
condiciones, los tumores pueden permanecer en estado latente meses e incluso afos
hasta que una subpoblaciéon adquiere la capacidad de inducir angiogénesis. En este
estado, se dice que el tumor tuvo un cambio o “switch” angiogénico, donde el tumor es
capaz de expandir su tamafno. Dicho cambio es un proceso altamente complejo
relacionado con la hipoxia, siendo este, el factor modulador de la expresion de factores
angiogenicos en las células tumorales, como lo son el factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), el factor de crecimiento de fibroblastos-b (FGFb) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) [29]. Asimismo, mientras dicho switch
permanece “encendido”, capilares nuevos continuan creciendo de manera de llevar el
sumistro sanguieno a través del tumor, promoviendo el crecimiento tumoral, y generando
nuevas areas de hipoxia, generando asi una nueva necesidad de vascularizacién.

De aqui en adelante, una serie de pasos limitantes afectan la capacidad de las
células tumorales circulantes de establecer tumores secundarios en el sitio metastasico.
En cada paso, pueden enfrentarse a diferentes destinos (muerte, latencia o
supervivencia), modulados por factores microambientales, incluyendo la formacion de
escudos por agregados de plaquetas en circulacién, la activacion de células residentes
del estroma y el reclutamiento de diferenciacion de BMDCs. La proliferacion dentro del
parenquima de un érgano distante especifico completa el proceso metastatico. Para
continuar creciendo, las micrometastasis deben desarrollar una red vascular y evadir la

destruccion por las defensas del huésped.

1.3 Inflamacion

1.3.1 Inflamacion y cancer

La inflamaciéon es un proceso complejo que induce al sistema inmune en
respuesta a diferentes noxas, entre ellas virus y bacterias que injurian al organismo.
Ademas de infecciones bacterianas vy virales, injurias fisicas como la radiacion UV y las

quimicas, como las producidas por las especies reactivas del oxigeno (ROS) y del
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nitrégeno (RNS), pueden inducir inflamacion de los tejidos [30]. Tales estimulos activan
senales intracelulares que regulan la expresion de citoquinas proinflamatorias como la
intelerleugina-1B (IL-1pB), el factor de necrosis tumoral-a (TNFa) y la interleuquina-6 (IL-
6), junto con quimoquinas y moléculas de adhesion celular, para promover el
reclutamiento y la activacion del sistema inmune.

Los procesos de inflamacién aguda son en general autolimitantes, dado que la
produccion de citoquinas proinflamatorias promueve la liberacion de otras citoquinas
antiinflamatorias para frenar el proceso. Si el estimulo causante de la reaccion no es
eliminado o falla su autolimitacion, la inflamaciéon se perpetia en el tiempo y se
transforma en crénica. Diversas enfermedades se encuentran asociadas a la persistencia
de la inflamacién y entre ellas, se destaca el cancer [31-33].

La inflamacion crénica se caracteriza por un dano tisular sostenido que induce
proliferacion celular y mecanismos de reparacion tisular inadecuados. En este contexto
se producen cambios del fenotipo celular, conocido como metaplasia, que es reversible
cuando el estimulo inflamatorio desaparece. Si este se perpetua en el tiempo pueden
inducirse cambios en la histoarquitectura tisular, conocidos como displasia, un proceso
previo a la generacion de carcinoma [34].

Las primeras evidencias de la conexion entre la inflamacion crénica y el cancer
datan de 1863 con las observaciones de Rudolf Virchow acerca de la ocurrencia
frecuente de tumores en sitios de irritacidén crénica [35]. Sin embargo, el estudio de esta
relacion no fue retomado hasta hace unas décadas, con el hallazgo de asociaciones
estrechas entre la incidencia de distintos tumores y la inflamacién subyacente [36] [37].
Es el caso del desarrollo de carcinomas de estomago, higado, prostata y pancreas,
vinculado a la inflamaciéon inducida por la presencia de Helicobacter pylori, la hepatitis
crdnica, la atrofia inflamatoria de la préstata y la pancreatitis crdnica, respectivamente
[38, 39]. Pacientes que sufren desordenes inflamatorios del colon, como colitis ulcerosa
y enfermedad de Crohn presentan mayor riesgo de desarrollar cancer de colon mientras
que el tratamiento de la colitis con drogas antiinflamatorias reduce ese riesgo [38, 39].

Existen diferentes hip6tesis no excluyentes que indican que la inflamacion podria
modular diferentes etapas de la progresion tumoral [40]. Una de ellas propone que en

respuesta al estimulo inflamatorio distintas células de la inmunidad innata (mastocitos,
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neutréfilos, eosinofilos, etc) son reclutados a los sitios de infeccion e inflamacion,
generando. ROS y RNS, que pueden iniciar el proceso de la carcinogénesis promoviendo
el dano del DNA y aumentando, de esta manera, la tasa de mutaciones [37] (Figura 2).
La exposicion a radicales libres puede modificar proteinas de manera postraduccional y
alterar la funcionalidad de los productos proteicos de genes supresores de tumor como
p53 [41]. Dado que se requieren de mas eventos genéticos y epigéneticos que una uUnica
mutacién para convertir células iniciadas en células carcinogénicas, la perpetuacion de
la inflamacién en el tiempo se encarga de inducir mayor nimero de mutaciones.

Otra hipo6tesis propone que la inflamacion pone en marcha mecanismos de
cicatrizacion que implican la produccién de factores de crecimiento, como el epidérmico
(EGF) y el fibroblastico (FGF) que provocan un desbalance entre senales proliferativas y
de muerte celular, debido a la activacién de vias de supervivencia. Las citoquinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) activan tales vias de supervivencia, favoreciendo la
evasion de la muerte celular [42-44].

Existen diversas vias de sefalizacién presentes en los tumores, la via del factor
inducible por hipoxia (HIF), la del factor de transcripcion nuclear potenciador de cadenas
ligeras de células B activadas (NF-kB), y otras a partir de oncogenes como Ras [45, 46].

La generacién del cancer de vejiga (CaV) se encuentra asociada con episodios
de inflamacion crénica causada por el consumo del tabaco, infecciones del tracto urinario
o cistitis cronica [47-49] 118-120]. Se reporté también que la presencia de TNF-a e IL-6,
a través de la activacion de NF-kB y el transductor de sefal y activador de la transcripcion
(STATS), respectivamente [50] se encuentran asociadas a tumores mas agresivos y a la
baja respuesta a la inmunoterapia endovesical con el Bacilo de Calmette-Guérin (BCG),
y por ende a un peor pronostico [51-58]. Ademas, las vias de senalizacion TNF-a/ NF-kB
e IL-6/STAT3 fueron identificadas como los factores principales que transforman
leucocitos intratumorales en células con actividad protumoral [51].

Considerando que estos mediadores inflamatorios tienen una funcion critica en el
crecimiento del CaV, en su diseminacion y resistencia a tratamiento, el uso de agentes
antiinflamatorios, podria ser un abordaje interesante para disminuir el desarrollo tumoral
[50, 52, 59, 60].
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Hasta ahora se hablé del proceso inflamatorio asociado a la induccién de tumores.
Sin embargo, en tumores ya establecidos las propias células tumorales pueden producir
moléculas vinculadas con la inflamacién que les proporciona ventajas de sobrevida y
crecimiento. Entre ellas, la activacion del factor de transcripcion NFkB, induce entre otros
la expresion de la enzima éxido nitrico sintasa inducible (iINOS), enzima clasica del
proceso inflamatorio que produce altos niveles de 6xido nitrico (NO). Esta enzima puede
expresarse no solo en las células del sistema inmune sino también en células tumorales,

proporcionando una ventaja de crecimiento.

1.4 Rol del estroma en la biologia tumoral

Por muchos afnos se ha dado importancia a la identificacién de cambios
moleculares como determinantes de la carcinogénesis, donde la célula va acumulando
alteraciones genéticas que la llevan a su malignizacion. Estos modelos centrados en las
células tumorales y en el genoma han permitido la identificacién y caracterizacién de los
oncogenes y genes supresores de tumor. La progresion de un tumor depende, como se
menciond anteriormente, del dialogo entre los diferentes tipos celulares que conforman
el tumor, y el estroma, el cual incluye un componente celular y una MEC.

Es posible decir, que la constitucién de la MEC puede variar considerablemente
en los distintos tumores, dependiendo de las caracteristicas intrinsecas del modelo de
estudio, siendo que el estroma puede promover o inhibir 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 progresion. Se ha visto que la normalizacion 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 cancer [61]

En los tumores solidos, las células neoplasicas coexisten con un estroma tumoral
complejo, compuesto por una gran variedad de células de origen mesenquimal entre
ellas, fibroblastos (FB), células endoteliales, pericitos y células asociadas a la respuesta
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inmune e inflamatoria. Estas células, junto con la MEC que las rodea, componen el

microambiente tumoral

1.4.1 Fibroblastos

Los FB son las principales células del tejido conectivo y se encuentran embebidos
en una matriz fibrilar que ellos mismos sintetizan. Las principales funciones fisioldégicas
de los FB son la deposicion de MEC, la regulacion de la diferenciacion del epitelio, la
regulacién de la inflamacion y de los procesos desencadenados en la reparacién de
heridas. Sintetizan varios de los componentes que constituyen la MEC como fibronectina
y los distintos tipos de colagenos [62, 63]. Contribuyen también a la formacién de la
membrana basal mediante la secrecion de colageno IV y laminina. Ademas, son
importantes remodeladores de la MEC, ya que liberan varios tipos de MMP, capaces de
degradar distintos componentes de la MEC para, de esta manera, mantener su funcion
[64]. Los fibroblastos participan en la homeostasis del epitelio adyacente mediante la
secrecion de factores de crecimiento y mediante la interaccion directa entre células
epiteliales y mesenquimaticas [65]. Ademas de este rol fisiolégico también tienen un rol
prominente en la reparacion de heridas. En estos casos, invaden la lesidon y generan una
MEC que sirve como andamiaje para ellos y otras células que participaran en el proceso
de cicatrizacion como son los macrofagos. Poseen especializaciones del citoesqueleto

que facilitan la contraccién y cierre final de la herida [62].

Los fibroblastos aislados de una herida o de un tejido fibrético se denominan
fibroblastos activados. Secretan elevados niveles de proteinas de la MEC y poseen una
tasa de proliferacién mayor que la de los fibroblastos aislados de un tejido normal. Se
caracterizan por la expresion de actina de musculo liso alfa (SMA-alfa) [66]. Una vez que
la herida es reparada, los fibroblastos disminuyen su actividad y recuperan su fenotipo
normal. En algunos casos patolégicos, como las fibrosis crdonicas o aun en el
microambiente tumoral, los fibroblastos pueden permanecer “activados”. Se ha reportado
que la activacion constante de estas células podria conferirles propiedades pro-
tumorales [62].
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Las células tumorales pueden modificar el estroma, haciendo que este pierda su
capacidad para mantener la homeostasis y favoreciendo que trabaje a favor del tumor
[67]. Sin embargo, existen algunas diferencias entre un estroma normal y uno “reactivo”
asociado al tumor. El estroma normal en la mayoria de los érganos contiene un minimo
numero de fibroblastos en asociacién con la MEC [68]. En cambio, un estroma reactivo
se asocia a unincremento en el nimero de fibroblastos, una mayor densidad de capilares
y una mayor deposicion de colageno |y fibrina [69, 70]. Como se menciond al inicio de
este apartado, hay autores que han planteado que el estroma también puede inhibir el
crecimiento tumoral. Un ejemplo de este hecho se da por la acumulacién de una densa
MEC en algunos tumores, lo cual contribuye a incrementar la presion del fluido intersticial
y dificultar la difusién de macromoléculas y del oxigeno, llevando a una necrosis de las
células tumorales [71]. Se ha reportado, también, que la adicién de fibroblastos normales
a masas tumorales es capaz de inhibir el crecimiento tumoral, aunque aln no esta claro
a través de qué mecanismos [72]. Uno de los mecanismos propuestos postula a los
fibroblastos como moduladores de la respuesta inmune, mediante la secrecion de
citoquinas como Interferbn gamma (IFN-gamma), IL-6 y TNF-alfa. Estas citoquinas
pueden movilizar a células del sistema inmune como son los linfocitos T, células natural
killer y macrofagos. También se ha demostrado que los fibroblastos normales pueden
ayudar a prevenir la apoptosis de los linfocitosT [73]. Estos antecedentes han llevado a
pensar en utilizar a los fibroblastos como células a las cuales se las podria dirigir para

que cumplan un rol anti-tumoral que complemente las terapias ya existentes.

2. CANCER DE VEJIGA

2.1 Incidencia y mortalidad

El cancer de vejiga (CaV) es el segundo tumor mas frecuente del tracto urogenital
masculino luego del de prostata y ocupa el cuarto lugar entre los tumores sélidos en los
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Estados Unidos [74]. A nivel mundial, ocupa el noveno lugar con 430,000 nuevos casos
diagnosticados en el afio 2012. En nuestro pais, ocupa el octavo lugar en mortalidad por
cancer en el hombre con tasa de 4.8 por 100.000/afio, mientras que en la mujer es de
0.9/100.000/ano EIl Registro de tumores de Concordia comunicé una tasa de incidencia
para los varones del triple que para las mujeres (12.1 y 3,7 respectivamente). La edad
de mayor incidencia es entre quinta y séptima década de la vida, dandose la mayor
incidencia en Europa, Estados Unidos y Egipto, en poblaciones caucasicas (Figura 4A)
[75]. La mayor tasa de mortalidad en hombres es de 8/100.000/afio en Medio Oriente y
el Norte de Africa (Figura 4B) [76].

Al momento del diagnostico el tipo histolégico mas frecuente es el carcinoma de
células transicionales, en mas del 90% de los casos. Luego le sigue el carcinoma de
células escamosas con un 5-7% en los paises occidentales. Sin embargo, en paises no
occidentales como Egipto asciende al 75% de los casos. Este tipo histolégico se
encuentra asociado a procesos inflamatorios cronicos como la infeccién por Schistosoma
haematobium, la permanencia de catéteres por largo tiempo, la litiasis vesical o vejiga
neurogenica, y es generalmente de peor prondstico que el anterior. El adenocarcinoma
de vejiga es un tumor menos frecuente aun y representa solo el 1.4 % de todos los
tumores vesicales. Se caracteriza por tener un pronéstico desfavorable y responder poco

al tratamiento quimioterapéutico y quirdrgico [77] .
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Figura 4: Epidemiologia del CaV. A) Incidencia mundial B) Mortalidad. Modificado Malats, N. Hematol
Oncolol Clin Am, 2015 [76].
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2.2 Etiologia

Las causas principales asociadas a la generacion de tumores de vejiga son: el
habito tabaquico, la exposicion ocupacional a carcindbgenos quimicos y los procesos
inflamatorios crénicos.

El mecanismo por el cual los procesos inflamatorios cronicos aumentan el riesgo
de padecer CaV es un tema de debate, sin embargo, algunos investigadores han
sefnalado que la produccion de NO y la de compuestos N-nitrosos generados durante el
metabolismo de éste podrian ser responsables de la carcinogénesis en vejiga [78-80].

El mecanismo que relaciona al habito tabaquito con el riesgo de CaV no es claro,
pero se cree que una de las causas es la presencia de de aminas aromaticas, como el
4-aminobifenilo, en el humo del cigarrillo. Estas arilaminas sufren una transformacion
metabdlica con la consiguiente produccion de intermediarios reactivos que tienen la
capacidad de formar aductos con el ADN, favoreciendo el proceso de carcinogénesis.

La primera causa bien establecida de CaV, se encuentra relacionada con la
exposicion ocupacional: la industria textil (por el tefido de telas), la cosmética
(fabricacion de tinturas), y la industria del caucho, son las actividades que generan una
gran exposicion a compuestos carcinégenos, como las arilaminas, y se estima que son
responsables del 20% de los casos diagnosticados [81]. La mayoria de estas sustancias
lleva anos de acumulacién y largos periodos de latencia antes del desarrollo de una
patologia tumoral.

Otras ocupaciones han sido relacionadas con el riesgo de CaV a lo largo de estos
anos incluyendo pintores y trabajadores del cuero, pero su contribucion en la incidencia
de CaV, es mucho menor [82].

Los procesos inflamatorios también se han asociado con la incidencia de CaV. La
cistitis por Shistosoma haemotobium, patologia endémica en Egipto, Irak y Sudeste de
Africa, asociada con el desarrollo de Cav, principalmente asociado al carcinoma de
células escamosas y en menor proporcidn al de células transicionales [77, 83]. El
mecanismo por el cual esta infeccién causa CaV no es claro, sin embargo, algunas
publicaciones sugieren que puede deberse al nitrito y compuestos N-nitrosos, generados

durante el proceso inflamatorio [78]. Como consecuencia de la infeccidon secundaria con
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bacterias nitrato-reductoras, que invariablemente acompanan a la esquitosomiasis
vesical, se forman en la vejiga compuestos nitrogenados, tales como nitrosaminas y
nitrosamidas, con capacidad carcinogenetica [84].

Otros procesos inflamatorios crénicos, como la cistitis crénica causada por la
utilizacion de catéteres Foley por largo tiempo o la presencia de célculos vesicales
también se asocian con un incremento en el riesgo de desarrollar carcinoma de células
escamosas [85], atribuido por algunos autores, también a la presencia de NO y
compuestos N-nitrosos, durante dicho proceso [79].

2.3 Manifestaciones clinicas

La manifestacion clinica mas frecuente en el CaV es la presencia de hematuria,
observandose en el 80% de los pacientes, generalmente de manera intermitente,
pudiendo ser macro o microscépica. En un 20% de los pacientes pueden encontrarse
sintomas irritativos, como disuria y polaquiuria, sintomas frecuentemente asociados con
tumores vesicales con caracteristicas mas agresivas. Manifestaciones menos
frecuentes, como dolor pelviano por compresion nerviosa, edema en miembro inferior
por obstruccion venosa o linfatica o dolor éseo, por metastasis, pueden suceder también,
hablando de una patologia en estado avanzado [77].

La estrategia diagnostica mas frecuentemente empleada al inicio, en presencia de
hematuria, es la ecografia y un urograma excretor, analizando asi el tracto urinario
completo desde la pelvis renal hasta la vejiga. Luego del estudio radioldgico, lo indicado
es realizar una endoscopia diagnostica, permitiendo establecer la apariencia
macroscépica, localizacién nimero y patréon de crecimiento de la o las lesiones con la
consiguiente toma de biopsia para diagnostico histolégico [77]. Dado que los tumores
uroteliales, sufren generalmente exfoliacion de células hacia la orina, el estudio citolégico
de una muestra seriada de orina resulta de gran ayuda en aquellas lesiones de muy

pobre definicibn macroscopica, y con células muy indiferenciadas.
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2.4 Clasificacion

2.4.1 Estadificacion

Los tumores de vejiga se estadifican segun el sistema T.N.M. Este sistema tiene
en cuenta el grado de invasion el grado de invasién del tumor primario (T), la presencia
de metastasis en ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia de metastasis distantes
(M) [86].

Aproximadamente, el 70% de los nuevos casos detectados de CaV esta
constituido por tumores no invasores del musculo detrusor (NMI). Dentro de este grupo,
el 70% son tumores papilares exofiticos, confinados a la mucosa (Ta), el 25% son
tumores papilares confinados a la submucosa (T1), y el 5% restante esta constituido por
lesiones planas de alto grado, denominadas carcinoma in situ (Tis). Este tipo de
carcinoma, si bien se encuentra limitado al urotelio, es una entidad especial que tiene un
comportamiento mas agresivo con pregresion rapida [87] (Figura 5).

Los tumores invasores del musculo detrusor se clasifican segun su grado de
invasion en T2 cuando comprometen el musculo detrusor hasta la mitad interna (pT2a)
o la mitad externa (pT2b), T3 cuando alcanzan el tejido perivesical, de manera
microscopica (pT3a) o macroscopica (pT3b), T4a cuando llegan a invadir el estroma

prostatico, Utero o vagina y pT4b cuando invaden la pared pelviana o abdominal.
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Figura 5: Clasificacion del CaV segun el grado de invasion. Los tumores no invasores del musculo
(pTa-pT1) son aquellos que comprometen desde el urotelio hasta la lamina propia; mientras los invasores
corresponden a aquellos tumores que comprometen el musculo detrusor (pT2), alcanzan la grasa
perivesical (pT3) o invaden 6rganos vecinos (pT4). El carcinoma in situ (Tis) se extiende sobre la superficie
urotelial. Adaptado de Knowles, M.A, Nat Rev Cancer, 2015 [88].

En cuanto a la distincidn entre las componentes N y M del sistema de
estadificiacion TNM, en CaV se denomina ganglio regional a cualquier ganglio
perteneciente a las regiones primaria y secundaria de drenaje. Aquellos ganglios
ubicados por encima de la bifurcacién aértica son considerados ganglios distantes. En
base a esta distincidn, segun la presencia de metastasis ganglionares en ganglios
regionales, se define NO como la ausencia de metastasis, N1 como presencia de
metastasis Unica en noédulo linfatico regional en la pelvis verdadera, N2 como metastasis
multiples en ndédulos linfaticos regionales en la pelvis verdadera y N3 como metastasis
en ganglio linfatico pertenecientes a los ganglios iliacos comunes. La clasificacion segun
metastasis a distancia indica MO como ausencia de metastasis, y M1 como presencia de

metastasis [89].
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2.4.2 Grado de indiferenciacion histologica

Segun el grado histopatolégico se clasifica a los tumores vesicales en: Neoplasia
papilar urotelial de bajo potencial maligno (PUNLMP), Carcinoma urotelial de bajo grado
y Carcinoma urotelial de alto grado. Dicha clasificacion fue consensuada en el 2004 por
la Organizacion Mundial de la Salud, relacionando el grado histolégico con las
alteraciones en genética molecular y valor pronostico (Figura 6) [87].
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Figura 6: Grado histopatologico de tumores uroteliales: A) Neoplasia papilar urotelial de bajo
potencial malign (PUNLMP); B) Carcinoma utotelial de bajo grado; C) Carcinoma urotelial de alto grado.
Extraido de Mac Lennan G. T, et al, Eur Urolo, 2007[1]

2.4.3 Diagnostico histopatoldgico

En base al tipo celular que dio origen a la lesion, por analisis histopatologico, el
CaV puede clasificarse en carcinoima urotelial de células transicionales, carcinoma de
células escamosas, adenocarcinoma o carcinoma indeferenciado. El subtipo con mayor
predominancia es el carcinoma urotelial de celulas transicionales [89]. En lo sucesivo en
esta tesis, cuando se haga referencia al carcinoma de células transicionales, se lo hara
como CaV.
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2.5 Estrategias terapéuticas

La estrategia terapéutica del CaV se define teniendo el cuenta la histopatologia y
el grado de profundidad de la invasién, de manera de estimar las probabilidades de
recurrencia y de progresar a estadios mas avanzados.

El espectro clinico del CaV puede ser dividido en tres grupos que difieren en
pronostico, manejo y objetivos terapeuticos [89]: El primero, se encuentra conformado
por tumores NMI, donde el tratamiento se encuentra dirigido a evitar y reducir las
recurrencias y prevenir la progresion a estadios mas avanzados. Los tumores musculo
invasores forman parte del segundo grupo, donde lo importante es determinar si la vejiga
debe ser removida o si es posible preservarla, sin comprometer la sobrevida del paciente.
Es importante determinar en este grupo si es posible tratar la lesién primaria de manera
local, o si tratamientos sistemicos son necesarios, en el caso de que el paciente presente
un alto riesgo de diseminacion metastasica. El ultimo grupo se encuentra constituido por
las lesiones metastasicas, centrando la terapia en intentar mejorar la calidad de vida del
paciente y su tiempo de sobrevida.

Al momento del diagnostico el 75% de los tumores vesicales que se presentan en
la clinica son NMI, presentando una alta tasa de recurrencia. Estimativamente entre un
31% y un 78% de los pacientes con tumores confinados a la mucosa o submucosa,
experimentan recurrencias dentro de los 5 afos luego del tratamiento inicial [90]. De los
tumores que recurren, entre un 10 % y un 15 % progresan a la invasion del musculo
detrusor. La alta tasa de recurrencias y el riesgo de progresion requiere en los pacientes
un compromiso de vigilancia a lo largo de toda la vida. La estrategia terapeutica de
eleccion para los tumores NMI y de bajo grado de indiferenciacién es la reseccion
transuretral (RTU) de manera endoscopica.

En el caso de los tumores NMI de alto grado, y en el carcinoma in situ, al poseer
un comportamiento agresivo y de tendencia a la progresion, la RTU suele estar
acompanada de la instilacién intravesical de una suspension de BCG. Esta imnuoterapia
resulta ser el tratamiento mas efectivo para la profilaxis de la recurrencia y la progresiéon
de la enfermedad. Sin embargo, en casos de intolerancias a BCG, pueden utilizarse

agentes citostaticos como mitomicina ¢ o doxorubicina.
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Los tumores de alto grado histologico son los que poseen el peor
pronostico, ya que al momento del diagnostico, el 50% de los pacientes presentan
invasion del musculo detrusor. De los pacientes que presentan el musculo
comprometido, el 50% presenta metastasis a distancia dentro de los 2 afos, y su
expectativa de vida a 5 afos es sélo del 40%, a pesar del tratamiento [91]. El tratamiento
mas ampliamente aceptado para pacientes que presentan tumores de alto grado
histologico, NMI (Ta,T1) o carcinoma in situ, que recidivan luego del tratamiento con BCG
es la cistectomia radical, con diseccién de nodulos linfaticos pelvianos y derivacién
urinaria. Mediante esta estrategia se alcanza un porcentaje libre de enfermedad del 68%
a los 5 afos y del 66% a los 10 afos [92]. Dependiendo del alcance del tumor, la
cistectomia radical estandar -en hombres- incluye la eliminacién de la vejiga, prostata,
las vesiculas seminales y los ureteres distales. En la mujer, incluye la eliminacion de la
vejiga, la totalidad de la uretra y la vajina adyacente, el utero y los ureteres distales. A
pesar de los recientes avances en las técnicas quirurgicas, la cistectomia radical sigue
presentando tasas de complicaciones de hasta el 30% y de mortalidad perioperatoria de
entre del 2% y del 3% dependiendo de la edad del paciente, las comorbilidades vy la
complejidad del procedimiento. Asimismo, la derivacion urinaria posterior a la
cistectomia, presenta efectos a largo plazo sobre la funcion urinaria, gastrointestinal y
sexual, y también provocan cambios en la imagen corporal de los pacientes,
comprometiendo de manera significativa la calidad de vida de estos pacientes. Existe un
minimo porcentaje de pacientes que pueden acceder a la formacién de una neovejiga,
reduciendo al minimo los cambios en la calidad de vida, sin embargo no se llega a
proporcionar un sustituto equivalente para la vejiga original [92] [93].

Solamente en casos excepcionales se aplica un tratamiento conservador, con la
maxima RTU del tumor seguido por un tratamiento de quimioterapia y radioterapia. Sin
embargo, el éxito de esta terapia depende de una adecuada seleccion del paciente, que
incluye otros parametros, tumores invasores de tamano reducido que no comprometan
organos adyacentes.

En base a esto, es clara la necesidad de identificar nuevos marcadores que
permitan subestadificar pacientes con mayor riesgo de recidivar y progresar hacia la

invasion y la metastsis. Esto permitira disefar terapias mas adecuadas en los inicios de
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la enfermedad, de manera de proporcionar mayor probabliidad de curacién. Al mismo
tiempo, la identificacibn me marcadores de seguimiento que permitan identificar
rapidamente y en forma no invasiva la reaparicion tumoral es un desafio importante en

el tratamiento de esta enfermedad.

2.6 Marcadores de pronostico, diagnoéstico y seguimiento en
cancer de vejiga

Durante décadas y aun en la actualidad, la cistoscopia, ha sido una herramienta
fundamental en la deteccién y vigilancia del CaV, ya que posee una alta sensibilidad, a
pesar de ser una técnica sumamente invasiva. Sin embargo, tumores pequefios o el
carcinoma in situ pueden pasar inadvertidos bajo la cistoscopia estandar [94].

La citologia de orina, es el analisis no invasivo mas ampliamente utilizado que
detecta con buena especificidad y sensibilidad tumores de alto grado. Sin embargo,
carece de sensibilidad para tumores de bajo grado [95], y tiene un retardo en la
disponibilidad del resultado. Numerosos marcadores urinarios han sido ya investigados
con el objetivo de reducir la frecuencia de las citoscopias [96]. Varios se encuentran
disponibles comercialmente, pero ninguno de ellos ha sido adoptado en la rutina estandar
de atencién al paciente, debido a la poca sensibilidad y/o a su costo. Estos factores hacen
necesario el desarrollo de ensayos relativamente no invasivos, rentables y con
sensibilidad y especificidad equivalente o mejorados en comparacién con las
herramientas actuales.

Es asi que en la Ultima década se han descripto numerosos marcadores
potenciales, que aun se encuentran bajo investigacion, y pocos se han validado para el
uso en la clinica.

En el afio 2005, la Administracion de Alimentos y Drogas de los Estados Unidos
de Norteamérica (FDA) aprobé el uso de la hibridacién fluorescente in situ (FISH), que
puede ser utilizada para detectar células urinarias que presentan anomalias

cromosodmicas consistentes con un diagnéstico de CaV. Debido a que este método se
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basa en anomalias cromosémicas y no en morfologia celular, permite una mejor
discriminacion de células malignas, a partirde cambios celulares asociados con procesos
inflamatorios. En la mayoria de los estudios comparativos realizados, esta técnica supero
a la citologia en todas las fases y grados de CaV, detectando aneuploidias en los
cromosomas 3, 7, y 9p21 [97-100]. Sin embargo, hay una alta tasa de falsos positivos y
el ensayo es caro, por lo tanto, resultados de FISH se pueden utilizar principalmente
cuando los resultados de citologia de la orina no son concluyentes. Asimismo, estudios
recientes demostraron que la utilizacién de FISH resulta Util para identificar pacientes
con riesgo de recurrencia y progresién tumoral durante la inmunoterapia con BCG, o
quimioterapia intravesical [101, 102]. Esta informacion podria ser utilizada para orientar
a los pacientes sobre las estrategias de tratamiento alternativas.

La proteina del aparato mitético nuclear (NMP2), es otro marcador que se ha
estudiado como posible marcador de presencia tumoral, en orina. Se demostré que el
uso combinado de cistoscopia y NMP22 mejora los resultados [103] Sin emabrgo, el uso
de NMP22 no ayudé a tomar decisiones clinicas en pacientes con bajo riesgo de
progresién, pero resulté Util en pacientes con alto riesgo de progresion [104].

El uso de ensayos inmunocromatograficos o por ELISA para detector el Factor H
de Complemento Humano (BTA), también fueron aprobados por la FDA como ensayos
de diagnéstico y seguimiento del CaV debido a su alta sensibilidad y especificidad. Sin
embargo, al igual que los métodos mencionados previamente, también genera falsos
positivos, en presencia de cistitis, u orina altamente concentrada [105].

Han sido de utilidad, también, los diagnésticos innmunohistoquimicos en las
piezas tumorales. Se han propuesto algunos marcadores tisulares tales como Catepsina
B [106], p53, ki67 [107] y E-cadherina [108] entre otros. Sin embargo en la actualidad
ninguno de ellos se utiliza en la practica cotidiana, ya que los marcadores individuales
no han mostrado tener un poder de diagnéstico suficiente para reemplazar las estrategias

actuales.
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3. OXIDO NITRICO

3.1 Generalidades

El NO es un radical libre de corta vida media. Desde su descubrimiento en el
cuerpo humano como el factor de relajacién derivado del endotelio, en el afio 1987 por
lgnarro et al, hasta el momento, el NO se ha convertido en un jugador importante en
numerosas vias de transduccién de sefiales. Este ejerce su accién de mediador
fisiologico en los distintos sistemas organicos, pero también realiza, directamente o0 a
través de alguno de los metabolitos intermediarios como el peroxinitrito, su accién sobre
la respiracion mitocondrial produciendo la muerte celular, mecanismo inespecifico de
defensa contra huésped.

La historia del NO es muy antigua, ya que en realidad el compuesto quimico NO
fue identificado a comienzos del siglo XVl por Van Helmont. Mas tarde, a finales del siglo
XVII Priestley estudié sus propiedades, y recién en 1964, Blanchard logré sintetizarlo.

En 1980 Furchgott e Ignarro, identificaron un “factor relajante del endotelio”,
producido por las células, que participa en el mantenimiento del tono muscular de los
vasos sanguineos, y por lo tanto de la regulacién de la presion sanguinea. Afios despues
se demostré que este factor era el NO y se identifico el modo en que las células lo
sintetizan a partir del aminoacido L-arginina. A partir de ese momento, el interés por el
NO creci6 de modo exponencial, asi como el reconocimiento cientiffico a sus
descubridores. En 1990 se concedi6 el Premio Principe de Asturias a la Investigacion
Cientifica y Técnica al cientifico hondurefio Salvador Moncada por los trabajos que
demostraron que el factor endotelial era en realidad el NO.

Se han desarrollado muchas hipétesis acerca del papel del NO, algunas de las
cuales todavia se discuten y otras ya estan establecidas. La primera, se refiere a que el
sistema cardiovascular esta activamente dilatado por una liberacion constante de NO.
Ademas de ser vasodilatador, es un inhibidor importante de la agregacién plaquetaria, y
de la proliferacion celular del musculo liso, convirtiéendolo en un regulador homeostatico

de la pared vascular. Por otro lado, hoy en dia se sabe también que el NO participa en
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funciones diversas tales como la defensa ante microorganismos y es un importante
mensajero celular del sistema nervioso central.

A pesar que hay precursores para la produccién de NO derivados de la dieta,
como nitrato y el nitrito (NO27/NOs), es principalmente sintetizado enzimaticamente, por
una familia de enzimas denominadas NO sintazas (NOS), utilizando L-arginina y oxigeno
como substrato. Se conocen tres isoformas codificadas por tres diferentes genes. La
NOS neuronal (nNOS), inicialmente descubierta en cerebro, la NOS inducible (iNOS),
expresada principalmente en células del sistema inmune y la NOS endotelial (eNOS),
expresada fundamentalmente en el endotelio vascular. Las isoformas nNOS y eNOS son
de expresion constitutiva, dependientes de calcio y generan bajas concentraciones de
NO (en el orden de nanomoles), mientras que la expresién de iINOS se encuentra
inducida por estimulos inflamatorios, tales como IFNgamma, TNFalfa y lipopolisacarido
bacteriano (LPS). A diferencia de las otras isoformas, iNOS puede generar altos niveles
de NO (del orden de micromoles) durante periodos de tiempo relativamente cortos [109].
La isoforma inducible puede expresarse en varios tipos celulares de mamiferos, tales
como macrofagos, células endoteliales e inclusive, en células tumorales.

Todas las isoformas de NOS utilizan L-arginina como sustrato, oxigeno molecular
y NADPH como co-sustratos, originando NO y L-citrulina y NADP (Figura 7).
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Figura 7 : Esquema de la sintesis de NO por las 6xido nitrico sintasas

Debido a su corta vida media, su naturaleza lipofilica y su bajo peso molecular, el
NO atraviesa rapidamente las membranas bioldgicas, ejerciendo sus efectos en la célula
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donde es producido y en células vecinas. Los efectos biolégicos del NO dependen
entonces del tipo celular, de la actividad de la enzima que lo sintetiza y de su sitio de
sintesis. Bajo condiciones fisiologicas normales, las células producen bajos, pero
significantes niveles de NO, que contribuyen a la regulacidén de efectos anti-inflamatorios
y anti-oxidantes.

Estd demostrado que el NO puede ejercer efectos bifuncionales en la
supervivencia celular. Generalmente, a altas concentraciones se lo considera citotéxico,
mientras que a concentraciones relativamente bajas puede promover la supervivencia
celular. A bajos niveles, el NO reacciona con los iones metalicos de los grupos hemo de
las enzimas guanilato ciclasa soluble, citocromo C oxidasa, citocromo P450 y las misma
NOS. Mientras que a concentraciones mas altas, el NO se combina con otras especies
oxidantes para formar las especies reactivas del nitrdgeno (RNS), que pueden danar una
variedad de blancos celulares incluyendo al ADN y a proteinas, y en ultima instancia
inducir mutagénesis y/o llevar a la apoptosis celular.

La mayoria de los efectos biol6gicos del NO son mediados a través de vias de
senalizacion celular. Muchas publicaciones han demostrado que el NO modula
directamente las vias de Janus Kinasas (Jaks), a la familia de transductores de sefal y
activadores de la transcripcion (STATs) y la via de fosfatidil 3-Kinasa (PIBK),
desencadenando, luego la activacion de numerosos factores de transcripcion, alterando
la expresion de innumerables genes [110-112].

3.2 Oxido nitrico en la biologia tumoral

En la biologia tumoral, el NO tiene un rol controversial, ya que hay evidencias que
puede tanto inhibir como estimular el crecimiento de células tumorales. Esta respuesta
es dependiente del tipo tumoral, la carga genética, los niveles de NO y de la
susceptibilidad de las células blanco [59]. EI NO puede actuar como un mensajero
intracelular, o como un agente citotoxico o mutagénico dependiendo de las
concentraciones y del microambiente celular. Asi el NO puede ser carcinogénico

mediante la generacion de compuestos como son las nitrosaminas y por la produccién
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de alteraciones en el DNA originadas por radicales libres del nitrgeno. También es uno
de los mediadores de la inflamacion crénica estrechamente relacionada con la
generacion de tumores. Por otro lado, puede mantener o incrementar el crecimiento de
tumores ya establecidos a tres niveles: a) el NO es uno de los mediadores del proceso
angiogénico que permite el crecimiento de tumores debido al aporte de nutrientes y
oxigeno, b) puede funcionar como un factor de sobrevida para ciertas células tumorales
y C) regular negativamente la respuesta inmune hacia el tumor. Estas propiedades que
dependen tanto de la concentracion como del microambiente le han adjudicado al NO un
rol controvertido en la biologia tumoral, describiéndose tanto actividad anti-tumoral como
pro-tumoral [113, 114].

Desde la década del 90 hasta esta parte, hay innumerables publicaciones que
revelan el rol dual del NO en la biologia tumoral. Se ha reportado que el NO puede inducir
de manera directa la proliferacion de las células tumorales activando cascadas de
fosforilacion mediadas por MAPK, la migracion e invasién induciendo la expresion de
MMPs y de manera indirecta, a traves de la expresidn de factores angiogénicos, como
VEGF [115-117]. Por otro lado, puede inducir dafios a nivel del DNA, inhibicion de
enzimas reparadoras del DNA, mutaciones genéticas, generalmente en el gen que
codifica para el supresor de tumor p53, muerte celular y consecuente regresion tumoral
e inhibicidn de formacion de metastasis. Sin embargo, la constante exposicion a
moderados niveles de NO puede producir resistencia al NO, contribuyendo a la seleccién
clonal y a la adquisicién de resistencia al NO, y consecuentemente promoviendo la
progresién tumoral [118-120] (Figura 8).
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Figura 8: Mecanismo de accién del NO en células tumorales. EI NO puede inducir
progresion (verde) y regresién tumoral (rojo) dependiendo de las dosis y el tiempo de
duracion de la exposicion y a la sensibilidad de las células al NO. Adaptado de Fukumura,
D Nat Rev Cancer, 2006 [2].

3.2.1.iNOS en la biologia tumoral

Dado que la presencia de las 3 isoformas de NOS en la células, son un reflejo de
los niveles de NO producidos, numerosos informes han demostrado que la relacién entre
el NO y el crecimiento tumoral esta ligado a ciertas caracteristicas determinantes. Entre
dichas caracteristicas, se destacan que las tres isoformas presentan diferentes patrones

de expresion dependiendo del tipo celular, distintos niveles de produccién de NO,
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incluyendo la duracién de dichos niveles y las interacciones quimicas de este producto
con las células [121].

Como se menciond anteriormente, INOS se distingue del resto de las isoformas,
ya que genera niveles mayores de NO, y es expresada luego de estimulos inflamatorios
en distintos tipos celulares, incluyendo células epiteliales, mesenquimales y mieloides,
modulando importantes sucesos relacionados con procesos tumorales, tales como la
transformacion maligna, angiogénesis y metastasis [122, 123].

La expresion aberrante de iNOS ha sido documentada en diferentes tumores
humanos, incluyendo cabeza y cuello, mama, colon, estdmago y cancer de pulmén, entre
otros [124-127]. Numerosos autores reportaron que su alta expresién se encontraba
asociada a una menor sobrevida en pacientes con tumores de mama, pulmén, cabeza y
cuello y colorectales [128-130]. Sin embargo, otros autores afirmaron que altos niveles
de NO y la alta expresién de iNOS podian revertir propiedades invasoras y la generacién
de metastasis en tumores de préstata y melanoma entre otros [131], convirtiéndolo en
un buen blanco terapéutico en ambos casos. Antecedentes previos de nuestro
laboratorio demuestran que el NO es letal para células murinas de cancer de mama que
no lo producen, mientras que por el contrario, las células tumorales con capacidad de
producirlo, son resistentes a la injuria por un generador de NO [132].

Por otro lado, se ha observado que las células del endotelio vesical pueden
producir NO luego del tratamiento con la inmunoterapia con BCG, lo cual llevé a postular
que era éste radical el que mediaba la muerte de las células tumorales [133]. Trabajos
previos de nuestro laboratorio demostraron que iINOS no se expresa en la vejiga normal
pero si lo hace en el 50% de los pacientes con CaV, detectandose tanto en el tumor como
en tejido vesical no tumoral [134].0bservamos que el 80% de los pacientes con CaV
cuyos tumores expresaban iINOS presentaban recurrencia dentro de los 12 meses post-
tratamiento, mientras que solo el 20% de los pacientes que no expresaban la enzima
recurrian en ese mismo lapso de tiempo [80]. ldentificamos que la expresidén de iINOS y
la produccion de NO no sélo se relacionaban con una recaida temprana, sino también
con un mayor grado de invasién [135]. Estos resultados nos llevaron a postular que la
expresion de esta enzima es un factor de mal prondstico para pacientes con CaV [80].

Posteriormente, otros autores sefalaron que pacientes cuyos tumores de vejiga
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expresaban iNOS, eran refractarios al tratamiento con BCG, reforzando la idea de que el
NO en el CaV favorece el crecimiento tumoral o por lo menos se opone a la
inmunoterapia [136]. Estos resultados ponen en evidencia que iNOS y el NO estarian
involucrados en la progresion y/o recurrencia del CaV, y que la inhibicion de la actividad
de iNOS seria un novedoso blanco terapéutico.

3.3 Oxido nitrico, progresion y estroma tumoral

Estd ampliamente descripto que asi como el NO se encuentra asociado con
tumores, se asocia también con el microambiente tumoral, que involucra células del tejido
vascular y células del estroma. Existe una interaccion dinamica entre las células
tumorales y las del estroma, que va cambiando de acuerdo al cambio de condiciones.

En algunos tumores humanos, ademas de observarse expresidén de iINOS en el
tumor, se observd también en fibroblastos y en células del sistema inmune. Algunos
autores reportaron que macrofagos asociados a tumores que expresaban iINOS o
fibroblastos asociados, presentaron actividad anti tumoral [137] [138] [139]. Wei et al
demostré también que las células del estroma pueden producir NO, y que las mismas
pueden ejercer un rol pro o anti tumoral frente al tumor primario [140].

El NO puede contribuir a la progresion tumoral y a la metastasis manteniendo el
fluo sanguineo hacia el tumor y por ende contribuyendo a la formacién de
neovasculatura y la dilatacién vascular.

Asimismo, el NO induce una hiperperrmeabilidad vascular que contribuye a la
formacion de matriz extracelular y al aumento de angiogénesis hacia el tumor. Por otro
lado, contribuye a la disminucidén de la adhesidn leucocitaria y a la consecuente evasion
tumoral del sistema inmune. En contraposicion, los efectos citotoxicos del NO podrian
producir la reduccién de numerosos factores de crecimiento en células estromales no

neoplasicas, contribuyendo a la regresién tumoral (Figura 9) [2].
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Figura 9: Mecanismo de accién del NO en células del hospedador: EI NO promueve la progresion y la metastasis

(cuadrados verdes) manteniendo el flujo sanguineo a través de la angiogénesis, la maduracion y dilatacién de vasos.

EI NO induce la proliferacion de las células endoteliales y la migracion, y el reclutamiento de células perivasculares

y de la medula ésea. La induccién de la hiperpermeabilidad por el NO, contribuye a la formacién de matriz extracelular

y al aumento de la angiogénesis y del crecimiento tumoral. Asimismo, disminuye la a dhesién leucocitaria y los

efectos citotoxicos del NO podrian permitir la evasion del tumor al sistema inmune. La linfoangiogénesis y el

mantenimiento del flujo sanguineo también podrian contribuir a la metastasis linfatica. Por otro lado, los efectos

citotoxicos del NO (cuadrados rojos) reducen los niveles de algunos factores de crecimiento que son derivados de

células estromales no neoplésicas y podrian resultar en una regresion tumoral. Dado que la agregacién plaquetaria

contribuye a la metastasis, su reduccién por el NO podria inhibir la metastasis. Adaptado de Fukumura, D Nat Rev

Cancer, 2006 [2]
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3.4 Rol de NO en la angiogénesis tumoral

Se ha demostrado que el NO puede mediar el proceso de angiogénesis, ya se sea
por mecanismos directos o indirectos (Figura 9). En primer lugar, aumentando la
proliferacion y migracion de células endoteliales a través de la via cGMP o a través de la
S-nitrosilacién de ciertas proteinas target. En segundo lugar, se ha demostrado que el
NO puede mediar la funcion de muchos factores angiogénicos, [114] [141] , a través de
la induccién de eNOS que promueve expresion de VEGF, y angiopoyetinas. Numerosos
reportes muestran una alta expresion de eNOS en la vasculatura de varios tumores
humanos, cuando se lo compara con muestras de tejido normal, asociado a un aumento

en la angiogénesis tumoral y la alta permeabilidad vascular.

En la década del 90, comenzaron a aparecer las primeras publicaciones
proporcionando las primeras evidencias de la contribucion del NO en el crecimiento
tumoral. Numerosos autores comenzaron a realizar ensayos preclinicos utilizando
inhibidores farmacologicos de las NOS, para el tratamiento de tumores, evidenciando
reduccidn del crecimiento tumoral y aparicion de metastasis espontaneas, en modelos
animales de adenocarcinoma mamario y de colon [142-144]. La inhibicion del crecimiento
tumoral, restringiendo la vasculatura tumoral, utilizando inhibidores NOS, llevo a
investigadores a pensar que el NO estaba involucrado en la progresion tumoral [115,
143-146]. Algunos autores, sugirieron que la expresion de iINOS por las células
endoteliales de la neovasculatura, promovia angiogénesis, el flujo sanguineo en la
vasculatura y por ende, la sustentacion de nutrientes al tumor. Esta sugerencia fue
reforzada por otros investigadores y validada por Jenkins, quien demostrd la asociacién
entre la expresion de iINOS y el aumento de la neovasculatura en un modelo de
adenocarcinoma de colon [147].

En tercer lugar, se ha reportado que elevados niveles de NO producidos por un
tumor, pueden resultar en una sobreexpresion de VEGF, asociado a un peor prondstico
y a un potencial metastasico [148, 149].

Estas evidencias demuestran, entonces que el NO cumple un rol importante en la
angiogénesis y la progresion tumoral.
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4. MODELO MURINO DE CANCER DE VEJIGA

Los modelos animales son de gran utilidad para el estudio de la progresion tumoral
y/o disefo de nuevas modalidades diagnosticas y terapéuticas. Para que sean Utiles es
necesario que presenten la mayor similitud posible con la patologia en humanos. Muchos
de los modelos tumorales utilizan la inoculacién de lineas celulares que han sido
seleccionadas por sucesivos cultivos in vitro. Estos modelos tienen la ventaja de ser
faciles de obtener, sin embargo, los resultados a partir de ellos son muy acotados ya que
los tumores son entidades mas complejas. Los tumores estan formados por varias
poblaciones celulares no tumorales y tumorales, con diferentes grados de agresividad
que interactuan entre si para dar caracteristicas biolégicas al tumor. Las lineas celulares
tumorales usadas para generar modelos animales frecuentemente estdn compuestas por
un unico tipo celular, el cual no semejaria las condiciones fisiopatolégicas.

El sitio de inoculacion tumoral también es un punto importante. La mayoria de los
estudios se realizan utilizando la inoculacion subcutéanea. Este tipo de inoculacion
presenta la ventaja de ser facil de inocular y de evaluar el crecimiento en el tiempo. Sin
embargo, la inoculacién ortotépica es la que permite evaluar mas correctamente las
interacciones huésped-tumor. El modelo xenografico si bien imitaria la patologia humana
ya que involucra la implantacién de células tumorales humanas, la mayoria derivada de
pacientes, en animales inmunodeficientes [150] no representa la realidad ya que las
interacciones entre célula y el microambiente no es asemejable a tumores provenientes
de otras especies. Otras opciones son modelos animales singeneicos y dentro de estos
los transgénicos. Dentro de los grupos de modelos singeneicos se incluyen los
quimicamente inducidos. Los tres mas comunmente usados son N-butil-(4-hidroxibutil)
nitrosamina (BBN), el N-[4-(5nitro-2-furyl)-2-tiazol] formamida (FANFT) y N-Metil-N-
nitrosourea (MNU). Las ventajas de este modelo podrian incluir un bajo costo y un
hospedador inmunocompetente, mientras que una desventaja podria ser que suelen ser
necesarios tiempos prolongados para llevar a cabo su induccion. Los modelos

transgénicos son muy importantes en cancer de vejiga, el ejemplo mas comunmente
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usado es la mutacién de H-ras [11]. Este tipo de modelos facilita la investigacién en
defectos genéticos particulares durante la carcinogénesis pero requieren la presencia de
promotores artificiales y son muy costosos.

En nuestro laboratorio contamos con un modelo de cancer de vejiga que asemeja
a la patologia humana, y resulta de gran utilidad para estudiar mecanismos relacionados
con la progresion tumoral. Este modelo cuenta con las lineas de CaV murinas MB49,
obtenida a partir de una transformacién neoplasica in vitro de cultivos primarios de
epitelio de vejiga murina inducida con el carcindbgeno 7,12-dimethylbenz[alanthraceno
[151] y la linea MB49-|, originada a partir de la linea MB49 luego de 13 trasplantes
subcutaneos sucesivos en ratones singeneicos C57BL/6j. Cuando se las inocula de
manera subcutanea u ortotépica en la vejiga de ratones, las mismas generan tumores
NMI e invasores respectivamente. Se demostrd que mientras INOS no se expresa en el
urotelio de la vejiga normal, si se expresa en citoplasma de las células tumorales de
tumores MB49, sin haber expresion en el urotelio adyacente. Mientras que los tumores
invasores MB49-| presentaron mayor expresién de la enzima a nivel citoplasmatico y
nuclear, tanto a nivel de las células tumorales como en el urotelio adyacente (Figura
10).A pesar de que la expresion de iINOS estd descripta como de localizacion
citoplasmatica, los nicleos de las células tumorales invasoras presentaron también
expresion nuclear.

Pudimos evidenciar esto mismo analizando tumores humanos, donde
observamos que los tumores NMI presentaron una leve expresion de la enzima, mientras
que todos los tumores musculo invasores presentaron una intensa expresion de iNOS, y
gue la misma se correlacionaba con el grado de histol6gico de esos tumores.
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La similitud del modelo murino, con lo que ocurre en la patologia humana lo
convierte en una herramienta Util para estudiar mecanismos involucrados en la
progresién tumoral y para identificar posibles blancos terapéuticos, en particular los

vinculados con la expresion de iNOS vy la produccién de NO.

Figura 10: Expresion de iNOS en la vejiga de ratones normales, portadores de tumor ortotopico
MB49 o MB49-1 y tumores humanos NMI y musculo invasores por inmunohistoquica. El urotelio
normal de ratones no expresa iINOS (flecha amarilla); expresién citoplasmatica en células tumorales de
ratones portadores de tumor MB49 (flecha roja), y expresion negativa en el urotelio adyacente (flecha
amarilla); intensa expresién a nivel citoplasmatico y nuclear en tumores y urotelio de ratones portadores
de tumor MB49-l (flechas rojas). En el caso de los tumores humanos, la inmuhistoquimica revela una
marcacion citoplasmatica en los tumores NMI (flecha roja) y una intensa marcacion nuclear vy
citoplasmatica en el caso de los tumores invasores (flecha violeta). Adaptado de Sandes E J. Urology,
2012 [135].

En el presente trabajo se utilizard ademas de la linea no invasora MB49 vy la
invasora MB49-1 (ambas productoras de NO), la linea de CaV MBT2, que genera tumores

de vejiga en ratones C3Hy no produce NO.



HIPOTESIS
Y OBJETIVOS
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1. HIPOTESIS

Elrol de NO en la progresién del CaV ha sido poco estudiado. Trabajos de nuestro
laboratorio en pacientes, han demostrado que mientras iINOS no se expresa en el urotelio
vesical de individuos sanos, es detectada en aproximadamente el 50% de los tumores
de vejiga. La enzima se detecta tanto en el tumor como en zonas de epitelio vesical que
no presentan evidencia histolégica de malignizacién, sugiriendo que la expresion
inadecuada de esta enzima estaria vinculada con la carcinogénesis vesical. En pacientes
cuyos tumores expresan iNOS, existe una disminucion del tiempo libre de enfermedad,
comparado con pacientes cuyos tumores no expresan la enzima. Ademas, se observo
que la expresion de iINOS es un factor de mal pronédstico, asociados al estado de invasion
y el grado de indiferenciacion tumoral en pacientes con CaV. En base a estos
antecedentes nuestra hipétesis de trabajo sostiene que la expresién de INOS y en
consecuencia la produccion de NO son un factor de mal prondstico, ya que favorecen el
crecimiento de las células tumorales, la invasion, la angiogénesis y el crecimiento
mestastasico. En consecuencia, la inhibicion de la actividad y/o expresion de la enzima
revertird la progresién y crecimiento de tumores de vejiga, siendo asi un blanco

terapéutico.

2. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general del presente proyecto es estudiar el rol del 6xido nitrico y de
iINOS en la progresién del cancer de vejiga y su modulacion como posible blanco
terapéutico.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Estudios in vitro

X/
L X4

Investigar los efectos de inhibidores farmacolégicos de la produccién de NO sobre la
proliferacion y migracion de lineas de cancer de vejiga murino con diferente grado de
expresién de iNOS.

>

% Analizar las consecuencias de la ablacidén genética de iINOS, mediante silenciamiento
con shRNA, sobre el crecimiento e invasion.
J

% Evaluar el rol que cumple el estroma en la progresion de los tumores de vejiga y su
modulacién luego de la inhibicién de la produccién de NO.

3.2 Estudios in vivo

% Analizar el efecto de la inhibicién de la produccion de NO in vivo, de manera
farmacolégica o a través de la ablacién genética de iNOS, sobre el desarrollo de
tumores, evaluando:

e El crecimiento tumoral subcutaneo y ortotopico
e Los niveles de NO en orina de ratones portadores de tumor vesical
e Propiedades relacionadas con la progresion tumoral como son la

angiogeénesis, la invasion y la capacidad de generar metastasis.



MATERIALES
Y METODOS
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1. Lineas Celulares

Las lineas celulares de cancer de vejiga (MB49, MB49-I, MB49-I-scrambled-Luc, MB49-
l-shiNOS-Luc y MBT2) y fibroblastos embrionarios fueron cultivados en medio RPMI
1640 (GIBCO 31800-014) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB)
(Internegocios S.A), 2mM de L-glutamina y 80ug/ml de gentamicina (medio completo) en
atmosfera humidificada con 5% de COz2. La linea de fibroblastos NIH3T3 fue cultivada en
medio DMEM baja glucosa (GIBCO, Cat # 31600-026) suplementado con 10% de SFB,
2mM de L-glutamina y 80pg/ml de gentamicina en atmosfera humidificada con 5% de
COea.

La linea celular HEK293, productora de virus, fue cultivada en DMEM alta glucosa (Life
technologies, Cat # 11965-092), suplementado con 10% de SFB, 2mM de L-glutamina y

80ug/ml de gentamicina en atmosfera humidificada con 5% de COz.

2. Reactivos

Nw-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) (Sigma-Aldrich, Cat # N5751);
MTS (Promega, Cat # G11A 22258401); ECL (GE Healthcare, Cat # RPN2106); Bradford
(BIO-RAD, Cat # 500-0006); membrana de PVDF para western blot (GE Healthcare, Cat
# RPN303F), Inhibidor de proteasas (Calbiochen Cat.# 539134), Kit Luciferasa (Dual-
Luciferase Reporter Assay System, Cat # E1910), Lipofectamina 2000 (Life technologies,
Cat # 11668027), Medio de transfeccion Opti-MEM (GIBCO, Cat # 31985-070), TRizol
(Life Technologies, Cat # 15596-018), iScript cDNA Synthesis Kit (BIORAD, Cat # 170-
8890), REDExtract-N-Amp PCR Ready Mix (Sigma-Aldrich, Cat # R4775I), 1400w
(Cayman Chemical, Cat # 81520), S-Methylisothiourea hemisulfate (SMT) (Sigma-
Aldrich, Cat # M84445), QiaAprep Spin Miniprep Kit ( Qiagen, Cat # 27106), Qiagen
Plasmid Mega Kit ( Quiagen, Cat # 12183), LB con agar ( Sigma-Aldrich, Cat # L2897).
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3. Ensayos in vitro

3.1 Evaluacion de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se emplearon dos técnicas, la determinacién
de la actividad metabdlica mediante un ensayo colorimétrico por MTS y el recuento
celular mediante el test de exclusién con azul tripan.

3.1.1 Determinacidén de la actividad metabdlica por MTS

Se sembraron en multiplacas de 96 pocillos 1x104 células por pocillo, y al dia
siguiente, una vez que las células se encontraban en fase de crecimiento exponencial,
se incubaron segun la condicién de cada experimento (detallado mas abajo). Se estimé
la viabilidad celular a partir de la medicion de actividad metabdlica mitocondrial por el
método de MTS, segun las indicaciones de fabricante. Brevemente, las células fueron
incubadas con 20ul de MTS+ 1ulde PMS cada 121 pl de medio con 5% de SFB a 37C,
en estufa gaseada durante aproximadamente 45-120 minutos y se midié la densidad
Optica en un lector de microplacas (Multiskan Ascent, LabSystem) a 492/620nm. El % de
viabilidad se calculé como la razén entre el promedio de los pocillos tratados y el de los

controles.

3.1.2 Recuento celular

Las células (lineas tumorales, fibroblastos) fueron sembrados en placas de cultivo
de 24 pocillos y fueron tratados segun la condicién de cada experimento (detallado mas
abajo). Luego de 24 o 48 hs de tratamiento, las células se levantaron con 200 pul de
tripsina, frenandose dicha reaccion agregando 400 ul de SFB. Las células fueron lavadas

con PBS, centrifugadas y resuspendidas en medio sin SFB. Se tomaron 20 ul de la
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suspensién celular y se las diluyé al medio en azul tripan. Se coloc6 dicha mezcla en una

camara de Neubauer y se procedio a realizar el recuento celular bajo microscopio.

3.2 Estudio de la actividad de inhibidores de la produccion de
NO sobre el crecimiento de células creciendo en monocapa

Monocopas subconfluentes de células MB49 o MB49-I fueron tratadas durante 24
hs con distintas concentraciones del inhibidor general de las NOS L-NAME (1, 2, 4, 8
mM) o con los inhibidores especificos de iINOS 1400W o SMT (0.6, 1.1, 2.5, 5.0, 10.0
uUM) en medio RPMI1640 con 2% de SFB.

3.3 Estudio de la interaccion entre fibroblastos y células

tumorales

Se determind la capacidad de los productos solubles liberado por fibroblastos, de

modificar la viabilidad de las células MB49 o MB49-l. Para ello se utilizd medio
condicionado (Mc) de fibroblastos embrionarios o de la linea NIH 3T3, previamente
tratados o no con L-NAME (2mM), durante 24 hs. El Mc, diluido al medio con
RPMI+2%SFB, fue colocado sobre monocapas subconfluentes de células MB49 o
MB49-I. Luego de 24hs, se evalud la viabilidad celular de ambas lineas tumorales.
El efecto de los factores solubles liberados por las células tumorales sobre los
fibroblastos, fue evaluada utilizando Mc producido por las células tumorales, tratadas o
no con L-NAME (2mM) durante 24hs, colocado sobre monocapas subconfluentes de FB.
La viabilidad de los mismos fue evaluada luego de 24 hs de contacto con los Mc
correspondientes.
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3.4 Preparacion de medios condicionados

Para obtener Mc tanto de células tumorales como de FB se procedié de igual
forma. Células creciendo en monocapa con 80% de confluencia fueron tratadas con
medio con o sin L-NAME (2mM) en ausencia de SFB. A las 24hs, el medio es removido,
y diluido al medio con RPMI al 2% de SFB, para su utilizacion.

3.5 Evaluacion de la produccién de éxido nitrico

Para determinar los niveles de NO se cuantifico nitrito (NO27), principal producto
generado por el NO en solucion acuosa. EI NO difunde fuera de la célula, se transforma
en NO2 y puede medirse con el reactivo de Griess. De esta manera, se puede obtener
una manera indirecta, pero sencilla una estimacion de la presencia de NO en el cultivo
celular. El reactivo de Griess consta de dos soluciones: A) 1% de acido sulfanilico y 30%
de acido acético en agua y B) 0.1% N-(1-Naftil)-etilendiamina y 60% de &cido acético en
agua. Se mezclan 5ol de A con 50ul de B con 100ul de la muestra. La densidad 6ptica
fue medida en un lector de microplacas (Multiskan Ascent, LabSystem) a 520/620nm, y
los niveles de NOz2 fueron determinados utilizando una curva standard construida con
diferentes concentraciones de NaNOz. Esta técnica es utilizada para medir NO2" tanto en
medio condicionado de células bajo diferentes condiciones experimentales como para

determinarlo en la orina de ratones portadores de tumor.

3.6 Preparacion de extractos proteicos para Western-blot

Se sembraron 1x10% células/ml (MB49/ MB49-I/ MBT2/ MB49-Iscr-Luc, MB49-|-
shiNOS-Luc) en placas p100, en medio suplementado con 10% SFB. Las monocapas,
fueron tratadas con L-NAME (2mM) Luego del tratamiento, las monocapas celulares
fueron lavadas con PBS frio, y luego levantadas con 100ul de buffer de lisis (50mM Tris-
HCI (pH 8.0); 100mM NaCl; 1% Tritén y 10mM EDTA + 1:1000 inhibidor de proteasas) e
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incubadas a 4°C durante 40 min. Luego las muestras fueron sonicadas con dos pulsos
del 50% de maxima potencia, con el sonicador Misonix, y los lisados fueron centrifugados
a 4°C a una velocidad de 13.000rmp (Thermo Scientific Sorvall Legend Micro 17R)
durante 10 minutos. Las proteinas fueron recogidas de la fraccion soluble, y la
concentracién de las mismas fue evaluada con el reactivo de Bradford. Luego, las

muestras fueron alicuotadas y conservadas a -20°C hasta su utilizacién.

3.7 Western Blot

Se sembraron 80ug de proteina en geles de SDS-poliacrilamida de diferentes
concentraciones (8, 10 0 15 %) dependiendo del tamafo de la proteina a analizar, y se
llevd a cabo la corrida electroforética a 100 volts. Una vez terminada la corrida
electroforética, las proteinas en el gel fueron transferidas a una membrana de PVDF
(previamente activada con metanol), durante 2hs a corriente constante de 0.3A.
Terminada la transferencia, las membranas fueron bloqueadas durante 1h a temperatura
ambiente en buffer (buffer de bloqueo: TBS-Tween 0.1% + 5 % caseina 0 5% BSA). Las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario especifico para cada proteina
en buffer bloqueo a 4°C over night (O.N) (Tabla A).

Anticuerpo Fabricante # Catalogo Origen | Dilucién de uso
iINOS Ab Ab-15323 PC 1/500
PERK1/2 (E-4) SC sC-7383 MR 1/500
ERK1/2 (C-9) SC sc-514302 MN 1/500
VEGF(147) CS sc-507 PC 1/200
pAKT1/2/3 (Serd73)-R | SC sc-7985R PC 1/200
AKT1/2/3 (H-136) SC sc-8312 PC 1/1000
B-Actina S A5441 RM 1/5000




Materialesy métodos | 71

TablaA: Anticuerpos utilizados para Westernblot. PC (policlonal, de conejo), MR (monoclonal
de raton). Santa Cruz (SC), Abcam (Ab), Sigma (S).

Al dia siguiente, se hicieron 3 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween
0.1% a temperatura ambiente, y luego se colocé el anticuerpo secundario en buffer
bloqueo durante 1-2 horas, también a temperatura ambiente, Se utilizaron los siguientes
anticuerpos secundarios policlénales: IgG de cabra anti-ratén (1:5000) (Santa Cruz
Biothecnology, Cat # sc-2031) o anti-conejo (Sigma-Chemicon) (1:5000), segun
corresponda, conjugados con HRP. Las membranas fueron luego incubadas con el
reactivo ECL durante 5 minutos, y depositadas en un cassette radiografico junto con
placas radiograficas, exponiendo entre 1 y 60 minutos, dependiendo del anticuerpo
primario utilizado. Los valores correspondientes a cada una de las bandas de expresién
de proteinas fueron normalizados con valores de B-actina, utilizada como control de

siembra y con el tratamiento control.

3.8 Ensayo de gen reportero

Para estudiar la actividad transcripcional de NF-kB o PPARYy, luego del tratamiento
con L-NAME (2mM), se emple6 el ensayo de gen reportero. Células MB49 y MB49-|
fueron transfectadas de manera transiente con 20ug de plasmidos conteniendo el gen
de luciferasa bajo el control transcripcional del elemento de respuesta a NF-kB o PPARYy
(NF-kB-Iuciferasa y PPRE-Iuciferasa respectivamente) en medio de cultivo Opti-MEM.
Como control de transfeccion se utilizd un plasmido conteniendo el gen Renilla bajo
control transcripcional del promotor CMV (Renilla). Se utilizb Lipofectamina 2000, como
medio de transfeccidon. La actividad se determin6é con el reactivo de luciferasa (Dual-
Luciferasa Reporter Assay System), siguiendo las especificaciones del fabricante, con
un lumindbmetro (Hidex Turku, Finland), como cuentas por segundo (cps). El valor de
luciferasa se relativizd al de Renilla y se expres6 como veces de cambio respecto al

control.
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3.9 Inmunofluorescencia

Monocapas subconfluentes de células creciendo sobre vidrios se fijaron con
formaldehido 4% durante 15 minutos. Luego, las células fueron permeabilizadas con
Triton 0.2% en PBS durante 15 minutos a 37°C, y bloqueadas durante 60 minutos con
un buffer 0.1% Tween-20 y 2% SFB en PBS a temperatura ambiente. Los anticuerpos
primarios utilizados fueron diluidos en buffer bloqueo e incubados O.N a 4°C. Al dia
siguiente, se hicieron 3 lavados con PBS, de manera de lavar el excedente de anticuerpo
primario, y se coloco el anticuerpo secundario en buffer bloqueo. Se realizé la
contratincién de los nucleos con DAPIy las células fueron observadas en un microscopio
de fluorescencia Eclipse de Nikon E400, y se tomaron fotografias con una camara digital
Nikon Refresca PIX 995.

Como anticuerpos secundarios se utilizaron IgGs de cabra anti-ratén y anti-conejo

conjugados con Alexa Fluor 594 y Alexa Fluor 488, respectivamente.

3.10 Extraccion de RNA y PCR semi-cuantitativa

Se aislé el RNA total de células MB49 y MB49-I utilizando el reactivo TRizol segun
las especificaciones del fabricante. EI cDNA fue sintetizado utilizando el iScript cDNA
Synthesis Kit, de acuerdo a las especificaciones del fabricante. EI cDNA se utiliz6 como
templado para la PCR semi-cuantitativa usando la REDEXtract-N-Amp PCR Ready Mix,

y las reacciones de PCR fueron realizadas en un termociclador (Bioneer). Los oligos

especificos de ratén utilizados fueron: iNOS (Forward: 5-
TCAACACCAAGGTTGTCTGC-3", Reverse: 5- AAGGCCAAACACAGCATACC-3");
GAPDH (Forward: 5-CCAGAACATCATCCCTGCAT-3, Reverse: 5'-

GTTGAGCTCTGGGATGACCTT-3’). La expresion de GAPDH fue utilizada como control

de la reaccion.
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3.11 Determinacion de actividad de MMPs y uPA

Con el objetivo de determinar la actividad proteolitica en las células de CaV, se
realiz6 la técnica de zimografia, en geles de poliacrilamida (10%) copolimerizada con
gelatina (0.1%) como sustrato. Muestras de medio condicionado de cada condicidon
experimental, conteniendo igual cantidad de proteinas, llevadas a 10 pl con el agregado
de buffer (SDS 5% (v/v), glicerol 20% (v/v) en Tris-HCI 0.4 M, pH 6,8 conteniendo azul
de bromofenol sin 2-mercaptoetanol) fueron sometidos a electroforesis en condiciones
no desnaturalizantes a voltaje constante de 100V y durante 2 ha 4°C. Luego de la corrida
electroforetica se realizaron 6 lavados, de 5 minutos cada uno, en TritonX-100 2,5% (v/v)
para eliminar el SDS presente y tres lavados, de 10 min, en PBS para eliminar el Triton
del lavado anterior. Los geles fueron incubados O.N a 37 ¢ C con agitacion, en una
solucion de Tris-HCI 50 mM; pH 7.4 conteniendo NaCl 0.15 mM y CaCl2 30 mM. La
solucion fue removida luego de la incubacion y el gel fue tenido con Coomasie Brilliant
Blue G-250 al 0,5% (p/v) en metanol 30% (v/v) y acido acético 10% (v/v) por 45 minutos.
El gel fue destefido con una solucién conteniendo metanol 5% (v/v) y acido acético 7,5%
(v/v) hasta que la actividad gelatinolitica fue detectada por la presencia de bandas claras
sobre un fondo azul. Todo el proceso de tenido y destenido fue realizado en agitacion a
temperatura ambiente. La intensidad de las bandas, correspondiente a la actividad
enzimatica fue determinada con un Imaging Densitometer GS-700 (Bio-Rad), y
analizadas con el programa de densitometria Image J. 1.37v. Los datos fueron
cuantificados y la actividad de MMP2/9 se expresd como unidades arbitrarias (UA) cada
1x10% células.

La actividad de uPA fue determinada a través de un ensayo de caseinolisis radial
en agarosa. La zona de degradacion radial fue determinada y luego interpolada en una
curva standard de uroquinasa cuyo rango fue de 0.1 a 10 IU/ml, y los resultados fueron
expresados como Unidades Internacionales de Uroquinasa (IU)/ 1x104 células.
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3.11.1 Preparacion de Medios Condicionados (Mc) para
determinar actividad enzimatica

Monocapas subconfluentes de células MB49 o MB49-| fueron tratadas o no con
L.NAME (2mM), como se describié previamente. En este caso, luego de las 24hs con
tratamiento, el medio fue retirado y cambiado por medio fresco, sin SFB. Al dia siguiente,
el Mc de cada condicién fue colectado, y centrifugado para eliminar restos celulares, y
estandarizados por el numero de células. La actividad de MMPs y uPA también fue
evaluada en tumores originados por ambas lineas. Las muestras provenientes de
tumores subcutaneos, tratados o no con L-NAME (0.5¢g/L) fueron homogeneizadas en
buffer (50 mM Tris-HCI (pH:8); 100 pug/ml NaCl; 1% Triton), mediante dos pulsos de 10
segundos a 70% de la potencia utilizando un equipo Ultra Turrax T25 (Labortechnik). El

contenido proteico fue determinado a través del método de Bradford.

3.12 Ensayo de migracion

La evaluacién de la migracion celular se hizo a través de un ensayo de reparacion
de heridas in vitro (en inglés “wound healing’). Se realiza una herida de
aproximadamente 1mm sobre una monocapa celular con 100% de confluencia. Las
células migran en el espacio libre. Para evaluar la migracion se tomaron fotografias a
tiempo 0 de la herida y durante 18hs (tiempos inferiores al tiempo de duplicacién), en un
microscopio invertido. La migracion se evallda utilizando el programa Image J 1.37v,
determinando el area cubierta, por la diferencia entre el area final y el inicial. Se grafica

el area de migracion en unidades arbitrarias.
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3.13 Silenciamiento de INOS

Para obtener lineas estables silenciadas para iNOS, con actividad luciferasa, se
utilizaron los plasmidos descriptos a continuacion:
e pGL3 basico: Es un plasmido que contiene el gen de la luciferasa rio arriba el

sitio de clonado con varios sitios de corte para enzimas de restriccion.
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Figura 11: Mapa del plasmido pGL-3-Basic indicando el cDNA que codifica para la luciferasa de luciérnaga
(luc+), la resistencia para ampicilina (Ampr), el origen de replicacion para E. coli (ori) y el origen de
replicacion para bacteriéfagos.

« PENTR/H1/TO: Vector de expresion de shRNA, contiene resistencia a zeocina

para mamiferos y resistencia a kanamicina para E.coli.
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CACCA

1.  Scrambled (control negativo):
l Cloning CACCGGATCAAACGTCGTAACATCCAAC
GGGATGTTACGACGTTTGATCC
2. shRNAiNOS 358-407:
CACCGCACAGAATGTTCCAGAATCCAAC
GGGATTCTGGAACATTCTGTGC
shRNA iNOS 663-710:
CACCGGAAGCTGTAACAAAGGAAATGA
GAATTTCCTTTGTTACAGCTT
4. shRNA iNOS 840-889:
CACCGCACATCTGCAGACACATACTAAC
GAGTATGTGTCTGCAGATGTGC
5. shRNA iNOS 2373-2422:
CACCGCTGAAATCCCAGCAGAATCTAAC
GAGATTCTGCTGGGATTTCAGC

W)

Figura 12: Mapa del plasmido pENTR/H1/TO, indiciando el espacio de secuencia de clonado insertado,
con las diferentes secuencias de shRNA iNOS utilizados y el scrambled, el respectivo control negativo.

Presenta resistencia a antibiéticos ara su seleccién en bacterias y en células eucariotas.

3.13.1 Preparacion de bacterias competentes

Para la transformacion de bacterias con plasmidos, en primer lugar se prepararon
bacterias E.coli de la cepa DH5a competentes. Para ellos se inocularon 10 ml de medio
de cultivo LB sin ampicilina (peptona 1% m/V; extracto de levadura 0.5 %m/V y NaCl 1%
m/V pH: 7,5) con dicha cepa de bacterias y se las incub6 a 37°C, durante 16h en
constante agitacién. Luego, se agregé 40 ml de medio LB con 2 ml del cultivo y se dej6é
en agitacion durante 2h a 37°C (hasta densidad éptica de 0.4-0.5 a 600nm). El cultivo se
centirfugd a 3000 rpm, a 4°C durante 5 minutos. El pellet se resuspendié en 16 ml de
CaCl 250 mM frio, se incub6é 15 min en hielo y se centrifugd 2 min a 3000 rmp a 4°C.

Nuevamente, se resuspendio el pellet en 2 ml de CaCl 250 mM con glicerol 15 %.

Las bacterias competentes obtenidas se alicuotaron y se guardaron a -80°C.

3.13.2 Obtencion del vector de shRNA

Utilizando un buffer Annealing (Life technologies) se produjo la reaccién de
annealing de los 5 oligos especificados en el punto anterior, a 95°C durante 4 min, de
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manera de obtener oligos doble cadena (ds). Luego se dejbé enfriar la reaccion a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Pasado este tiempo las muestras fueron
centrifugadas brevemente, y se tomé una alicuota del annealing para verificar la
integridad doble cadena en un gel de agarosa 4%.

Una vez obtenidos los oligos ds, los mismos fueron ligados a el vector pPENTR™/H1/TO,
en presencia de un buffer de ligacién (Life Technologies) y T4 DNA ligasa (Life
Technologies), durante 5 min a temperatura ambiente, segun las especificaciones del
fabricante. Luego, las bacterias Escherichia Coli competentes fueron transformadas, en
hielo durante 30 min. Luego, se realizé un shock térmico de las bacterias durante 30
segundos a 42°C, sin agitacion y se las deposité nuevamente en hielo. Se agrego6 el
medio SOC (20grTriptona, 5gr Extracto de levadura, 2ml NaCl 5M, 2,5ml Kcl 1M, 10 ml
MgCl2 1M, 10 ml MgSO4 1M y 20 ml glucosa 1M, en 1L de agua destilada), y se incub6
la suspensién de bacterias a 37°C durante 1 hora en agitacion. Finalizado este tiempo,
se rastrillaron las bacterias transformadas en placas conteniendo LB, solidificado con 100
ug/ml de Ampicilina, y se las dejé6 O.N a 37°C. Al dia siguiente se picaron con un tip 5
colonias por reaccioén, y se las amplificé en medio LB liquido + 100 pg/ml ampicilina en

agitacion durante toda la noche, a 37 °C.

3.13.3 Aislamiento del DNA plasmidico

Luego de dejar amplificando las bacterias transformadas, se las centrifugd a
6.000g durante 15 min a 4°C. El pellet se resuspendi6 en buffer P1 (6.06g de Tris Base;
3.72g de Na2-EDTA-2H20; pH 8, volumen final 1L; 100 yg/ml de RNasa A) para lisar las
bacterias. Se agregd buffer P2 (8 g de NaOH en un volumen final de 1L, conteniendo
20% de SDS) durante 5 min para desnaturalizar el DNA y luego en buffer P3 (294,5 g de
acetato de potasio en un volumen final de 1 L, ajustando el pH a 5,5 con acido acético
glacial) para re naturalizarlo. Este método se basa en que debido a las diferencias de
tamano del DNA cromosémico y del plasmidico, este ultimo de menor tamafo, sera el
unico capaz de re naturalizar. Por lo tanto, se incubo en hielo durante 20 min para
favorecer su renaturalizacion y se procedié a centrifugar a 20.000g durante 30 min a 4°C.
El sobrenadante se volvié a centrifugar durante 15 min y luego se precipito el DNA con
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0,7 volumenes de isopropanol, y se centrifugd a 15.000 g durante 30 min a 4°C. El pellet
fue lavado con etanol 70% y se centrifugo nuevamente a 15.000 g durante 10 min a 4°C.
Se dej6 secar y el pellet se redisolvié en buffer TE (Tris HClI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8).
El plasmido aislado se cuantifico por medicidn de la absorbancia a 260 nm en nanodrop
(Nanodrop 3300, Thermo).

3.13.4 Obtencion de vectores virales y silenciamiento de
la expresion de iNOS

La ablacion genetica fue realizada mediante la infeccidén con lentivirus. Para ello,
se utilizaron células HEK293LTV, requeridas para el empaquetamiento lentiviral.

Inicialmente, 2,35 pg de shRNA iNOS 358-407 o 3,15 ug de shRNA iNOS 663-
710 0 3,27 ug de Scrambled, 0 2.16 pug de pGL3 fueron diluidos en medio Opti-MEM sin
antibiotico ni SFB, durante 5 min a tempreratura ambiente. Luego, se agreg6
lipofectamina a cada condicion, tambien en Opti-MEM, incubandose durante 20 min a
temperatura ambiente. Cada condicion junto con la lipofectamina, fue agregada a placas
de 100 mm de diametro conteniendo monocapas subconfluentes de células HEK293LTV,
en ausencia de antibiotico de seleccion, y se los dejé en contacto durante 8hs en estufa
a 37°C. Pasado ese tiempo el medio de cultivo fue reemplazado por RPMI con 10% de
SFB y kanamicina —antibiotico de seleccién-.

Durante 24hs, se procedié a colectar el sobrenadante viral, donde se realiz6 la
titulacion de la concentracion de virus obtenido.

Monocapas subconfluentes de células MB49-l fueron transducidas con los
sobrenadantes virales (shiNOS y scrambled) previamente filtrados y titulados, durante al
menos 48hs. Luego de ese tiempo, el contenido viral fue reemplazado por medio
completo, en presencia de Zeocina, antibiotico de seleccion. Luego, las células
transducidas fueron cosechadas para extraccion de proteinas totales, de manera de
verificar el % de silenciamiento de iINOS. Se obtuvo un silenciamiento mayor al 50%,
clasificando a esta linea estable como “MB49-IshiNOS-, y su control —-MB49-I-scr.
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3.14 Obtencidén células con expresion de Luciferasa

Monocapas subconfluentes de las lineas estables generadas en el punto anterior,
fueron transducidas con los sobrenadantes virales obtenidos de pGL3, con el
procedimiento descripto anteriormente. Luego, las células fueron cosechadas para medir
la actividad de luciferasa (utlizando D-luciferina como sustrato), de manera de verificar

que la transduccion haya sido exitosa. De esta manera se obtuvieron otras lineas
estables: MB49-I-scr-Luc y MB49-I-sh-iINOS-Luc.

4.Ensayos In vivo

4.1 Evaluacion del crecimiento tumoral

La evaluacion del crecimiento tumoral fue realizada empleando dos sitios
diferentes de inoculacion. El crecimiento subcutaneo, que es ampliamente usado en
investigacion oncoldgica porque es de facil inoculacion y posterior evaluacion y la
inoculacion ortotopica que necesita de operadores bien entrenados pero tiene la ventaja

de respetar la interacciones propias del tejido de origen.

4.1.1 Ensayo de crecimiento de tumores subcutaneos

Se realizaron los siguientes experimentos subcutaneos para evaluar:

e Efecto del tratamiento con L-NAME sobre células de CaV con distintos grados de

expresion de iNOS:

1. Se inocularon ratones C57BL/6J machos en el flanco izquierdo de manera
subcutanea con 2.5x10° MB49 o MB49-1 en 0.1ml/ ratén. Luego, los ratones
inoculados con cada uno de los tipos celulares fueron divididos al azar en

dos grupos: Aquellos que no recibieron tratamiento —Control- y aquellos
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que recibieron L- NAME (0.5g/L en el agua de la bebida) (8 ratones por
1grupo). El tratamiento comenzé a los 5 dias de inoculado el tumor.

2. Se inocularon ratones C3H machos en el flanco izquierdo de manera
subcutanea con 2.5x10° células MBT2 en 0.1ml/ratén. Los ratones
inoculados fueron divididos en dos grupos: Aquellos que no recibieron
tratamiento —Control- y aquellos que recibieron L-NAME (0.5g/L en el agua
de la bebida) (8 ratones por grupo). El tratamiento comenz6 a los 5 dias de
inoculado el tumor.

e FEfecto del silenciamiento de iINOS en MB49-: Para evaluar el efecto del

silenciamiento de iINOS en MB49-| se utilizaron células silenciada por la técnica
shRNA, que también expresan luciferasa, de modo que el crecimiento tumoral fue
monitoreado por método de luminiscencia in vivo utilizando el sistema Xenogen-
IVIS-In vivo Imaging (Xenogen - IVIS ® Spectrum, Universidad de Quebec en Trois
Rivieres). Brevemente, se inocularon ratones C57BL/6j con 2.5x105 MB49-I-sh-
INOS-Luc o las células control MB49-I-scrambled-Luc en el flanco izquierdo de
manera subcutanea en 0.1mlratbn en las mismas condiciones descriptas
previamente. Los ratones fueron inoculados 3 veces por semana con D-Luciferina
(sustrato de la enzima luciferasa) 0.15mlfratbn (15mg/ml) de manera
intraperitoneal, luego fueron anestesiados con isofluorano, por inhalacion e
introducidos en el equipo de deteccion de la luminiscencia. El pico de maxima
actividad de la luciferasa se detecta entre 5-7 min posteriores a la inoculacion del
sustrato.

Efecto sobre la co-inoculacidn de células tumorales con fibroblastos: Para evaluar el

rol que ocupa el estroma en la evolucion tumoral, cultivos primarios de fibroblastos
embrionarios fueron tratados in vitro con L-NAME (2mM) durante 48hs. Los
fibroblastos (0.5x10%ratén) fueron inoculados conjuntamente con 2.5x10° células
MB49 o MB49-lraton en el flanco izquierdo de manera subcutanea en machos
C57BL/6j. A los 7 dias se realizd6 un segundo inoculo intratumoral de fibroblastos
(1.5x105/ratén) tratados in vitro con L-NAME (2mM) durante 48hs.
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En todos los casos, el crecimiento tumoral se evalué midiendo con calibre dos veces
por semana los diametros mayor (D) y menor (d) y aplicando la férmula: 0,4 x D x d?,
expresandose como mms.

Los animales fueron sacrificados aproximadamente entre 25 y 30 dias post inoculo

tumoral.

4.1.2 Ensayo de crecimiento de tumores ortotépicos

Los tumores ortotdpicos fueron realizados utilizando hembras C57BL/6j,
inoculadas en la vejiga con 2.5x10* células MB49 o MB49-lratén. Los animales fueron
anestesiados mediante la inoculacion intraperitoneal de Ketamina (100 mg/kg) + Xilacina
(10 mg/kg). Luego, se introdujo un catéter de 24G en la uretra de los ratones, llegando
hasta la vejiga, y se realizd una lesion en el urotelio con un electrocauterizador con el fin
de que las células tumorales se adhieran. Una vez realizada la cauterizacién, las células
sonintroducidas dentro de la vejiga. La presencia tumoral se evalué mediante palpacion
abdominal y presencia de hematuria. A los 15-22 dias de portacién del tumor, los ratones
fueron sacrificados, y las vejigas fueron extirpadas. El tamafo tumoral se evalud a través
del peso de las vejigas al momento del sacrificio y como control se utiliza el peso de
vejigas de animales sin tumor.

e Los ratones fueron tratados con L-NAME (0.5g/L en el agua de la bebida),

comenzando cinco dias postinoculacién tumoral.

e En algunos experimentos su utilizé la via endovesical para la administracién
de los inhibidores de NOS. En estos casos el inhibidor L-NAME (2mM) o el
inhibidor especifico de iINOS 1400w (8 uM) fueron inoculados en la vejiga de
ratones previamente anestesiados, dos veces por semana, comenzando 3

dias postinoculo de las células tumorales.

Para evaluar el efecto del silenciamiento de iNOS se procedi6 de igual manera en
que se describe en el parrafo anterior, con la Unica diferencia de que los animales fueron
anestesiados con isofluorano, por inhalacién, en concentraciones de 1.5 a 3%, de

manera continua. El crecimiento tumoral fue registrado tres veces por semana utilizando
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el equipo de luminiscencia in vivo como se describid previamente para el crecimiento
subcutdneo a traves del sistema Xenogen-IVIS-In vivo Imaging (Xenogen - VIS ®
Spectrum, Universidad de Quebec en Trois Rivieres).

4.3 Ensayo de Angiogénesis

La angiogénesis se evalué mediante la determinacion del nimero de vasos en la
piel del ratones C57BL/J6, a los 5 dias luego de la inoculacién intradérmica de células
MB49 o MB49-1 (2x104/0.3ml). Los ratones fueron sacrificados, exponiendo luego la piel
para determinar la zona de inoculacién y se tomaron fotografias utilizando una lupa
estereoscopica de 16x de magnificacion. Las imagenes fueron transferidas a la
computadora, donde se cuenta el nimero utilizando una grilla de 1mm?, los resultados
se informan como nimero de vasos/mm?.

En todos los experimentos se incluyd un grupo de animales donde no se
inocularon células tumorales, sélo se inoculd6 medio de cultivo con azul tripan que
identifica la zona de inoculacion, con el objeto de establecer el nuUmero de vasos en
animales normales.

Se realizaron dos tipos de tratamiento, a) administracidon sistémica del L-NAME
(0.5¢/L) en el agua de la bebida durante los cinco dias o b) pre tratamiento de las células
tumorales durante 48h con 1400w (8uM) e inoculacion de 0.1ml del mismo junto con las

células tumorales.

4.4 Ensayo de metastasis experimentales

Machos C57BL/6j fueron inoculados en la vena de la cola con 2x104 MB49 o
MB49-lraton, en RPMI 1640, en un volumen de 0.3ml. Los animales fueron
randomizados al azar y divididos en dos grupos: Control (sin tratamiento) y L-NAME
(0.5g/L, en el agua de la bebida). Diez dias posteriores a la inoculacion tumoral, los
ratones fueron sacrificados y los pulmones fueron extirpados y filados en solucién de
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Bouin (acido picrico + formaldehido + acido acético) y el numero de nddulos superficiales

fue cuantificado bajo lupa estereoscopica con una magnificacién de 6.5x.

4.5 Obtencion de fibroblastos embrionarios

Ha sido descripto que los FB embrionarios se asemejan a los FB activados
protumorales. Por lo tanto, fueron utilizados como células representativas del estroma
tumoral. Los fibroblastos embrionarios se obtuvieron de embriones de 13 dias de ratones
C57BL/J6. Se obtuvo el tegumento de los ratones, el cual se cort6 con bisturi en
secciones de Tmm3. Dichas secciones se incubaron con 5ml de tripsina (0.25%) a 37°C
en agitacién durante 30 minutos. La tripsina fue luego inactivada con el agregado de 2ml
de SFB, se dejé decantar 2 minutos para eliminar grumos y se colecté el sobrenadante
con los fibroblastos, el cual se centrifug6 y resuspendié en medio RPMIcon 10% de SFB.

Se contaron a los fibroblastos con azul tripan y se los sembré en frascos de cultivo.

5. Técnicas histologicas

Fragmentos de tumores de aproximadamente 3mm de lado fueron fijadas en
formaldehido 4% durante 24hs, y luego deshidratadas con concentraciones crecientes

de alcohol etilico (desde 70 hasta 100%). El aclaramiento fue realizado con xilol, y
posterior inclusiéon en parafina. Posteriormente se realizaron con micrétomo cortes de

5um, los que fueron montados sobre portaobjetos, desparafinados y rehidratados para

permitir la realizacion de las distintas técnicas histoldgicas.

5.1 Coloracion Hematoxilina & Eosina

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

el excedente luego con agua corriente, seguido por un lavado con agua destilada. Luego,



Materialesy mé todos| 84

se colored con eosina acida durante 1-4 minutos, y se volvid a lavar con agua destilada.
Finalmente se realizd la deshidratacidén de los cortes que fueron montados con Balsamo
de Canada.

5.2 Identificacion de colageno por Tricrdmico de Masson

Para llevar a cabo esta técnica, los cortes fueron coloreados con Hematoxilina de
Carazzi, durante 10 minutos, luego lavados con agua corriente, y coloreados con una
mezcla de Fucsina-Ponceau de Xilidina-Orange G durante 1 minuto, y lavados
nuevamente con agua destilada. La coloracion fue diferenciada con acido fosfomolibdico
al 1% durante aproximadamente 5 minutos, y luego se colore6 con Azul de Anilina
Acética durante 6 minutos, y se lavd rapidamente con agua destilada. Por dltimo, los

cortes fueron deshidratados y montados con Bélsamo de Canada.

5.3 Inmunohistoquimica

Para realizar esta técnica los cortes histolégicos fueron colocados en portaobjetos
cargados positivamente. Se elimind la peroxidasa enddégena por tratamiento durante 30
minutos con perdxido de hidrégeno 0.6%. Luego, se realizd la recuperacion antigénica
por calentamiento de las muestras en buffer citrato pH6 durante 15 min. Posteriormente,
las muestras fueron incubadas con buffer bloqueo durante 1h (Vector Laboratories, Cat
# PK-4000), luego lavadas 3 veces con PBS durante 5 minutos e incubadas con el
anticuerpo primario a 4°C O.N. Al dia siguiente, los cortes fueron lavados 3 veces con
PBS e incubados con el anticuerpo secundario biotinilado (Vector Laboratories, Cat #
PK-4000), diluido 1:500 durante 30 min. Una vez terminado ese tiempo, el complejo de
peroxidasa-estreptoavidina diluida en PBS 1:3000, fue agregada a la muestra durante 5
minutos. La reaccion de coloracion se realiz6 con 3-3’-diaminobencidina al 0.02% vy
peroxido de hidrogeno al 0.01%, y los nucleos fueron coloreados con Hematoxilina de
Mayer durante 1 minuto. Los controles negativos se realizaron omitiendo el anticuerpo

primario.
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6. Analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron al menos 3 veces dando resultados
similares. Se muestra uno ensayo representativo. En los graficos de cuantificacion de los
Western Blot se presentan datos de tres experimentos promediados. Los estudios in vitro
se realizan por sextuplicado y se expresan como promedio +/- desviacion estandar. Se
utilizd, el andlisis de la varianza (ANOVA) con comparaciones Bonferroni o Test de

Student segun se indica en los pies de figura de cada ensayo.

Los estudios in vivo, fueron realizados en tres ocasiones independientes. Salvo
que se aclare especialmente, cada grupo experimental fue compuesto por 8 animales.
Los resultados se expresan como mediana y rango cuando tienen una distribucién no
gausiana o como promedio y desviacidén estandar para las distribuciones gausianas. Para
medir crecimiento y peso tumoral se utilizaron test no paramétricos de Kruskal-Wallys
con comparaciones de Dunn o Mann-Whitney segun corresponda. Para los ensayos de
sobrevida se utilizé el test “Log-rank” (Mantel-Cox) para comparaciones globales y luego
el Test Gehan-Breslow-Wilcoxon para comparaciones de a pares de tratamientos. Para
el andlisis estadistico se utilizd el programa GraphPad Prism 5 InStat statistical package

(version 3.01).

7. Consideraciones éticas

Los ratones utilizados en estos estudios fueron obtenidos del Bioterio del Instituto
de Oncologia Angel H. Roffo, y fueron tratados segln normas éticas del Instituto,
coincidentes con las normas internacionales para asegurar el bienestar de animales de
experimentacion. Concluidos los experimentos o ante sintomas de dolor en los animales,
los mismos fueron sacrificados por dislocacion cervical o en cdmara de COz.

Los estudios en animales cuentan con la aprobacién del Comité Institucional de Cuidado

y Uso de Animales de Experimentacion (Protocolo: 2012/02).
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La progresion tumoral se puede entender como una suma de varios pasos
secuenciales e independientes que llevan a una célula tumoral hasta tu punto culmine,
la metastasis. Para poder avanzar a través de los diferentes pasos de la progresion
maligna, las células tumorales adquieren diferentes alteraciones geneticas y/o
epigeneticas cuya aparicion puede ser favorecida o inhibida por senales moleculares
paracrinas proveninetes del microambiente, del estroma y de las diferentes poblaciones
celulares que componen los tumores. Para estudiar la integracién de esas senales, es
necesario de modelos experimentales complejos que puedan emular dichas
interacciones. Gracias al modelo de cancer de vejiga murino con el que contamos, fue
posible estudiar la relacién que existe entre la expresion de iINOS, la produccién de NO
y el crecimiento tumoral, de manera de entender el rol del NO en la progresién del CaV

Ya describimos al NO como mediador importante en los procesos inmunolégicos,
en la inflamacion, en los procesos de cicatrizacidén de heridas y en la remodelacion tisular.
La inflamacidn cronica es un factor capaz de promover el fenbmeno de cancerizacion de
campo y se ha asociado a la induccion y promocion tumoral. Algunos autores consideran
al CaV como un fendmeno 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 expresidén de iNOS, enzima productora de
altos niveles de NO, es un factor de mal pronéstico para pacientes, asociandose con
progresion hacia la invasién y con recurrencia temprana [80]. Sumado a nuestros
resultados, otros investigadores han sugerido que la expresion de iINOS podria estar
asociada a la falta de respuesta al tratamiento con BCG [136]. En base a estos

antecedentes decidimos hacer blanco en la regulacion de las NOS.

Por este motivo inicialmente decidimos analizar la actividad biologica del L-NAME

(inhibidor farmacolégico pan NOS).
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1. EFECTO DEL INHIBIDOR L-NAME SOBRE LAS LINEAS DE
CaV

1.1 El L-NAME disminuye crecimiento celular y la produccion
de NO en forma dosis dependiente —Eleccion de una dosis de

trabajo-

Con el objetivo de analizar si la inhibicion de NO ejercia un efecto sobre el
crecimiento de células de CaV, se decidi6 evaluar la proliferacion celular bajo la inhibicion
farmacoldgica de la produccién de NO, utilizando la técnica de MTS. Para ello, utilizamos
L-NAME, inhibidor farmacolégico de las tres isoformas de NOS, en distintas
concentraciones. Realizamos un primer ensayo utilizando las células productoras de NO,
MB49 y MB49-| para establecer la dosis respuesta, Observamos que el L-NAME inhibe
el crecimiento de las células MB49 y MB49-1 y la produccion de NO en forma dosis
dependiente (Figura 13) indicando que el NO es un factor necesario para el crecimiento.
Observamos también, que la linea invasora MB49-| produce mayores niveles de NO que
la linea NMI, MB49. Para los ensayos siguientes se seleccion6 la concentracién de L-
NAME de 2mM, donde hay una inhibicion de proliferacion del 50% en ambas lineas

tumorales.
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Figura 13: La inhibiciéon de la producciéon de NO con L-NAME disminuye el crecimiento in vitro
de la lineas de CaV. A) Proliferacion de células MB49 y MB49-| (informado como % de células respecto
al control (sin L-NAME), al cuan se considerd 100%) tratadas con distintas concentraciones de L-NAME
durante 48hs evaluado por MTS. a- p<0.0001 vs control; b- p<0.0001 vs control B) Produccién de nitrito
en células MB49 y MB49-| tratadas con distintas concentraciones de L-NAME por 48hs. a- p<0.001 vs
control; b-p<0.0001 vs MB49; c-p<0.0001 vs control. ANOVA, contrastes de Bonferroni.

1.2 ElI L-NAME disminuye el crecimiento in vitro, la produccion
de NO y expresion de INOS de lineas de CaV que expresan la

enzima

En una nueva serie de experimentos se incluy6 la linea de CaV, MBT2, que no
produce NO y no expresa iNOS. Observamos que a diferencia de las lineas que expresan
iNOS, el crecimiento de MBT2 no se ve afectado por el tratamiento con L-NAME (2mM)
(Figura 14A).Observamos que, por western blot y por inmunofluorescencia, la linea
invasora MB49-1 presenta mayor expresién de la enzima que la linea MB49. El
tratamiento con L-NAME disminuye la expresién de iNOS en ambas lineas (Figura 14C

y 15).
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Figura 14: L-NAME reduce la produccion de NO y la expresion de iNOS en MB49 y MB49-l. A)
Proliferacion de células MBT2, MB49 y MB49-I (informado como % de células respecto al control, que se
consider6 100%) tratadas L-NAME 2mM durante 48hs evaluado por MTS. a- p<0.0001 vs control; b-
p<0.0001 vs control) La produccién de NO fue determinada en los sobrenadantes de MBT2, MB49 y MB49-
| tratadas o no in vitro con L-NAME (2mM), con el reactivo de Griess. ANOVA, Contrastes Bonferroni: a-
p<0.001 vs MB49; b-p<0.001 vs MB49-.ANOVA, contrastes de Bonferroni.C) El ensayo de western blot
revela la mayor expresién de iINOS en MB49-I. El tratamiento con L-NAME (2mM) durante 24hs disminuye
la expresion en MB49-I. La expresion de iNOS se relativizd a la de actina-beta y se expresé como veces
de cambio respecto al control. ANOVA, Contrastes Bonferroni: a: p < 0.001 vs. MB49, b: p < 0.001 vs.
MB49-l.Densitometria para iINOS utilizando software de iméagenes.
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citoplasmatica (flechas rosas) en MB49-l, a diferencia de MB49, disminuida
luego del tratamiento con L-NAME. Los nucleos fueron marcados con DAPI.
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1.2 Modulacién de la expresion de iNOS

En un intento para establecer si la modulacién de la expresion de iINOS que
observamos luego del tratamiento con L-NAME, se realiza a nivel de la transcripcién, se
llevaron a cabo PCRs semi cuantitativas. En la Figura 16 se puede observar que los

niveles de mMRNA de iNOS son mayores en la linea MB49-l, que en la MB49, en
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concordancia con los niveles proteicos. Sin embargo, L-NAME no modul6 los niveles de

mensajero en ninguna de las dos lineas. Estos resultados indican que la inhibicion de la
expresion de iNOS por L-NAME no es a nivel transcripcional.
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Figura 16: El tratamiento con L-NAME no modifica los niveles de mRNA de
iNOS en MB49 y MB49-l. Las células fueron tratadas con L-NAME 2mM durante
24hs. Se muestran las veces de induccion respecto a GAPDH y a los respectivos
controles (MB49 o MB49-l). ANOVA, contrastes Bonferroni: a-p<0.001 vs MB49.

Se sabe que en la mayoria de las células, la transcripcién de iNOS requiere de la
activacion del factor de transcripcidon nuclear NF-kB. Algunos autores describieron que la
inhibicién de la expresion de iINOS por numerosos agentes, tales como glucocorticoides
o antioxidantes resultaron también en la inhibiciéon de la activacion de NF-kB. Dicha
inhibicién puede deberse a la captura de este factor por interacciones proteina-proteina,
por el bloqueo de la translocacién nuclear, o por la inhibicién de la transactivacién de NF-
kKB [152-154]. Otros autores han reportado que puede inhibirse la expresién de iINOS a
través de mecanismos de transrepresion de NF-kB, mediados por receptores nucleares

PPARYy, debido a que ambos compiten por los mismos factores coactivadores [155]. Es
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asi que decidimos analizar si la inhibicién de la expresion de iNOS luego del tratamiento
con L-NAME, se debia a la inhibicién de la activacién de NF-kB o a la activacién de la
actividad de PPARYy. Para ello se realiz6 un ensayo de gen reportero para luciferasa bajo
el control transcripcional de los elementos respondedores de NF-kB (NF-kB) y PPARYy
(PPRE). Observamos, que la actividad de NF-kB no se encuentra inhibida por el
tratamiento con L-NAME (Figura 17A), y que con L-NAME la actividad de PPARYy se
encuentra levemente mas activada luego del tratamiento, pero no de manera significativa
(Figura 17B). Estos resultados indican que en principio la disminucion de la expresién
de iINOS por tratamiento con L-NAME no estaria mediado por las vias de NF-kB ni por
PPARYy. Sin embargo, es posible que al menos en MB49 exista alguna vinculacién entre
la activacion de PPARYy y la inhibicion de iNOS. De todas maneras, no se descarta la
presencia de otros mecanismos involucrados.
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Figura 17: La inhibicion de la expresion de iNOS en las células de CaV por el L-NAME no se
encuentra regulada por los factores NF-kB, ni PPARy. A y B) Actividad transcripcional de NF-xB y
PPARy en monocapas subconfluentes de células MB49 y MB49-| transfectadas con un plasmido que
posee el gen de luciferasa bajo el control transcripcional del NF-kB y PPRE respectivamente y un
plasmido que posee el gen de Renilla bajo el control transcripcional de un promotor constitutivo. Las
células fueron durante 24hs con +/- 2mM L-NAME. La actividad luciferasa y Renilla se ley6 como

cuentas por segundo y los resultados de luciferasa se relativizaron respecto a los de Renilla y se
graficaron como veces respecto al control.
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1.3 El L-NAME inhibe la via de proliferacion MAPK

Ya que demostramos que el L-NAME inhibe la proliferacion de las lineas MB49 y
MB49-|, el paso siguiente fue analizar las vias de sefalizacion vinculadas a proliferacidén
(MAPK) y sobrevida (PI3K). Para ellos analizamos por western blot la expresién de ERK
fosforilado (pERK) y Akt fosforilado (pAkt), efectores finales de las vias de MAPK y PIBK
respectivamente. . Observamos que el L-NAME disminuyendo la fosforilacién de ERK1/2
(Figura 18A) mientras que no modifica la fosforilacién de AKT. (Figura 18B). Estos
resultados indican que el L-NAME afecta la proliferacion de las células sin modificar la
via de sobrevida.
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Figura 18: El tratamiento con L-NAME inhibe la via MAPK: Western blot de lisados de células
MB49 y MB49-| +/- L-NAME 2mM durante 24hs para A) pERK.y B) pAKt. La fosforilacion relativa de
las proteinas se normalizé respecto al valor de la proteina total. Los resultados se expresaron como
veces de cambio respecto al control. a- p<0.05 vs MB49; b-p<0.05 vs MB49-I. ANOVA comparaciones

de Bonferroni.
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1.4 El tratamiento con L-NAME reduce la actividad de enzimas

proteoliticas de MB49-I|

Las enzimas proteoliticas estan intimamente relacionadas con los procesos de
invasion que llevan a la progresion tumoral desarrollando metastasis en 6rganos
distantes. Antecedentes de nuestro grupo muestran que la linea MB49-1 es mas invasora
y produce mayores niveles de enzimas proteoliticas MMP-9 y uPA [156]. A continuacidn
quisimos evaluar el rol del NO en las capacidades invasivas de las lineas, midiendo la
actividad de enzimas proteoliticas. En concordancia con los antecedentes, observamos
una mayor actividad de uPA en MB49-1en comparacién con MB49, que es inhibida luego
del tratamiento con L-NAME (Figura 19A).

Analizamos también la actividad de MMPs, y observamos una banda de
degradacién gelatinolitica de 105 kDa y 72 kDa correspondiente a MMP9 y MMP2
respectivamente. Ambas enzimas presentaron mayores niveles en la linea MB49-,

comparada con MB49. La actividad de MMP9 y MMP2 es inhibida significativamente en
la linea invasora, pero no se modifica en la no invasora, MB49. (Figura 19B).
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Figura 19: El tratamiento con L-NAME reduce la actividad de enzimas proteoliticas en MB49-1.A]
Cuantificaciéon de actividad de uPA por caseinolisis radial. La actividad de uPA secretada fue cuantificada
por caseinolisis radial en el Medio Condicionado de cultivos celulares MB49 y MB49 +/- L-NAME 2mM.
ANOVA, contraste Bonferroni a-p<0.0001 vs MB49; b-p<0.0001 vs control B) Cuantificacién de la actividad
de MMP-9/2 por zimografia. Bandas de actividad proteoliticas fueron cuantificadas con un densitémetrc
digital, los datos estan expresados como unidades arbitrarias. ANOVA, contraste Bonferroni a-p<0.001 vs
MB49; b-p<0.0001 vs control; ¢-p<0.0001 vs MB49; d-p<0.0001 vs control.

1.5 El L-NAME reduce la capacidad migratoria de la linea
MB49-I

Para generar metastasis las células tumorales deben adquirir capacidad
migratoria que les permita desplazarse a traves de las diferentes estructuras, penetrar
en los vasos sanguineos y luego salir de ellos en el 6rgano blanco de la metastasis. Para
analizar la implicancia del NO en este proceso analizamos la capacidad migratoria de las
células a través de un ensayo de migracién en herida in vitro. Nuestros resultados
muestran que la linea MB49-I tiene mayor capacidad migratoria que MB49. Observamos
que el L-NAME disminuye dicha capacidad solamente en la linea invasora (Figura 20).
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Area (unidades arbitrarias)

Figura 20: El L-NAME reduce la capacidad migratoria de la linea MB49-l A) Imagenes representativas
(microscopia por contraste de fase) del ensayo de migracién de cierre de herida. Las células MB49 y MB49-
| tratadas o no con L-NAME 2mM fueron crecidas hasta confluencia. Se realizé una herida lineal sobre la
placa de cultivo y se monitored cada hora durante 18h. El area no cubierta de la herida en los cultivos fue
cuantificada a tiempo 0 y 18h utilizando el /mageJ 1.37v. El gréafico representa el area cubierta. ANOVA,

contraste Bonferroni a-p<0.005; b-p<0.005

1.6 El tratamiento con L-NAME inhibe el desarrollo de

metastasis experimentales en pulmén

Ya demostramos que el NO es factor necesario para la migracién celular y activacion de
enzimas proteoliticas directamente asociadas con procesos de invasién tumoral y
posterior diseminacién. La diseminacion metastasica provoca en el huésped un impacto
sistémico severo, de profunda relevancia clinica ya que es el acontecimiento que
ensombrece el prondstico del paciente oncoldgico. Tanto la invasién como la metastasis
representan dos obstaculos enormes en la terapéutica de las neoplasias. Con el objetivo
de investigar el rol de NO en el crecimiento metastatico elegimos un modelo de
metéstasis experimentales en el cual se inoculan las lineas de CaV MB49 y MB49-|
(2x10%4/0.3ml) en la vena de la cola de ratones hembras C57BL/6j. Seguidamente, fueron
tratados 0 no con L-NAME (0.5g/L) en el agua de la bebida. Después de 10 dias de
experimento, los ratones fueron sacrificados y los pulmones fijados. Observamos, que

los pulmones presentaban macrometastasis visibles, lo que nos permitié hace un andlisis
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del numero de nddulos metastasicos, bajo lupa estereoscépica. Observamos que los
nodulos metastasicos fueron significativamente mayores al inocular células MB49-|,
respecto MB49, como ya habia sido descripto [156], y el tratamiento con L-NAME redujo
el numero de dichos nédulos, en ambos tumores, pero de manera significativa en la linea
invasora (Figura 21).

Estos resultados indican que ambas lineas tumorales tienen la capacidad de
crecer en un 6rgano distante como el pulmén, y que la inhibicién de la produccién de NO
reduce dicho capacidad.
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Figura 21 La inhibicion de la produccion de NO reduce el numero de metastasis experimentales
pulmonares en los tumores invasores: Ensayo de metastasis experimentales pulmonares. Se cont6 el
nimero de nodulos metastasicos pulmonares después de la inoculacion 2x104 células MB49 y MB49-| +/- L-
NAME 0.5¢/L en el agua de la bebida. Test Kruskal-Wallis, con comparaciones de Dunn a-p<0.001 vs MB49;
b-p<0.001 vs MB49-I. En el panel de la derecha, imagines representativas de los pulmones extraidos, y los
claros nodulos tumorales en los pulmones control, en mayor medida en los MB49-I.
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2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON L-NAME IN VIVO

2.1 El L-NAME reduce el crecimiento heterdopico de tumores

que expresan iNOS

Los modelos animales son de gran utilidad para el estudio de la progresién y/o
disefio de nuevas modalidades diagnosticas y terapéuticas. La mayoria de los estudios
se realizan utilizando la inoculacion subcutdnea ya que aunque no es el sitio ortotépico
presenta la ventaja de ser facil de inocular y de evaluar el crecimiento. En consecuencia
para evaluar el efecto del NO in vivo, en una primera etapa, se generaron tumores
subcutaneos utilizando las células MB49 y MB49-| en ratones singeneicos C57BL/6J, y
células MBT2 en ratones C3H. El L-NAME fue administrado en el agua de la bebida a
partir de los 5 dias de inoculacién tumoral en una dosis de (0.5g/L), a lo largo de todo el
experimento. La Figura 22 muestra que L-NAME inhibi6 el crecimiento tumoral de MB49
y MB49-1, mientras que no afecto el crecimiento de los tumores MBT2. En concordancia
con lo observado in vitro, podemos decir que el tratamiento con L-NAME esta afectando
el crecimiento de aquellos tumores que expresan iNOS, en este caso, alterando adn, en
mayor medida a los tumores MB49-|, que presentan una alta expresion de la enzima. En
forma similar a lo observado in vitro, el tratamiento con L-NAME disminuye la expresion
de pERK, indicando que invivo, el tratamiento también esta afectando la proliferacién de

las células tumorales.
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Figura 22: L-NAME inhibe el crecimiento tumoral de tumores que expresan iNOS: Se inocularon
2x105 células MB49/ MB49-1 o MBT2 en A) ratones C57BL/6J B) C3H. El L-NAME fue suministrado 5 dias

posteriores a la inoculacion tumoral y luego a lo largo del experimento por via oral en el agua de la bebidz

(0.5¢/L). Se grafica el volumen tumoral (mm3) promedio +/-DS. El andlisis estadistico se realiz6 sobre el

wolumen tumoral a dia final del experimento. Test Kruskal Wallis con comparaciones multiples de Dunn a-
p<0.05 vs MB49; b-p0.001 vs MB49; c-p<0.001 vs MB49-I. C) Fotos representativas de tumores MB49 y
MB49-I +/- L-NAME al dia de sacrificio. D) Expresién de ERK en homogenatos de tumores subcutdneos

tratados o no con L-NAME. La fosforilacion relativa de ERK se nornalizé respecto a ERK total. Los

resultados se expresaron como veces de cambio respecto al control. a- p<0.05 vs MB49; b-p<0.01 vs

MB49-I ANOVA contrastes de Bonferroni.
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2.2 El L-NAME reduce la angiogénesis tumoral

Con el fin de analizar la implicancia del NO en el proceso de angiogénesis tumoral,
ratones C57BL/6j fueron inoculados de manera intradérmica con células MB49 o MB49-
l, y tratados o no con L-NAME (0.5g/L, en el agua de la bebida) durante 5, desde el dia
de inoculacién tumoral. En la Figura 23 se observa que ambos tumores inducen una alta
angiogénesis, a diferencia del control inoculado con vehiculo. Sin embargo, la linea
MB49-| fue capaz de inducir un mayor numero de vasos en comparacion que la MB49.
Nuestros resultados muestran que la inhibicion de NO afecté la neovascularizacién de
ambos tumores, siendo aun mas evidente en los tumores invasores. Asimismo, fue
posible observar que el tratamiento no soélo afectd la formacion de nuevos vasos para
nutrir a los tumores, sino también el calibre de los mismos, y el tamafo de los incipientes
tumores.

Esta descripto que la induccion de iNOS en células tumorales puede promover la
angiogénesis a través de la upregulacion del factor VEGF. Es por esto, dado que
observamos la reduccion de dicho proceso, al tratar con L-NAME, decidimos evaluar la
expresion del factor en tumores subcutaneos tratados o no con L-NAME: A diferencia de
lo que esperabamos, observamos, que la expresion de VEGF no se encuentra afectado
por el tratamiento (Figura 24).
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Figura 24: La inhibicion de la producciéon de NO disminuye la angiogénesis generada por tumores

de vejiga: Ratones C57BL/6j fueron inoculados intradérmicamente con células 2x10* MB49 y MB49-1 junta
con una gota de azul tripan para identificar la zona de inoculacién. EI L-NAME fue administrado el mismo

dia de la inoculacién y a lo largo de los 5 dias de experimento, via oral, en el agua de la bebida (0.5g/L).Se

cuantificaron los vasos sanguineos a través del programa Image J, y la angiogénesis es reportada como el

nimero de vasos/mm?2 de piel. Las fotografias fueron tomadas con lupa estereoscopica bajo 16x de

aumento. Las flechas naranjas identifican la zona de inoculacién, las amarrillas los vasos, y las negras

indican el tumor. Test Kruskal Wallis con comparaciones multiples de Dunn a-p<0.01 vs vehiculo; b-p<0.01
vs MB49; ¢-p<0.001 vs MB49-1.
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Figura 23: Expresion de VEGF en tumores subcutaneos. Ensayo de western blot para analizar la

expresion de VEGF en homogenatos de tumores subcuténeos tratados o no con L-NAME (0.5¢g/L) Le

expresion de VEGF se relativizé a lade la B-actina 'y se expresé como veces de cambio respecto al control..
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3. ROL DEL ESTROMA EN LA PROGRESION TUMORAL.
EFECTO ANTITUMORAL DE LA INHIBICION DE LA
PRODUCCION DE OXIDO NITRICO

3.1 El L-NAME induce regresion tumoral acompanada de
deposicion de fibras de colageno

Se sabe que el NO se encuentra involucrado en procesos remodelacion tisular en
respuesta a diferentes estimulos. Un ejemplo de este proceso es la cicatrizacidn, proceso
fisiolégico, en donde ha sido reportado que el NO es un regulador negativo de la
remodelacion tisular [157]. Un ejemplo claro de esta regulacion se ve en el retraso de la
cicatrizacion debido a un proceso infeccioso que genera NO [158]. Antecedentes de
nuestro laboratorio, mostraron que la produccion de NO por parte de las células
tumorales en respuesta a BCG regulan negativamente la remodelacidn tisular necesaria
en esta terapia.

Dado que se considera a un tumor como una herida que no cicatriza, pensamos
que la inhibicién de la produccion de NO podria contribuir a dicha cicatrizacién, incidiendo
sobre las células tumorales y sobre el estroma tumoral. Como bien se describidé en la
introduccién una de las caracteristicas principales de un estroma reactivo es la
deposicion de fibras de colageno |. Es por esto, que para analizar directamente el efecto
del tratamiento con L-NAME sobre el estroma en el modelo tumoral de CaV, decidimos
estudiar el deposito de fibras de colageno en cortes histologicos de tumores de vejiga
tratados o no. Observamos, que el L-NAME produce una significativa inhibicion del
crecimiento tumoral, como bien mostramos en la Figura 22A y que la misma se
encuentra asociada a una acumulacion de matriz extracelular rodeando a las células
tumorales, que viene acompanada de la induccion de expresion de colageno
intratumoral, el cual se dispone rodeando a las células tumorales, en ambos casos
(Figura 25), medido a través de la coloracion tricromica de Masson.
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Estos resultados indican que el tratamiento con L-NAME indujo una alteriacion en
la MEC, posiblemente activando a los fibroblastos a proliferar y a secretar colageno |, de

manera de contener a las células tumorales.

Figura 25: El tratamiento con L-NAME induce regresion tumoral acompanada de
la deposicion de fibras de colageno. Coloracion tricromica de Masson en cortes
histologicos de tumores MB49 y MB49-| creciendo en el subcutdneo de ratones
C57BL/6j, a los que se le fue suministrado L-NAME en el agua de la bebida (0.5g/L) a
partir del quinto dia de inoculacién tumoral y a lo largo de todo el experimento. Se
evidencian las fibras de colageno en color celeste (flecha rosa), en algunos focos en
los tumores control, y una gran matriz de colageno en el caso de los tumores tratados

Magnificacion 400X
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3.2 El L-NAME promueve la proliferacion de fibroblastos in

vitro

Los FB son uno de los principales componentes del estroma y ha sido descripto
que los FB tumorales pueden activarse, transformandose en miofibroblastos con
caracteristicas protumorales.

A lo largo de esta tesis no nos fue posible aislar los FB asociados a los tumores,
por este motivo, para los siguientes experimentos utilizamos una linea célular,
denominada NIH-3T3 y cultivos de FB embrionarios que presentan muchas de las
caracteristicas de los tumorales activados.

De manera de analizar si el L-NAME ademas de inhibir el crecimiento tumoral,
modifica el estroma tumoral, decidimos estudiar el efecto del tratamiento con L-NAME
sobre la proliferacion de los FB antes mencionados.

Observamos que el tratamiento in vitro, incrementa significativamente el crecimiento de
ambas lineas de FB a partir de 0.5uM de L-NAME, sin mostrar dosis dependencia (Figura
26), por lo que podemos decir que NO estaria comportandose como un regulador

negativo de proliferacion en los fibroblastos.
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Figura 26: El tratamiento con L-NAME promueve la proliferacion de fibroblastos: Proliferacion de
fibroblastos bajo distintas concentraciones de L-NAME durante 24hs en A) Fibroblastos NIH3T3. Se

evalud proliferacién por ensayo de MTS y los resultados se expresan como porcentaje respecto al

control a-p<0.001 vs control. B) Fibroblastos Embrionarios y la cantidad de células después del

tratamiento se evalué por conteo con Azul Tripan. Los resultados se expresan como numero de

fibroblastos embrionarios x103 a-p<0.001 vs control. ANOVA, contrastes Bonferroni

Para entender si los FB participan de la inhibicién del crecimiento tumoral mediado

por L-NAME, estudiamos la accion de los medios condicionados (Mc) por FB sobre las

lineas tumorales, in vitro. Se obtuvieron Mc de FB NIH3T3 o de los embrionarios tratados
o no con L-NAME (2mM), y este mismo Mc fue utilizado para tratar células MB49 o MB49-
| creciendo en monocapa. Observamos que el Mc tanto de los FB NIH-3T3 como el de

los embrionarios tratados con L-NAME, reducen la proliferacion de las células de CaV.

El Mc de FB sin tratar promueve una leve proliferacion en ambas lineas. Estos resultados

indican que L-NAME induce en los FB la liberacién de productos inhibitorios del

crecimiento en las lineas de cancer de vejiga (Figura 27A).

A continuacién, decidimos realizar el experimento de manera inversa, para ver si

factores solubles liberados por las células tumorales tratadas con L-NAME 2mM podian

afectar a la proliferacién de los fibroblastos. Observamos, que el Mc de las células
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tumorales no modificé la proliferacion de los FB, medido como actividad metabdlica y

recuento celular, en el caso de los FB embrionarios (Figura 27).
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Figura 27 Proliferacion de célulasde CaV y FB en respuesta a Mc: A) Proliferacion de células MB49 y
MB49-| tratados durante 48hs con Mc de FB NIH- tratados in \itro con L-NAME 2mM Los resultados se
expresan como porcentaje respecto al control. a-p<0.001 vs control; b-p<0.001 vs Mc NIH-3T3; ¢c-p<0.05 vs
control; d-p<0.001 vs Mc 3T3. ANOVA, contrastes Bonferroni. B y C) Proliferacién de FB NIH-3T3 y
embrionarios tratados durante 48hs con Mc de células MB49 y MB49-| tratadas con L-NAME 2mM. La
viabilidad celular se evalué por MTS en el caso de los NIH-3T3 y por recuento celular en el caso de los

embrionarios.
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3.3 Los fibroblastos tratados in vitro con L-NAME presentan

actividad anti tumoral

Sabiendo, entonces que los FB via productos solubles pueden inhibir el
crecimiento de las células de CaV realizamos un experimento in vivo para verificar esta
actividad. Para ello, se utilizaron fibroblastos embrionarios de ratones C57BL/6J los
cuales fueron tratados o no con L-NAME 2mM durante 48hs, para luego ser co-
inoculados en ratones C57BL/6J junto con las células tumorales MB49 o MB49-1 en una
relacion 1:4. A la semana se realizd in segundo inoculo intratumoral con, de manera que
la relacién final fue FB:celulas tumorales 2:4.

Observamos que los FB embrionarios normales, en ambos casos aumentan
levemente el tamafo tumoral, en concordancia con lo observado in vitro, mientras que
en el caso de los tumores MB49, los tratados con L-NAME presentan una actividad
antitumoral significativa (Figura 28A).

En el caso de los tumores MB49-|, la inoculaciéon de FB no modificé el crecimiento
tumoral, sin embargo, produjo un incremento significativo en la sobrevida global de los
ratones portadores de tumor MB49-| + FB L-NAME (Figura 28B C).

En base a estos resultados podemos decir que el inhibidor de la produccidon de
NO, induce la inhibicién tumoral por al menos dos vias independientes. Una, a través de
la inhibicién del crecimiento de las células tumorales, dependientes de NO, y la otra, a
través de la induccion de fibroblastos con propiedades antitumorales.
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Figura 28: Los fibroblastos tratados in vitro con L-NAME presentan actividad antitumoral. Crecimiento
subcutaneo de células Mb49 y MB49-1 (2x105/ratén) que fueron co-inoculadas con fibroblastos embrionarios
(0.5x10%/ratén). A los 7 dias se realizé6 un segundo inoculo con fibroblastos (0.5x105/ratén). Los fibroblastos
fueron tratados in \vitro previamente a la inoculacién con 2mM L-NAME. A) Curvas de crecimiento tumoral MB49.
a- p<0.05 MB49 + FB L-NAME vs MB49 + FB control. Test Kruskal- Wallis, comparaciones de Dunn. B) Curva
de crecimiento tumoral MB49-I. C) Porcentaje de sobrevida de ratones co-inoculados con MB49-| y fibroblastos
embrionarios. Se utilizé el Test “Log-rank (Mantel-Cox)” con comparaciones de Gehan-Breslow-Wilcoxon
a-p<0,05 vs MB49-1 sin FB y MB49 + FB control.
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4. TRATAMIENTO CON L-NAME EN EL MODELO
ORTOTOPICO

4.1 El L-NAME inhibe el crecimiento de tumores de vejiga, la
expresion de iNOS vy los niveles de nitrito en orina

Como se dijo anteriormente, el sitio de inoculacion tumoral es un punto importante
a tener en cuenta. Si bien, la mayoria de los estudios se realizan utilizando la inoculacién
subcutanea, la inoculacidén ortotépica es la que permite evaluar mas correctamente las
interacciones huésped-tumor. A través de la implantacion ortotdpica pudimos obtener
tumores con parametros de relevancia clinica en un periodo de quince dias, obteniendo
tumores con una baja concentracién de células, de alta incidencia y reproducibilidad. Las
lineas MB49 y MB49-I fueron inoculadas en las vejigas de hembras C57BL/6J. El L-
NAME, al igual que en el modelo subcutdneo fue suministrado en el agua de la bebida
(0.5g/L) a partir del quinto dia de inoculacién tumoral, y a lo largo de todo el experimento.
En concordancia con lo observado en el crecimiento subcutaneo, detectamos que la
inhibicion de la produccion de NO reduce el crecimiento tumoral de ambos tumores,
evaluados como peso final de la vejiga, y comparado con el peso de vejigas normales,
provenientes de ratones sin tumor. El analisis histopatol6gicos de las vejigas confirmaron
que solo el 14% de los ratones portadores de tumor tratados con L-NAME presentaron
rastros tumorales en el caso del tumor MB49, y sélo el 17% en el caso de los tumores
MB49-I. Es posible observar, en la Figura 29C la diferencia en el tamaro de las vejigas.
Las vejigas con tumores MB49-l fueron significativamente mayor que las vejigas
normales y que las vejigas con tumores MB49. Se observa que el tratamiento con L-
NAME reduce el tamafo de las mismas asemejandolas al de una vejiga normal,
detectandose solamente algunos focos tumorales en las vejigas tratadas. Por otro lado,
el andlisis histopatologico demostré que mientras los tumores MB49-I son invasores del
musculo, en los tumores tratados con L-NAME no sélo se ve una disminucidén del tamafo

tumoral sino que no se detecta invasién del musculo detrusor (Figura 30).
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La manifestacion clinica mas frecuente en pacientes con CaV es la hematuria,
presente en el 80% de los casos, generalmente es intermitente y puede ser
macroscopica o microscopica [159]. A lo largo de los experimentos ortotdpicos, una
mayor proporcion de ratones portadores de tumor ortotopico MB49-l presentaron
hematuria, cuando se los compara con los generados por MB49. La presencia de
hematuria, fue ain menor en los ratones tratados con L-NAME en ambos casos (dato no

mostrado).
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Figura 29 La inhibicion de la produccion de NO inhibe el crecimiento de tumores ortotopico A)
Hembras C57BL/6J fueron inoculadas ortotopicamente en la vejiga con 2x104 células MB49 o MB49-I. El L-
NAME fue suministrado 5 dias posteriores a la inoculacién por via oral en el agua de la bebida (0.5g/L). A)
El tamarfo tumoral fue determinado con el peso de la vejiga. Test de Kruskal Wallis con comparaciones de
Mann-Whitney a-p<0.05 vs vejiga normal; b-p<0.05 vs MB49; c-p<0.01 vs vejiga normal; d-p<0.001 vs MB49-
I. B) Porcentaje de ratones con/sin tumor. C) Fotos representativas de vejiga normal y con tumor MB49 y

MB49-I +/- L-NAME
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histolégicos de tumores ortotopicos MB49 y MB49-| tratados o no con L-NAME (0.5¢g/L) en el agua de la

bebida. Tinciones para Hematoxilina y Eosina aumentos de 40x, 100x. Las microfotografias a la derecha
muestran un detalle a mayor aumento (400X) del area recuadrada en las microfotografias a la izquierda.
A) Vejiga Normal, B) Tumor MB49, C) Tumor MB49+L-NAME, D) Tumor MB49-l y E) Tumor MB49-I+L-
NAME. La flecha amarilla indica el epitelio normal, la roja indica zona tumoral y la celeste la zona de

invasién del musculo.
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Sabiendo que los tumores MB49 y MB49-1 poseen expresion de iNOS, y son
productores de NO, y teniendo en cuenta que los tumores se encuentran en la vejiga,
decidimos medir los niveles de NO, como nitrito, en la orina de ratones portadores de
tumor, determinando el nitrito ya que es uno de los productos de la combinacion del NO
en solucién acuosa En concordancia con lo observado in vitro, encontramos niveles
elevados de nitrito en la orina de ratones portadores de tumores de vejiga, mayores en
el caso de los tumores MB49-I en comparacién con los niveles encontrados en ratones
sin tumor y portadores de tumor MB49. Observamos que el tratamiento con L-NAME
disminuyd los niveles de NO en la orina de ratones con ambos tumores (Figura 31A).
Interesantemente, encontramos una correlacion positiva entre los niveles de NO vy el
tamano tumoral, indicando que dichos niveles estarian en estrecha relacion con el
tamano tumoral (Figura 31B). Este hallazgo resulta interesante, ya que la evaluacion de
presencia de NO en orina podria ser utilizado para monitorear el estado tumoral, siendo
que el principal método de seguimiento de los tumores vesicales que se utiliza en la

actualidad es la cistoscopia, técnica que resulta invasiva para el paciente.

En concordancia también con lo observado in vitro determinamos la expresién de
iINOS en los tumores sustraidos y observamos que los tumores MB49-| presentan mayor
expresion de la enzima, y que el tratamiento con L-NAME no s6lo disminuyé la actividad
de la enzima, sino también su expresion, en ambos tumores (Figura 31C).
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Figura 31: El L-NAME inhibe los niveles de nitrito en orina de ratones portadores de tumor: 2x10?
células MB49 y MB49-| fueron inoculadas en la vejiga de hembras C57BL/6J. El L-NAME fue suministradc
por via oral en el agua de la bebida a partir de los 5 dias de inoculacién tumoral (5g/L). A) La produccion
de NO, medido como nitrito con el reactivo de Griess, al dia del sacrificio. Test Kruskal Wallis, con
contrastes de Mann-Withney a-p<0.05 vs raton normal; b-p<0.01 vs MB49; c-p<0.001 vs MB49-l. B)
Correlacion entre los niveles de nitrito en orina a dia final del experimento y el peso de las vejigas. Rz: 0.82
(MB49-1); 0.78 (MB49). C) Se extrajeron las vejigas a dia final del experimento y por western blot se
analizé la expresion de iINOS. Unidades densitométricas de iINOS fueron determinadas utilizando el
software GelPro Analyzer, relativizado por B-actina, y referidas como veces de cambio respecto al control.
ANOVA, contraste Bonferroni, a-p<0.05 vs MB49; b-p<0.001 vs MB49; c-p<0.001 vs MB49-I.

Ademas de analizar la expresion total de iINOS por western blot, evaluamos el
patron de expresion de la enzima en el urotelio normal y en el tumor. Observamos, al
igual que sucede en pacientes, que la enzima no se expresa en el urotelio de la vejiga
normal de los ratones, pero si lo hace, y de manera intensa en el urotelio de ratones
portadores de tumor MB49-l, y en menor medida en los portadores de MB49. La
expresion se observa principalmente en citoplasma y en menor medida nuclear. Nuestros
resultados indican, que el tratamiento con L-NAME reduce la expresion de la enzima
tanto en el urotelio como en la zona tumoral, en ambos casos (Figura 32).
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Figura 32: El tratamiento con L-NAME disminuye la expresion de iNOS: Expresion de iNOS en vejiga
normal y en los tumores ortotépicos MB49 y MB49-| tratados o no con L-NAME 2mM, suministrado por via
oral en el agua de la bebida, a partir del quinto dia de inoculacién tumoral y a lo largo de todo el
experimento. La expresion de iNOS se evalué por inmunohistoquimica. Las flechas amarillas indican el

urotelio, las rojas el tumor. Aumento 200X

5. INHIBIDORES ESPECIFICOS DE iNOS

Los resultados presentados hasta aqui fueron realizados con L-NAME, inhibidor
de las NOS. Esto significa que inhibe con igual afinidad a todas las isoformas de la
enzima, tanto la eNO, nNOS e iINOS. Ya que nuestros resultados muestran que la
inhibicion de la produccién de NO inhibe el crecimiento y la progresién de los tumores de
vejiga que expresan iNOS, haremos foco ahora en la inhibicidén especifica de iNOS. Para
ello, utilizaremos dos estrategias; el uso de inhibidores farmacolégicos especfificos de
iINOS, como 1400w y S-Methylisothiurea (SMT) y el silenciamiento estable de iNOS.
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5.1 Inhibidores especificos de iINOS también inhiben Ila
proliferacion de células de CaV, los niveles de NO y la
expresion de NO

Utilizando los inhibidores especificos, observamos una inhibicion en la
proliferacion de las células MB49 y MB49-1 en forma dosis dependiente. EI 1400w, en
comparacién con el SMT, presentdé mayor inhibicidn de proliferacién, presentando una
dosis inhibitoria 50 (DI50) de 3uM y 2uM, mientras que la Dlso del SMT resulté 5uM y
10uM para MB49 y MB49-l respectivamente, Asimismo, el 1400w presentd mayor
eficiencia en inhibir la actividad de iINOS en ambas lineas celulares. (Figura 33).
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Figura 33: El tratamiento con 1400w y SMT inhibe la proliferaciéon de células MB49 y MB49-I, de
manera dosis dependiente: A y C) Proliferacién de células MB49 y MB49-| tratadas in vitro durante
48 hs con distintas dosis de 1400w y SMT (0.625; 1.125; 2.5; 5; 10 uM). La proliferaciéon se evalud por
MTS vy los resultados se expresan como porcentaje respecto al control. a-p<0.001 vs control; b-p<0.05
, ANOVA, contrastes de Bonferroni.. B y D) Produccién de nitrito: Células fueron tratados durante 48
hs y se midié el nitrito por reactivo de Griess en el medio condicionado. a-p<0.001 vs control: b-

p<0.0001 vs control, ANOVA, contrastes Bonferroni.

Dado que observamos que el 1400w presentd un mejor efecto inhibiendo la
actividad de la enzima, en los sucesivos experimentos se decidid utilizar dicho inhibidor.
Ya que luego del tratamiento con L-NAME observamos ademas de la modulacién de la
actividad enzimatica de iNOS una modulacién en su expresion, decidimos determinar en

este caso si la expresion de iNOS se veia modulada luego del tratamiento con 1400w.
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Observamos por inmunofluorescencia, al igual que sucede con L-NAME, la expresién de
INOS se reduce (Figura 34).

DAPI _ INOS MERGE

MB49 + 1400W

MB49-1

MB49-1+ 1400W

Figura 34: Inmunofluorescencia para iNOS. Se observa la disminucion de
la marcacién citoplasmatica en ambas lineas tumorales (flechas naranjas),
aunque en mayor medida en la MB49-|, luego del tratamiento durante 24 hs

con 1400w. Los nicleos fueron marcados con DAPI. Magnificacion 1000x
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5.1 1400w inhibe el crecimiento tumoral in vivo

A continuacion analizamos el efecto del 1400w, siendo que presenté una actividad
inhibitoria mayor que el SMT, sobre el crecimiento ortotdpico de las lineas de CaV, Es
asi, que las lineas MB49 y MBA49-| fueron inoculadas en las vejigas de hembras
C57BL/6d, y el 1400w fue administrado directamente de manera endovesical en una
concentracién de 8uM, dos veces por semana, a partir del segundo dia de inoculacién
tumoral. En concordancia con lo observado en el tratamiento con L-NAME, detectamos
que el inhibidor especifico de iINOS, administrado directamente en la vejiga reduce el
crecimiento tumoral de ambos tumores, evaluado como peso final de la vejiga, y
comparado con el peso de vejigas normales, sin tumor (Figura 35A).
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Figura 35: A) Hembras C57BL/6J fueron inoculadas ortotépicamente en la vejiga con 2x104células MB49
o MB49-I. El 1400w fue suministrado 2 dias posteriores a la inoculacién tumoral, dos veces por semana via
endovesical (8uM). El tamano tumoral fue determinado con el peso de la vejiga. Test de Kruskal Wallis con
comparaciones de Mann-Whitney a-p<0.05 vs MB49; b-p<0.001 vs. vejiga normal; ¢-p<0.001 vs MB49-I. B)
La produccion de NO medido con el reactivo de Griess, al dia 20, dia del sacrificio. Test Kruskal Wallis, con
contrastes de Mann-Withney a-p<0.05 vs MB49I; b-p<0.001 vs MB49; c-p<0.0001 vs MB49-I.
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El analisis histopatolégico de las vejigas confirmé que el tratamiento inhibid el
crecimiento tumoral en el 71% y 57% de los ratones portadores de tumores MB49-| y
MB49, respectivamente (Figura 36)

Previo al sacrificio de los animales, se recolectd orina para determinar los niveles
de nitrito en muestras individuales de cada ratdn, observdndose una significativa
reduccidén en los ratones portadores de ambos tumores, tratados con 1400w (Figura
35B). Observamos, asimismo que el tratamiento endovesical, ademas de reducir la
actividad enzimatica de iNOS, redujo su expresion, determinado en corte de tumores
ortotdpicos, por inmunohistoquimica observandose una marcada reduccién en el caso
de los tumores invasores. (Figura 37).
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Figura 36: El tratamiento con 1400w reduce el crecimiento de tumores MB49 y MB49-I:
Cortes histologicos de tumores ortotopicos MB49 y MB49-| tratados o no con 1400w (8uM) de
manera endovesical dos veces por semana. Tinciones con Hematoxilinay Eosina con aumentos
de 40x, 100x. Las microfotografias a la derecha muestran un detalle mayor aumento (400X) del
area recuadrada en las fotografias a la izquierda. A) Vejiga Normal, B) Tumor MB49, C) Tumor
MB49+1400w, D) Tumor MB49-l v E) Tumor MB49-I+1400w
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MB49 + 1400w

MB49-I + 1400w

Figura 37: El tratamiento con 1400w disminuye la expresion de iNOS: Expresion de iNOS
en vejiga normal y en los tumores ortotopicos MB49 y MB49-| tratados o no con 1400w (8uM),
suministrado por via endovesical, a partir del quinto dia de inoculacién tumoral, dos veces por
semana. La expresion de iNOS se evalué por inmunohistoquimica. Las flechas rojas indican

expresion a nivel de las células tumorales. Aumento 200X y 400X

Hasta aqui, todos los experimentos con L-NAME fueron realizados de manera
sistémica, mientras que el 1400w fue administrado localmente.

A continuacién, se realizd un experimento para comparar la actividad de ambos
inhibidores administrados endovesicalmente sobre el crecimiento de tumores
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ortotdpicos. La Figura 38 muestra que mientras el 1400w promueve la inhibicion de los

tumores invasores, el L-NAME no fue igual de eficaz que de manera sistémica.

Estos resultados indican que efectivamente iINOS se encuentra determinando la
ventaja de crecimiento tumoral, ya que 1400w, resultd mas efectivo que L-NAME, dado
que inhibe especificamente a iINOS. Posiblemente, la administracion sistémica de L-
NAME, ademas de inhibir iINOS, encuentre afectando la expresién de eNOS, reduciendo

asi la angiogénesis tumoral y en consecuencia el crecimiento tumoral.
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Figura 38: Tratamiento con inhibidores de manera endovesical: Hembras C57BL/6J fueron inoculadas
ortotopicamente en la vejiga con 2x104 células MB49 o MB49-I. Tanto el L-NAME (2mM) como el 1400w
(8uM) fueron administrados a los 5 dias posteriores de la inoculacién tumoral, dos veces por semana de
manera endovesical. El tamafo tumoral fue determinado con el peso de la vejiga. Test de Kruskal Wallis

con comparaciones de Mann-Whitney a-p<0.05 vs MB49-;
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5.3 El tratamiento con 1400w reduce la angiogénesis tumoral

in vivo

Ya describimos que la capacidad angiogénica es fundamental para el desarrollo tumoral,
y que en este caso depende directamente de la produccién de NO, ya que al ser inhibido
de manera sistémica, la neovascularizacién hacia el tumor se ve reducida (Figura 26). A
continuacion evaluamos la actividad angiogénica con un ensayo similar al descripto
previamente con L-NAME, con la diferencia de que en este caso, el 1400w (8uM) fue
administrado junto con las células tumorales, y no de manera sistémica. Similar a lo
observado con el tratamiento con L-NAME, los ratones que recibieron el 1400w,
presentaron una significativa reducciéon en el nimero de vaso, comparado con los
ratones sin tratamiento. Este resultado sugiere que es el NO generado por iNOS el
responsable de la angiogénesis. Teniendo en cuenta esto, un inhibidor especifico como
1400w podria ser un tratamiento adecuado para inhibir este proceso y controlar asi el

crecimiento y diseminacion metastasica.
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MB49-|

numero de vasos/mm2

TUMOR+1400w

Figura 39: La utilizacion de inhibidor especifico de iNOS disminuye la angiogénesis generada por
tumores de vejiga: Ratones C57BL/6j fueron inoculados intradérmicamente con células 2x104 MB49 y
MB49-I junto con una gota de azul tripan para identificar la zona de inoculacion. El 1400w fue administrado
conjuntamente con las células tumores, en los grupos tratados el mismo dia de la inoculacién. La
angiogénesis se observd cinco dias posteriores a la inoculacién tumoral. Se cuantificaron los vasos
sanguineos a través del programa Image J, y la angiogénesis es reportada como el nimero de vasos/mm?
de piel. Las fotografias fueron tomadas con lupa estereoscépica bajo 16x de aumento. La flecha roja
identifica la zona de inoculacion, las amarrillas los vasos, y las negras indican el tumor. Teste de Kruskal
Wallis, con comparaciones multiples de Dunn. a-p<0.01 vs MB49; b-p<0.001 vs MB49-I.

5.5 Ablacién genética de iNOS

Para confirmar la relevancia de la iNOS en el crecimiento de las células de CaV,
ademas de inhibirla farmacolégicamente, silenciamos su expresion utilizando un shRNA,
mediante infeccion con lentivirus. Para este analisis, se silencié el gen que codifica para
iINOS Unicamente en la linea MB49-l, la que presenta mayor expresion de iNOS y
produce mayores cantidades de NO. Observamos, en la Figura 40A a través de ensayos
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de western blot, que la linea MB49-| pudo ser satisfactoriamente silenciada, y que su
expresion se redujo mas del 50%. Se tratd a las células durante 24hs con TNFa
(10ng/ml), conocido inductor de la expresién de INOS, y mientras se observé una
importante induccion de iINOS en el caso del MB49-I-scrambled (150%), en las células
silenciadas se observa una leve inducciéon, mostrando un silenciamiento exitoso.
Ademas de analizar el nivel de expresidon de iNOS, analizamos su actividad midiendo los
niveles de nitrito, y en concordancia con lo observado en la expresion, los niveles de
nitrito disminuyen significativamente en la linea silenciada.
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Figura 40: Ablacion genética de la expresion de iNOS en células MB49-1: A) Lisados de células MB49-
I-shiNOS y su respectivo control MB49-I-scrambled tratado o no con TNFa 10ng/ml fueron analizados pot
western blot para evaluar expresion de iINOS luego del silenciamiento por medio de infeccion lentiviral.
ANOVA, contrastes Bonferroni a-p<0.0001 vs MB49-1 scrambled control, b-p<0.001 vs MB49-I-scrambles
control; ¢-p<0.0001 vs MB49-I-scrambles TNFa. B) Produccién de NO: células MB49-lI-scr y Mb49-I-
shiNOS fueron tratadas durante 24hs con TNFa 10ng/ml, y se midi6é niveles de nitrito por reactivo de
Griess en medio condicionado. ANOVA, contrastes Bonferroni a-p<0.001 vs control; b-p<0.0 vs MB49-I-
scrcontrol; c-p<0.05 vs MB49-I-shiNOS control.
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5.6 La ablacion genética de iNOS disminuye el crecimiento

tumoral in vivo

Las células silenciadas y las scrambled fueron también transducidas con un vector
de expresion de la enzima luciferasa, obteniéndose las siguientes lineas estables: MB49-
l-scrambled-Luc y MB49-I-shiNOS-Luc. Con estas células se realizaron experimentos
para evaluar el crecimiento tumoral en tiempo real, analizando tanto el crecimiento
heterépico como el ortotopico.

Los animales fueron evaluados diariamente en un equipo de bioluminscencia
(Sistema Xenogen VIS, Spectrum, Universidad de Quebec en Trois Rivieres, Quebec,
Canada), previa administracién intraperitoneal de D-Luciferina, sustrato de la enzima
luciferasa. Definimos como tiempo de toma tumoral al primer dia en el cual se detecta
bioluminiscencia en el raton.

Nuestros resultados muestran que la linea silenciada posee una velocidad de
crecimiento significativamente menor que la linea control MB49-I-scr-luc, creciendo en el
subcutdneo, observado tanto a través de la medicién con calibre, como por
bioluminscencia (Figura 41).

La gran ventaja de obtener lineas celulares con bioluminiscencia es que nos
proporciona una herramienta muy Uutil debido a la alta sensibilidad en la deteccidn
tumoral. Dado que definimos la toma tumoral, como el dia en que empieza a detectarse
el tumor, podemos ver que cuando utilizamos la medicién tumoral por calibre, los tumores
se hace evidentes y medibles recién a partir del dia 15, mientras que por bioluminscencia
a partir del 5 dia ya son detectables.
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Figura 41: El silenciamiento de iNOS reduce el crecimiento subcutaneo de tumores MB49-l. A) Se
inocularon 2x10° células MB49-I-scr-Luc y MB49-I-shiNOS-Luc en el subcutédneo de ratones C57BL/6J.
Se evalud el crecimiento tumoral a lo largo del experimento, 2 veces por semana, midiendo con calibre
y se tomaron imdagenes. Los ratones recibieron de manera intraperitoneal D-Luciferina (15mg/ml;
0.15ml/ratén), antes de ser colocados en el Xenogen-IVIS. Las imagenes fueron registradas con el
software Living Image. Se grafica el crecimiento tumoral promedio +/-DS. Test de Kruskal Wallis, con
contrastes Mann Whitney a-p<0.001 vs MB49-I scr B) Intensidad de luminiscencia de las células MB49-
I-scr-Luc y MB49-1-shiNOS-Luc durante los 25 dias de duracion del experimento. a-p<0.001 vs MB49-I-
scr-Luc, Test Kruskal Wallis. C) Fotos representativas de tumores MB49-I-scr y MB49-shiNOS creciendo

en el subcutaneo, al dia 15 de experimento.

Luego de evaluar el crecimiento heterotdpico decidimos evaluar el crecimiento en
el modelo ortotépico. Confirmando lo que describimos anteriormente mediante la
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inhibicion farmacolégica, observamos que el silenciamiento de iNOS en las células
MB49-| inhibe también el crecimiento tumoral.

En el caso del grupo MB49-I-scr-Luc, la toma tumoral se registrd a los 7 dias post
inoculacién, similar al observado para la linea parental, MB49-l (dato no mostrado),
indicando que la infeccidn lentiviral y el hecho de que estas lineas expresen no afecta su
crecimiento. Mientras que el grupo MB49-I-shiNOS, presentd un tiempo de toma tumoral
significativamente mayor, 12 dias post inoculo (Figura 42A). Al igual que lo observado
en el crecimiento heterotopico, la intensidad de luminiscencia registrada, resulto
significativamente menor en el grupo MB49-IshiNOS, a lo largo de todo el experimento
(Figura 42B).



Resultados| 131

A

Dia post inoculacién

Luminescence

t 25000

" 20000

E 15000

10000

5000

3

Luminescence

25000

15000

10000

MB49-1 shiNOS-Luc

5000

Figura 42: A y B) El silenciamiento de iNOS redujo el crecimiento de tumores ortotépicos MB49-I:
Imégenes obtenidas a través del sistema Xenogen IVIS In vivo Imaging. Se inocularon 2x104 células MB49-I-scr-
Luc y MB49-I-shiNOS-Luc en la wejiga de hembras C57BL/6J. Se les suministré D-luciferina (150mg/ml,
0.15ml/ratén) intraperitonealmente antes de colocarlos dentro del In vivo Imaging. Las imagenes fueron
registradas con el software Living Image, 5 minutos después de inocular la D-Luciferina. Se registraron imagenes
en los dias 3, 7, 12, 15, y 16 dias posteriores a la inoculacién tumoral. Se muestran imagenes representativas

de dos ratones por grupo.
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Podemos decir, por ultimo que la utilizacion de biolumiscencia in vivo resultd ser

una gran herramienta de trabajo ya que en nuestro modelo de CaV ortotopico no es

posible analizar la evolucién tumoral sino hasta el momento del punto final del

experimento.



DISCUSION



Discusion

Desde la década del 90 hasta la actualidad, se ha acumulado evidencia de que el
NO se encuentra involucrado en una gran cantidad de vias de sefalizacién inter e intra
celulares que difieren en su importancia dependiendo los tipos celulares e intervienen en
muchos procesos fisiopatolégicos. EI NO cumple, ademas un papel importante en la
regulaciéon de la tumorigénesis, la angiogénesis, la progresion tumoral y la metastasis.
La bibliografia al respecto es numerosa, y en su mayoria, controvertida, describiendo al
NO con un rol dual en la biologia tumoral [147, 160-164].En algunos estudios, se describe
al NO como promotor de la progresion y angiognesis tumoral [125, 165], mientras que en
otros la actividad aumentada de algunas isoformas de NOS se encuentra correlacionada
con una disminucion en la capacidad metastasica [166, 167].

La expresion aberrante de la isoforma inducible iNOS ha sido documentada en
varios tumores humanos, incluyendo cabeza y cuello, mama, colon, estémago y cancer
de pulmén, entre otros [124-127]. Numerosos autores reportaron la expresion de iNOS
asociada a una menor sobrevida en pacientes con tumores de mama, pulmén, cabeza y
cuello y colorectales [128-130]. Sin embargo, otros autores afirmaron que altos niveles
de NOy la alta expresién de iNOS pueden revertir propiedades invasoras y la generacion
de metastasis en tumores de prostata y melanoma entre otros [131], proponiendo que la
induccién de iINOS vy la produccion de altos niveles de NO seria Util para controlar el
crecimiento de tumores. Desde nuestro punto de vista la actividad pro o antitumoral de
iINOS/NO, dependera no solamente de caracteristicas propias del tumor sino también,
del medioambiente y del tejido de origen del tumor.

En CaV de vejiga, las publicaciones son mas escasas, en trabajos previos de
nuestro laboratorio identificamos que iINOS no se expresa en la vejiga normal, pero si lo
hace en el 50% de pacientes con CaV, detectandose tanto en el tumor como en tejido
vesical adyacente no tumoral, y que su expresion se relaciona con recurrencias mas
tempranas y con un mayor grado de invasion [134] [135]. Posteriormente a nuestros
hallazgos, Mitropoulos y colaboradores demostraron que aquellos pacientes que

presentaban niveles altos de iNOS previos al tratamiento con BCG, eran refractarios al

134
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tratamiento [136]. Teniendo en cuenta que se habia descripto que el NO generado
durante el tratamiento con BCG era el responsable de la muerte de células tumorales
[168], estos resultados aportan informacién Util indicando un rol adverso del NO en la
inmunoterapia a BCG en aquellos pacientes con tumores que expresan iNOS. Estos
resultados, en conjunto, nos llevaron a postular que la expresion de la enzima iNOS es

un factor de mal pronéstico para pacientes con CaV.

Hoy en dia BCG ha demostrado ser la terapia mas eficiente para evitar la
recurrencia con o sin progresién del CaV NMI de alto grado histolégico y del carcinoma
in situ. Sin embargo, no todos los pacientes responden adecuadamente a la
inmunoterapia, pudiendo progresar en su enfermedad o presentar efectos secundarios
que limitan su utilizacién [159, 169, 170]. En el caso de tumores M|, la cistectomia radical
es el tratamiento mas aceptado debido a la mayor sobrevida de pacientes, pero la mayor
desventaja del tratamiento reside en su impacto negativo sobre la calidad de vida de los
pacientes. Aqui nace la clara necesidad de identificar nuevas moléculas implicadas en la
progresién tumoral que permitan sub-estadificar pacientes que no responderan a los
tratamientos convencionales, con alto riesgo de progresar a un estadio invasor y/o
metastasico, ya que permitird asila realizacién de terapias mas racionales en los inicios

de la enfermedad.

En el presente trabajo mostramos datos que aportan informacidn sobre el rol del
NO y la enzima iNOS en la biologia del CaV y su potencial utilidad como marcadores de
seguimiento y de mal prondstico, respectivamente. También presentamos informacion,
que propone la necesidad de estudios clinicos para evaluar si la modulacion de la
produccion de NO podria ser una buena terapia para el tratamiento de pacientes cuyos

tumores expresen iNOS.

En la presente tesis, utilizamos un modelo de CaV murino que mimetiza la
patologia humana [156] para estudiar el rol ejercido por el NO producido por las células
tumorales, en la progresion tumoral. Para ello, nos enfocamos no solo en la célula

tumoral, sino también en fibroblastos, como células que conforman el estroma tumoral.
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Estudiamos la inhibicién de iNOS utilizando inhibidores farmacolégicos, inespecfficos L-
NAME vy especificos 1400w y SMT y la ablacion genética con la técnica shRNA. Los
inhibidores farmacolégicos L-NAME y 1400w, estan reportados en la literatura
presentando resultados promisorios en ensayos preclinicos. Gallo y colaboradores, en la
década del 90 fueron pioneros en utilizar dichos inhibidores y demostrar que producian
una inhibicion del crecimiento de células de cancer de colon y mama, que expresaban
iINOS. Sin embargo, dichos inhibidores, fallaban eninhibir el crecimiento de otras células
tumorales que no expresaban la enzima [165] Trabajos mas actuales han reforzado esta
idea, que coincide con lo observado en nuestro modelo murino de CaV. Hemos
demostrado que la linea NMI —MB49- produce niveles menores de NO, que la linea
invasora —MB49-I-, de acuerdo a sus niveles de expresién de iINOS. El tratamiento con
ambos inhibidores afecto6 la proliferacion de ambas lineas tumorales, disminuyendo de
manera concomitante la expresion de iNOS, aunque en mayor medida en la linea
invasora, productora de mayores niveles de NO. Sin embargo, la linea NMI-MBT2-, que
no expresa iNOS no se vio afectada por el tratamiento, sugiriendo que el NO es un factor
de sobrevida para aquellas células que lo producen. Cuando analizamos las vias de
senalizacion involucradas en la viabilidad y proliferacion celular, observamos que el NO
producido por la célula tumoral, incrementa la fosforilacién de ERK, proteina efectora de
la via de las MAPK. Existen reportes que muestran que el NO upregula la via de las
MAPK, tanto en modelos tumorales como no tumorales [117]. Por ejemplo se ha
descripto que el NO exdgeno puede incrementar la proliferaciéon de células endoteliales

[171] y que la hipoxia que genera expresion de iINOS/NO estimula vias de MAPK [172].

Los niveles de NO producidos por iNOS son mayormente regulados a nivel
transcripcional. Los mecanismos de transcripcion del gen de iNOS han sido muy
estudiados y difieren segun el tipo celular y el estimulo que lo genere. Estimulos
inflamatorios como lipopolisacaridos (LPS) y TNFa inducen la expresion de iNOS en
distintos tipos celulares a través de la activacion del factor de transcripcion NFkB,
uniéndose a la region promotora del gen [173]. Por otro lado, se ha demostrado que
algunos agentes, incluyendo, aminoguanidina, inhibidor de las iNOS, tienen la capacidad

de reducir su transcripcion [174, 175]. Teniendo en cuenta estos antecedentes y nuestra
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observacién de que los inhibidores L-LAME y 1400w no solo disminuyen la actividad de
iINOS sino que también reduce su expresion, es que intentamos analizar a través de que
mecanismo ocurria esta disminucion de expresion. Nuestros resultados muestran que L-
NAME no modificd los niveles de mRNA para iNOS, en concordancia tampoco se vio
disminucién en la activacién del factor de trascripcion NF-kB, medido por la técnica de
gen reportero. Dado que esta descripto en macrofagos, que PPARy downregula la
expresién de iNOS, actuando como transrepresor de NFkB [176, 177], también
evaluamos su activacion como alternativa, sin embargo tampoco pudimos ver regulacién
a este nivel. No podemos descartar que mecanismos de degradacién via el proteosoma
estén involucrados en el proceso, tal como ha sido demostrado en células epiteliales de
rindn humanas HEK293 [178].

Las enzimas proteoliticas han ganado un lugar importante en el estudio de los
procesos de progresion tumoral. En pacientes con CaV, se encuentra incrementando
tanto la expresion como la actividad de metaloproteasas, estando estos parametros
asociados a un peor prondstico, como mayor invasion y mayor grado histolégico [84].
Asimismo, se describié que los niveles plasmaticos de uPA son significativamente
mayores, comparados con controles sanos, y que dichos niveles elevados eran un factor
independiente de prediccion de peor prondstico después de la cistectomia radical [179].
En modelos no tumorales, como regulacion del flujo arterial, condorcitos articulares y
células mesangiales de rata, se ha observado que el NO induce la actividad de MMPs
[180-182]. También, en modelos tumorales de melanoma se ha demostrado que el NO
regula positivamente la activacidén de ciertas MMPs y down regula sus inhibidores [183].
Resultados previos de nuestro laboratorio, demostraron que la linea invasora, MB49-|,
de acuerdo a su cariotipo, gané un cromosoma 14 adicional, a diferencia de la linea
parental, MB49, conteniendo en él genes que codifican para algunas enzimas
proteoliticas, lo cual explica la mayor actividad de MMPs, uPA y catepsina en la linea
invasora [184]. Aqui demostramos que los niveles de NO estan involucrados, al menos
en parte, en mantener la actividad de las enzimas proteolitica MMP-2 MMP-9 y uPA, ya
que el uso de inhibidores como L-NAME reducen su actividad. Esta inhibicién se

manifiesta en mayor proporcién en la linea invasora MB49-l. Fortaleciendo estos
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resultados, Li-Bo reporté que al tratar células de cancer de colon con L-NAME, la
actividad de MMP2 y 9 se vio disminuida, y en consecuencia la generacién de metastasis
y angiogénesis, reforzando la idea de que el NO cumple un rol importante en la invasion
[185].

Para analizar la implicancia in vivo del NO en el proceso metastasico, realizamos
una inoculacion intravenosa de las células tumorales. Aunque esta técnica no involucra
la etapa de intravasacion, evalla la capacidad de sobrevivir en el torrente circulatorio, de
extravasarse en el érgano diana, migrar y crecer en él. Es en esta extravasacion donde
se pone en juego la migracién celular, permeabilidad de los vasos y la actividad de
enzimas proteoliticas. En concordancia con que la linea invasora MB49-1 produce
mayores niveles de NO, posee mayor actividad de enzimas proteoliticas y tiene mayor
capacidad migratoria observamos que genera mayor nimero de metastasis pulmonares
que la linea no invasora MB49. Dicha capacidad metastasica se ve disminuida cuando
la produccién de NO es inhibida, indicando que la inhibicién de NO podria funcionar como
un tratamiento antimetastatico. Resultados similares se obtuvieron recientemente
utilizando lineas celulares de cancer de mama metastasicas, tratadas con L-NAME [186],
ampliando los presentados en esta tesis. Este aporte resultd interesante, ya que el

tratamiento de las metastasis es un problema importante en la clinica oncoldgica.

La capacidad de producir angiogénesis es fundamental para el desarrollo tumoral,
dado que un modo de proveer nutrientes y oxigeno al interior de los tumores. EI NO
también parece cumplir un rol importante en este proceso, mediando en parte, la
modulacién de factores angiogénicos tales como el VEGF y el bFGF [187][188]. El efecto
del NO sobre la angiogénesis ha sido estudiado hace varios afios utilizando inhibidores
farmacolégicos de NOS o dadores de NO. Algunos autores reportaron que el tratamiento
de ratones portadores de tumores de mama o carcinoma de células escamosas con
1400w, redujo el crecimiento tumoral y la formacién de nuevos vasos sanguineos [161,
162, 164]. Ampliando los resultados en este sentido, en la presente tesis demostramos
que, en el caso de tumores de vejiga, el NO, producto de la iNOS, en las células

tumorales induce la neovascularizacion. Esta neovascularizacion es mayor en la linea
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invasora, que produce mayores niveles de NO y es revertida por el uso de los inhibidores
L-NAME y 1400w en ambas lineas. Respecto a la expresion de VEGF, los resultados
obtenidos no fueron los esperados ya que suponiamos que al inhibir el NO, los niveles
de VEGF iban a reducirse también. Sin embargo, como se menciond previamente, el NO
puede modular la expresion de otros factores angiogénicos, tales como el bFGF, o
prostaglandinas, a través de la activacion de la cilcooxigenasa 2 (COX-2) [189], los
cuales no podemos descartar que se hayan visto afectados luego del tratamiento con los
inhibidores.

En un proceso fisioldgico, como es la cicatrizacion, existen evidencias de que el
NO es un regulador negativo de la remodelacion tisular. Antecedentes de nuestro
laboratorio indicaron que la produccion de NO por parte de las células tumorales en
respuesta a BCG regulan negativamente la remodelacion tisular, necesaria en esta
terapia [190]. En base a esto, nos planteamos que la inhibicién del NO podria favorecer
la activacién del estroma vy la inhibicién tumoral. Pudimos demostrar que la inhibicion de
la produccion de NO promueve proliferacion en los FB, y que medios condicionados de
dichos FB tratados, inhiben la proliferaciéon de células de CaV, indicando un cross-talk
entre células tumorales y FB, en relacién al NO. Demostramos, in vivo, que el tratamiento
con L-NAME promueve la activacion de FB, y su consecuente deposicién de fibras de
colageno rodeando a las células tumorales. Posiblemente esto origine la inhibicion del
crecimiento de las células tumorales porque disminuye las comunicaciones
intercelulares. Resultados similares fueron publicados por Shukla y colaboradores,
quienes demuestran que el NO es un regulador negativo de la proliferacién de FB y de
la biosintesis de colageno [191].

La importancia de los fibroblastos que han sido tratados con inhibidores de la
produccion de NO, se pone de manifiesto en el ensayo realizado in vivo. La co-
inoculacién de células tumorales con FB previamente activados in vitro con L-NAME,
inhibid el crecimiento de los tumores MB49. Si bien no pudimos observar esto en los

tumores invasores, fue alentador observar un mayor porcentaje de sobrevida en aquellos
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ratones co-inoculados con FB tratados. Por lo tanto pensamos, que teniendo en cuenta
que las células MB49-l presentan una velocidad de crecimiento mayor que las MB49,
serd necesario generar nuevos experimentos inoculando mayor niumero de FB o
utiizando esquemas de inoculacion de mayor frecuencia para poner en evidencia el

fendbmeno.

Si bien no nos hemos detenido en esta tesis a estudiar los productos solubles
liberados por los FB, sabemos que los mismos pueden secretar factores de crecimiento
como EGF y FGF, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), IL-6, TGFB, MMPs entre
otros, que dependiendo del microambiente pueden afectar a las células tumorales [192].
Recientemente, Martinez-outschoorn reporté que el tratamiento de fibroblastos
asociados a tumores de mama con L-NAME disminuye varios de los productos antes
mencionados [193]. En CaV no hay publicaciones al respecto, pero hemos publicado
previamente que la coadministracion de L-NAME con BCG en tumores de vejiga, reduce
aun mas el crecimiento tumoral, e induce la proliferacion de FB, via FGF-2 [190].

Como describimos en la introduccion, el seguimiento de pacientes con CaV se
realiza mediante cistoscopias que permiten la visualizacién del interior de la vejiga y
citologia de células que descaman en la orina. La primera es una practica muy especifica
y con buena sensibilidad pero es invasiva. La segunda no es invasiva ya que se analiza
la orina pero es poco sensible debido a que no todos los tumores liberan células. Por
este motivo es importante la busqueda de nuevos marcadores con buena sensibilidad y
especificidad, como asi también, lo menos invasivos posible, para el seguimiento de
estos pacientes. Las investigaciones sobre estos tipos de marcadores son continuas y
se han identificado algunos tales como FISH [102, 194], NMP22 [103], catepsina B [106],
p53 y ki67 [107] y E-cadherina [108] entre otros. Sin embargo, en la actualidad ninguno
de ellos se utiliza en la practica clinica cotidiana debido a que no han mostrado resultados
costo/beneficio relevantes.

Anteriormente, hemos demostrado que los pacientes con tumores de vejiga
producian niveles de NO aumentados en orina, en comparacion a individuos sanos y con

pacientes tratados con éxito, sin recidiva [134]. En este trabajo, a través de la inoculacién
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ortotopica de células de CaV con diferente grado de invasion pudimos evaluar los niveles
de NO en orina y correlacionarlo con el tamafo tumoral. Observamos que tumores
invasores presentan mayores niveles de NO que tumores que no invaden, y que dichos
niveles disminuyen en respuesta al tratamiento con L-NAME, mostrando una correlacion
con el tamano tumoral. Estos resultados son muy interesantes ya que nos indicaron que
los niveles de NO se encuentran estrechamente relacionados con el tamafo tumoral y
que su determinacion podria ser utilizado como marcador de seguimiento en pacientes
cuyos tumores expresen iINOS lo cual amerita la realizacién de un estudio clinico

controlado.

Algunos inhibidores de la produccién de NO, como el LG-Monomethyl-L-arginina
(L-NMMA) han sido extensamente estudiados en ensayos clinicos de pacientes con
shocks circulatorios [195], donde pocos eventos adversos y una transitoria hipertensién
reversible fueron observados [196]. Recientemente un grupo de investigadores realizé
un estudio en cancer de mama utilizando la linea humana triple negativa MDA en un
modelo xenogeneico. Ellos demostraron que la administracion de L-NMMA reduce el
crecimiento de tumores ortotdpicos, y varios procesos que culminan en la inhibicion de
la diseminacién mestastatica. Teniendo en cuenta su eficacia antitumoral y que es
actualmente utilizado en el tratamiento de shocks circulatorios es un compuesto
interesante para estudios clinicos de nuevos usos terapéuticos [186]. En nuestro modelo
de CaV de vejiga no observamos efectos adversos al tratamiento con los inhibidores de
iNOS, ni toxicidad asociada, siendo que las dosis utilizadas resultan significativamente
menores a las que se utilizan en la clinica para pacientes con shocks circulatorios. Estos
resultados son alentadores y nos impulsan a sugerir la importancia de realizar un estudio
clinico controlado para evaluar la posibilidad de uso de L-NAME o 1400w en el

tratamiento de pacientes con tumores de vejiga que expresen iNOS.
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A lo largo de este trabajo hemos demostrado que el NO es un factor de sobrevida
para células de CaV que expresaniNOS, y que su inhibicion reduce la activacion de vias
de proliferacion y parametros de progresion tumoral como la produccion de enzimas
proteoliticas, la migracidn, angiogénesis y el crecimiento metastasico en pulmén.
Evaluamos las consecuencias de la inhibicion de iINOS en el crecimiento tumoral
empleando tres estrategias distintas: Inhibiendo las NOS de manera sistémica con L-
NAME, inhibiendo iINOS de manera local y a través de la ablacion genética, concluyendo
a través de estas tres estrategias que la inhibicion de la produccién de NO reduce
significativamente el crecimiento tumoral de células que expresan iNOS y parametros
relacionados con la invasion y la metastasis.

Asimismo, demostramos que la determinacién de nitrito en orina pude ser propuesto
como marcador de seguimiento y respuesta a tratamiento y la expresion de iINOS como
marcador pronostico en pacientes con CaV.

Enbase a los resultados expuestos, planteamos que la inhibicién de la actividad de iNOS

seria una terapia promisoria para pacientes con CaV, cuyos tumores expresen la enzima.
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