DE INTERES EN ONCOLOGIA Rev Venez Oncol 2015;27(1):57-63

CARCINOGENESIS QUIMICA DE VEJIGA URINARIA
EN ROEDORES DE LABORATORIO COMO MODELO
EXPERIMENTAL

ANTONIETA ALVARADO, REGINA ARANTES-RODRIGUES, CARMEN VASCONCELOS-
NOBREGA, RUI GIL DA COSTA, MARIA ROSARIO PINTO-LEITE, ANA ISABEL FAUSTINO-
ROCHA, PAULA ALEXANDRA OLIVEIRA

AREA DE PATOLOGIA, DECANATO DE CIENCIAS VETERINARIAS, UNIVERSIDAD CENTROCCIDENTAL “LISANDRO
ALVARADO” UCLA-DCV, VENEZUELA. DEPARTMENT OF VETERINARY SCIENCES, SCHOOL OF AGRARIAN AND
VETERINARY SCIENCES, UNIVERSITY OF TRAS-OS-MONTES AND ALTO DOURO, UTAD, VILA REAL, PORTUGAL
CENTER FOR THE RESEARCH AND TECHNOLOGY OF AGRO-ENVIRONMENTAL AND BIOLOGICAL SCIENCES
(CITAB), UNIVERSITY OF TRAS-OS-MONTES AND ALTO DOURO, UTAD, VILA REAL, PORTUGAL EXPERIMENTAL
PATHOLOGY AND THERAPEUTICS GROUP, PORTUGUESE INSTITUTE OF ONCOLOGY, CI-IPOP, PORTO,
PORTUGAL, LABORATORY FOR PROCESS ENGINEERING, ENVIRONMENT, BIOTECHNOLOGY AND ENERGY
(LEPABE), CHEMICAL ENGINEERING DEPARTMENT, FACULTY OF ENGINEERING, UNIVERSITY OF PORTO, FEUR,
PORTO, PORTUGAL AGRARIAN SCHOOL OF VISEU, POLYTECHNIC INSTITUTE OF VISEU, VISEU, PORTUGAL
GENETIC SERVICE, CYTOGENETIC LABORATORY, HOSPITAL CENTRE OF TRAS-OS-MONTES AND ALTO
DOUROVILA REAL, PORTUGAL.

RESUMEN SUMMARY
Los tumores uroteliales inducidos por compuestos quimicos Urotelial cancer, is acommon malignancy in the worldwide,
carcinogénicos en animales de laboratorio son morfolégica is an important contributor to the overall international
e histolégicamente semejantes a los identificados en el cancer burden. The urotelial tumors induced by chemical
hombre y permiten estudiar muchas de las caracteristicas carcinogens in the laboratory animals repeat many of the
observadas en los tumores de vejiga urinaria del hombre. features observed in the human urotelial neoplasia. The
La carcinogénesis de vejiga urinaria en los roedores de urotelial tumors chemically induced in the urinary bladder
laboratorio es un proceso que envuelve una serie de etapas are morphologically and histologically similar to the human
y que se inicia porlesiones pre-neopldsicas que evolucionan urotelial tumors. Like human urotelial carcinogenesis,
a lesiones neoplésicas, en analogia con lo que ocurre en el rodent carcinogenesis is a multistep process that involves
hombre. Ademads de esto, los tumores del urotelio de larata sequential progression from simple hyperplasia to invasive
(Rattus norvegicus) y del ratén (Mus musculus) expresan carcinoma or papillary tumors through varying lesions. In
marcadores bioquimicos y moleculares identificados en los addition, the rodent tumors (Rattus norvegicus) and (Mus
tumores humanos. Porestarazén,lautilizacién de roedores musculus) express several biochemical and molecular
como modelos de carcinogénesis urotelial constituye un markers that are also expressed in the human urotelial
buen método para evaluar y estudiar la accion de farmacos tumors. For this reason, the rodent urinary bladder
antineopldsicos en estas neoplasias. carcinogenesis is a good animal system to evaluate chemo

preventive agents and to study cancer pathways.
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CANCER DE VEJIGA URINARIA

Para inducir tumores de vejiga urinaria se
pueden utilizar varias especies animales tales
como el perro, el conejillo de indias, la rata, el
raton, el conejo y el hamster. No obstante, por
razones de ética, tamafio del animal, costos y
datos biolégicos disponibles, los animales mas
utilizados son sin duda las ratas (R. norvegicus)
y los ratones (M. musculus). El tracto urinario
inferior de los roedores es notablemente
semejante al de los humanos en su estructura
y funcion @; este se extiende desde la pelvis
renal, a través de los uréteres, hasta la vejiga
y termina en la uretra @. Excepto la uretra, el
tracto urinario esta constituido por cuatro capas
de tejidos: mucosa, ldmina propia, muscular
y serosa ®#. La mucosa del tracto urinario
inferior se clasifica como epitelio polimorfo, de
transicion o urotelio. El urotelio estd constituido
por tres capas de células: superficial, intermedia
y basal 149 Un vez que todo el tracto urinario
estd revestido por urotelio, tedricamente, la
uretra y los uréteres podrian desarrollar lesiones
proliferativas semejantes a las descritas en la
vejiga. Sin embargo, las lesiones proliferativas
uretrales y de los uréteres son raras en estas
especies animales. Esta ocurrencia puede
explicarse por el rdpido pasaje de la orina a
través de estas estructuras, en comparaciéon con
el tiempo de contacto de la orina con el urotelio
vesical . Laincidencia de tumores espontaneos
en los roedores de laboratorio es de importancia
practica en la concepcién e interpretaciéon de
los ensayos de carcinogénesis inducida. El
efecto de un agente carcinogénico se detecta
mas f4cilmente si la incidencia de los tumores
de vejiga es nula, por esta razén el escoger la
estirpe animal es muy importante ®. No obstante,
a pesar de que la ocurrencia espontdnea de
tumores de vejiga es muy raraen los animales de
laboratorio, estas se asocian a edades avanzadas
©12 Una incidencia elevada de neoplasias
uroteliales y ureterales fue documentada en

dos linajes de ratas: Bronwn/Norway (BN/
RijHsd) y Dark Agouti (DA/OlaHsd), asociada
al desarrollo de urolitos 139 Las lesiones
uroteliales identificadas en estos animales fueron
clasificadas como papilares y multifocales, con
el desarrollo simultdneo de carcinoma in situ
(CIS) @19, Otras alteraciones no neopldasicas,
tales como inflamacién e hiperplasia urotelial
se pueden identificar también en el urotelio.
La infecciéon con el parasito Trichosomides
crassicauda estd asociada con el desarrollo
espontdneo de tumores en ratas 19, sin embargo,
es rara en condiciones experimentales debido a
que en estas circunstancias la comida y la cama
deben ser almacenadas en lugares inaccesibles a
roedores salvajes . No existen relatos previos
sobre la infeccién de este pardsito en vejiga
urinaria de ratones. Los tumores espontaneos
de vejiga urinaria en otras especies de roedores,
incluyendo los hamsteres, conejillos de indias y
conejos parecen ser igualmente raros 9.

CARCINOGENESIS QUIMICADE VEJIGA
URINARIA

En la década de 1960 e inicio de 1970 fueron
desarrollados varios compuestos quimicos
carcinogénicos especificos para la induccién
experimental de tumores de vejiga urinaria en
animales de laboratorio. Estos compuestos
carcinogénicos fueron fundamentales para dar
inicio al estudio detallado de los mecanismos
bioquimicos e inmunoldgicos envueltos en la
patogénesis del cancer de vejiga con el recurso
de los animales de laboratorio 1?. Existen tres
compuestos quimicos considerados muy eficaces
en la induccion del céncer de vejiga, pues desde
que son administrados por la via adecuada, la
dosis ajustaday la estirpe animal indicada, todos
tienen unatasade inducciéndel 100 % en tumores
de vejiga. Estos compuestos quimicos son: N-[4-
(5-nitro-2-furil)-2-tiazolil] formamida, N-butil-
N-(4-hidroxibutil) nitrosamina (BBN) y N-metil-
N-nitrosourea (MNU) !®_ Estos compuestos son
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agentes carcinogénicos completos que actdan
simultdaneamente como iniciadores y promotores,
la dosis total tiene un efecto mayor cuando son
administrados en varias fracciones, es decir, el
efecto de las dosis individuales es sinérgico en
vez de aditivo. El grado de atipia celular y la
extension de lainvasién aumentan con el tiempo
de exposicion a los agentes carcinogénicos y
con la duracién del periodo experimental (1920,
De los tres compuestos antes referidos, BBN es
el mas utilizado en modelos animales, una vez
que su potencial carcinogénico es limitado a
este 6rgano @22, BBN es un metabolito de la
dibutilnitrosamida (DBN) @®. Los tumores de
vejiga inducidos por BBN en ratas y ratones se
asemejan a los identificados en el hombre, tanto
macro como microscopicamente ?'242_ Enratas
BBN y DBNdemostraron ser carcinogénicos para
lavejigaurinaria,no obstante BBN apenas indujo
el desarrollo de neoplasias en la vejiga en cuanto
DBN indujo el desarrollo de tumores de higado,
pulmon, rifién y eséfago ?%2”. La exposicion
de ratones a DBN induce el mismo espectro de
lesiones identificadas en las ratas “**29. Las
diferencias histopatolégicas observadas entre
varias especies de roedores expuestos a BBN
pueden ser atribuidas a la dosis, la especie y
la estirpe animal. BBN es especifica no solo
para la vejiga de ratas sino también para la de
los perros, no obstante por razones de ética los
perros no son utilizados en este tipo de ensayos.
Sin embargo, es un agente carcinogénico débil
en hamsteres y cerdos ©¢#33D_ Se puede obtener
una incidenciadel 100 % de tumores inducidos a
través de laadministracién continuay prolongada
de BBNenel aguade beberde los animales. Este
compuesto también puede ser administrado por
sondaoral ®. Sinembargo,la administracion por
sondaoral estiasociadaaunaelevada mortalidad
debido alos posibles falsos trayectos que pueden
ocurrir, como la bronco-aspiracion ©». Las
inyecciones subcutdneas de BBN generalmente
resultan en una menor incidencia de tumores
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@ . Una via de administracion alternativa, con
innumerables dificultades en su ejecucion,
consiste enlainstilaciénintra-vesical de BBN ¢%);
no obstante esta técnica solo puede ser realizada
en animales hembras, porque en los machos
se dificulta su realizacién por la curvatura de
la uretra peneana “Y. BBN es un compuesto
clasificado como genotéxico y su grupo
alcohdlico es rapidamente oxidado en un grupo
carboxilo por el higado, especificamente por el
sistemaenzimadtico aldehido deshidrogenasa. El
metabolito formado se denomina N-butil-N-(3
carboxibutil) nitrosamina (BCPN) y también
es un compuesto carcinogénico que alcanza el
urotelio a través de la orina %37, BCPN es un
compuesto estable que se une covalentemente
a macromoléculas celulares y es responsable de
la iniciacion del proceso de carcinogénesis .
BCPNdesencadenalatransformacién neopldsica
de las células uroteliales de las ratas cultivadas
in vitro ®®. La carcinogénesis urotelial en ratas
es una secuencia de alteraciones morfoldgicas
que se inician por hiperplasia simple; en seguida
prosigue a hiperplasia nodular y papilar. Estas
lesiones evolucionan a papilomas y pueden,
eventualmente,evolucionar a carcinomas de alto
grado, carcinomas no invasivos y finalmente,
carcinomas invasivos (*3849_ Muchos tumores
exofiticos inducidos en ratas son polipoides,
generalmente pedunculados y con un patrén de
crecimiento papilar invertido ¢4V, De esta
forma, el modelo de ratas se asemeja mucho alas
neoplasias papilares y el modelo de ratones a las
lesiones uroteliales planas, ambas identificadas
en el hombre “?.

ENSAYOS EXPERIMENTALES DE
CARCINOGENESISDEVEJIGAURINARIA
INDUCIDO POR BBN

Usando el modelo de cancer de vejiga
inducido por BBN en ratas, nuestro equipo
al investigar la expresion de la E-caderina en
las lesiones pre-neoplésicas y en los tumores
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uroteliales, observé que la hiperplasia simple
y la metaplasia escamosa tienen un patrén de
expresion de la E-caderina semejante a la del
urotelio normal, con su expresién confinada a la
membrana celular. De todos los casos estudiados
el 38,1 % delashiperplasiasnodulares,el41.4 %
de las displasias y el 100 % de los papilomas
tuvieron una expresién de E-caderina reducida.
Todas las neoplasias papilares de bajo potencial
maligno, los carcinomas de bajo y de alto grado
y los carcinomas invasivos revelaron un patrén
de marcacion anormal, con un aumento en la
reactividad citoplasmatica y positividad de la
membrana celular discontinua “». También se
investigd el contenido de ADN, la expresion
de los anticuerpos Ki-67 y p53 en lesiones
uroteliales inducidas por BBN en hembras de
ratas Fisher 344 y tratadas por instilacion intra-
vesical con mitomicina C (MMC) y Bacillus
Calmette-Guérin (BCG), ambos farmacos
instilados intra-vesicalmente una vez por semana,
durante seis semanas. El andlisis de la ploidia
del ADN fue realizado por citometria de imagen
y la expresividad del Ki-67 y p53 fue analizada
por inmunohistoquimica en tejidos incluidos
en parafina. La incidencia de aneuploidia en
los tumores de vejiga de las ratas, fue menor
en los tumores tratados con MMC y BCG. Los
carcinomas papilares de altoy bajo grado tratados
con MMC y BCG tenian una disminucién del
indice de apoptosis “?. También al investigar
la accién de los farmacos inhibidores del gen
mTOR, como el sirolimus, en ratones con
carcinoma urotelial invasivo inducido por BBN
se observé que la incidencia de esta lesién se
redujo significativamente después del tratamiento
con el sirolimus. Las lesiones pre-neoplasicas 'y
neoplasicas exhibieron también una disminucién
significativa de su proliferacion celular .

En otro estudio se analizé la eficacia del
sirolimus y de la gemcitabina, aislados y en
combinacidn, en ratones previamente expuestos
a BBN. Ambos farmacos fueron administrados

durante 6 semanas consecutivas y su eficacia
fue evaluada histolégicamente. A pesar de
que los resultados no fueron estadisticamente
significativos la incidencia de lesiones pre-
neoplésicas fue menor en los animales después
del tratamiento aislado con la gemcitabina
(hiperplasias simples: 66,67 %, hiperplasias
nodulares: 46,67 %, carcinomas in situ: 0 %
tumores papilares de alto y bajo grado: 6,67 %
y 0 % respectivamente). En los animales no
tratados expuestos a BBN se obtuvieron las
siguientes incidencias: hiperplasias simples
76,90 %, hiperplasias nodulares 69,23 %,
carcinomas in situ 15,38 % ,tumores papilares de
bajo y alto grado 7,7 %, en ambos. En cuanto a
la displasia se observé una incidencia del 100 %
en los dos grupos. La incidencia de carcinomas
invasivos fue menor en los animales tratados con
la gemcitabina (20 %) en comparacién con los
animales no tratados (54 %). A semejanza de lo
observado en el estudio anterior, la incidencia
de los carcinomas invasivos también fue
significativamente baja, con una incidencia del
54 % y el 7,14 % en los animales no tratados
y en los animales tratados con el sirolimus
respectivamente. En los animales tratados con
los dos farmacos simultaneamente, se observo
un menor nimero de lesiones uroteliales cuando
fue comparado con los animales no tratados,
principalmente en la incidencia de la hiperplasia
nodular y de los carcinomas invasivos “%.

En relacién al gen mTOR, se evalu6 el efecto
del everolimus (RADOO1), un andlogo del
sirolimus. Después de lainduccionde los tumores
con BBN en los ratones machos, el RADOO1 fue
administrado por via oral, dos veces por semana
durante seis semanas consecutivas. Enesteestudio
en particular, se observé histoldgicamente,que el
desenvolvimiento de las lesiones inducidas por
BBN no fueron significativamente influenciadas
porel tratamiento conel RADOO1. Laincidencia
de lesiones pre-neoplasicas fue ligeramente
inferior en los animales tratados (hiperplasias
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simples: 64,3 % ,hiperplasias nodulares: 57,14 %,
displasias: 85,7 %) cuando fueron comparadas
con los animales expuestos a BBN y no tratados
(hiperplasias simples: 76,9 %, hiperplasias
nodulares: 69,23 %, displasias: 100 %). No
obstante, la incidencia de lesiones invasivas se
mantuvo semejante entre los animales de los
diferentes grupos @,

Posteriormente fue evaluado el efecto
del meloxicam, el cual es un farmaco anti-
inflamatorio no esteroideo, inhibidor selectivo
de la enzima ciclooxigenasa 2. Los ratones
machos fueron expuestos a BBN, seguidamente
fueron tratados con el meloxicam por via
intraperitoneal,durante 6 semanas consecutivas.
Histol6gicamente se observé que la incidencia
de lesiones pre-neopldsicas inducidas por BBN
no fue afectada por el tratamiento (hiperplasias
simples: 80 %, hiperplasias nodulares: 40 %,
displasias 90 %) cuando fue comparado con
los animales no tratados (hiperplasias simples:
77,8 % ,hiperplasias nodulares: 40 %,displasias:
100 %). Ninguno de los animales tratados
con meloxicam desenvolvieron lesiones
neopldsicas, a diferencia de los animales no
tratados que tuvieron una incidencia del 20 %,
especificamente carcinomas invasivos, sin
alteraciones significativas en los parametros
renales y hepaticos. Fueron analizados ademads
marcadores de inflamacién por Western Blottales
como: interleucina-6, proteina C reactivay factor
de necrosis tumoral, sin observarse diferencias
significativas entre los animales tratados y no
tratados 2.

En conclusién los resultados obtenidos en
roedores como modelos de carcinogénesis
urotelial contribuyen significativamente a la
comprension de la influencia de las alteraciones
especificas durante el proceso de carcinogénesis
y pueden ser aplicados en la identificacién de
nuevos blancos terapéuticos.
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