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RESUMEN
EFECTO DE POLIFENOLES DE LA DIETA MEDITERRANEA SOBRE LA PROLIFERACION Y MEDIADORES DE
LA INVASIVIDAD “IN VITRO” DE LA LINEA DE CANCER VESICAL MURINO MB-49

Objetivo: Evaluar el efecto de diferentes polifenoles sobre la proliferacion y algunos mediadores implicados en
el proceso de invasividad en la linea celular MB-49.

Material y Métodos: Cultivos de células de cancer vesical murino MB-49 se suplementaron con resveratrol,
rutina, morina, quercetina y acidos tanico y galico, a diferentes concentraciones y se determiné la proliferacion
celular a las 24, 48 y 72 horas. Por otra parte, se cuantificé la expresién del activador del plasminégeno tipo
Urokinasa (u-PA) y de su receptor (u-PAR), asi como de la metaloproteinasas 9 (MMP-9) mediante PCR en tiempo
real tras 24h de tratamiento con cada nutriente. Ademas, se valor6 en el medio de cultivo, también tras 24 horas
de incubacién con los diferentes nutrientes, los niveles de MMP-9.

Resultados: Todos los polifenoles estudiados consiguieron inhibir la proliferacion de las células MB-49 de
manera significativa, variando en los tiempos y dosis empleados. La expresion de del activador del plasminégeno
tipo Urokinasa (u-PA) y de su receptor de alta afinidad (u-PAR) no se vieron modificados tras el tratamiento, sien-
do en algun caso ligeramente aumentada su expresion. Sin embargo, si se inhibié de manera significativa tanto
la expresion como los niveles en el medio de cultivo de la MMP-9.

Conclusiones: Los polifenoles de nuestra dieta habitual ejercen un efecto inhibidor sobre la proliferaciéon y los
mediadores de la invasividad tumoral vesical en células MB-49.
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ABSTRACT
(EFFECT OF POLYPHENOLS IN THE MEDITERRANEAN DIET ON PROLIFERATION AND MEDIATORS OF IN
VITRO INVASIVENESS OF THE MB-49 MURINE BLADDER CANCER CELL LINE)

Objective: To evaluate the effect of different polyphenols on the proliferation and invasive capacity of MB-49
murine bladder tumor cell lines and to identify the mediators involved in this process.

Materials and Methods: MB-49 murine bladder cancer cells were cultured in media supplemented with resver-
atrol, rutin, morin, quercetin, gallic acid and tannic acid (all of them are polyphenols usually present in Medi-
terranean diet) for periods of 24, 48 and 72 hours to quantify the expression of urokinase-type plasminogen acti-
vator (uPA) and its receptor (UPAR) in the culture medium, as well as of metalloproteinase-9 (MMP-9) and cell pro-
liferation.

Results: All the polyphenols studied significantly inhibited proliferation of MB-49 cells, varying according to
the time periods and doses used. The cells in the media supplemented with the nutrients to study did not show
inhibition of mRNA expression of urokinase-type plasminogen activator (uPA) or its high affinity receptor (UPAR).
It was even slightly increased in certain cases. However, mRNA expression of metalloproteinase-9 was strongly
inhibited.

Conclusions: The polyphenols present in our usual diet exert an effect on the proliferation and mediators of
bladder tumor invasiveness in MB-49 cells.

Keywords: Invasiveness. Polyphenols. upA. uPAR. MMP9. Bladder cancer. MB49.
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1 cancer de vejiga es el cuarto cancer en fre-

cuencia entre los hombres y el octavo en fre-
cuencia entre las mujeres, representando el 10% y
el 4% de todos los canceres, respectivamente.
Aunque el 65-80% de los tumores vesicales debu-
tan como superficiales con un comportamiento
relativamente benigno, las recurrencias a los 5
anos alcanzan el 65%, mientras que cerca del 15%
de los tumores progresan a enfermedad muscu-
loinfiltrante. Lamentablemente, no es posible iden-
tificar con seguridad aquellos pacientes expuestos
a la progresiéon. Una vez que se ha producido la
progresion, el patréon oro del tratamiento es la
cirugia radical, aunque casi el 50% de los pacien-
tes con mal prondstico (pT4, pN+, margenes posi-
tivos, etc.) tratados con cistectomia radical aislada
morirdn por enfermedad metastéasical. De esta
manera, la prevenciéon de la progresion podria
representar un paso adelante en el tratamiento del
cancer de vejiga. En este sentido, la infiltracion
tumoral se produce como consecuencia de la
accion de enzimas que degradan las proteinas de
la membrana basal y la matriz extracelular?. Entre
estas, la enzima activadora del plasminégeno-tipo
urokinasa (uPA) y su receptor de alta afinidad
(uPAR), son criticos en la progresion y capacidad
metastasica del tumor y su nivel de expresion se
correlaciona con un mal pronédstico en diferentes
tipos de canceres , como el de prostata®, mama?,
colon®, ovario®, gastrico’, cerebro®, y pulmén®. La
urokinasa (uPA) y su principal producto, la plas-
mina pertenecen a una serie de proteasas!®12 que
activan la cascada de las metaloproteasas (MMP),
las cuales estan implicadas en procesos fisiologi-
cos normales (migracion celular, angiogénesis,
etc.) y procesos patolégicos (crecimiento y migra-
cion tumoral, artritis, etc.). Asi, controlan procesos
como la motilidad celular, remodelacion tisular y
la activaciéon de diferentes factores angiogénicos
(VEGF, TGF#). La mayoria de estas proteasas (€j.
uPA) se encuentran localizadas en el propio tumor
a través de receptores que se expresan de manera
muy elevada en la superficie de células endotelia-
les activadas y tumorales, y se ha demostrado que
la expresion de uPA es un factor prondéstico inde-
pendiente de recurrencias y progresion en el can-
cer vesical'®. Es decir, la accién de estas enzimas
permite que las células tumorales escapen al con-
trol local y adquieran capacidad metastasica!3. Un
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tratamiento que minimizara la actividad de esas
proteinas dificultaria la progresion hacia este esta-
do mas agresivo.

Los flavonoides son metabolitos secundarios
de las plantas con propiedades antioxidantes
presentes en las frutas, vegetales, y bebidas como
el té, el vino (sobre todo el tinto) y los zumos de
frutas'416, La ingesta diaria de flavonoides se
encuentra en el rango 10-100mg. El vino tinto y
el mosto son particularmente ricos en flavonoides
en comparacion con el vino blanco y la cerveza.
También existen evidencias sobre el efecto anti-
cancerigeno de los taninos y de la quercetina,
ambos presentes en el vinol”.

Segun lo comentado previamente, queremos
investigar el efecto de diferentes agentes de la dieta
mediterranea, como son los polifenoles investiga-
dos, sobre la proliferacion e invasividad tumoral.

MATERIAL Y METODOS

Cultivo celular y tratamientos. Se utilizaron
células tumorales de la linea de cancer vesical
murino MB-49 (obtenida mediante induccion con
7,12-dimetilbenzoantraceno en ratones macho de
la cepa C57BL/Icrf-a’) (Fig. 1). Las células fueron
mantenidas en medio de cultivo Dulbecco’s
modified eagle medium (DMEM, Gibco BRL,
Barcelona Spain) con 10% de suero fetal de ter-
nera (FCS) y suplementadas con L-glutamina 2
mM (Gibco BRL, Barcelona Spain), penicilina 100
U/ml y estreptomicina 100 ug/ml (Gibco BRL,
Barcelona Spain) e incubadas en estufa a 37°C y
con una atmoésfera de CO, al 5%.
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FIGURA 1. Células tumorales vesicales murinas de la
linea MB-49.
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Las células fueron tratadas con dcido gdlico,
acido tanico, quercetina, rutina, morina y resvera-
trol a las concentraciones y tiempos indicados.
Todos los polifenoles utilizados se obtuvieron de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) y se disolvie-
ron en methanol (los cuatro primeros) o DMSO
(resto). Se prepararon soluciones stock que se
almacenaron a —20°C. Las concentraciones utili-
zadas en los diferentes ensayos se alcanzaron
diluyendo las soluciones stock con medio DMEM.
Las células control recibieron DMSO o etanol a
una concentracion final del 0,1%.

Ensayos de proliferacion. Las células se sub-
cultivaron en placas de 96 pocillos a una densi-
dad de 1,5 x 108 células por pocillo en 100ul de
medio. Tras una preincubacion de 12 h, se apor-
taron los diferentes polifenoles a las diferentes
dosis y se determiné la proliferacion celular a las
24, 48 y 72h posteriores al tratamiento mediante
la técnica de incorporacién de la bromodeoxiuri-
dina (BrdU) al ADN de células proliferantes,
segun recomendaciones del fabricante (Cell
Proliferation ELISA BrdU, Roche, USA). La BrdU
se detecta mediante inmunoensayo por determi-
nacién de la absorbancia a 450 nm en un lector
de placas (Bio-Tek Instruments, Winooski, USA).
Los valores de absorbancia se correlacionan con
la sintesis de ADN y con el numero de células
proliferantes. Los experimentos se realizaron por
triplicado y los resultados se expresaron como
unidades de absorbancia (AU).

Obtencion de RNA. Se utiliz6 el kit Rneasy
(Qiagen, Izasa, Espana) de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante. La calidad del RNA se
determinoé por absorbancia a 260/280nm.

PCR en tiempo real. Se realiz6 una transcripcion
reversa con lug de RNA total para cada muestra
utilizando cebadores al azar (random primers) y la
enzima MMLYV, segun recomendaciones del fabri-
cante (Sigma, St. Louis, MO, USA). La PCR en tiem-
po real se realizo en un termociclador iCycler (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) con 25ml de
una mezcla de reaccion compuesta de 12,5 ul
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems,
The Netherlands), 1,25ml de una mezcla de pri-
mers de PCR no marcados (uPA, uPAR, MMP9 o
18S) y una sonda and Tagman MGB especifica
para cada una de las dianas a estudio (TagMan
Assay, Applied Biosystems, The Netherlands). La
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PCR a tiempo real tiene el siguiente protocolo: 5
minutos a 95°C para activar la Taq Polimerasa, y
40 ciclos con 95°C 15 segundos y 60°C un minu-
to. Como control endogeno se utilizé un gen ubi-
cuo como €l 18S ribosomal. Para determinar la
cantidad relativa de cada diana en cada muestra,
los resultados se normalizaron por el valor obteni-
do para el 18S y se utiliz6 el método CT comparti-
vo (AAC,) que compara CT (ciclo umbral) entre tra-
tamientos. Para poder utilizar este método se com-
probé que las eficiencias de la amplificacion para
cada uno de los genes a estudio (MMP-9, UPA y
UPAR) respecto al 18S fueran aproximadamente
equivalentes. Si esto es asi, el valor absoluto de la
pendiente que se genera al representar los ACT (CT
gen diana - CT gen de referencia) respecto al log
(RNA total) utilizado para realizar la curva, tiene
que ser <0,1. En todos los casos se consiguieron
pendientes inferiores a 0,1, lo que permitié utilizar
el método CT comparativo.

ELISA MMP-9. Los niveles de MMP-9 en el
sobrenadante se determinaron mediante un
ensayo de ELISA (R&D Systems) segun recomen-
daciones del fabricante.

Anadlisis Estadistico. Para el tratamiento esta-
distico de todos los resultados (medias) se utilizo
un ANOVA unifactorial. Se consideraron signifi-
cativos valores de p<0,05 y el software utilizado
fue el SPSS 11.5.

RESULTADOS

Proliferacion celular

Como aparece reflejado en la (Fig. 2) todos los
polifenoles utilizados consiguieron inhibir de
manera significativa la proliferacion de las células
MB49, aunque con diferentes potencias y tiempos.
El efecto para todos los polifenoles fue dosis y
tiempo dependiente. El acido tanico fue el polifenol
que tardé menos tiempo en ejercer su accién ya
que a las 24 horas se aprecié una reduccion en la
proliferacion tanto a 5 como a 10 uM con respecto
al control. En contraste, el polifenol con efecto mas
tardio fue la rutina, ya que su efecto, con ambas
concentraciones, no se hace patente hasta pasa-
das 72 horas. El acido galico consigue efectos a la
dosis de 75 uM desde las 24 horas. Sin embargo a
las 48 y 72 horas disminuye significativamente la
proliferacién con respecto al control con ambas
dosis (mayor cuanto mas tiempo pasa).
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Expresion de uPA, uPAR y MMP9
Los resultados obtenidos por PCR
en tiempo real se muestran como
numero de veces que se encuen-
tra expresado o inhibido el gen
diana en funcién del tratamiento
y respecto a la situacién control.
Los resultados se analizaron
mediante el método del Ct com-
parativo (Applied Biosystems) y
se normalizaron con un control
interno (18S). En la Tabla 1y 2 se
muestran los resultados de la
enzima activadora del plasmino-
geno-tipo urokinasa (uPA) y su
receptor (UPAR). Se aprecia que
ninguno de los compuestos modi-
fica de manera significativa la
expresion de ninguno de los
genes a estudio, excepto la quer-
cetina que aumenta 2,8 y 2,6
veces la expresion de uPAy uPAR
respectivamente.

Por ultimo, en cuanto a la capaci-
dad de alterar la expresion de la
MMP-9 los resultados fueron los
indicados en la Tabla 3. Todos los
polifenoles fueron capaces de
inhibir la expresion de la MMP9
de manera significativa. En parti-
cular la quercetina y la morina,
fueron los compuestos mas po-
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FIGURA 2. Proliferacion celular de la linea celular MB-49 y su inhibicion en

medios ricos en los diferentes polifenoles estudiados.

De similares caracteristicas es la curva de pro-
liferacion de la quercetina y el resveratrol, ya que
ambos polifenoles empiezan a inhibir la prolifera-
cion a partir de las 48 horas, y a medida que
aumenta la dosis (5y 10 uM para quercetinay 10
y 25 uM para resveratrol) y el tiempo la inhibicion
de la proliferacion es mayor.

La morina fue el polifenol que necesito una
mayor concentracion para conseguir disminuir la
proliferacion (75 y 100 uM), requiriendo ademas
un minimo de 48 horas para manifestar sus efec-
tos, aunque una vez producidos fueron significa-
tivamente muy relevantes.

746

tentes de los estudiados, llegando
a inhibirla en un factor de 6,35y
7,21 respectivamente, respecto a
la situacion control (Fig.3).

Niveles de MMP-9

En la Figura 4 se observa que todos los nutrien-
tes fueron capaces de disminuir la secrecion de
MMP-9 al medio de cultivo. La potencia de inhibi-
ciéon alcanza por cada uno de los nutrientes se
muestra en porcentaje con respecto al control
(100%). Asi, el polifenol que alcanzé el efecto mas
potente fue la morina (40% inhibicién) y el mas
débil fue el acido tanico (10% inhibicién). Se puede
observar la existencia de una clara relacion entre la
inhibicién en la expresion y la secrecion de la MMP-
9 para cada uno de los polifenoles.
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Tabla 1

Efecto de los polifenoles sobre la expresion del mARN del
activador del plasminégeno uPA. Los valores se expresan
como numero de veces aumentada la expresion con res-
pecto a la situacién control.

N¢ veces Estimulacién UPAR Versus control
Control 1,00 (0,90-1,11)
Tanico 1,25 (1,06-1,47)
Galico 1,08 (0,90-1,31)
Quercetina 0,95 (0,85-1,07)
Rutina 2,80 (2,57-3,03)
Morina 1,05 (0,92-1,20)
Resveratrol 1,26 (0,89-1,18)
Tabla 2

Efecto de los polifenoles sobre la expresion del mARN del
receptor del activador del plasminégeno Upa. Los valores
se expresan como numero de veces aumentada la expre-
sion con respecto a la situacién control.

N2 veces Estimulacién UPA Versus control
Control 1,00 (0,88-1,08)
Tanico 1,50 (1,08-1,44)
Galico 1,11 (0,94-1,26)
Quercetina 1,05 (0,85-1,07)
Rutina 2,61 (2,54-3,00)
Morina 1,10 (0,93-1,18)
Resveratrol 1,66 (0,91-1,15)
Tabla 3

Efecto de los polifenoles sobre la expresion del mARN de
la MMP9. Los valores se expresan como numero de veces
inhibida la expresion con respecto a la situacién control.

N2 veces Inhibicién MMP Versus control
Control 1,00 (0,83-1,21)
Tanico 2,67 (1,80-3,96)
Galico 4,00 (2,94-5,43)
Quercetina 6,35 (5,65-7,13)
Rutina 4,44 (3,69-5,33)
Morina 7,21 (5,61-9,26)
Resveratrol 3,61 (2,62-4,95)
DISCUSION

En lineas generales, la dieta mediterranea es
considerada como protectora frente al cancer,
quiza como consecuencia de su bajo contenido en
grasas animales y carnes y su elevado contenido
en frutas frescas, pasta y vino. Por ello, nos
hemos centrado en varios polifenoles que se
encuentran en altas concentraciones en distintos
alimentos de la dieta mediterranea.
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FIGURA 3. Fisiologia del sistema uPA-uPAR-MMP. La accién
conjunta del uPA unida a su receptor uPAR y la accion de
las metaloproteinasas MMP es indispensable para la
degradacion de la lamina propia y la matriz extracelu-
lar, elemento clave en la invasividad tumoral.
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FIGURA 4. Efecto de los polifenoles sobre los niveles de
MMP-9 en sobrenadante. Los valores se expresan en por-
centaje respecto al control (100%).

Se han publicado numerosos estudios demos-
trando asociaciones entre la ingesta de alimentos
ricos en polifenoles y la prevenciéon de diferentes
enfermedades, tales como diferentes tipos de tu-
mores, accidentes cerebrovasculares y enferme-
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dades cardiovasculares, estos ultimos especial-
mente relacionados con la ingesta de te y vino res-
pectivamente!®.

Aunque se han identificado cerca de 4000
polifenoles en diferentes plantas, s6lo una relati-
va cantidad de ellas se encuentran en cantidades
significativas en la dieta humanal®. El grupo de
los flavonoides ha sido el mas estudiado hasta la
fecha siendo los polifenoles mas frecuentes en
nuestra dieta20-21,

En los ultimos afos se ha puesto especial énfa-
sis en estudiar estos compuestos al demostrarse el
papel de algunas plantas y frutas en la prevencion
de diferentes tipos de tumores?2. Se han postula-
dos diferentes mecanismos de accién mediante los
cuales los diferentes polifenoles podrian ejercer
una accion preventiva tumoral?3, También ha sido
demostrada su capacidad para inhibir, “in vitro”,
las metaloproteinasas MMP2 y MMP9, enzimas
clave en la el proceso de invasividad de una célula
tumoral?®. La biodisponibilidad de estos compues-
tos es determinante a la hora de ejercer su accion
y esta condicionada a multiples factores como el
microambiente bacteriano del colon del consumi-
dor, mecanismos de absorcion intestinal, etc.23,

En nuestro trabajo hemos puesto de manifies-
to la capacidad de varios polifenoles, de los mas
frecuentes en nuestra dieta, para inhibir la proli-
feraciéon “in vitro” de la linea celular tumoral
murina, MB-49. Polifenoles presentes en la dieta
mediterranea, sobre todo en el vino tinto, también
inhiben la proliferaciéon en otros tumores urolégi-
cos como el de prostata. Romero y colaboradores
en este mismo centro demostraron que estos mis-
mos polifenoles fueron capaces de inhibir in vitro
la proliferacion e inducir la apoptosis en células
humanas de cancer de préstata LnCap2%-29,

También hemos objetivado que se altera la
expresion del mARN de los mediadores de la inva-
sividad estudiados en un medio suplementado
con estos nutrientes,. El hecho de que en pre-
sencia de los nutrientes aumente levemente la
expresion del mARN de la enzima activadora del
plasminégeno-tipo urokinasa (uPA), pero que
practicamente no se altere su receptor de alta afi-
nidad (uPAR) probablemente no tenga efecto bio-
légico. Hay evidencias de que es el complejo uPA-
uPAR y no el uPA libre el que inicia la cascada de
procesos que culmina con la metastasis?”.
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Kim y colaboradores van mas alla y demostra-
ron que es necesaria la plena cooperacion entre el
sistema uPA-uPAR y las metaloproteinasas (ej.:
MMP 9) para que se inicie el proceso de invasivi-
dad?8.

Por otra parte, multiples trabajos han puesto
de manifiesto el papel determinante del sistema
uPA - uPAR en la progresion y capacidad metas-
tasica del tumor. Hasui y cols., en un estudio
sobre uPA y tumores vesicales superficiales,
comunicaron que la expresion de uPA era un fac-
tor pronoéstico independiente de recurrencias y
progresion en el cancer vesical'8. Hudson estudio
la influencia de uPA y uPAR sobre la invasividad
en 4 diferentes lineas de tumor vesical y aprecio
que para que se produjera la invasion in vitro, las
c€lulas tenian que producir uPA y expresar el
uPAR de manera simultanea. Es decir, para que
la célula tumoral vesical adquiera capacidad
invasiva tiene que estar aumentadas tanto la
enzima como su receptor, ambos son necesarios
para que se produzca la invasion?*.

Todos los nutrientes estudiados consiguieron
inhibir la expresion del mRNA de la metaloprotei-
nasa 9 (MMP9). Esta acciéon fue mas pronuncia-
da en el caso de la morina y la quercetina. Sier y
colaboradores estudiaron los niveles de MMP 9
en orina de pacientes con tumores vesicales y los
compararon con los niveles de sujetos sanos.
Comprobaron que los niveles de MMP9 en
pacientes con tumores fueron significativamente
mayores que en los sujetos sanos. Ademas los
pacientes con tumores musculoinfiltrantes
sobreexpresaban de una manera significativa
esta enzima?°.

Este dato junto con que todos estos compues-
tos consiguen inhibir in vitro, segun tiempo y
dosis, la proliferacion de las células tumorales
vesicales hacen necesario seguir investigando
para estudiar los mecanismos a través de los
cuales estos polifenoles ejercen sus efectos sobre
proliferacion e invasividad.

CONCLUSIONES
Los polifenoles estudiados (resveratrol, rutina,
morina, quercetina, y acidos tanico y galico) con-
siguieron inhibir la proliferaciéon, a diferentes
tiempos y dosis, de la linea celular tumoral vesi-
cal murina MB-49. También consiguieron inhibir
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la expresion de mediadores criticos en el desarrollo
de la capacidad invasiva de un tumor como la meta-
loproteinasa 9. Sin embargo, no ejercié ningun efec-
to sobre la enzima activadora del plasminégeno-tipo
urokinasa y su receptor de alta afinidad. Estos
resultados hacen necesario seguir investigando con
camaras de invasividad en lineas celulares huma-
nas con el fin de disefiar una eventual estrategia de
potencial prevencion de la invasividad tumoral
basado en agentes de nuestra dieta habitual.

10.
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