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“La utopia estd en el horizonte. Camino dos pasos,
ella se aleja dos pasos y el horizonte se corre diez

pasos mds alld. (Entonces para qué sirve la utopia?

Para eso, sirve para caminar.”

Eduardo Galeano
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Resumen

La cirrosis hepatica se caracteriza por una acumulacién excesiva de componentes
de matriz extracelular, entre ellos el acido hialurénico (AH), que conducen a una
distorsidén en la histoarquitectura hepdtica y a la insuficiencia funcional. Ademas, la
cirrosis es considerada una enfermedad pre-neoplasica para el hepatocarcinoma
(HCC). Por otra parte, la biosintesis alterada del AH esta asociada con la progresién
tumoral con varios tipos de tumores, pero su rol en el HCC no se encontraba descripto.
4-Metilumbeliferona (4MU), un agente oral biodisponible, es un inhibidor conocido de

la sintesis de AH con propiedades antitumorales observadas en varios tipos de cancer.

El objetivo general de este trabajo de tesis fue evaluar el papel del 4MU,
inhibidor de la sintesis de AH, en el proceso de generaciéon del HCC en un higado con

fibrosis establecida, y sus mecanismos de accion.

Para ello, inicialmente exploramos los efectos de |a inhibicidn de la sintesis de AH
mediante la administracion sistémica de 4MU en el tumor de HCC y en su
microambiente. Para ello, empleamos un modelo de HCC ortotdpico con células
Hepal29, establecido en higados fibréticos mediante la administracion crénica del
toxico tioacetamida. En una primera instancia, administramos 4MU por via

intraperitoneal, y luego por via oral.

En primer lugar evaluamos los efectos de 4MU sobre las células de HCC y células
estrelladas hepaticas (CEH) in vitro mediante ensayos de proliferacién, apoptosis y

citotoxicidad. También analizamos el crecimiento tumoral y la fibrogénesis in vivo.

Nuestros resultados mostraron que el tratamiento de las células de HCC con
4AMU redujo significativamente la proliferacion de las células tumorales, a la vez que
incrementd la apoptosis de las mismas, mientras que no se observaron signos de dafio
en hepatocitos, como asi tampoco en el estado general de los animales; lo que
demuestra que 4MU no produce toxicidad. Ademas, el tratamiento con 4MU redujo

significativamente los niveles sistémicos y hepaticos de AH. Los tumores tratados



sistémicamente con 4MU por via i.p., si bien no se redujeron significativamente,
fueron acompafiados por una disminucion de ndédulos satélites de 2-3 veces.
Asimismo, mostraron extensas areas de necrosis y un incremento del infiltrado
inflamatorio de tipo mononuclear. Por otro lado, los animales tratados con 4MU
desarrollaron un menor grado de fibrosis en comparacion con los controles (F1-2 vs.
F2-3 respectivamente). Mds aun, 4MU indujo apoptosis de las CEH in vitro y redujo la
cantidad de CEH activadas in vivo. En una etapa posterior, observamos que la
administracion de 4MU por via oral y en una dosis 20 veces mayor que la utilizada por
via i.p. redujo ademds el crecimiento tumoral e incrementé la sobrevida de los
animales. Para evaluar posibles mecanismos responsables de tal efecto antitumoral,
estudiamos los efectos de 4MU sobre la angiogénesis y la produccion de IL-6.
Realizamos inmunomarcacion para CD31 y cuantificacion de factores proangiogénicos
(VEGF, IL-6, SDF-1). Los niveles de IL-6 también fueron cuantificados en células
Hepal29 in vitro luego del tratamiento con 4MU. Ademads, se analizd la migracion y
capacidad de formacién de tubos vasculares. Como resultado, los niveles sistémicos de
VEGF se inhibieron significativamente en los animales tratados con 4MU. La expresién
de CD31 se redujo luego de la terapia con 4MU en el parénquima hepatico en
comparacion con el grupo control. Asimismo, la expresiéon del ARNm y niveles de
proteina de IL-6 y VEGF se inhibieron, tanto en el tejido tumoral como en el
parénquima hepatico no tumoral. La produccién de IL-6 se redujo drasticamente en las
células de Kupffer aisladas de ratones tratados con 4MU, asi como también en células
Hepal29 in vitro. Ademds, 4MU fue capaz de inhibir la migracion de células

endoteliales y la formacién de tubos.

En conclusion, nuestros estudios sugieren un rol para 4MU como agente
antitumoral para el HCC asociado a fibrosis avanzada. Sus mecanismos de accién
involucran una inhibicién de la angiogénesis y de la produccién de IL-6. Ademas,
siendo 4MU una molécula disponible para el uso por via oral posee un potencial para

el tratamiento del HCC.

Durante la fibrogénesis hepatica la respuesta inmune y el proceso angiogénico se
encuentran finamente regulados, resultando en la activacién de las CEH, productoras
en exceso de componentes de matriz extracelular. Las células dendriticas desempeiian
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un rol central modulando la inmunidad a nivel hepatico y han sido implicadas en el
favorecimiento de de la regresién de la fibrosis, aunque su influencia en el desarrollo
de la fibrogénesis en fases iniciales del proceso no era conocido previo al trabajo
incluido en esta tesis. Por lo tanto, en otra etapa de esta tesis nuestro objetivo fue
explorar si la deplecion de las CD durante estadios tempranos de la fibrogénesis
hepatica tenia un impacto sobre esta patologia. Para ello, utilizamos ratones
transgénicos CD11c.DTR y las CD fueron depletadas en dos modelos experimentales de
fibrosis in vivo. El efecto de la terapia antiangiogénica fue analizada durante estadios
tempranos de la fibrogénesis. Como consecuencia, la deplecién de las CD acelerd el
desarrollo de la fibrosis y se potencid el proceso angiogénico. Observamos una
regulacién positiva de factores pro-angiogénicos junto con una reduccién del receptor
1 de VEGF, también conocido como Flt-1, una molécula anti-angiogénica. Asimismo, el
proceso fibrogénico acentud la expresion de Flt-1 en las CD hepaticas, mientras que la
administracion de Flt-1 soluble (Flt-1s) fue capaz de frenar el incremento de fibrosis
generado por la deplecién de las CD. Por lo tanto, estos resultados muestran un
novedoso rol de las CD durante los inicios de la fibrosis hepatica, capaces de regular el

proceso angiogénico e influenciando, consecuentemente, la fibrogénesis.
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FlIt-3L: tirosina tipo FMS

FPLC: cromatografia liquida rapida de proteinas

GAG: glucosaminoglicanos

GAPDH: gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

GlcA: acido D-glucurdnico

Glc-NAc: N-acetil-D-glucosamina
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H&E: hematoxilina-eosina

H20d: agua destilada

HARE: receptor de acido hialurdnico para endocitosis

HAS: sintasas de acido hialurdnico

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution

HCC: hepatocarcinoma

HIF-1a: factor inducible por hipoxia-1a

HPLC: cromatografia liquida de alta eficacia

Hyal: hialuronidasa

i.p.: intraperitoneal

i.v.:intravenosa

ICAM-1: molécula de adhesion intercelular 1

IDO: indoleamina 2,3-dioxigenasa

IL-1: interleuquina 1

IL-10: interleuquina 10

IL-12: interleuquina-12

IL-6: interleuquina 6

IL-6R: receptor de interleuquina 6

IL-8: interleuquina 8

INF-y: interferény

LPS: lipopolisacaridos

LYVE-1: receptor de endotelio vascular linfatico-1



MAPK: proteina kinasa activada por mitégenos

MB: membrana basal

MBV: membrana basal vascular

MEC: matriz extracelular

MMP: metaloproteasa

NK: células Natural Killer

PBS: buffer fosfato salino

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

PDGFR-B: receptor B de PDGF

PE: ficoeritrina

PerCP: peridinina clorofila

PHD: prolil-hidrolasa

PI3K: fosfoinositol 3-quinasa

PIGF: factor de crecimiento placentario

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoruro

PUAHDb: proteina de unién a AH conjugada a biotina

gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

RHAMM: receptor para motilidad mediada por AH

ROS: especies reactivas de oxigeno

S:sémanas

SDF-1: factor derivado de las células del estroma 1
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SFB: suero fetal bovino

TA: temperatura ambiente

TAA: tioacetamida

TACE: quimio-embolizacién transarterial

TAMs: macréfagos asociados al tumor

TD: toxina diftérica

TGF-B: factor de crecimiento transformante B

TIMPs: inhibidores tisulares de metaloproteasas

TLR4: receptor de tipo Toll 4

TNF-o: factor de necrosis tumoral o

U: unidades

UGT: UDP-glucosiltransferasas

uPA: activador del plasmindgeno de tipo urokinasa

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular

VEGFR: receptor de VEGF

VHB: virus de hepatitis B

VHC: virus de hepatitis C
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1. Introduccion.

1.1. El higado.
1.1.1 Anatomia.

El higado es la viscera de mayor tamafio del organismo, pero su verdadera
importancia radica en el rol que cumple en el metabolismo general. Esta formado por
cuatro lébulos y la vesicula biliar. El I6bulo izquierdo se encuentra extendido sobre el
estomago y separado del I6bulo derecho por el ligamento falciforme que une el higado
al diafragma y a la pared anterior del abdomen. Los otros dos Iébulos, el cuadrado vy el
caudado, son de menor tamano y se ubican dorsalmente con respecto a los I6bulos
principales. La vesicula biliar se encuentra en la cara inferior del |I6bulo derecho [1]. El
higado ocupa una posicion estratégica en el abdomen, con la particularidad de tener
una doble irrigacion venosa y arterial. La proveniente del sistema venoso portal, que
implica entre el 65-85% de la irrigacion total hepatica, es rica en compuestos y
nutrientes absorbidos en la digestion, pero pobre en oxigeno. El porcentaje restante
de sangre total proviene de la arteria hepatica, y es sangre rica en oxigeno. Asi, este
drgano actua filtrando la sangre y removiendo y adicionando sustancias a la circulacion
sistémica (Figura 1)[2]. En los sinusoides hepaticos, que son los espacios entre
hepatocitos, se mezcla la sangre que procede de esta doble circulacién, permitiendo a
los hepatocitos, tener acceso a oxigeno, nutrientes y metabolitos necesarios para
sintetizar sales biliares, que junto al colesterol, lecitina, iones bicarbonato, pigmentos

biliares y agua forman la bilis que es secretada hacia la via biliar [3].
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Figura 1. Adaptado de Vascular and Biliary Variants in the Liver: Implications for Liver Surgery.
VPD, vena porta derecha; VPI, vena porta izquierda; AHD, arteria hepatica derecha; AHI,
arteria hepatica izquierda [4].

1.1.2 Microarquitectura

Microscépicamente el higado esta dividido en estructuras con forma hexagonal,
de 1 a2 mm de didametro, que se orientan alrededor de una vena central llamada vena
centrolobulillar. A dicha estructura se la denomina lobulillo hepatico. Asimismo, cada
lobulillo posee en tres de sus vértices los llamados espacios porta, formados por un
conducto biliar, una rama de la arteria hepatica y una de la vena porta, rodeados por

tejido conectivo y fibroblastos (Figura 2Ay B)[5, 6].

Los hepatocitos, principales células del parénquima hepatico, se disponen en el
lobulillo en forma radial desde las venas centrilobulillares. Los mds préximos a estas
venas son los que se encuentran mas alejados de la circulacién sanguinea arterial v,
debido a esta condicion fisioldgica, se admite hoy que éstos constituyen la periferia de
los lobulillos metabdlicos a los que se los Ilama acinos hepdticos, la unidad funcional
hepdtica. Por este motivo, esta estructura queda centrada en el espacio porta y

limitado por las venas centrolobullilares en la periferia (Figura 2C).

24



Vena central

A N B
Vena Sinusoides Canahf:ulos \
hepét\lca ‘ Meri? Conducto
/ biliar
\ Vena
Lrssssssasssasenaca 4o — portal
& ¢ .:‘TP
Vasos \TP/ ve il 5
nfaticos ". <= O 3
células de Kupffer /4= Conducto /.'
; ” biliar \ N i
Hepatocitos - J i Vena 9 L4 /
3 d 3 ATl < : portal | o
L o0

Espacio de
Disse
Direccion flujo sanguineo por sinusoides
Vena central— Direccién flujo biliar por canaliculos biliares
(VC)

Area portal (AP)
Arteria hepatica
Conducto biliar

Vena porta 'L <

Lobulilo | 5o
clasico @

Vena -
central (ve) D6 %
PA

Lobulillo hepatico

Figura 2.Anatomia e histoarquitectura hepatica. (A) Representacion estructural del tejido
hepatico. (B) Modelo de la unidad estructural hepatica, el lobulillo hepatico. Las flechas rojas
indican el flujo sanguineo que circula por los sinusoides desde la zona portal hasta la VC. Las
flechas verdes muestran la circulacién de la bilis desde los hepatocitos que la producen hasta
los conductos biliares. TP: tracto portal, VC: vena central. Adaptado de Wallace et al, 2008[5].
(C) Modelo de histoarquitectura hepatica, estructura del acino hepatico. VC: vena central, AP:
area portal. Adaptado de Robbins. Patologia estructural y funcional. Séptima edicion.

Los sinusoides hepdticos se encuentran revestidos por células endoteliales
sinusoidales fenestradas y discontinuas que limitan un espacio laxo denominado
espacio de Disse [6]. Dentro de este espacio extrasinusoidal, ademas de proyectarse
abundantes microvellosidades hepatocitarias, se encuentran un grupo de células de
origen mesenquimal llamadas células estrelladas hepaticas (CEH) o células de Ito. Este
grupo de células poseen depdsitos de lipidos e intervienen en el almacenamiento y

metabolismo de la vitamina A. Durante la inflamacién hepatica se activan y diferencian
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en miofibroblastos, cumpliendo un papel clave en el proceso fibrogénico hepatico [7].
Por otra parte, en la superficie luminal de las células endoteliales sinusoidales se
encuentran las células de Kupffer o macréfagos hepaticos, que son células del sistema
fagocitario monocitico. Las células de Kupffer, conjuntamente con las células
endoteliales sinusoidales, forman el mayor sistema de remocidn de células envejecidas
y proteinas de la sangre, asi como de los mecanismos pro-inflamatorios en caso de
injuria hepatica. Finalmente, dentro de los lobulillos hepaticos se encuentran los
canaliculos biliares que estdn constituidos por depresiones de las membranas
plasmaticas de células vecinas, y estan separados del espacio vascular por uniones
intercelulares estrechas entre los hepatocitos adyacentes. A través de estos canales de
1 a 2 um de didametro fluye la bilis producida por los hepatocitos hacia la periferia del
lobulillo, donde drenan en los conductos biliares. Estos conductos se encuentran
recubiertos por los colangiocitos que representan alrededor del 1% de las células del
parénquima hepatico [2]. Por otro lado, se estima que el higado contiene alrededor de
10x10%° linfocitos de diferentes fenotipos localizados a lo largo de los sinusoides y
tractos portales. Estos incluyen células T, NK (del inglés, natural killer o asesinas

naturales) y células dendriticas (CD) [5].

1.1.3. Fisiologia hepatica.

El higado es un érgano en el ocurren procesos fundamentales para el organismo
como procesos metabdlicos de detoxificacidon, digestivos, homeostaticos,

inmunoldgicos y de reservorio [8].

Funciones metabdlicas: El higado cumple un rol irremplazable en los procesos
metabdlicos de grasas, proteinas y carbohidratos, que son realizados principalmente

por los hepatocitos.

Metabolismo de lipidos: Puede ser llevado a cabo por casi todas las células del

organismo, pero en ciertos aspectos los hepatocitos son especializados. La sintesis y

formacion de lipoproteinas, el metabolismo del colesterol y fosfolipidos, la beta-
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oxidacion de acidos grasos, y el almacenamiento de vitaminas, en especial la vitamina

A por parte de las CEH.

Metabolismo de proteinas: Los hepatocitos son capaces de captar los

aminodcidos de la circulacion portal provenientes de la alimentacién que, a través de
la transaminacién, son recompuestos en proteinas estructurales y plasmaticas.
También son capaces de llevar a cabo la deaminacién de los aminodcidos que
componen las proteinas con el fin de utilizarlas como fuente de energia cuando el
organismo se encuentra en ayuno. Ademas, el higado metaboliza compuestos tdxicos
derivados del nitrégeno como el amoniaco, y solo los hepatocitos tienen las enzimas
necesarias para que, a partir de dicho compuesto, se realice la sintesis de urea, no

tdxica, y asi excretarlo sin producir dafio.

Metabolismo de hidratos de carbono: El higado es el principal responsable de la

homeostasia de los azucares. Cuando la concentracion de glucosa en sangre se
incrementa, el higado remueve el exceso de la misma por la via de la sintesis de
glucogeno y lipogénesis, acumulando energia. Asimismo, cuando se produce un
descenso de glucosa en sangre, el higado la produce por la via de glucogenolisis y

gluconeogénesis.

El higado forma la bilis, principal via de secrecion de la bilirrubina y colesterol, y
la almacena en la vesicula biliar. Por otra parte, la presencia de sales biliares en la luz
intestinal permite la digestion y/o absorcidén de las grasas y vitaminas liposolubles

ingeridas.

También puede cumplir funciones hemodindmicas actuando como reservorio de
sangre del organismo. De hecho es capaz de almacenar el 10% del volumen total de

sangre, administrando asi el nivel de la volemia en situaciones de hiper o hipovolemia.

Varias funciones inmunoldgicas se llevan a cabo a nivel hepatico. Las células de
Kupffer, que recubren los sinusoides hepaticos, fagocitan parasitos, virus, bacterias y
macromoléculas (como inmunocomplejos y endotoxinas bacterianas) por endocitosis
mediada por receptores. Por lo tanto, estas células constituyen una poderosa e

importante barrera fagocitica para toxinas y microorganismos provenientes del
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intestino [9]. También en el higado sano se encuentra un gran nimero de células NK,
en menor proporcion células dendriticas, mastocitos y, en muy baja proporcidn,
granulocitos. Por otro lado, el higado sintetiza proteinas de fase aguda (como proteina
C reactiva), componentes del complemento y citoquinas, que forman parte del sistema
inmune innato. Asimismo, residen también linfocitos By T en el tejido hepatico, como

componentes del sistema inmune adaptativo [10].

1.2. Fibrosis hepatica.

Numerosos estudios dan cuenta de la gran capacidad del higado para regenerar
su parénquima en respuesta a distintos tipos de dafio. De hecho es capaz de recuperar

su tamafio normal tras pérdidas de hasta un 70% del total de su parénquima [11].

Ante un dafio hepatico temporal se inicia como respuesta un proceso
inflamatorio y se produce, en un primer momento, la remodelacién de la estructura
hepatica con la acumulacién de depésitos de coldgeno y otras moléculas de la matriz
extracelular [12] , produciendo la necrosis de hepatocitos; en una segunda instancia,
este proceso es compensado por mecanismos de fibrindlisis que degradan esta matriz
[13, 14]. De esta forma, el proceso de fibrosis tiene como objeto detener el dafio ante
la agresion externa. Sin embargo, si el agente causante persiste y el dafio se
transforma en una injuria crénica, el proceso de fibrosis pasa a tener un rol deletéreo,
alterando la arquitectura tisular y su funcién. Se reconoce en la actualidad que la

fibrogénesis es el resultado de un proceso activo de cicatrizacién continua [11].

La evolucién desde la inflamacion hepatica hasta la fibrosis y cirrosis hepdatica es
por lo general un proceso lento y progresivo, cuyas caracteristicas dependen, en parte,
del agente causal de la injuria. Entre estos factores causantes se encuentran la ingesta
cronica de alcohol, infecciones virales por virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC),
drogas hepatotéxicas, enfermedades metabdlicas como la hematocromatosis,
enfermedades autoinmunes, enfermedad colestasicas, depdsitos de grasa, etc. Como
patrén general ante un dafio crénico se producen cambios en la microarquitectura

hepatica los que gradualmente ocasionan una disfuncidon general con apoptosis y
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necrosis de hepatocitos, alteracién en las funciones metabdlicas, depdsitos de MEC
incrementando la resistencia intrahepdtica al flujo sanguineo dando lugar a la

hipertensidn portal, procesos que culminan en el estadio de cirrosis hepatica [15-17].

1.2.1 Bases moleculares y celulares de la fibrosis.

Como se menciond anteriormente, la fibrosis hepatica implica el aumento del
depdsito de componentes de la matriz extracelular (MEC) como colageno, elastina,
glicoproteinas estructurales, proteoglicanos y acido hialurénico (AH). Inicialmente, los
componentes de la MEC se acumulan en las zonas perisinusoidales (espacio de Disse)
extendiéndose luego a las zonas pericentrales o periportales. A este continuo
incremento se le adiciona una disminucion en los procesos fisiolégicos de degradacién
de la misma y, como consecuencia, aumenta la dificultad del paso de nutrientes y
solutos vitales desde el sinusoide hasta el hepatocito, conduciendo a la muerte de los

mismos [12](Figura 3).

Necrosis Fibrosis Formacioén de puentes
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Figura 3. Desarrollo de fibrosis hepatica. Esquema secuencial de dafio en la regién pericentral.
Necrosis de hepatocitos (violeta), depdsitos en la MEC que forman una cicatriz y formacion de
septos o puentes fibrosos. Adaptado de Atlas de cirrosis y cancer hepatico, fasciculo 3,
Bristol&Myers Squib.

El daifio de hepatocitos resultante de la injuria provoca el reclutamiento de los

macrofagos residentes y de neutrdfilos, los cuales producen citoquinas y quemogquinas
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responsables de la respuesta inflamatoria generada. Esta, a su vez, conducirad la
regeneraciéon del tejido hepatico y en dltima instancia la sobreproduccién de matriz
extracelular por las CEH activadas. Entre las citoquinas producidas en este contexto,
resultan de mayor relevancia son: el factor de crecimiento transformante B (TGF-B; del
inglés, Transforming Growth Factor 8), el factor de necrosis tumoral a (TNF-a; del
inglés, Tumor Necrosis Factor a), la interleuquina 1 (IL-1), la interleuquina 6 (IL-6), la
interleuquina 10 (IL-10) e interferdn y (INF-y), predominantemente secretadas por los
macrofagos residentes, de los cuales aproximadamente un 80%-90% son células de

Kupffer [18].

El TGF- B, producido por las CEH activadas, ha sido identificado como el principal
factor pro-fibrogénico, siendo capaz de generar un ciclo autdcrino una vez secretado,
provocando una amplificacion del estimulo pro-fibrogénico. TGF-B promueve la
transicidon de las CEH al fenotipo de tipo miofibroblasto, la expresién de colageno tipo |
por parte de las mismas, e inhibicion de |la degradacion de la matriz extracelular por
medio de la expresion de inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs; del inglés,
tissue inhibitor of metalloproteases). De similar importancia resulta el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; del inglés Platalet-derived growth factor),
con actividad pro-proliferativa para las CEH [18]. Otros factores con actividad
mitogénica hacia las CEH son el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF; del
inglés Vascular Endothelial Growth Factor), trombina, factor de crecimiento de
epidermis (EGF; del inglés Epidermal Growth Factor), el factor de crecimiento de
queratinocitos y el factor de crecimiento de fibroblastos. Ademas, la interleuquina 8
(IL-8) actua como mediador de la diferenciacion de CEH, induciendo el fenotipo
contractil y la produccion de actina a de musculo liso (a-SMA) [19] (Figura 4). Las CEH
también expresan el receptor tipo 4 de quemoquinas C-X-C (CXCR4) funcional, y al

activarse inducen la expresion de a-SMA, colageno | y aumento de proliferacion [20].
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Figura 4. Cambios en el espacio extrasinusoidal durante la fibrosis. (A) microarquitectura
normal con la presencia de CEH quiescentes (azul). (B) en fibrosis hepatica se observa
acumulacién de la MEC en el espacio de Disse y modificacion de las CEH activadas. Adaptado
de Friedman, 2003 [21].

Por otro lado, el higado es el primer érgano que entra en contacto con productos
derivados de bacterias, como los lipopolisacaridos (LPS). El consumo de alcohol causa
sobre-crecimiento bacteriano a la vez que aumenta la permeabilidad del intestino y la
translocacion del LPS derivado de bacterias de éste hacia el higado. Luego, el LPS es
reconocido por el receptor de tipo Toll 4 (TLR4; del inglés, Toll-like receptor 4) que se
encuentra en las células de Kupffer, activando la via independiente de la proteina
MyD88, produciendo estrés oxidativo y citoquinas pro-inflamatorias y pro-
fibrogénicas, principalmente TNF-a, y causando el dafio de hepatocitos [22]. La
activacién de TLR4 por LPS estimula la produccién de quemoquinas y sensibiliza a las
CEH ante el TGF-B, que es también producido por las células de Kupffer. Ademas, en
este contexto TLR4 induce la expresion de las citoquinas pro-inflamatorias, incluyendo

TNF-q, IL-1 e IL-6 [18, 23] (Figura 5).
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Figura 5. Mecanismos celulares involucrados en la fibrosis hepatica: diferentes noxas pueden
causar injuria hepatica. La liberaciéon de factores y citoquinas por parte de hepatocitos dafiados
producen la activacién de las células de Kupffer y estimulan el reclutamiento de linfocitos,
generando un microambiente que promueve la activacién de las CEH, estas a su vez producen

citoquinas que perpetuan su activacion y aumento de componentes de la MEC, lo que induce

la muerte por necrosis y/o apoptosis de hepatocitos, perpetuando la activaciéon de las CEH.

Adaptado de Bataller et a/ 2005 [11].
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1.2.2. Células dendriticas en la fibrosis hepatica.

Otro grupo de células de relevancia para la modulacién de inmunidad en el
higado son las células dendriticas [10], que representan el 25% de los leucocitos
presentes en el tejido hepatico fibroso. Estas son las células presentadoras de antigeno
mas potentes y especializadas, y las iniciadoras fisioldgicas de la respuesta inmune
[24]. Siendo el nexo entre la inmunidad innata y la adaptativa, las CD migran desde los
tejidos danados, por ejemplo desde un sitio de infeccién, hacia los tejidos linfaticos
regionales para presentar los antigenos a linfocitos T especificos virgenes. Una vez
activados, los linfocitos T se dirigen al sitio de infeccién para establecer una respuesta
especifica. Entre otras funciones, las CD tienen la capacidad de polarizar la respuesta
efectora de los linfocitos T hacia un perfil Thl o Th2 segun el tipo de citoquinas que
estos secreten [25-27]. Existen diferentes subtipos de CD, algunos de los cuales
pueden influir en la generacion de una respuesta inmunitaria activa, y otros
contribuyen en la induccién de tolerancia inmunoldgica [28]. Las CD expresan
marcadores de superficie que las distinguen particularmente: todas son CD11c*, CD19
y CD3". En particular, en el higado existen 3 subtipos principales de CD: mieloides (en
ratén también conocidas como CD convencionales), plasmocitoides y CD relacionadas
con monocitos [29, 30]. En todas ellas un estado de maduracion esta caracterizado por
un aumento de la expresion de moléculas de coestimulo tales como CD40, CD80 y
CD86, y translocacién a la membrana de la molécula presentadora de antigeno de
clase Il (CMH-II) [28, 30]. Sin embargo, aunque las CD son capaces de inducir
respuestas inmunitarias potentes, las CD hepaticas tienen una tendencia a inducir
respuestas tolerogénicas frente a ciertos antigenos. Esta respuesta deficiente estd
mediada por la induccién de células T regulatorias o por la delecién de células T
activadas. Asi, de una manera muy simplificadora, podria decirse que se genera un
estado de “tolerancia” que habitualmente domina la actividad del sistema inmunitario

en el tejido hepatico [31].

Brevemente, después de la exposicion a las sefiales de peligro y/o activacion y
estimulos de maduracién, las CD inmaduras CD8 de la pulpa roja y de la zona marginal
del bazo se movilizan a las zonas de células T y aumentan la expresion de moléculas del

CMH vy coestimulo (CD80/CD86), la secreciéon de interleuquina-12p70 (IL-12p70) y
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mejoran su capacidad de estimular las células T virgenes o de memoria. Asimismo, la
interaccion entre CD40L en las células Ty CD40 en las CD induce una mayor activaciéon
y maduracidon de ambos subconjuntos de CD. Las CD maduras CD8 podrian inducir la
expansion de células T reguladoras. Por el contrario, en el estado de tolerancia, las CD
CD8* y CD8a* permanecen en reposo una vez capturado y procesado el antigeno
(mediante la internalizacion de células apoptéticas). Estas CD semi-maduras expresan
bajos niveles de moléculas de coestimulo y por lo tanto inducen la activacion
deficiente de las células T virgenes, la apoptosis de las células T o anergia, y
probablemente la generacion y/o expansion de las células T reguladoras. Ademas, la
interaccién CD80/CD86 en ambos subconjuntos de CD con antigenos de linfocitos T
citotoxicos 4 (CTLA4) aumenta la sintesis de indoleamina 2,3-dioxigenasa funcional
(IDO). La sintesis de IDO por CD CD8a* requiere la liberacién autdcrina de IFN-y y se
inhibe por la secrecidon autécrina de IL-6, una citoquina que regula a la baja la
expresion receptor del IFN-y (RIFNg). Las CD CD8a* esplénicas también expresan el
ligando CD95 funcional (CD95L), que puede desencadenar la muerte de células T [32]

(Figura 6).
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Figura 6. Diferencias entre las CD esplénicas en ratones, durante la inmunidad y la tolerancia.
Adaptado de Morelli & Thompson, 2007 [32].

Las CD hepaticas contienen gran cantidad de células plasmocitoides B220*, que
tienen baja actividad inductora de inmunidad antigeno-especifica [25]. Ademds, se ha
demostrado que estas células expresan niveles muy bajos CMH-Il y moléculas
coestimulatorias, caracterizando a un estado inmaduro o tolerante. Estas CD
residentes del higado se localizan principalmente en las areas periportales y alrededor
de las venas centrales, y tienen limitada su capacidad para migrar hacia los ganglios
linfaticos regionales (en el hilio hepatico) [25]. Ademas, se ha observado en pacientes
con hepatitis C que la progresion hacia la enfermedad crénica y la fibrosis esta
relacionada, al menos en parte, a un microambiente inmunosupresor inducido por la
infeccidon croénica por VHC en el cual las CD juegan un rol clave [33]. Connolly y
colaboradores [31] mostraron recientemente que las CD hepaticas contribuyen a
estadios avanzados de fibrosis mediante la secrecion de TNF-a. Ademds, se ha
observado que las CD favorecen la regresion de la fibrosis mediante la produccién de
metaloproteasa 9 (MMP-9) [34]. Por otra parte, las CD podrian producir diversos
factores pro- y anti-angiogénicos dependiendo de su estado de activaciéon y
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microambiente de citoquinas [35, 36]. Sin embargo, su potencial rol como reguladores
de la angiogénesis durante la fibrogénesis estd poco claro. Este punto sera retomado
en la seccidn 1.5.3.1 (Relacidn de las células dendriticas con la fibrosis y la angiogénesis

en el higado).

1.2.3. Modelos animales de fibrosis hepatica.

Los modelos animales de fibrosis hepatica permiten, no sélo entender mejor la
fisiopatologia de la fibrogénesis hepatica, sino también poder determinar la
efectividad de nuevos tratamientos. Debido a la gran cantidad de enfermedades
hepaticas que producen fibrosis y dado que no hay ningdn modelo animal que
reproduzca exactamente lo que ocurre en humanos, existen numerosos modelos que
se complementan entre si [37]. Particularmente, en el presente trabajo de tesis se
utilizé el modelo en ratén con toxicidad crénica inducido por tioacetamida (TAA). La
TAA es un potente agente hepatotdxico. Una vez administrado, este compuesto es
bioactivado por el citocromo p450 y/o por el sistema monooxigenasa conteniendo
flavina que lo convierten en TAA-S-6xidos, que poseen la capacidad de generar
necrosis centrolobulilar [38]. La muerte de hepatocitos por este hepatotdxico se debe
a la induccion de cambios en la permeabilidad celular, incremento de los niveles de
Ca?* e inhibicidn de la actividad mitocondrial [39, 40]. La aplicacidn crénica de TAA en
dosis de 200 mg/kg intraperitoneal (i.p.) 3 veces por semana produce una fibrosis
preferentemente pericentral con eventual formacién de puentes entre venas centrales

y porto-portales [41-43].

1.3.Cirrosis

La cirrosis representa el estadio final de la fibrosis del parénquima hepatico, y es
una enfermedad crdnica e irreversible en su estadio final. Consiste en el remplazo del
tejido hepatico normal por tejido fibroso, como consecuencia de un proceso de injuria
crénica. Esta enfermedad constituye el estadio final y comdn de un elevado nimero de
hepatopatias crénicas de distintas etiologias [17]. La fibrosis extensa y la distorsién del

parénquima hepatico, que le confieren un aspecto nodular [16], provocan una
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alteracion vascular intra-hepatica y una reduccién de la masa funcional que llevan a la
hipertensidon portal y la insuficiencia hepatocelular, lo que consitituye la esencia
fisiopatoldgica de las complicaciones de la cirrosis. Esta enfermedad provoca
aproximadamente 30.000 muertes por ano, 10.000 de las cuales son debidas a cancer
hepatico (hepatocarcinoma) que surge de higados cirréticos en mas del 80% de los

casos [44].

La cirrosis suele presentarse en pacientes entre 40 y 70 afios de edad y en
general suelen no presentar manifestaciones clinicas en las primeras etapas de la
enfermedad, permaneciendo asintomaticos durante afios (cirrosis hepatica
compensada). En ocasiones, su diagndstico es casual ante hallazgos como
hepatomegalia, esplenomegalia, estigmas cutaneos de hepatopatia crénica o
alteraciones de los valores de laboratorio (descenso del valor de plaquetas o
alteraciones en las pruebas de coagulacidn, entre otras). A medida que la funcién
hepatica se deteriora, se pueden presentar una o mas complicaciones mayores
(cirrosis hepatica descompensada). En algunos pacientes, complicaciones como la
ascitis, hemorragia por varices esdfago-gastricas, encefalopatia hepatica o HCC, son los

primeros signos de esta enfermedad.

Particularmente, debe destacarse que el riesgo de padecer HCC aumenta
considerablemente en pacientes con cirrosis. Algunos trabajos muestran un
incremento de mds de 20 veces en la incidencia del HCC luego de adquirida la
enfermedad, por lo que el HCC es una de las principales causas de muerte en pacientes

con cirrosis [45].

1.3.1 Tratamiento de la fibrosis y la cirrosis hepatica.

En la actualidad no existen tratamientos especificos para la fibrosis hepatica y la
estrategia terapéutica se enfoca en eliminar el agente causal del dafio. Sin embargo,
esto no es siempre posible, por ejemplo en pacientes que no responden al tratamiento
antiviral, para el caso de infecciones crénicas por los virus de las hepatitis By C. Por
otra parte, para los pacientes con cirrosis avanzada el trasplante hepatico es la Unica
alternativa posible. Sin embargo, este procedimiento no sélo es costoso sino que

enfrenta una problematica limitante, que es la escasez de donantes. Por lo tanto, en

37



los ultimos afios se han realizado numerosos esfuerzos con el fin de encontrar
alternativas terapéuticas y nuevas dianas que permitan detener la progresion de la

cirrosis o contribuir a su resolucion.

1.4. Hepatocarcinoma

El hepatocarcinoma es un tumor maligno derivado de las células hepdticas. La
identificacién del virus de la hepatitis B como causa de hepatopatias crénicas y su
posterior caracterizacién como virus oncogénico, constituyd un paso trascendental
para ampliar los conocimientos de la enfermedad [46]. Luego se demostrd la existencia
de otros factores etioldgicos de la enfermedad como la aflatoxina B1, el alcohol y la
infeccion croénica por los virus de la hepatitis B y C, diabetes y obesidad, entre otros

[47].

1.4.1 Epidemiologia

En la actualidad el HCC es uno de los tumores sélidos mas frecuentes a nivel
mundial, siendo la tercera causa de muerte por cancer mas comun en hombres, y
séptima en mujeres. La cantidad de nuevos casos por afio se estima en 520000 vy
230000 respectivamente, para hombres y mujeres [48]. Ademas, posee una tasa de
supervivencia muy baja sin tratamiento, razén que lo convierte en el principal
responsable de mortalidad en pacientes con cirrosis [45, 49-51]. Su distribucién
mundial es muy heterogénea, con la mayor incidencia en el sudeste asiatico y el Africa
subsahariana, lo cual representa el 80% de los casos [45]. En lo que corresponde a
Argentina, se estima que la incidencia es de un 3,1% de la mortalidad por cancer en
ambos sexos, segun el Instituto Nacional del Cancer. La explicacién a esta
heterogeneidad poblacional se encuentra, al menos en parte, en que también existe
una distribucién variable de los factores de riesgo de HCC. Por ejemplo, en las zonas de
mayor incidencia se encuentra una elevada prevalencia de la infeccidn por el virus de
la hepatitis B y en la exposicion a la aflatoxina Bi. Mdas adn, su incidencia ha
comenzado a disminuir en areas histéricamente caracterizadas por tasas muy elevadas
gracias a programas efectivos de vacunaciéon contra el HVB y el mejor control de la
exposicion a la aflatoxina Bi [45]. Sin embargo, a nivel global ha comenzado a

aumentar su incidencia debido a la diseminacion de la infeccién crdnica con VHC.
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1.4.2. Etiologia y patogenia

Como fue previamente mencionado, la infeccidon con el VHB sola o asociada con
aflatoxina B, la infeccidn con el VHC o el consumo crénico de alcohol son los factores
de riesgo mas comunes; estos dos ultimos predominando en paises industrializados
[52]. Asimismo, su incidencia se incrementa notablemente en pacientes con cirrosis,
por lo que se considera a la cirrosis como una enfermedad pre-neopldsica [53]. Mas
aun, en los ultimos afios se ha demostrado que otros factores como la obesidad, la
diabetes, el sindrome metabdlico, la dislipemia y el tabaquismo se asocian a un
incremento del HCC [45]. No obstante, la transformacidén neopléasica de los hepatocitos
se produce como consecuencia del incremento en el recambio celular inducido por la
lesidon croénica, la respuesta inflamatoria y el dafio oxidativo del ADN (acido
desoxirribonucleico). Esto podria resultar en alteraciones genéticas como la activacién
de oncogenes virales, la inactivacion de genes supresores de tumores, la inestabilidad
gendmica, la activacion de telomerasas y la sobreexpresion de factores de crecimiento
y pro-angiogénicos [54]. En este sentido, e independientemente de la etiologia del
HCC, se han observado una serie de mecanismos generales implicados en la
hepatocarcinogénesis como alteraciones en el ciclo celular, consecuencia de la
disfuncién de las proteinas supresoras de tumores p53, pl6 o Rb o de la sobre-
expresion de la ciclina D1, que se encuentra involucrada en la regulacién del ciclo
celular, paso de G1 a S. Ademads, se observa un incremento de la neoangiogénesis,
resultado de la actividad de factores pro-angiogénicos como el VEGF, el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF; del inglés, Platalet-derived Growth Factor) o
angiopoyetina 2 y alteraciones en los mecanismos reguladores de la apoptosis,
favoreciendo de este modo un potencial replicativo ilimitado [55]. Por lo tanto ha sido
aceptado que el proceso de hepatocarcinogénesis se desarrolla en multiples pasos,
aungue los mismos se encuentran menos definidos que en otros tipos de tumores [56].
Ademas, la transformacion neoplasica de los hepatocitos se encuentra asociada no
solo con mutaciones genéticas o alteraciones cromosémicas sino también con
modulaciones epigenéticas, que modulan la expresion de genes sin alterar la secuencia

del ADN, regulando de este modo diversas vias de sefalizacién celular [57, 58].
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Particularmente la lista de genes afectados por mutaciones genéticas es extensa
incluyendo a p53, clave en el control de la reparacion del ADN y del ciclo celular; k-RAS,
cuya activacién provoca un aumento en la capacidad de invasidon y metdstasis, y una
disminucion de la apoptosis celular y la fosfoinositol 3-quinasa (PI3K; del inglés,
phosphatidylinositol 3-kinase). Asimismo, dentro de la modulacién epigenética se
encuentran la metilacién aberrante con la resultante pérdida de funcién por parte de
genes supresores de tumores. De esta manera se han observado metilaciones en las

regiones promotoras de BRCA-1, p16 y de la cadherina E en pacientes con HCC [55, 58].

Recientemente se ha propuesto un indice basado en los niveles de expresién
combinada de los genes HN1, RAN, RAMP3, KRT19, y TAF9, que evalua el prondstico de
pacientes con HCC tratados mediante reseccidn quirurgica. De esta manera, este indice
permitiria clasificar a los pacientes segun este factor pronostico, ayudando asi a la

toma de decisiones terapéuticas [59].

Finalmente, en el proceso de hepatocarcinogénesis la interaccion entre las
células tumorales y su microambiente tumoral tiene un rol crucial. Este ultimo se
encuentra formado por diversos componentes, entre ellos, una extensa matriz
extracelular, fibroblastos asociados al tumor (CAFs; del inglés, cancer-associated
fibroblasts), CEHs, macréfagos asociados al tumor (TAMs; del inglés, tumor-associated
macrophages), células endoteliales asociadas a tumor, pericitos adyacentes a las
células endoteliales, CD, células madres y progenitores. Estos componentes del
microambiente tumoral interaccionan entre ellos y con las células del HCC directa o
indirectamente, lo cual confiere un fenotipo anormal y lleva a la alteraciéon de las

células del HCC (Figura 7)[60].
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Figura 7. Esquema de las alteraciones que conllevan al desarrollo del HCC. 1) En el
parénquima hepatico normal los hepatocitos con microvellosidades y células endoteliales

sinusoidales cuyas fenestraciones favorecen el intercambio metabdlico. El espacio de Disse
presenta CEHs que contienen gotas de lipidos. 2) El dafio crénico del higado facilita la
generacion del proceso fibrogénico, los hepatocitos pierden su microvellosidades, las células
endoteliales sinusoidales sus fenestraciones, y las CEHs se activan, perdiendo las gotas de
lipidos y secretando MEC. 3) La aparicién del HCC ocurre por la transformacion maligna de los
hepatocitos con un crecimiento descontrolado y el reclutamiento de células endoteliales,
inflamatorias, CAFs, TAMs mediante la secrecién de citoquinas, quimiocinas y factores de
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crecimiento. 4) Se produce el desarrollo de nuevos vasos (neoangiogénesis) y metastasis a
distancia. Extraido y modificado de Hernandez-Gea y col., 2013 [61].

1.4.5. Interaccion del HCC con su microambiente.

El entorno pre-canceroso del higado presenta neoangiogénesis, incluyendo
varias anormalidades vasculares como arterializacidon y capilarizacion sinusoidal, asi
como también inflamacién y fibrosis. En paralelo, se suscitan otros eventos como la
hipoxia, el estrés oxidativo y la autofagia [62]. Estos procesos se vuelven mads
pronunciados al progresar la falla hepatica, aumentando exponencialmente el riesgo
de cancer. Asi es que la interaccion de las células tumorales con el microambiente que
las rodea desempefia un papel importante en la regulacidn del crecimiento, invasion,

angiogénesis y metdstasis del HCC.

En esta interaccion se produce un extenso intercambio de sefiales mediado por
citoquinas, factores de crecimiento y quimiocinas, las cuales median dicho
reclutamiento (Figura 7). De esta manera, las células tumorales son capaces de
reclutar CAFs, CEHs, TAMs y células endoteliales a través de la secrecion de VEGF,
PDGF, TGF-B y del factor estimulante de colonias de macrdofagos (CSF-1; del inglés,
colony stimulating factor 1), entre otros [63-65]. En respuesta, los CAFs y TAMs
promueven la invasién de las células del HCC mediante la secrecion de MMPs,
activador del plasminégeno de tipo urokinasa (uPA; del inglés, urokinase-type
plasminogen activator), IL-8, factor derivado de las células del estroma 1 (SDF-1; del
inglés, stromal cell-derived factor) y TNF-a [66, 67]. De manera similar, dichas
citoquinas reclutan células del sistema inmunitario incluyendo CDs, linfocitos T
reguladores y leucocitos que contribuyen con el ambiente inmunosupresor del tumor.
Mads aun, la acumulacion de los CAFs y TAMs también puede ocurrir en las zonas que
rodean a las islas de elevada proliferacién tumoral desde donde secretan VEGF, PDGF,
TNF-a, IL-8, factor de crecimiento de fibroblastos (FGF; del inglés, fibroblast growth
factor), MMP-2, MMP-9 y MMP-12, favoreciendo la estabilizacion y formacion de
nuevos vasos sanguineos por las células endoteliales asociadas al tumor [68, 69]. Por
otra parte, en respuesta a estas mismas sefiales, las CEHs son activadas, reclutadas y

estimuladas a proliferar y secretar factores pro-angiogénicos [70, 71]. Estos factores de
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crecimiento, citoquinas y quimiocinas también son capaces de reclutar a células
progenitoras del higado y a las células mesenquimales estromales circulantes vy

provenientes de la médula ésea.

Por otro lado, y aunque el HCC es un tumor altamente vascularizado, los vasos
formados mediante neo-angiogénesis son funcionalmente anormales y no cubren los
requerimientos de oxigeno del tumor, credndose zonas de hipoxia. Esta situacion
induce la expresién del factor inducible por hipoxia-1la (HIF-1a; del inglés, hipoxia-
inducible factor 1a), uno de los factor de transcripcion mds importante en la regulaciéon
de la expresidon de genes proangiogénicos, evasion del sistema inmune, invasién y

metastasis [62].

Ademas, la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés,
reactive oxygen species) por parte de las propias células tumorales y TAM, provoca
estrés oxidativo y nitrosativo mediante la interaccién con el ADN, ARN, lipidos y
proteinas, provocando un aumento de mutaciones, inestabilidad gendmica, cambios
epigenéticos y disfunciéon de proteinas. Los altos niveles de ROS promueven la
invasividad por parte de las células de HCC y contribuyen a la invasién tumoral

mediante la produccién de MMP [72].

Los componentes del estroma expuestos a condiciones de estrés oxidativo
inducido por células tumorales junto con la hipoxia, inducen autofagia, un proceso
catabdlico que en el estroma tumoral promueve la supervivencia de células tumorales,
por medio del suministro de energia que les permite resistir el desbalance metabdlico

[73].

De esta manera, el microambiente tumoral es una parte esencial e intrinseca del

HCC, regulando tanto su crecimiento como su progresion (Figura 8).
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Figura 8. Componentes celulares del microambiente tumoral y sefiales que regulan la
progresion del HCC. Extraido y modificado de Hernandez-Gea y col., 2013 [61]

1.4.6. Interleuquina-6 en el hepatocarcinoma.

La inflamacion crénica es uno de los factores que mas contribuye en la
carcinogénesis, y el HCC es un tipico caso de cancer ligado a inflamacién [74].La IL-6 es
una citoquina multifuncional que tiene un rol central en la regulacién de respuestas
inflamatorias e inmunes. Es producida por diversas células, principalmente monocitos,
macroéfagos- células de Kupffer en el higado- y varias células tumorales, y sefializa por
unién a su receptor (IL-6R) [75]. En el contexto del higado, es responsable de la
respuesta a infecciones 6 inflamacion sistémica, también llamada “respuesta de fase

aguda” [76].

Como se nombré anteriormente, la IL-6 se encuentra sobreexpresada durante la
cirrosis y consecuentemente en el HCC [77]. De hecho, IL-6 es esencial para la
expansion de hepatocitos mutados y el subsecuente desarrollo del HCC, resultando un
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marcador de mal prondstico para este tipo de cancer [77]. En concordancia con esto,
se ha reportado que IL-6 tiene un rol importante en la progresién tumoral, incluyendo
la proliferacién, migracién y angiogénesis. Se han descripto varias vias angiogénicas
relacionadas con IL-6, incluyendo la sefializacion IL-6/HIF en cancer de ovario, y la
sefializacion Stat3/VEGF en cancer de mama [77]. Sin embargo, el mecanismo por el

cual IL-6 induce angiogénesis no esta completamente dilucidado.

1.4.7. Tratamiento

En la actualidad, la decision terapéutica se basa en el empleo del sistema de
estadificacion y guia de tratamiento Barcelona Clinic Liver Cancer (BCLC) generado por
el grupo del hospital Clinic de Barcelona, el cual asocia estadio del tumor con
tratamiento y prondstico. Este sistema fue incorporado por las asociaciones americana
y europea para el estudio de las enfermedades hepaticas, AASLD y EASL,
respectivamente [78, 79]. En los pacientes que presentan cirrosis y han sido
diagnosticados de HCC, la estrategia de tratamiento dependera no sdlo de la extensién
tumoral, de la existencia de metastasis, y de la invasion vascular, sino también de la
funcion hepatica residual (Child-Pugh) y del estado general del paciente. Esto se debe a
gue estos Ultimos indices condicionan en muchos casos la supervivencia y la
aplicabilidad de los tratamientos. Asi, para pacientes en estadio 0 (muy precoz) o A
(precoz) se eligen opciones terapéuticas con intencion curativa (trasplante, reseccién o
técnicas de ablacidn) y su supervivencia varia entre el 50% y el 70% a los 5 afios. En
pacientes en estadios B (intermedio) y C (avanzado) los tratamientos son la quimio-
embolizacién transarterial (TACE) y el tratamiento médico con sorafenib- un inhibidor
multiquinasa que reduce la proliferacion tumoral-, respectivamente. Estos pacientes
presentan una vida media entre 11 y 20 meses en estadio B, mientras que en estadio C
es de 6 a 9 meses. Finalmente, para pacientes en estadio D (terminal) sélo se
contempla el tratamiento sintomatico con una supervivencia media de 3 meses
aproximadamente [80]. En este contexto, las opciones terapéuticas con intencién
curativa sélo son aplicables en una minoria de los pacientes debido a los estrictos

criterios en la seleccidn de los candidatos. Mas aln, el trasplante hepatico también es
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limitado por la disponibilidad de donantes. Por lo tanto, son necesarias nuevas

opciones terapéuticas para esta enfermedad.
1.5. Angiogénesis.

La angiogénesis es el proceso de formacion de nuevos vasos a partir de vasos
existentes, y ocurre tanto en procesos fisioldgicos como patolégicos, comenzando en
el utero y continuando en la vida adulta [81]. Fisioldgicamente es un proceso esencial
gue ocurre durante el desarrollo embrionario y fetal, y en el adulto, sélo ocurre en la
reparacion de heridas, el crecimiento éseo, el ciclo menstrual y el embarazo. Sin
embargo, también puede presentarse angiogénesis patoldgica en enfermedades
especificas, como son los desérdenes neovasculares intraoculares, la artritis

reumatoidea, psoriasis y cancer [82].

Los capilares vasculares son necesarios en todos los tejidos para el intercambio
por difusién de nutrientes y metabolitos. El oxigeno y el resto de los factores
hemodindmicos son criticos para la supervivencia de las redes vasculares y para la
adaptacion estructural de las paredes vasculares [81]. La angiogénesis puede ocurrir
por diferentes mecanismos: brotacion, vasculogénesis, elongacion o por la
incorporacién de células precursoras endoteliales circulantes a las paredes de los vasos
[83]. En la angiogénesis por brotacion, la angiogénesis se inicia en tejidos poco
perfundidos al detectarse un cierto nivel de hipoxia por mecanismos sensores de
oxigeno, demandando la formaciéon de nuevos vasos para satisfacer las demandas
metabdlicas de las células no parenquimales [81]. Estas responden al entorno hipdxico
mediante la secrecion de factores de crecimiento como VEGF -el factor angiogénico
clave-, FGF basico (bFGF), PDGF, quemoquinas y otros. Como primer paso, la
membrana basal (MB) del vaso preexistente, que separa el epitelio del estroma, es
degradada por la accién de metaloproteasas. Las mismas son producidas por células
estromales, endoteliales o por las propias células tumorales, aunque también pueden
ser producidas por células del sistema inmune que se rodean las células tumorales. Al
degradarse la MB ocurren varios eventos, entre ellos la liberacidon de las células
endoteliales de sus anclajes celulares (integrinas) para luego migrar y proliferar, la

liberacion de factores de crecimiento secuestrados (VEGF y bFGF) y el
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desprendimiento de pericitos que le dan sostén al vaso sanguineo [84]. A continuacidn,
ocurren los procesos de tubulogénesis (la formacion de tubos por células endoteliales)
la fusién del vaso original con el vaso nuevo, la poda del neovaso y la estabilizacién de

los pericitos que lo rodean [81] (Figura 9).

a. Induccioén b. Resolucion
Degradacion de MBV (MMPs) Disminucion de proliferacion
y migracion
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Figura 9. La angiogénesis esta relacionada con una degradaciéon y reforma de membranas
basales vasculares (MBV). a) En respuesta a factores de crecimiento y MMPs, la MBV sufre
cambios degradativos y estructurales. Luego, la transicion de una MBV madura a una matriz
provisoria promueve la proliferacion y posterior migracion de las células endoteliales
vasculares. Los factores de crecimiento como VEGF, bFGF y PDGF son liberados desde la
membrana basal, ademds de ser producidos por las células tumorales, fibroblastos y células
del sistema inmune. b) Estos procesos inducen luego la formaciéon de una MBV intermedia, que
posteriormente se transformara en nueva y madura. Junto con las células endoteliales
vasculares y pericitos, la MBV inicia la formacién de un nuevo vaso sanguineo. Extraido y
adaptado de Kalluri R. 2003.
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1.5.1 Bases moleculares de la angiogénesis.

Como se menciond anteriormente, la angiogénesis un proceso finamente
regulado tanto por factores moleculares como biomecdanicos. Dentro de los factores
bien caracterizados se encuentra VEGF-A, este constituye el principal miembro de una
familia de genes con accion angiogénica que también incluye VEFG-B, -C,-D, y el factor

de crecimiento placentario (PIGF; del inglés, placent growth factor) [85].

La sefializacion celular inducida por VEFG es a través de los receptores tirosin-
qguinasa VEGFR-1y -2 (del inglés, VEGF Receptor) y activa distintas vias de sefializacion
gue incluyen la proteina kinasa activada por mitégenos (MAPK; del inglés, mitogen
activated protein kinase) y PI3K, afectando la funcion de células endoteliales [86]. Cabe
aclarar que ambos receptores parecen cumplir distintas funciones: el VEGFR-2 media
principalmente sefializacion inducida por VEGF-A, afectando la mitogénesis de las
células endoteliales y la permeabilidad vascular [87]. Contrariamente, la sefializacion
mediada a través de VEGFR-1 puede regular negativamente la sefializacion de VEGFR-
2, secuestrando la molécula de VEGF. Por otro lado, PGF y VEGF-B se unen
selectivamente a VEGFR-1 [88, 89]. VEGF-C y —D interactuan principalmente con el
VEGFR-3 estimulando la linfangiogénesis [90]. La funcionalidad de VEFG también

depende del procesamiento proteolitico que afecta su biodisponibilidad [91].

Por otro lado, para que los vasos formados sean funcionales, tanto las células
endoteliales como toda la pared vascular deben adquirir una completa maduracién y
adaptacion a los requerimientos del tejido que irrigan. Esto involucra el depdsito de
células murales (células de musculo liso y pericitos) y de la MEC. Este proceso depende
parcialmente de TGF- B que estimula la induccion, diferenciacion y proliferacion de
células murales, como asi también la produccion de MEC por parte de distintas células.
Otro factor involucrado es el receptor B de PDGF (PDGFR-B, del inglés, Platalet-derived
growth factor B) que induce el reclutamiento de células murales. La estabilizacién de
los vasos requiere la expresién de Angiopoyetina-1 (ANG-1) producida por las células
murales, que activa su receptor Tie-2 en las células endoteliales, el cual promueve la

adhesidn de pericitos y su adecuada permeabilidad. Ademas, la forma adecuada de los
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vasos depende de los sensores de oxigeno (prolil-hidrolasa 1-3, PDH 1-3) que regulan

la activacion de HIF-1 [91].

La permeabilidad vascular, esencial para mantener el correcto intercambio de
fluidos, solutos y células del sistema inmune entre la circulacion sanguinea y los
tejidos, depende de la habilidad de las células endoteliales de regular la adhesién
célula-célula, lo cual estd controlado principalmente por la expresién de las proteinas

VE-cadherina and N-cadherina en las uniones adherentes [91].

1.5.2. Angiogénesis y cancer

A medida que un tumor crece, la demanda de oxigeno y nutrientes es mayory la
provision local no es suficiente, por lo que se genera un microambiente hipdxico que
junto a eventos oncogénicos promueven la angiogénesis [91]. Este estado de hipoxia
lleva a la activacion del factor de transcripcion HIF-1, capaz de inducir la expresion de
distintos factores angiogénicos, entre ellos VEGF. HIF-1 es un heterodimero compuesto
por dos subunidades: a y B. La subunidad 1-a es la regulada por el nivel de oxigeno, y
dentro de condiciones de normoxia su nivel es bajo dado que sufre degradacion a nivel
proteosomal por ubiquitinacion [92]. Ese nivel de oxigeno es sensado por los
receptores PDH1-3. La hipoxia reduce la actividad de estos sensores y por lo tanto se

previene la degradacion de HIF [92].

La sobreexpresién de VEFG y otros factores angiogénicos en los tumores lleva a
la formacién de nuevos vasos que son anatémica y funcionalmente anormales. Estos
nuevos vasos son tortuosos, fragiles, con inadecuada presencia de pericitos, propensos
al sangrado y a la exudacién. Esta vasculatura anormal altera el microambiente
tumoral e influye dramaticamente en el progreso y crecimiento del tumor, en su
capacidad metastasica, escape inmunoldgico y respuesta a la terapia anti-tumoral [91].
Si bien VEGF-A es un factor critico también estan involucrados otros factores, y es el
desbalance crénico entre factores angiogénicos y antiangiogénicos lo que lleva a la
formacién anormal de vasos sanguineos. La mayoria de las células tumorales humanas

expresan VEFG-A y su receptor VEGFR-2, y también las células estromales que las
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rodean: fibroblastos, monocitos y plaquetas [93]. Los fibroblastos asociados al tumor
median angiogénesis tanto por liberacion de VEGF, como de otros factores como FGF y
SDF-1a, que actiuan como factores quimioatractantes de progenitores derivados de

medula dsea [63, 94].

1.5.3. Angiogénesis en la fibrosis hepatica y el HCC.

Durante el proceso de regeneracion que ocurre en la fibrosis hepatica se
secretan diversas citoquinas y factores de crecimiento, muchos de los cuales estan
involucrados también en el proceso de angiogénesis tumoral, mas aun, podrian estar
relacionados con la aparicion y el crecimiento de micrometdstasis luego de una
hepatectomia parcial, entre ellos HGF, EGF, TGF- B, HIF-1 y varias metaloproteinasas
(MMPs) [95]. El estado de hipoxia que se genera durante la fibrosis es un factor
activador de las CEH, lo que lleva a la perpetuidad del proceso. En estas condiciones las
CEH sintetizan VEGF, PDGF y proteina relacionada a Angiopoyetina- 4 (ANGPL4; del

inglés, Angiopoyetin-like 4) en forma dependiente de HIF-1 [96].

Por otro lado, el HCC es uno de los tumores solidos mas vascularizados, y la
angiogénesis juega un rol importante desde etapas tempranas de su desarrollo. En
este tipo de tumor se ha observado que la expresidon de VEGF se correlaciona con el

grado de agresividad de HCC [97].

En las ultimas décadas se han desarrollado distintas terapias anti-angiogénicas
qgue inhiben la formacién completa de nuevos vasos, por ejemplo mediante la
neutralizacion de VEGF con el anticuerpo monoclonal bevacizumab, por la inhibicidn
de la sefializacion mediada por VEGF a nivel del receptor mediante los llamados
inhibidores multikinasa, tales como sorafenib, sunitinib, y pazopanib, que inhiben la
sefalizacidn a nivel de VEGFRs, PDGFRs, c-kit, y c-fms [98]. Se ha observado que una
completa remisidn de la vasculatura tumoral no resulta en los beneficios esperados en
relacion a disminucion del crecimiento tumoral y/o aumento de la sobrevida [99]. En
diferentes ensayos clinicos en los que se utiliza la monoterapia dirigida contra la

supresién de la accion de VEGF, la sobrevida no ha aumentado de manera significativa,
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puesto que otros factores también estarian involucrados. La remisién completa de la
vasculatura tumoral tampoco seria un objetivo beneficioso si se piensa en el uso
combinado con otras drogas, que requiera la adecuada llegada al seno del tumor a
través del flujo sanguineo. La terapia antiangiogénica usando drogas como sorafenib,
un inhibidor multikinasa, y bevacizumab, que bloquea la molécula de VEGF, han
mostrado cierta eficacia clinica en el tratamiento de HCC; de hecho, sorafenib es la
primera droga aprobada por la FDA para tratar HCC avanzado [100, 101]. Sin embargo,
ha logrado incrementar la sobrevida de los pacientes sélo unos pocos meses [102]. Por
lo tanto, se requieren mas estudios que permitan aplicar una terapia antiangiogénica

adecuada, o bien tendiente a restablecer la angiogénesis normal.

1.5.3.1 Relaciéon de las células dendriticas con la fibrosis y la angiogénesis en el

higado.

Como se menciond en la seccién 1.2.2, se ha descripto que las CD juegan un
importante rol en la fibrosis hepatica, y ademas son capaces de producir factores pro-
angiogénicos en el contexto de tumores. En este aspecto, se ha sugerido que factores
pro-angiogénicos, como VEGF, B-defensina, SDF-1 o CXCL12, el factor de crecimiento
de hepatocitos (HGF; del inglés, hepatocyte growth factor) e IL-8 (o CXCL8) reclutan
potencialmente a CD inmaduras a los tumores [103]. Asimismo, se ha demostrado que
estas CD asociadas al tumor son capaces de dirigir la angiogénesis tumoral a través de
la liberacion de citoquinas pro-angiogénicas como TNF-a, IL-8 y osteopontina [104,
105]. A su vez, estos factores estimulan a otras células, entre ellas los monocitos, a
liberar moléculas pro-angiogénicas como IL-1 [103]. Mas aun, trabajos recientes
indican que existen CD inmaduras que co-expresan marcadores de CD y de células
endoteliales, y representan un reservorio de células progenitoras endoteliales. Luego
de la trans-diferenciaciéon a células tipo-endoteliales, estas células son capaces de
integrarse a la vasculatura de este modo fomentar la angiogénesis tumoral [106]. Es de
destacar, que la expresidon de marcadores de células endoteliales en las CD y el proceso
de diferenciacion parecen estar controlados por factores angiogénicos como VEGF vy

oncostatina M [106, 107].
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Entre los factores derivados de tumor que podrian ser responsables del fenotipo
angiogénico de las CD inmaduras, VEGF ha sido el mas estudiado. Sin embargo, otros
factores como HGF, TGF-B, prostaglandina E2, lactato y osteopontina también estdn
implicados en la inhibicién de la maduracion de CD vy la induccion de propiedades pro-
angiogénicas [103]. De manera inversa, se ha observado que las CD inmaduras pueden
aumentar la expresion de VEGF e IL-8 en un entorno hipdxico [108], lo que podria
ejercer una funcién pro-angiogénica en el microambiente tumoral. Esta misma
premisa podria ser valida ademads para el higado con fibrosis, ya que se ha demostrado
gue en esta patologia hay un aumento de la angiogénesis, aunque su relacién con la

presencia de las CD aun no ha sido estudiado.

1.6.Acido Hialurénico

Entre los componentes de la matriz extracelular cuya sintesis y acumulacion se
incrementa durante la fibrogénesis y tumorigénesisse encuentra el Acido Hialurénico
(AH). Este es un polimero miembro de la familia de los glucosaminoglicanos (GAG) con
caracteristicas distintivas frente otros GAGs. Es una molécula con un peso molecular
de entre 10°-10’ Da y una longitud de 2-25 um, compuesta por 2000-2500 unidades
repetidas de disacaridos de acido D-glucurénico (GlcA) y N-acetil-D-glucosamina (Glc-

NAc), sin grupos sulfatos [109] (Figura 10).

Figura 10. Estructura del AH. Cada subunidad esta constituida por acido D-glucurdnico y N-
acetil-D-glucosamina. El nUmero de disacaridos puede encontrarse en un rango de entre 2000
y 2500 unidades. Adaptado de Alaniz et.al. 2009 [110]
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El mecanismo de sintesis de AH difiere de los demas componentes de MEC en
gue no es sintetizado dentro de la célula y luego transportado a la superficie celular
mediante vesiculas. Las enzimas que lo sintetizan, las sintetasas HAS1, HAS2 y HAS3,
estdn ubicadas en la membrana citoplasmdtica en lugar de estar en el aparato de
Golgi. Por este motivo, el AH sintetizado puede alcanzar pesos moleculares que van
desde los 5 KDa hasta los 20000 KDa. Estas tres enzimas han sido caracterizadas tanto
en humano como en ratén, y difieren entre si por su actividad catalitica
(HAS3>HAS2>HAS1) y el tamafio del producto final: las primeras dos polimerizan
cadenas largas de disacaridos GIcA-GIcNAc, mientras que HAS3 polimeriza fragmentos

menores a los 300 KDa [111].

El metabolismo de esta molécula comienza por endocitosis del AH de alto peso
molecular (AH-APM) que se encuentra en la matriz extracelular. Este proceso puede
ser mediado por receptor o bien por macropinocitosis-sin receptores involucrados-.
Luego es transportado hacia el interior de la célula por endosomas, los que se fusionan
con lisosomas dentro de los cuales el AH es degradado en fragmentos entre 50-500
sacaridos por la enzima Hialuronidasa 2 (Hyal2) [112]. Estos sacaridos pueden ser
luego endocitados nuevamente y degradados a oligosacaridos por la Hialuronidasa 1,
gue se encuentra en los endosomas, y a su vez los mismos pueden degradarse a
monosacaridos para convertirse en sustrato de una nueva cadena de GAG o bien ser
exocitados [113]. Los oligosacaridos exocitados son capaces de inducir una gran
variedad de efectos bioldgicos; pero ademas la via endocitica de AH es esencial para su

homeostasis [111] (Figura 11).
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Figura 11. Metabolismo del AH. Adaptado de “Hyaluronan endocytocis: mechanisms of uptake
and biological functions”. Chapitulo 14. Racine R, Mummert M. 2012.

La endocitosis mediada por receptor involucra a los receptores de AH CD44 y
Endotelio vascular linfatico-1 (LYVE-1), que no sélo facilitan la endocitosis de AH sino
gue también disparan eventos de sefalizacion que generan respuestas celulares
especificas a la union de AH; y la molécula de adhesion intercelular 1 (ICAM-1; del
inglés, intercellular adhesion molecule 1), que es receptor metabdlico y se cree que
también tiene un rol en la sefalizacién [114, 115]. Otros receptores de AH son el
receptor para motilidad mediada por AH (RHAMM), vinculado en muchos estudios a la
progresion tumoral, posiblemente actuando junto con CD44, LYVE-1 se expresa en la
superficie de las células endoteliales linfaticas, y luego de unirse al AH se asocia con el
CD44 de la superficie de los linfocitos facilitando su adhesién y entrada a los vasos
linfaticos [116]. Es relevante destacar que el 85% del AH total de cuerpo es
metabolizado en los ganglios linfaticos, siendo el higado el responsable de metabolizar
el 15% restante [117]. Por otra parte, el receptor de AH para endocitosis (HARE; del
inglés, Hyaluronan Receptor for Endocytosis) se expresa en los sinusoides hepaticos y
en los ganglios linfaticos, y su presencia resulta indispensable para el metabolismo de

AH [118].
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La molécula de AH se encuentra altamente conservada en la evolucién y entre las
especies. Es de distribucidn ubicua en la MEC, y se lo encuentra particularmente en las
matrices que rodean a células en proliferacién o migracién, o durante procesos

patolégicos como tumorigénesis, donde se observa un aumento en su sintesis [119].

AH cumple distintas funciones, desde un papel meramente estructural,
ofreciendo propiedades fisicas y de hidrataciéon adecuadas a los tejidos o la posibilidad
de interaccionar con proteoglicanos esenciales en la estructura y ensamble de los
mismos; por otro lado, es capaz de influir sobre el comportamiento celular al unirse
con sus receptores especificos en la superficie celular e inducir sefiales intrecelulares

[120] (Figura 12).

Lubricacién de uniones L T
intercelulares Reparacion tisular Angiogénesis

Efectos inmunoduladores
Funcian estructural

Figura 12. La interaccion del AH con sus distintos receptores desencadena diversas respuestas
fisioldgicas y patoldgicas. Adaptado de Alaniz et.al. 2009 [110].

Como se dijo anteriormente, el AH puede encontrarse como especies de
distintos rangos de peso molecular [121], lo cual se correlaciona con sus distintas
funciones biolégicas descriptas. El AH-APM (2-6x10° Da) cumpliria un papel fisioldgico,

participando en la homeostasis de los tejidos y en la distribucién de proteinas en la
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membrana plasmatica. Sin embargo, la especie de bajo PM (0.1-1x108 Da), que puede
ser generada por expresion diferencial de alguna de las HAS, estaria relacionada con
procesos patolégicos [122]. Distintos antecedentes indican que puede estimular IL-1p,
TNF-a, oxido nitrico sintetasa, quimiocinas pro-inflamatorias, factor de transcripcion
NF-kB y metaloproteasas derivadas de macroéfagos, todos procesos mediados a través

de la interaccion con CD44 [123].

Estudios experimentales en modelos animales han documentado un papel crucial
para AH, que especialmente a través de la interaccion con CD44 puede modular el
crecimiento y desarrollo tumoral [120]. Durante las ultimas décadas se ha demostrado
gue existe una correlacion entre los niveles de sintesis de AH y el grado de malignidad
de varios tumores [124]. Altos niveles de expresion de AH se correlacionaron con una
escasa diferenciaciéon y disminucién de la sobrevida en ciertos carcinomas humanos
como cancer de mama, prostata, pancreas, colon, gastricos y linfoma [125-129]. Este
AH es producto de un aumento en su sintesis, ya sea por la propia célula tumoral o por
interacciones de ésta con las células que la rodean en las cuales se induce la
produccion de AH [122, 129]. De hecho, la acumulacién de AH constituye una senal
que favorece la transicion epitelio-mesenquimal, tanto en tejidos embrionarios como
en tejidos tumorales. Ademas, estudios en pacientes fueron consistentes con la idea
de que el AH en células tumorales podria contribuir a un mayor potencial de
diseminacion [125]. Conjuntamente, AH también juega un rol clave durante la
reparacion de injurias, dirigiendo la migracién de fibroblastos y proliferaciéon en los

sitios injuriados [130].

Si bien existen evidencias directas que relacionan a AH con la progresién
tumoral, los mecanismos por los cuales esta molécula promueve un fenotipo maligno

no estdn totalmente aclarados y constituyen un area de activa investigacion.

1.6.1 Acido Hialurénico y Angiogénesis

Distintos trabajos han demostrado que AH, en particular fragmentos del mismo u

oligdmeros pueden estimular la angiogénesis. Estos fragmentos de AH de bajo PM
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pueden inducir angiogénesis por diferentes vias: estimulando la proliferacién,
migracién y formacién de tubos en células endoteliales. Asimismo se ha demostrado su
capacidad angiogénica en varios modelos experimentales, por ejemplo se ha
observado que la aplicacion de fragmentos de AH en la piel de ratas adultas aumenta
el nimero de vasos/mm de piel [131]. También se ha determinado que AH tiene un
papel critico en la vasculogénesis embrionaria dado que animales deficientes en HAS2
presentan graves alteraciones en la morfogénesis cardiaca [128].Por otro lado, se ha
sugerido que las matrices ricas en AH representan un nicho de células progenitoras
capaz de reclutar y retener desde la circulacién células endoteliales progenitoras,
favoreciendo los mecanismos de formacidon de vasos a partir de estas células derivadas

de medula ésea o circulacion [132].

En lo que confiere a antecedentes en materia del efecto de 4MU, inhibidor de la
sintesis de AH, sobre procesos angiogénicos, resultan ser muy escasos. Se ha
demostrado en un modelo experimental de cancer de prdstata que 4MU reduce la
expresion de MMP-2y -9, a la vez que disminuye la microdensidad vascular en el tejido
tumoral [133]. Algunos resultados mas especificos fueron descriptos recientemente,
en un trabajo que muestra los efectos antiangiogénicos de 4MU evaluados in vitro en
células microvasculares endoteliales humanas (HMEC-1), e in vivo en membrana
corioalantoica de pollo y en un modelo de pez cebra [134]. Sin embargo, los efectos de
esta droga sobre el contexto de HCC asociado a fibrosis y la angiogénesis no habian

sido estudiados sino hasta el trabajo incluido en esta tesis.

1.6.2. Acido hialurénico y su relacién con la Interleuquina-6.

Con respecto a la relacién entre estas dos moléculas que se encuentran
aumentadas tanto en la fibrosis hepatica como en HCC, se ha mostrado que la IL-6 es
capaz de unirse selectivamente a glucosaminoglicanos-componentes de la matriz
extracelular-, entre ellos el AH [135]. Puntualmente, en un estudio en pacientes con
mieloma multiple se demostré que la IL-6 producida por células estromales media el
efecto de supervivencia provocado por AH, y que la retencidn y concentracion préximo

al sitio de secrecion favorece su actividad autocrina y paracrina [136].
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1.7.Inhibicion de la sintesis de AH.

Cuatro-Metilumbeliferona (4MU) es un inhibidor especifico de la sintesis de AH,
cuyo efecto se descubrid en primeras instancias sobre un cultivo de fibroblastos
humanos en el cual se observé inhibicidn sobre la sintesis de AH y la formacidn del
mismo en la matriz pericelular, no asi de otros GAG [137]. Posteriormente, el mismo
efecto se observd en células de melanoma B16F10 y células de cancer pancredtico
humano KP1-NL [138]. 4MU es una cumarina modificada (7-hidroxi-4-metil cumarina),
molécula de origen vegetal, ampliamente empleada por via oral como colagogo o anti-
espasmaddico en humanos (Heparvit™) [139] como asi también en ensayos clinicos en
pacientes con hepatitis B y C crdnica (ClinicalTrials.gov identifier: NCT00225537), [139]
(Figura 13).

HO O 0]

CH3

Figura 13. Estructura molecular de 4MU.

Si bien el mecanismo de acciéon de 4MU no esta claramente definido, este
compuesto ejerceria su accion por medio de la disminucién de los niveles de ARNm de
las enzimas de sintesis de AH, las AH sintasas (HAS), y por deplecidn de los precursores
de la sintesis de este polimero (UDP-GIcUA) como se ha observado en lineas celulares
derivadas de melanoma, cdncer de mama y ovario [140]. 4MU inhibe
competitivamente la elongacién de la cadena de AH al ser glucuronidado por UDP-
glucosiltransferasas (UGT) enddgenas, depletando asi las moléculas de UDP-GIcUA.
Entonces, estos precursores que normalmente son sustrato de HAS (enzimas con
actividad UGT), se consumen para producir MU-GIcUA [140]. Por otro lado, se ha

demostrado en un modelo experimental de tumor de melanoma que 4MU inhibe
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selectivamente la sintesis de AH en el higado de los ratones y, ademas, posee un
efecto inhibitorio sobre la metastasis tumorales de las células de melanoma en dicho
6rgano, ya que la formacién de AH en la superficie de la célula seria necesaria para la
diseminacién tumoral, en este caso de células de melanoma [141]. Por otro lado,
antecedentes recientes mostraron que el uso simultdneo de esta droga potencia la
acciéon de la gemcitabina, reduciendo el tamafio de tumores pancreaticos de ratones
inoculados con células tumorales humanas de cancer de pancreas [138]. El efecto anti-
tumoral de 4MU ha sido demostrado en una gran variedad de tumores en la ultima
década. Se ha observado un efecto inhibitorio de 4MU sobre células de osteosarcoma
[142] y cancer de colon [143]. Adema3s, su accién fue efectiva en modelos in vivo de
metastasis de cancer de pulmon [142], cdncer de eséfago [144], metastasis de células
mesenquimales de cancer de mama en hueso [145, 146], leucemia [147], cancer renal-

en combinacion con sorafenib [148].

Estos antecedentes indican el potencial uso de 4MU ya sea solo o en

combinacion con otras drogas en el tratamiento de distintos tumores.
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2. Hipoétesis de trabajo.

Conociendo que AH estd sobreexpresado durante el proceso de fibrosis y en
cirrosis hepatica, es posible postular que este componente de la MEC desempeia un
papel importante en el desarrollo del HCC, generando un entorno favorable para su

crecimiento.

e El uso de un inhibidor especifico de la sintesis del AH (4MU) durante el
proceso fibrogénico hepatico podria afectar el establecimiento del HCC al
generarse una MEC hepdatica menos permisiva para el desarrollo del
mismo, tanto por un efecto sobre las células responsables de generar la

fibrosis como por un efecto directo sobre las células tumorales.

e Sj, en efecto, la inhibicion del AH por 4MU resultase en un efecto
antitumoral, se podria postular que esta droga seria capaz de modular
factores implicados en el proceso angiogénico patoldgico, debido a que

se conoce que el AH puede modular la angiogénesis.

Por otro lado, y en base a que en el contexto de la fibrosis hepatica las células
dendriticas cumplen un rol importante en la regresién de la fibrosis enen
estadios avanzados, postulamos que las CD también ejercen una funcién
relevante durante estadios tempranos de la fibrosis, y que su presencia podria
ser capaz de modular el proceso angiogénico, dado que las mismas en el
contexto del microambiente tumoral presentarian un fenotipo con actividad

tolerogénica y moduladora de la angiogénesis.

3. Objetivo general.

Nos proponemos estudiar si la reduccidn de expresidn de AH hepatico mediante
la administracion de un inhibidor especifico de AH (4MU) es capaz de afectar el
proceso de generacién del hepatocarcinoma en un higado con fibrosis establecida. Se
estudiardn los potenciales mecanismos de accién que puedan evitan el desarrollo
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tumoral al inhibirse la expresion de AH. Entre tales mecanismos se evaluardn los

relacionados con el proceso de angiogénesis y la modulacion de la expresién de IL-6.

Como objetivo final nos proponemos caracterizar la accion del 4MU en el tratamiento

del HCC, para asi avanzar en el desarrollo terapéutico preclinico y sentar las bases de

un potencial desarrollo clinico en esta enfermedad.

En el presente estudio también evaluaremos el rol de las células dendriticas

durante estadios tempranos de la fibrogénesis hepatica in vivo, mediante la deplecién

de esta poblacién celular, y su relacién con el proceso de angiogénesis.

3.1 Objetivos especificos.

Parte |

Parte Il

Caracterizar el microambiente que se genera en el higado en un modelo
murino de fibrosis hepatica inducido por tioacetamida (TAA) y posterior
desarrollo de HCC por implantaciéon ortotdpica de células de
hepatocarcinoma (linea Hepal29). En particular, nos proponemos
estudiar el impacto de la modulacién de la matriz extracelular por medio
de la inhibicion de la sintesis de AH por 4MU durante la fibrosis hepatica y

luego de la implantacion del tumor.

Analizar el efecto bioldgico de la inhibicidn de la sintesis de AH por 4MU.
Para ello se evaluarad su impacto sobre el desarrollo de HCC y sobre la
fibrosis hepatica, y la influencia de esta droga sobre la proliferacion,
apoptosis y capacidad de sintesis de AH por células tumorales vy

estromales.

Evaluar el efecto de 4MU sobre la funcidn hepatica y caracterizar su perfil

de toxicidad.

Estudiar los mecanismos de accion de 4MU responsables de la inhibicidn

del crecimiento tumoral, si lo hubiere, enfocando a la evaluacién de:
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Parte Il

a) la modulacién de la angiogénesis en los tumores de HCC y en su

microambiente, tanto in vivo como in vitro.

b) la modulacidon de expresion de IL-6 en los tumores de HCC y en su

microambiente, tanto in vivo como in vitro.

Examinar el rol de las células dendriticas en el microambiente del higado

fibrético y su relacion con el proceso angiogénico.
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4. Materiales y métodos.

Parte |
4.1 Lineas celulares.

Se utilizaron las siguientes lineas celulares: linea de HCC de raton Hepal29,
cedida generosamente por el Dr. Schmitz, Medizinische Klinik I, Bonn, Alemania; lineas
de HCC humano Hep3By Huh7, provistas amablemente por el Prof. Jesus Prieto (CIMA,
Universidad de Navarra, Pamplona, Espafia); linea de CEH humanas LX2, provista
amablemente por el Dr. Scott Friedman (Mount Sinai, School of Medicine, NY); linea de
células endoteliales humanas HMEC-1, provistas por el CDC (Centers for Disease
Control, Atlanta, USA); linea de CEH de rata CFSC-2G, cedidas por el Dr. Marcos Rojkind
(Albert Einstein College of Medicine); linea de fibrosarcoma humano HT-1080, cedida
generosamente por el Dr. Daniel Bonfil (Wayne State University, School of Medicine,
Detroit, MI, USA); y linea de fibroblastos hepaticos de ratdn IZA2.1, provistas por el Dr.
Ignacio Melero (Universidad de Navarra, Espafia). Las lineas celulares fueron cultivadas
en medio DMEM (GIBCO, Invitrogen) completo (2 pmol/L glutamina, 100 U/ml
penicilina, 100 mg/ml estreptomicina y 10% suero fetal bovino (SFB) inactivado por
calor), excepto por las células Hepal29 que se cultivaron con medio RPMI 1640
(GIBCO, Invitrogen) suplementadas con 2-Mercaptoetanol 55 uM y CSF-2G con medio
MEM (GIBCO, Invitrogen).

4.2 Reactivos.

e Preparacion de la solucién de 4-Metilumbeliferona (4MU)

La soluciéon madre de 4MU sal de sodio (Sigma-Aldrich) se preparé disolviendo 50
mg de esta droga en 1 ml de medio Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, GIBCO),

resuspendiendo repetidas veces.

e Preparacién de la solucion de acido hialurénico de alto peso molecular (AH-

APM).

El AH-APM recombinante (AH nativo), de 1.5-1.8x106 Da, fue cedido amablemente

por Farmatrade. Se prepard una solucién madre de 5 mg/ml de AH-APM en solucién
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fisiolégica estéril. Se resuspendié sucesivas veces y se agitd durante 1 hora a 37°C

para su completa disolucién.

4.3 Medios condicionados generados a partir de lineas celulares y de cultivos

primarios.

Los cultivos primarios (células de Kupffer y hepatocitos) y los de lineas celulares
(Hepal29, Hep3B, Huh7, HT-1080, HMEC-1, LX-2, CFSC-2G e 1ZA2.1) fueron cultivados
hasta que alcanzaron un 90% de confluencia, fueron lavados con PBS 1X y cultivados
durante 24 horas (6 12 hs para ensayo de sintesis de AH con Hepal29), en DMEM
completo sin SFB 6 el medio de cultivo indicado en cada caso. Posteriormente se
colectaron los sobrenadantes y se centrifugaron durante 30 minutos a 16000xg a fin de
eliminar posibles restos celulares. Los sobrenadantes asi generados fueron guardados

hasta el momento de su utilizacion en freezer de -802C.

4.4 Estudios in vitro

4.4.1 Analisis por citometria de flujo de la interaccion CD44-AH vy sintesis de AH en

células tumorales.

Para determinar si las células de las lineas tumorales Hepal29, Hep3B y Huh7
unen AH por medio de su receptor CD44, 5x10° células fueron procesadas de la
siguiente manera: las lineas Hep3B y Huh7, que crecen adheridas al plastico, fueron
levantadas utilizando un raspador, para evitar el clivaje de receptores de superficie
celular; no asi las células Hepal29, que crecen en suspension. Luego, se bloquearon
los receptores Fc de las células con SFB 5% en solucién seroalbumina bovina (BSA) 1%
en PBS durante 30 min, y se incubaron con AH acoplado a isotiocianato de
fluoresceina (FITC; del inglés, fluorescein isothiocyanate) (Calbiochem) diluido 2:100 en
PBS durante 1 hora a 42C en oscuridad. El control de especificidad de la unién se
realizé en exceso de AH sin marcar. Para determinar si la unidn del AH-FITC a las
células estaba mediada por CD44, las células fueron pre-tratadas con anticuerpos
monoclonales anti-CD44: CD44 anti-raton KM81 1:100 para las células Hepal29, CD44-
acoplado a ficoeritrina (PE) anti-humano 1:11 (Miltenyi-Lab Systems S.A.) para las

células Hep3B y Huh7 o control de isotipo (BD Bioscience). Para establecer si estas
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células sintetizaban AH, se utilizé la proteina de uniéon a AH conjugada a biotina
(PUAHb, Calbiochem), se adiciond avidina-PE (BD Bioscience y se incubd durante 1
hora a 4°C en oscuridad. Finalmente, las células fueron fijadas con paraformaldehido
1% en PBS. El procesamiento se realizd en un citémetro de flujo (FACS Aria, Beckton
Dickinson Immunocytometric Systems), y los datos fueron analizados utilizando el

software WinMDI (The Scripps Research Intitute).

4.4.2 Ensayos de proliferacion celular.

Se sembraron 5x10° células (Hepal29, Hep3B, Huh7, 1ZA2.1, LX2, CFSC-2G o
HMEC-1) por pocillo, en una placa de 96 pocillos. Las células fueron tratadas con
distintas concentraciones 4MU: 0.06, 0.12, 0.25, 0.5, 1 y 5 mM, incluyendo ademas un
control basal (solo medio de cultivo), durante 48 hs. Seis hs antes de finalizada esta
incubacidn, se adiciond 3H-Timidina 20Ci/mmol (PerkinElmer) y se cosechd la placa: las
células se lisaron con NaOH 0,1 M/SDS 1%, se adiciond acido tricloroacético 40%
incubando a -20 2C durante 20 min. Luego, el lisado celular se colocé en discos de fibra
de vidrio especiales para 3H-Timidina, se lavd con &cido tricroloacético 10% y etanol
100%. Los discos fueron embebidos en liquido de centelleo, y el equipo contador de

centelleo (B-counter, Beckman LS 6500) registrd cuentas por minuto (CPM).

4.4.3 Ensayos de apoptosis celular.

Se utilizaron 5x10° células tratadas con las mismas concentraciones de 4MU
utilizadas para el ensayo de proliferacién celular. Las células tumorales, fibroblastos y
CEH fueron incubadas durante 48 hs, mientras que los hepatocitos se cultivaron por 24
hs. Luego fueron resuspendidas en una mezcla de bromuro de etidio y naranja de
acridina en partes iguales. Las células tefiidas se observaron al microscopio de
fluorescencia (E800, Nikon) y se contaron 100 células, discriminando entre
apoptéticas, apoptéticas vivas, necréticas o viables por sus caracteristicas distintivas:
fragmentacidn del nucleo, aumento del citoplasma y condensacién de la cromatina. El

porcentaje de células apoptdticas fue calculado como:

% de apoptosis= N2 de nucleos apoptdticos x 100/ N@ de ntcleos totales.

Luego, el indice de apoptosis se calculd de la siguiente manera:
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Indice de apoptosis= % apoptosis células con 4MU - % apoptosis células sin 4MU

4.4.4 Ensayo de citotoxicidad.

Para evaluar la toxicidad de 4MU sobre las células Hepal29 y sobre un cultivo
primario de hepatocitos (ver seccidén 4.5.3) se empled la técnica de liberacion de LDH

utilizando un kit comercial (Roche).

El porcentaje de toxicidad fue determinado utilizando la siguiente féormula:

% citotoxicidad: [(abs 492 nm experimental -abs 492 nm minima)/(abs 492 nm mdxima

- abs 492 nm minima)]x 100

Donde:
abs 492 experimental= absorbancia a 492nm de las muestras (células + 4MU)
abs 492minima= absorbancia a 492nm de células diana solas

abs 492 maxima= absorbancia a 492mn de células diana en presencia de buffer

de lisis (Triton 10%)
4.4.5 Ensayo de migracion in vitro.

Para evaluar la capacidad migratoria de las células HMEC hacia medio
condicionado de células Hep3B pre-tratadas con diferentes dosis de 4MU (0.06, 0.12,
0.25 y 0.5 mM) se realizaron ensayos de migracién en cadmaras de Boyden de 48
pocillos (Neuroprobe). En los pocillos inferiores se colocaron los distintos medios
condicionados o DMEM como control, y sobre ellos se colocé una membrana de
policarbonato (poro de 8 um, Neuroprobe). Las células cultivadas previamente durante
18 hs en DMEM sin SFB se agregaron en los pocillos superiores (12x103 células/pocillo).
La camara se incubo durante 4 hs a 37°C. Luego se desmontd la membrana y las células
del lado superior fueron cuidadosamente removidas por medio de una cuchilla.
Aguellas que migraron, ubicadas en el lado inferior de la membrana, fueron fijadas con

formol 2% y luego de lavar con PBS, fueron tefiidas con 4°,6-diamidino-2
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fenilindoledihdrochloruro (DAPI, Sigma-Aldrich). Finalmente, el numero de células que
migraron se determind por microscopia de fluorescencia (E800, Nikon) utilizando una
magnificacion de 100x. Las imdagenes de tres campos representativos fueron
capturadas y posteriormente analizadas utilizando el programa Cell Profiler

(www.cellprofiler.com). Se calculé el nimero de células promedio por campo.

4.4.6 Ensayo de formacion de tubos vasculares in vitro.

Para determinar la capacidad de formacién de tubos vasculares de las células
HMEC-1 estimuladas con medio condicionado de Hep3B pre-tratadas con 4MU, se
sembraron 40 ul de Matrigel Growth Factor Reduced (BD Bioscience) frio en pocillos de
una placa de 96 pocillos. Se dejé solidificar incubando 30 minutos a 37°C, y se
sembraron 2x10* células HMEC-1 pre-incubadas por 18 hs con DMEM sin SFB, en 90 pl
de medio DMEM sin SFB fresco. Las mismas fueron estimuladas con 10 pl de medio
condicionado de células Hep3B pre-tratadas durante 18 hs con distintas
concentraciones de 4MU (0.06, 0.12, 0.25 y 0.5 mM) o sélo medio de cultivo a modo
de control; y se incubd la placa durante 6 hs en estufa de cultivo. Como control
positivo se utilizé VEGF recombinante humano (100 ng/ml, Calbiochem). Luego, se
descarté el sobrenadante, y las células adheridas al Matrigel fueron fijadas y tefiidas
con una solucién de Cristal Violeta en metanol. La cuantificaciéon del area libre de
células, indicativa del cambio de adhesién celular en monocapa hacia un patrén con
forma tubular, se realizé tomando 3 imdagenes por pocillo con una magnificaciéon de
100 (E800, Nikon) que fueron procesadas mediante el programa Imagel (National
Institutes of Health). El porcentaje area libre de células por campo se calculé de la

siguiente manera:
% drea libre de células = 100 - % drea positiva

4.4.7 Zimografia en gelatina: deteccion de la actividad de metaloproteasas.

Para evaluar la induccién de actividad gelatinasa en los medios condicionados de
las lineas humanas HMEC-1, Hep3B y LX2 pre-tratadas con 4MU, se sembraron 5x10*
células en placas de 24 pocillos por 18 hs. Luego, se lavaron con PBS y incubaron con

4A4MU en dosis de 0.06, 0.12, 0.25 y 0.5 mM durante otras 18 hs. Se colectd el
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sobrenadante y se determind la actividad de MMP-9 y MMP-2 por zimografia. Se
sembraron cantidades fijas de proteina total de los medios condicionados o
sobrenadante de células HT-1080 (control positivo) y se corrieron en un gel SDS-PAGE
10% conteniendo 0.1% de gelatina (Sigma-Aldrich). El gel se tifié luego con Coomassie
Brilliant Blue R-250 por 30 min a TA. La actividad gelatinasa se visualizd por coloracion
negativa. Las imagenes se obtuvieron con cdmara digital (Canon EOS 5D), y se
analizaron por densitometria utilizando el software ImagelJ. La actividad relativa de
MMP se obtuvo por normalizacién a los valores de las muestras sin tratamiento (sélo

DMEM).

4.5 Estudios in vivo
4.5.1 Modelo experimental.

Utilizamos ratones machos de la cepa C3H/Hel de 6-8 semanas de edad,
provenientes del Centro Atémico Ezeiza, Bs. As, Argentina. Los animales fueron
mantenidos en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad
Austral, de acuerdo a las normativas establecidas por el “Comité de cuidado animal”

de esta institucion sobre el uso ético de animales.

La fibrosis se indujo mediante la administracion de tioacetamida (TAA, Sigma-
Aldrich) en dosis de 200 mg/kg en solucidn fisioldgica estéril por via intraperitoneal
(i.p), 3 veces por semana, durante 42 dias [149]. A los 30 dias de tratamiento con TAA,
se implantaron 1,25x10° células Hepal29 en el I6bulo izquierdo del higado mediante
inyeccion subcapsular para establecer los tumores ortotépicos [150]. Para realizar la
cirugia, los animales fueron anestesiados con una mezcla de Midazolam 10%, Ketamina
12% y Fentanilo 5% en H,Od estéril. Los animales fueron tratados con una dosis diaria
de 4MU (Sigma-Aldrich) (Grupo 4MU). A En la Parte I, AMU comenzd a administrarse 2
dias antes de la cirugia, en una dosis de 20 mg/kg por via i.p. (Figura 14); en la Parte Il
se utilizé una dosis de 400 mg/kg, administrada con el agua de bebida, comenzando 5
dias antes de la cirugia, hasta el final del experimento. Al dia 12° post- operacién se
sacrificaron los animales. Se determind el tamafio tumoral mediante medicién con
calibre, utilizando el siguiente calculo, que corresponde al volumen de una zona

esférica o semiesfera:
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Volumen tumoral (mm3) = (Diametro mayor x (didmetro menor)2) x ri/6)

Ademads, se contaron los nddulos satélites del tumor de HCC. Luego, para la
recoleccidon de suero, se realizd sangrado retro-orbital en tubos sin heparina, y se
centrifugé a 0.8xg por 10 min a 4°C. Se separaron muestras de tumor y de parénquima
hepatico mediante un corte limpio con bisturi, y se conservaron para su posterior

analisis, tal como se detalla en cada técnica.
Los grupos experimentales fueron los siguientes (n=10 animales/grupo):
e Sanos
e TAA; animales con fibrosis inducida por 6 semanas.
e Salino; animales con fibrosis y HCC tratados con vehiculo de 4MU (medio HBSS)

e 4MU; animales con fibrosis y HCC tratados con 4MU.

Inoculacion
ortotdpica o
Hepal29 Sacrificio
| | |
dia28 dia30 dia 42

C3H/He) | |
4MU (20 mg/kg) i.p.
1 dosis/diaria

TAA (200 mg/kg) i.p.
3 veces/semana

Figura 14. Disefio experimental Parte I.

4.5.2 Medicién de enzimas indicadoras de dafio hepatico en suero.

Se midieron los niveles de las transaminasas ALT (alanina aminotransferasa) en
el suero de los animales experimentales mediante el autoanalizador ARCHITECT

(Abbott).
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4.5.3 Cultivo primario de hepatocitos.

El cultivo primario de hepatocitos de ratdn se obtuvo a través de perfusién
hepatica con colagenasa tipo IV (Sigma-Aldrich). Se canuld la vena porta hepatica y se
realizdé una primera perfusién con 30 ml de soluciéon de lavado filtrada 1:25 en H,0
destilada (H,0d) (NaCl 3.55 M, KCI 0.16 M, Hepes 0.24 M, 75 ml NaOH 1M en H,0d
hasta volumen final 500 ml, con el agregado final de EDTA 0.4 mM). Luego de unos
minutos de comenzado el lavado, se cortd la vena cava para drenar. A continuacion se
cerrd la circulacion de la vena cava, y se perfundid con 30 ml de solucién de colagenasa
filtrada 1:10 en H20d (NaCl 0.68 M, KCl 0.06 M, Hepes 1M, 66 ml NaOH 1M vy
CaCl2.H20 55 mM en 100 ml de H20d, luego se agregd seroalbumina bovina (BSA) 1%
y 0.018% colagenasa) y mantenida a 37°C durante el procedimiento. Al comenzar la
perfusion se cerrd la circulacion de la vena suprahepatica, confinando asi el circuito de
circulacion al higado solamente. Posteriormente, se extrajo el higado y se disgregd
manteniendo en solucion 1% BSA. La solucion se filtré utilizando una malla de 40 umy
se centrifugd a 400xg por 2 min a 4°C. Los hepatocitos, obtenidos del precipitado
resultante, fueron mantenidos en medio 70% DMEM-30% F12 con 10% SFB, 8.5 ng/ml
de toxina colérica, 10 ng/ml de factor de crecimiento epidérmico y 0.8 pug/ml de

hidrocortisona [151].

4.5.4 Cultivo primario de células de Kupffer.

Las células de Kupffer fueron extraidas del higado de los animales
experimentales segln se describié previamente por Smedsrgd B. [152]. En primer lugar
se realizo perfusién del higado con colagenasa 1V, tal como se describié para el cultivo
primario de hepatocitos. Luego de decantar los hepatocitos, la suspensién se
centrifugd a 300xg por 10 min. a 4°C. El pellet resultante fue resuspendido en 2 ml de
medio RPMI, los cuales fueron mezclados con 8 ml de una soluciéon de Histodenz
(Sigma-Aldrich) al 30% en PBS, en un tubo Falcon de 15 ml. A continuacidn, se
agregaron suavemente 2 ml de medio RPMI, sobre las paredes del tubo, y la
suspension se centrifugd a 1500xg durante 20 min a 4°C sin freno. Como consecuencia,

se formé un gradiente de densidades, en el cual se generd una banda blanca entre 2
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fases, conteniendo la fraccién de células no parenquimatosas. La misma fue extraida y
lavada con medio RPMI, centrifugando a 800xg por 10 min. El pellet obtenido a partir
de 1 higado fue resuspendido en 1 ml de medio RPMI y plaqueado sobre 2 pocillos de
una placa de 24 pocillos. Se incubd en estufa de cultivo durante 10 minutos, y luego se
descarté el medio y se lavd con solucién fisioldgica, permaneciendo adheridos los
macrofagos. Para confirmar que se trataba de macroéfagos, se realizd una
inmunomarcacion con un anticuerpo anti-F4/80 (Abcam) al 1%, incubando durante 45
min en frio. Se lavd con BSA 1% en PBS, y se incubd con el anticuerpo secundario
acoplado a FITC (Vector Laboratories, Inc.). Luego se observé al microscopio de
fluorescencia (E800, Nikon). El medio condicionado a partir del cual se cuantificé los
niveles de IL-6 fue generado incubando las células de Kupffer con 350 pl de medio

RPMI suplementado con 10% SFB durante 24 hs.

4.5.6 Andlisis histopatoldgico. Tinciones.

Los higados extraidos de los animales experimentales fueron fijados en formol
10% durante 2 dias. Luego, fueron deshidratados mediante pasajes sucesivos en
alcohol 70% y 90%, durante 2 hs cada uno, y luego se mantuvieron en alcohol absoluto
durante toda la noche. A continuacidn, se realizaron 3 pasajes por xilol de 1 hora cada
uno, y se embebieron en parafina liquida a 60°C realizando 2 pasajes de 1 hora cada
uno. Luego, los tacos de parafina fueron cortados con micrétomo en secciones de 5

KUm, y se realizaron las siguientes tinciones:

- Hematoxilina & Eosina (H&E): Se desparafinizo el tejido mediante dos pasajes
en xilol y se hidraté en agua. Se incubd con una solucién de hematoxilina por 15
minutos. Se lavé con agua corriente. Para rehidratar el tejido se incubd 1 minuto en
etanol 100%, 1 minuto en etanol 96%, 1 minuto en etanol 70% y 1 minuto en agua. Se
realizé una contra-tincidon con solucién de eosina alcohdlica durante2 minutos. Se
eliminaron los restos de eosina con etanol 70%. Se incubd en etanol 100% por 2

minutos. Se aclaré en xilol y monté con balsamo de Canada (Biopack).

- Tricrémico de Masson: La coloracion de fibras de colageno se realizd con un kit

comercial (Biopur), siguiendo las instrucciones del fabricante. Mediante esta tincidn se
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establecio histolégicamente el grado de fibrosis, segun el indice de Metavir (Tabla 1)

[153]. El analisis se realizé de manera ciega por un patélogo.

Indice de Fibrosis Descripcidn

FO Sin fibrosis

F1 Fibrosis portal sin septos

F2 Fibrosis portal con algunos septos

F3 Numerosos septos (puentes) sin cirrosis
F4 Cirrosis

Tabla 1. Indice de Metavir para evaluar grado de fibrosis hepatica.

- Rojo Sirio: Brevemente, se desparafinizo el tejido mediante dos pasajes en xilol.
Se incubd durante 1 hora con solucion de rojo sirio: Direct Red 80 0,1 % m/v; Sigma-
Aldrich en acido picrico saturado. Se lavé dos veces en acido acético glacial al 0,005%
en H,Od. Se deshidraté mediante dos pasajes de 30 segundos en etanol 100%. Se
aclaré en xilol y se montd con balsamo de Canada. Esta tincién también fue empleada
para marcar fibras de coldgeno y para establecer el grado de fibrosis mediante la

escala de Metauvir.

4.5.7 Cuantificacion de area positiva en tinciones e inmunomaraciones.

Para cuantificar el area positiva, se tomaron 50 imagenes por seccién a una
magnificacion de 200X, utilizando un microscopio E800, Nikon asociado a una cdmara
digital y se obtuvo el valor promedio de drea marcada a partir de cada seccién

utilizando el software Imagel (http://rsbweb.nih.gov/ij/;National Institutes of Health).

4.5.8 Tinciones histoquimicas e inmunomarcaciones.

4.5.8.1 Tincion histoquimica para la deteccion de AH.
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Se analizo el nivel de expresion de AH en tejido hepatico por tincidn histoquimica
utilizando la PUAHb (Calbiochem). Los higados embebidos en parafina fueron cortados
en secciones de 5um y montados sobre vidrios con carga positiva (Patho-Lab), luego
fueron desparafinados en xilol y rehidratados mediante pasajes por alcoholes de
porcentaje decreciente, hasta PBS. A continuacidn se bloqued la peroxidasa enddgena
mediante incubacién con H;0,; 3% en etanol durante 30 minutos a temperatura
ambiente (TA). El control negativo se incubéd con 100 U/ml de hyaluronidasa
(Streptomyces Hyaluronidase, Calbiochem). A continuacion se bloqued la avidina y
biotina enddgena (Blocking Kit, Vector Laboratories, Inc.) mediante incubaciones de 20
min cada una a TA, realizando 3 lavados con PBS entre cada una de ellas. El bloqueo de
proteinas se realizé incubando con una solucién de BSA 5 pg/ml durante 30 min a TA.
Luego se trataron las muestras con 50 pl de PUAHb 5 pg/ml en BSA 1%/PBS durante
toda la noche a 4°C. Se revelé con un conjugado enzimdatico avidina-peroxidasa
(Extravidin-peroxidase, Sigma-Aldrich) diluido 1:10 en PBS. El revelado final se realizé
en una mezcla de Diaminobenzidina (DAB) 0,1% en H,Od con una solucién de sulfato

de Amonio-Niquel 5%, CINH4 0.08% y glucosa 0.4% en acetato de sodio 0.2 M.

4.5.8.2 Inmunohistoquimica para Actina de musculo liso (a-SMA).

Brevemente, secciones de higado embebido en parafina fueron cortados en
secciones de 5 um de espesor y rehidratadas en pasajes en alcoholes de porcentajes
decrecientes y luego se lavaron en PBS. La recuperacidon antigénica se realizé
incubando las secciones en buffer citrato pH 6, y calentando en microondas sucesivas
veces a potencia maxima, durante 4 min, 2 min y 1min, dejando reposar 10 minutos
entre cada vez. Luego de realizar un lavado con agua corriente, las secciones fueron
incubadas con 3% de H;0, en metanol durante 30 min a TA, para el bloqueo de
peroxidasa enddgena. A continuacidon se bloqued la avidina y biotina endégena
(Blocking Kit, Vector Laboratories, Inc.) mediante incubaciones de 20 min cada una a
TA, realizando 3 lavados con PBS entre cada una de ellas. Posteriormente, se
bloquearon las proteinas incubando con una solucion BSA 1% durante 10 min a TA. Las
secciones fueron luego incubadas con el anticuerpo policlonal anti- a-SMA (Abcam)
diluido 1:10 en BSA0.2%/Triton X-100 0.1% en PBS durante toda la noche a 4°C. Luego

de realizar 3 lavados en PBS, se incubd con un anticuerpo secundario anti-conejo
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biotinilado (Vector Laboratories, Inc.) 1:100 en BSA 0.2%/PBS a TA durante 1 h. Se
realizaron 3 lavados en PBS. La sefial fue detectada tal como se describié para la
tincion para AH. La cuantificacion de la marca positiva se realizé tal como se describid

para la tincién con Rojo Sirio.

4.5.8.3 Inmunomarcacion de CD31 para deteccion de células endoteliales vasculares.

Brevemente, secciones de higado embebido en parafina fueron cortados en
secciones de 5 um de espesor y rehidratadas en pasajes en alcoholes de porcentajes
decrecientes. La recuperacién antigénica se realizé incubando durante 20 min con
20ug/ml de Proteinasa K (Sigma-Aldrich) a TA en una cdmara humeda. Luego de
realizar un lavado con agua corriente, las secciones fueron incubadas con 3% de H,0;
en agua destilada durante 30 min a TA, para el bloqueo de peroxidasa endégena. A
continuacion se bloqued la avidina y biotina endégena (Vector Laboratories, Inc.)
mediante incubaciones de 20 min cada una a TA, realizando 3 lavados con PBS entre
cada una de ellas. Posteriormente, se bloquearon las proteinas incubando con una
solucion BSA 2.5%/PBS/Tween0.1% durante 10 min a TA. Las secciones fueron luego
incubadas toda la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal anti-CD31 hecho en rata
(Abcam) en una dilucion 1:100 en PBS. El control negativo se realizo sin el anticuerpo
primario. Se realizaron 3 lavados con PBS y se incubd con un anticuerpo secundario
biotinilado anti-rata (Vector Laboratories, Inc) diluido 1:100 en 0.2% BSA/PBS durante
1 hora a TA. La seial fue detectada mediante el revelado descripto en las anteriores
inmunomarcaciones. El andlisis densitométrico se realizé tomando 10 imdagenes por
seccion de higado a 400x (Nikon Eclipse E800), y el area positiva fue calculada

empleando el programa ImageJ (National Institutes of Health).

4.5.8.4 Inmunomarcacion para VEGF.

Se realizaron cortes de higado de 8 um de espesor con criostato, a partir de tacos
preparados en medio de montaje apropiado para su conservacion a -80°C (Cryoplast,
Biopack). Las criosecciones fueron fijadas en acetona durante 10 min a -20°C. Luego de
3 lavados sucesivos en PBS, las mismas fueron deshidratadas en pasajes por alcoholes
de porcentaje creciente, hasta xilol, y luego rehidratadas en orden inverso hasta PBS.

Luego, se bloqued la peroxidasa enddgena con 3% de H,0; en metanol durante 30 min
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a TA. Se lavo con PBS y se bloqued la avidina y biotina endégena mediante Blocking Kit
(Vector Laboratories, Inc), incubando durante 20 min a TA, y realizando 3 lavados en
PBS entre cada una de las incubaciones. Luego se bloquearon las proteinas mediante
incubacién con una solucién BSA 1% en PBS, y se incubd con el anticuerpo primario
anti-VEGF (Santa Cruz Biotechnology) diluido 1:100 en BSA 1%/ PBS/0.1% Triton
durante toda la noche a 4°C. El control negativo se realizé sin el anticuerpo primario. A
continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS y se incubd con un anticuerpo
secundario biotinilado (Vector Laboratories, Inc) diluido 1:400 durante 2 hs a TA. El
sistema de revelado se realizdé de igual manera que las otras immunomarcaciones. Se

realizd una contracoloracidn con una solucidon de H&E (Biopur).

4.5.9 Preparacion de homogenatos de tejido hepatico para su analisis por ensayos

inmunoenzimaticos (ELISA).

e Para detectar citoquinas o proteinas mediante kits de ELISA comerciales, se
prepararon extractos citoplasmaticos de tejido hepatico de la siguiente manera:
el tejido se homogeneizé mecanicamente con Ultra-Turrax (lka) en buffer lisis
con inhibidor de proteasas (Tris-HCl pH 7.4 50 mM, Tween 20 0.1%, NaCl 150
mM, Leupeptina (Sigma-Aldrich) 5ug/ml, Aprotinina (Sigma-Aldrich) 20 pg/ml y
fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) 1 mM. La suspensidn se centrifugd 2 veces a
10000xg durante 20 min, a 4°C. Luego de cada centrifugacién se colectd el

sobrenadante, que se conservé a -80°C hasta su uso.

e Para detectar la produccién de AH mediante un ensayo tipo ELISA, se aisl6 la
fraccion de GAG a partir de tejido hepatico de la siguiente manera: el tejido se
cortd en pequefios trozos con tijera y se homogeneizé mecanicamente con 300
ul de buffer de acetato de amonio 100 mM pH 7.0 conteniendo 20 U/ml de
Pronasa (Sigma-Aldrich). Luego, se incubé durante toda la noche a 60°C y
posteriormente se inactivé la enzima por calentamiento a 95°C durante 5 min. La
suspensién se centrifugd a 10000xg durante 10 min a 4°C, se tomé el
sobrenadante conteniendo GAG, los cuales fueron precipitados adicionando

1200 pl de etanol 96%, y se conservé toda la noche a -20°C. Luego, se centrifugd
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a 11000xg durante 15 min a 4°C, conservando el pellet con GAG, el cual se dejé

secar y finalmente se resuspendié en PBS 1X [154].

4.5.10 Preparacion de medio condicionado de Hepal29 para cuantificaciéon de IL-6

Para cuantificar los niveles de IL-6 producidos por las células Hepal29, se
incubaron 5x10° células/pocillo en una placa de 24 pocillos, y se incubaron durante 20
hs con diferentes concentraciones de 4MU preparadas en medio RPMI: 0, 0.06, 0.12,
0.25 y 0.5 mM. Luego, se realizd un lavado con solucidn fisioldgica, y una parte de las
células fueron incubadas con 200 pg/ul de AH APM durante 20 hs mas, en un volumen
final de 500 pl. Las células que no fueron incubadas con AH, se mantuvieron con medio
de cultivo. Finalmente, se separé el medio condicionado mediante centrifugacion de la
suspension celular a 350xg durante 5 min, el cual se utilizd para cuantificar los niveles

de IL-6 por ELISA.

4.5.11 Ensayos inmunoenzimaticos .

Las muestras de suero, extractos citoplasmaticos de higado o medios
condicionados fueron analizados mediante ensayos de ELISA competitivos. Los niveles
de VEGF-a se detectaron mediante el kit VEGF DuoSet para ratén (R&D Systems), y los
de IL-6 fueron determinados usando OptEIA™ Set Mouse IL-6 (BD Bioscience). En
ambos casos el procedimiento se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del
fabricante. En el caso de los extractos citoplasmaticos de higado, los niveles de
proteina a analizar fueron relativizados a la cantidad total de proteina, cuantificada por

Bradford.

4.5.11.1 Ensayo tipo ELISA competitivo para deteccion de AH en medio condicionado

de células, suero, o extracto de GAG a partir de tejido hepatico tumoral y no tumoral.

Se cubrieron los pocillos de una placa de alta capacidad de unién (Nunc) con 100
ug/ml de AH APM vy se incubd durante toda la noche a 42C. Se realizaron lavados con
0,05%Tween20/PBS. Luego se bloqued con BSA3%/Tween20 0,05%/PBS, incubando 1
hora a 372C. Por otro lado se incubaron las muestras de medio condicionado de
células, suero (1:20), extracto de GAG de tejido hepatico (1:500) o estandares de AH
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con PUAHb (Calbiochem) durante toda la noche a 372C, disueltos en BSA
0,3%/Tween20 0,05%/PBS. En este ensayo se utiliza esta proteina de unién debido a
gue no existen anticuerpos dirigidos contra AH, por su falta de innunogenicidad. Luego
se incubaron las muestras o estandares con PUAHb en la placa durante 4 horas a 372C.
Se lavd y se incubd con Avidina-peroxidasa (Sigma) 1:200 en BSA 0,3%/Tween20
0,05%/PBS durante 40 min. a 372C. Se lavd nuevamente, se agregd solucion de
tetrametilbenzemidina (TMB, BD Bioscience) y se observd la aparicion de color dentro
de los 20 min de incubacion. La reaccion se detuvo con H2S0O4 y se leyd la absorbancia
a 450 nm. Luego, a partir de la curva estandar de AH se extrapolaron los valores de
absorbancia de las muestras, mediante una curva de tipo sigmoidea dosis-respuesta,

obteniendo asi los valores de concentracion de AH.

4.5.12 Anadlisis de la expresion del ARNm mediante la reaccion en cadena de la

polimerasa en tiempo real.
4.5.12.1 Retro transcripcion de ARN.

El ARN total de tumor, parénquima hepatico o células fue extraido mediante
TRIzol Reagent (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, en
primer lugar el ARN total (2 pg) fue tratado con ADNasa | (Thermo Scientific). En un
volumen final de 10 pl se incubaron 2 pg de ARN, solucion buffer de ADNasa 1X vy
ADNasa | (2U) durante 30 minutos a 37°C. Luego de agregar 0,5 ul de EDTA 25 mM se
inactivo durante 10 min a 65°C. Se realiz6 la transcripcion reversa utilizando el sistema
First Strand cDNA Synthesis (ThermocScientific) seglin instrucciones del fabricante.
Brevemente se incubé el ARN obtenido, cebador oligo-dT, 1mM de dATP, dGTP, dCTP y
dTTP durante 5 minutos a 65°C. Posteriormente se colocaron las muestras en hieloy se
agregé solucion buffer 5X, inhibidor de ARNasa RiboLock y 40U de la retrotranscriptasa
M-MuLV. Se incubd 1 hora a 372Cy 5 minutos a 702C.

4.5.12.2 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real.

Luego, se estudid la expresidn de diversos genes mediante la reaccidon en cadena de la
polimerasa en tiempo real cuantitativa (qPCR; del inglés, quantitative polymerase

chain reaction), utilizando los cebadores especificos (Tabla 2). En todos los casos se
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utilizé la enzima Taq platinium (Invitrogen), dNTPS (0,2 mM), cebadores (0,4 uM), y el
colorante SYBR Green (1,96 uM) para realizar la qPCR en un termociclador Stratagene

Mx3005p (Stratagene).

GEN SECUENCIA SENTIDO (5’-3’) SECUENCIA ANTISENTIDO (5’-3’)

GAPDH CATCTCTGCCCCCTCTGCTG GCCTGCTTCACCACCTTCTTG

IL-6 AGTTGCCTTCTTGGGACTGA  TCCACGATTTCCCAGAGAAC

SDF-la.  GAGAGCCACATCGCCAGAG  TTTCGGGTCAATGCACACTTG

VEGF GTGCACTGGACCCTGGCTTTA GGTCTCAATCGGACGGCAGTA

Tabla 2. Secuencias de cebadores empleados.

Por ultimo la reaccion se incubd 10 minutos a 95°C seguida de 40 ciclos de 30
segundos a 942C, 30 segundos a 58°C y 30 segundos a 72°C; finalmente se realizd un
ciclo de extensién de 10 minutos a 72°C. Al terminar la reacciéon de PCR se aumento la
temperatura de forma gradual (2°C) desde 60°C hasta 95°C y se midid fluorescencia
cada 15 segundos a fin de construir una curva de disociaciéon para cada producto. El
gen codificante de GAPDH fue utilizado como control de carga y amplificacién, por lo
qgue los niveles de expresion fueron normalizados al mismo. Para el analisis de los
datos obtenidos se aplicé el método de AACt (ddCt), segun el cual los niveles de
expresion se determinan en relacién al nivel de expresiéon en las células control. Los

ensayos se realizaron por triplicado.

4.5.13 Anadlisis del peso molecular de AH.

Para el analisis del PM de AH, se aislaron los GAG como se describio
anteriormente (ver seccidn 4.5.9). Los mismos fueron luego derivatizados con AMAC,
tal como se describiéd por Calabro et. al [155]. La separacién de GAG se realizd
mediante cromatografia liquida rdpida de proteinas (FPLC; del inglés, Fast Protein
Liquid Chromatography) (AKTA Amersham Pharmacia Biotech). La cromatografia en gel

se realizé utilizando una columna SuperdexTM 200 HR 10/30 a TA. El buffer utilizado
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fue acetato de amonio 0.1 M, pH 7.0, con Tween20 0.05%, y la tasa de flujo empleada
fue de 0.35 ml/min. Los picos de elucidn de la muestra fueron monitoreados siguiendo
la absorbancia a 280 nM del AMAC. Los picos fueron colectados en fracciones de 2 ml,
las cuales fueron liofilizadas, luego resuspendidas en 100 ul de acetato de amonio 0.1
M pH 7.0y precipitadas con 9 volumenes de etanol 96% a -20°C durante toda la noche.
Posteriormente, se centrifugaron a 10000xg durante 45 min a 4°C, los pellets se
dejaron secar para luego ser resuspendidos en 100 ul de acetato de amonio 0.1 M pH
7.0, y digeridos con 100 mU/ml de hialuronidasa (Calbiochem) y 100 mU/ml de
condroitinasa ABC (Seikagaku) a 37° durante 3 hs. Los disacdridos insaturados
obtenidos fueron luego derivatizados mediante AMAC y analizadas por cromatografia
liquida de alta eficacia (HPLC; del inglés high performance liquid chromatography)

[155, 156] para identificar las fracciones que contenian AH.

4.6 Analisis Estadistico.

Los intervalos de confianza de 95% se determinaron a través del calculo de los valores

promedio aritméticos y la varianza.

Para evaluar si la diferencia entre los valores obtenidos con los distintos tratamientos
fueron significativas, se utilizé el test de Student (T-test, Mann-Whitney) en el caso de
comparaciones entre dos grupos. El andlisis de la varianza (ANOVA, Kruskal-Wallis)
también fue utilizado para evaluar las diferencias entre valores de mas de dos grupos
experimentales. Se utilizé el programa Prism (Graph Pad, San Diego, CA, USA) y se
consider6 un p<0,05 como estadisticamente significativo. Todos los datos

corresponden a promedios aritméticos con error estandar de la media (ESM).
Parte Il
4.7 Modelo de fibrosis hepatica.

Utilizamos ratones machos C57BL/6 CD11c.DTR de 7-8 semanas de edad, los
cuales expresan el receptor de la toxina diftérica bajo el control del promotor CD11, tal
como se describié por Jung et. al [157]. Los mismos fueron obtenidos de Jaxmice
(Alemania), y fueron inyectados intraperitonealmente (i.p.) con TAA (Sigma Aldrich) en

una dosis de 0.2 mg/g de peso corporal, o solucion salina utilizada como control, 3
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veces/semana durante un periodo de 4 semanas. Utilizamos también un segundo
modelo de fibrosis inducido por tetracloruro de carbono (CCls) [158]. En este caso, los
ratones fueron inyectados i.p. 2 veces/semana con 0.75 ml CCls/kg de peso corporal

(en solucidén 2:5 volumen en volumen en aceite mineral) por 4 semanas.

Los procedimientos con animales fueron aprobados por la autoridad estatal de
Uso de Animales para Investigacién y Educacion y llevados a cabo de acuerdo a las
directrices de cuidados y usos de animales de laboratorio para investigacidn

promulgadas por la Universidad de Berlin.

Fracciones de los higados de los animales fueron congelados rapidamente en
nitrégeno liquido, embebidos en un compuesto dptimo para cortes en temperatura, y
guardados a -80°C hasta su uso, o fijados en Formol 10% en PBS. Los sueros fueron

obtenidos a partir de sangrado retro-orbital y conservados a -80°C hasta su analisis.

4.7.1 Expansion y deplecion de células dendriticas.

Para expandir las CD en estadios tempranos de fibrosis, los ratones (n=5-7)
fueron tratados con una inyeccion diaria i.p. de FIt-3L (del inglés, FMS-like tyrosine
kinase 3 ligand) recombinante humana (500 ng/g de peso corporal, en PBS, BioxCell)
por 7 dias consecutivos durante la tercer semana de administracion de TAA. Para la
deplecion de CD, los ratones CD11c.DTR fueron inyectados con una Unica dosis de
toxina diftérica (TD, 4 ng/g de peso corporal en PBS) durante la tercer semana de la

fibrosis inducida por TAA o CCl4 (Figura 15).

Toxina Sacrificio

diftérica ‘L
b

|

4

C57BL/6 Fl-3L
CD11c.DTR
TAA (200 mg/kg)} ip.
3 veces/semana

Figura 15. Disefo experimental Parte lll.
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4.8 Tratamiento con quimera de receptor 1 de VEGF (Flt-1s/Fc).

Los animales con CD depletadas fueron inyectados con una unica dosis de Flt-
1s/Fc (130 pg/dia, R&D Systems) por via intravenosa (i.v.), durante 7 dias consecutivos,

comenzando en la tercer semana de tratamiento con TAA.

4.9 Determinacion de niveles séricos de VEGF, Flt-1s y Endoglina por ELISA.

Las muestras de suero fueron analizadas mediante ELISA competitivo utilizando
kits comerciales de R&D Systems, para cuantificar VEGF (Duoset mouse VEGF)
siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacion de los nieveles de Flt-1 en
suero se realizod utilizando Mouse Flt-1 Quantikine Immunoassay (R&D Systems), segln
las indicaciones del fabricante. Los niveles de endoglina en suero fueron determinados
utilizando Endoglin/CD105 DuoSet para raton de R&D Systems, siguiendo las

instrucciones del fabricante.

4.10 Determinacion de citoquinas por arreglo de esferas para citometria (CBA, del

inglés, Cytometric Bead Arrays).

Se analizaron los niveles de citoquinas en suero utilizando CBA. Se detectaron
simultaneamente TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-10 utilizando el kit CBA (BD Bioscience). Se
mezclaron 50 ul de cada muestra con 50 ul de una suspensién de esferas capturadas y
50 pl de reactivo de deteccién con ficoeritrina (PE), que consiste en anticuerpos anti-
raton contra TNF-a, IL-6, MCP-1 e IL-10 conjugados a PE. Las muestras fueron
incubadas a TA por 2 hs en oscuridad. Luego de la incubacion con el reactivo de
deteccion, las mezclas fueron lavadas y resuspendidas en 300 pl de solucién de lavado
previo a la adquisicion de datos con el citdmetro FACSCalibur (Becton-Dickinson). Los

datos fueron analizados con el programa para arreglos FCAP (BD Bioscence).

4.11 Arreglo de proteinas angiogénicas.

El perfil de la expresidn de proteinas relacionadas con la angiogénesis en los
higados de los ratones con CD depletadas o sélo TAA fue analizado usando Proteome

ProfilerTM de R&D Systems, siguiendo las instrucciones del fabricante.
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4.12 Aislamiento de ARN y analisis de PCR cuantitativa.

El ARN total fue extraido de tejido hepdtico utilizando el kit Nucleospin
(Macherey—Nagel). Luego de digerir con ADNasa (Invitrogen), se generd ADNc por
retrotranscripcion utilizando cebadores aleatorios (Invitrogen). La reaccion de PCR en
tiempo real se realiz6 empleando el sistema TagMan 7500 (Aplied Biosystems). Para
cada reaccion, se utilizé 1 pul de ADNg, sintetizado a partir de 1 pg de ARN en 25 pl, en
un volumen total de 11 pl conteniendo 6.25 ul de mezcla Power SYBR Green PCR
(Applied Biosystems), 3.75 ul de agua DEPC y 450 nM de los correspondientes

cebadores sentido y antisentido (SDF-1 y GAPDH, ver Materiales y métodos Parte I/).

4.13 Andlisis histolégicos.

Las muestras de higado embebidas en parafina fueron cortadas en secciones de
4 um de espesor y tefiidas con H&E, Tricrdmico de Masson y Rojo Sirio, tal como se

describid previamente. Los analisis se realizaron en forma ciega.

4.14 Determinacion de enzimas hepaticas.

Los niveles de enzimas aspartato aminotransferasa (AST), ALT y fosfatasa alcalina
(FAL) fueron determinados en muestras de suero obtenidas antes y después de la
deplecion de CD durante el tratamiento con TAA. Las muestras de suero de los
animales fueron analizadas mediante el auto-analizador HITACHI (Roche) equipado con

el programa Cobas 800.

4.15 Analisis por inmunofluorescencia.

Criosecciones de higado de 8 um fueron fijadas en acetona durante 10 min a -
20°C. Luego de realizar 3 lavados con PBS, las secciones fueron incubadas con
diferentes anticuerpos primarios: anti-aSMA (Sigma Aldrich), anti-endoglina (Santa
Cruz Biotechnology) o anti-VCAM (BD Bioscience), durante toda la noche. Se realizaron
3 lavados en PBS, y en todos los casos se utilizd un anticuerpo secundario acoplado a
rodamina (Jackson Immuno-Research), seguido por tincion con DAPIL. Las
inmunomarcaciones de analizaron utilizando un microscopio confocal (cLSM 510, Carl

Zeiss).
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4.16 Separacion de suspension de células no parenquimatosas.

Las CD fueron aisladas del higado de la siguiente manera: los higados se cortaron en
pequenas partes y se incubaron con una solucién con colagenasa IV (Sigma-Aldrich) 0,5
mg/ml en medio HBSS sin Ca**/Mg**, con 10% de SFB, durante 45 minutos a 37°C y
agitacién intermitente. Luego, la pasta obtenida se disgregd utilizando el émbolo de
una jeringa sobre una malla con poros de 70 um, y se resuspendié en medio HBSS sin
Ca**/Mg™. Se realizé una centrifugacion suave a 100xg durante 2 min para decantar los
hepatocitos, y a continuacidon una centrifugacién del sobrenadante obtenido a 800xg
durante 10 min a 4°C. De esta manera, se obtuvo una suspensién conteniendo
mayormente células no parenquimatosas hepaticas, a partir de la cual se realizé luego

una marcacién con anticuerpos especificos para CD.

4.17 Andlisis por citometria de flujo de CD hepaticas.

Las CD aisladas de higado (CDh) fueron resuspendidas en una solucion BSA 1% en
PBS y pre-incubadas con 1% del anticuerpo monoclonal CD16/CD32 y 10% de suero de
ratédn para evitar unién inespecifica a receptores Fc. Luego las CDh fueron incubadas
por 30 min a 4°C con los siguientes anticuerpos: CD11c anti-ratén conjugado con FITC
(BD Biosciences), IAb anti-ratén acoplado a PE (BD Biosciences) y CD86 anti-ratén
acoplado a peridinina clorofila (PerCP) (BD Biosciences). Luego de realizar 2 lavados
con solucién BSA 1% en PBS, se adquirieron los datos mediante el sistema FACSCalibur

(BD Biosciences). La informacion obtenida fue analizada utilizando el programa FlowJo.
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5. Resultados.

Parte |
5.1 Produccion de AH y capacidad de unién por las células de hepatocarcinoma.

Dado que uno de los primeros objetivos del trabajo de tesis fue evaluar el
comportamiento de las células tumorales Hepal29 frente a la modulaciéon de la
expresion de AH, y que no se contaba con antecedentes previos, se evalué en las
mismas la expresién de AH, de su principal receptor CD44 y la capacidad de unién a AH
por medio de CD44. Para ello, se realizaron ensayos de citometria de flujo de las
células tumorales, y se observd que las mismas expresaban el receptor CD44 (60,3%) y
se unian a AH (59,2%) (Figura 16A). A su vez, observamos que esa union se establecia
en parte a través de CD44, dado que el bloqueo de este receptor mediante un pre-
tratamiento con un anticuerpo monoclonal que bloquea el sitio de unién de AH a CD44
(KM81), neutralizé parcialmente esa union, que se tradujo en una disminucion de la
senal de 59.2% a 45.4% (Figura 16A). Esto indica que indica que otros receptores
estarian involucrados en la capacidad de estas células de unir AH, pero los mismos no

fueron estudiados en este trabajo.

Ademas, observamos que las células Hepal29 secretan elevadas cantidades de
AH, tal como se evidencid por citometria de flujo (72.8%, Figura 16A). La deteccidn de
AH en la superficie celular es posible dado que durante su secrecion se mantiene unido
a la membrana plasmatica. Por otro lado, cuantificamos los niveles de expresién en el
sobrenadante de cultivo mediante un ensayo tipo ELISA, siendo la cuantificacion de AH

de 1940 % 90 ng/ml/24 h (Figura 16B).

Estos parametros también se analizaron en las lineas celulares humanas de HCC
Hep3B y Huh7 y observamos que las mismas no expresan CD44 y que producen una
menor cantidad de AH en comparacidn con la linea murina Hepal29 (17.7% y 2.4%,
respectivamente); tal como se detecté mediante citometria de flujo (Figura 16A) y por

ensayo tipo ELISA (1450 + 60 y 500 + 200 ng/ml/24 h, respectivamente; Figura 16B).
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Figura 16. Union y produccion de AH por lineas celulares de HCC. (A) Expresién de CD44
(sombra gris) por Hepal29, Hep3B y HuH7, y su respectivo control de isotipo (linea negra). AH

se une a través de CD44 (sombra gris); la linea negra representa el desplazamiento por un anti-
CD44 (KM81). (B) Medicion de niveles de AH mediante un ensayo tipo ELISA. Los valores se
expresan como promedio de tres experimentos + ESM.
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5.2 Evaluacion de los efectos del tratamiento in vitro con 4MU sobre la proliferacion,

apoptosis y produccion de AH en lineas celulares de hepatocarcinoma.

Con el fin de evaluar si la inhibicion de AH por el tratamiento con 4MU ejercia
algun efecto sobre el crecimiento de las células de HCC, se realizaron ensayos de

proliferacién in vitro mediante marcacién con timidina tritiada.

Las lineas Hepal29 y Hep3B mostraron inhibicion de la proliferacion de manera
dosis-dependiente. La proliferacion de estas dos lineas celulares se redujo
significativamente con la dosis de 0.5 mM de 4MU. Sin embargo, en la linea Huh7 la
proliferacién se inhibié empleando dosis mayores de 4MU (5 mM) (90% vs control;

Figura 17A).

Posteriormente, evaluamos si la inhibicion de la proliferacién celular obtenida
mediante la aplicaciéon de 4MU se debia a una induccién de la apoptosis. Observamos,
mediante tincidn con naranja de acridina y bromuro de etidio, la presencia de cambios
celulares indicadores de induccion de apoptosis. Con esta técnica se evidencid que
4MU fue capaz de inducir significativamente la apoptosis en la dosis de 5 mM (52%
para Hepal29 y 49% para Huh7 vs. control basal, respectivamente; Figura 17B),
mientras que las células Huh7 fueron resistentes a la apoptosis en todas las dosis

estudiadas (Figura 17B).
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Figura 17. Efectos de 4MU sobre la proliferacion y apoptosis. (A) Proliferacion in vitro de
células de HCC evaluada por incorporacién de [3H]-Timidina en tres lineas celulares con
distintas concentraciones de 4MU. Control: medio HBSS. ***P<0.001 vs control. Los valores
estan expresados como promedio £ ESM (de tres experimentos). (B) Induccion de la apoptosis
con diferentes concentraciones de 4MU. El indice de apoptosis = % apoptosis con 4MU - %
apoptosis del control (medio HBSS). **p<0.01 vs control. Los resultados representan el
promedio £ ESM (de tres experimentos), (test Kruskal-Wallis, ANOVA).

Si bien la linea Hepal29 secreta mayores cantidades de AH en comparacién con
las lineas humanas Hep3B y Huh7 (Figura 16), procedimos a medir el efecto de 4MU
sobre la sintesis de AH en estas tres lineas de HCC. Como se muestra en la Figura 18,
4AMU inhibié la sintesis de AH tanto en Hepal29 como en Hep3B. Para la linea
Hepal29, la inhibicion fue significativa a las 12 hs en comparacion con el control (0
mM 4MU, Figura 18A), aunque no se observaron diferencias significativas a las 24 hs
(Figura 18B). La linea de células humanas Hep3B mostré una reduccién significativa del
nivel de AH sélo a las 24 hs de tratamiento con 4MU, en comparacién con el control

(Figura 18B), mientras que en la linea HuH7 no hubo reduccién de los niveles de AH en los
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tiempos analizados (Figura 18A,B). Estos resultados muestran una correlacion entre la
sintesis de AH vy la induccién de apoptosis luego del tratamiento con 4MU para
Hepal29 y Hep3B, mientras que las células Huh7 fueron resistentes a la apoptosis

inducida por 4MU.
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Figura 18. Medicion de los niveles de AH en las lineas celulares Hepal29, Hep3By Huh7 por un
ensayo tipo ELISA. Las células (10%/ml) fueron cultivadas y tratadas durante (A) 12 hs 6(B)24 hs
con diferentes concentraciones de 4MU y el contenido de AH se determiné a partir de los
sobrenadantes. Los resultados representan la media + ESM (de tres experimentos).
**%%p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01 vs control sin 4MU (0 mM) (test Kruskal-Wallis, ANOVA).

5.3 Efectos antitumorales de 4MU administrado por via intraperitoneal (i.p.) en el

modelo ortotopico de HCC asociado a fibrosis avanzada.

Como se describié anteriormente, el HCC asienta, en mas del 85% de los casos,
sobre higados con cirrosis o al menos con fibrosis avanzada. Para determinar los
efectos de la inhibicién de la sintesis de AH utilizando 4MU durante el desarrollo del

tumor, establecimos un modelo de tumor ortotépico asociado a fibrosis avanzada
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inducida por TAA (Figura 14, Materiales y Métodos), que se caracteriza por la
presencia de un tumor principal y nddulos tumorales satélites macroscépicos. 4MU se
administré diariamente por via i.p., comenzando 2 dias previos al implante de células

tumorales Hepa 129 y durante 12 dias posteriores al mismo.

Como resultado, observamos que si bien 4MU i.p. no redujo el crecimiento del
tumor principal en los animales tratados con 4MU (155+39 vs. 150+44 mm?3,
respectivamente; Figura 19A), el numero de ndédulos satélites asociados al tumor,
indicadores de agresividad tumoral, disminuyd tres veces en los animales tratados con
4MU respecto al grupo control (5.3+1.5 vs. 1.940.5; Figura 19B). Notoriamente, 4 de 6
animales del grupo control (Salino) desarrollaron ascitis severa (incluyendo ascitis
hemorragica), mientras que en el grupo 4MU la ascitis fue moderada o estuvo ausente
(1 de 5 animales). El examen microscopico de los tumores hepaticos reveld que los
animales tratados con 4MU presentaban mayor infiltrado inflamatorio de tipo
mononuclear, mas abundante en los margenes del tumor, y extensas areas de necrosis

en comparacion con los animales que no recibieron tratamiento (Figura 19C).
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Figura 19. Efecto de 4MU sobre los tumores de Hepal29 implantados de forma ortotépica. (A)
Medicién del volumen tumoral (mm?3) en animales con fibrosis subyacente tratados con 4MU 6
sin tratar. (B)Cuantificacion de los nddulos satélites asociados al tumor. *p<0.05 vs Salino (test
Mann-Whitney, test de Student). (C)Examen microscépico de los tumores mediante tincidn
con hematoxilina-eosina (100x). Magnificacion de la region (paneles de la derecha, 400x)
mostrando areas necréticas (areas eosinodfilas) e infiltrado inflamatorio en la periferia del
tumor. Las flechas indican infiltrado de células mononucleares en los animales tratados con
4MU.

5.4 Estudios de toxicidad.

Posteriormente, evaluamos la toxicidad de 4MU in vitro e in vivo.

Desde el punto de vista clinico, el tratamiento con 4MU no modificod el
comportamiento general de los animales, asi como tampoco el aspecto clinico ni el

peso corporal total.

Analizamos los niveles en suero de alanina aminotransferasa (ALT), los cuales no
mostraron diferencias significativas en el grupo de ratones con 4MU (Figura 20A),
indicando la ausencia de necrosis de hepatocitos luego de la administracién de la
droga. Ademas, el tratamiento no causé ningun indicio de dafio hepatocelular, dado
que el tejido hepatico mostrd una histologia normal (Figura 20B). Luego, evaluamos in
vitro la apoptosis y citotoxicidad en un cultivo primario de hepatocitos tratados con

4MU. Los mismos fueron aislados de los higados de los animales mediante perfusiéon
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con colagenasa, utilizando una circulacidon cerrada a nivel hepatico tal como se
describe en la seccion Materiales y Métodos. Observamos que el tratamiento no
indujo apoptosis significativa en los hepatocitos en cultivo (Figura 20E), y la
citotoxicidad fue menor al 5% para todas las dosis de 4MU evaluadas (Figura
20C).Ademas, 4MU tampoco tuvo un efecto citotdxico sobre las células Hepal29

(Figura 20D).
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Figura 20.Evaluacion de la toxicidad de 4MU. (A)Medicion de los valores de ALT
(U/L).(B)Imagen representativa de un corte histoldgico del higado de un ratén sano tratado
con 4MU (Magnificacion 100X).(C) Evaluacién de la citotoxicidad de 4MU mediante la
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liberacidn de LDH sobre un cultivo primario de hepatocitos y sobre (D)Hepal29.max= control
de lisis maxima. (E) Indice de apoptosis evaluada por bromuro de etidio y naranja de acridina
en hepatocitos en cultivo, luego del tratamiento con 4MU.Los experimentos fueron realizados
por triplicado. ns, no significativo (test Kruskal-Wallis, ANOVA).

5.5 Andlisis de la modulacién de la expresidon de AH hepatico luego del tratamiento

con 4MU i.p.

La expresion de AH fue evaluada en secciones de tejido hepatico de los animales
provenientes de los distintos grupos por tincion histoldgico con una proteina de union
a AH biotinilada. En los higados de los ratones sanos, la marca de AH fue
practicamente nula, mientras que en las secciones de higado de ratones con fibrosis
establecida y en el grupo Salino la marca de AH se observd mas intensa (Figura 21A).
Como resultado de la terapia con 4MU, los ratones mostraron una marcada reduccion
de la expresion de AH en el parénquima hepatico y principalmente dentro del tumor

de HCC (Figura 21A).

Ademas, se cuantificd el AH presente en el tejido hepatico por un ensayo tipo
ELISA, y en concordancia con lo observado histolégicamente, observamos una
disminucion muy significativa del contenido de AH en los animales tratados con 4MU
en comparacién al grupo Salino. Esta reduccion se evidencié también al comparar
animales con fibrosis solamente (Figura 21B). Es importante destacar que, como se
esperaba, al analizar los niveles de AH en el suero de estos mismos grupos de animales
observamos también una reduccion significativa del AH luego del tratamiento con

4MU (Figura 21C).
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Figura 21. Efecto del 4MU sobre los niveles hepaticos y sistémicos del AH. (A) Evaluacion de la
presencia del AH en el tejido hepatico y/o tumor revelado mediante la unién a una proteina de
unién a AH biotinilada. Los depdsitos de AH se observan en negro. La arquitectura general del
tejido se puede observar mediante tincion de hematoxilina-esoina (H&E). Barra = 50 um. (B)
Cuantificacién de los niveles de AH a partir de los extractos de GAGs del tejido hepatico
mediante un ensayo tipo ELISA, normalizado a los gramos de tejido. (C) Cuantificacion de los
niveles séricos de AH mediante un ensayo tipo ELISA. Las barras representan los valores
medios de tres experimentos para cada grupo + ESM. *p < 0.05 y ***p < 0.001 (test Kruskal-
Wallis, ANOVA).

Posteriormente, investigamos a nivel hepdtico si la disminuciéon de Ia
acumulacién de AH se obtenia a expensas de cambios en el tamafio de la molécula de
AH, dado que se ha observado que los efectos bioldgicos del AH dependen de su peso

molecular [159]. Para ello, analizamos el peso molecular del AH presente en el tejido
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hepatico de los diferentes grupos de animales. Los estudios estructurales del peso

molecular [121] se llevaron a cabo mediante un analisis de FPLC. La informacién

cromatografica obtenida mostrd dos picos diferentes de componentes de GAG (Figura

22). El primer pico, alrededor de los 7-8 ml, corresponde a AH APM (~1.8x10°8 Da), y el

segundo, que comienza desde los 16 hasta los 22 ml (~6.5x10°Da a 103 Da) representa

otros GAG que no son AH (Figura 22). Estos resultados indican que el PM del AH

hepatico no fue modificado sustancialmente luego del tratamiento con 4MU, lo que

implica que la importante reduccién de la cantidad de AH observada en el higado de

los animales tratados con 4MU no se debe a un cambio en las dimensiones de la

molécula de AH, que permanecié alrededor de los 2x10° Da.
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Figura 22.Andlisis del peso molecular de AH por cromatografia de filtracion en gel. Los GAG

fueron extraidos de tejido hepatico de los diferentes grupos. Los graficos corresponden a un

animal representativo de cada grupo. Las flechas indican el peso molecular calculado de los

picos que contienen AH. mAU= miliUnidades Arbitrarias
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5.6 Efectos del tratamiento con 4MU i.p. sobre el proceso de fibrogénesis hepatica

inducida por TAA.

Luego de obtener los resultados descriptos en apartados anteriores, decidimos
evaluar si el tratamiento con 4MU era capaz de influir en la fibrogénesis hepatica,
proceso implicado en el modelo animal en estudio. Luego de 6 semanas de
administracion de TAA, los higados de los animales con fibrosis y tumor mostraron
aparicion de puentes fibrosos porto-portales y porto-centrales, distorsién de la
arquitectura hepdtica normal y ndédulos de regeneracién, mientras que en los animales
tratados con 4MU se observé una marcada reduccién en la cantidad de septos fibrosos
y de nédulos de regeneracion, con puentes porto-portales ocasionales (Figura 23A).
Para determinar el grado de extension de la fibrosis, se realizé una tincion de la fibras
de coldgeno, siendo uno de los componentes de matriz extracelular que mas se
acumula en el higado con fibrosis y que puede ser determinada especificamente por
tincion con con Rojo Sirio. Luego se aplico la escala de Metavir, tal como se describio
en la seccion Materiales y Métodos. Las caracteristicas observadas en el grupo Salino
correspondieron con un estadio mas avanzado de fibrosis (F2-F3), mientras que el

grupo 4MU presentd un estadio menos avanzado, F1-F2 (Figura 23A).

Con el objetivo de cuantificar el contenido de colageno en el higado, secciones
hepdaticas de los diferentes grupos experimentales fueron tefiidos con Rojo Sirio y se
realizd, posteriormente, un analisis morfométrico. Mediante este estudio pudimos
evidenciar una reduccion significativa en el area positiva para Rojo Sirio en los
animales tratados con 4MU al ser comparados con los animales del grupo Salino

(0.65+0.08 vs. 1.4840.11 respectivamente; Figura 23B).

La fibrogénesis hepatica se caracteriza por la presencia de células estrelladas
hepaticas (CEH) activadas que sufren un proceso de trans-diferenciacion hacia células
con un perfil de miofibroblastos. Estos constituyen la principal fuente de componentes
de la MEC asi como también de citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas en el
higado con fibrosis, y aumentan la expresién de actina-a de musculo liso (a-SMA) de

acuerdo a su grado de activacion. Con el fin de determinar si el nimero de
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miofibroblastos en los septos fibrosos y/o el estado de activacion de los mismos podria
ser afectado por el tratamiento con 4MU, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas
para la deteccidn de la expresion de a-SMA en secciones de higado de los animales
sanos, con solo fibrosis, Salinos 6 4MU. Como resultado, observamos una reduccion
significativa del area positiva para a-SMA luego del tratamiento con 4MU al ser
comparado con los animales que no recibieron el tratamiento (0.17+0.02 vs.
0.4+0.04% respectivamente; Figura 23C). Estos resultados sugieren que la terapia con
4MU reduce el nimero y/o estado de activacion de miofibroblastos, células con un rol

clave en la fibrogénesis hepatica.
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| por morfometria.***p< 0.001. (C) Cuantificacion de células positivas paraa-SMA por
densitometria. ***p< 0.001 (test Kruskal-Wallis, ANOVA). Las barras representan el promedio
de tres experimentos+ ESM.

5.7 Efecto de 4MU in vitro sobre la proliferacion celular y apoptosis en lineas de

fibroblastos y de células estrelladas de origen hepatico.

Con el mismo objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con 4MU en el
desarrollo de la fibrosis, se analizé la proliferacién y apoptosis de fibroblastos
hepaticos y CEH, tal como se describi6 en Materiales y Métodos. Se observd una
inhibiciéon de la proliferacién en todas las dosis de 4MU estudiadas para los
fibroblastos hepaticos murinos 1ZA2.1, y para las células estrelladas hepaticas de rata
CFSC-2G y humanas LX2 (Figura 24A). Sin embargo, el indice de apoptosis aumentd

solo en dosis altas de 4MU (5mM) para las tres lineas (Figura 24B).
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Figura 24. Efecto de 4MU sobre la proliferacion y apoptosis de fibroblastos.(A) Proliferacion
in vitro de fibroblastos hepaticos 1ZA2.1 y células estrelladas hepaticas de rata (CFSC-2G) y
humanas (LX2) evaluada por incorporaciéon de [*H]-Timidina luego del tratamiento con
diferentes dosis de 4MU. Control: medio HBSS. **p< 0.01 vs control (test Kruskal-Wallis,
ANOVA). Se muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes. Los
resultados se expresan como la media de la proliferacion + ESM (las mediciones se realizaron
en triplicados). (B) Evaluacidon de la apoptosis por cambios morfoldgicos visualizados por
tincion con naranja de acridina y bromuro de etidio. Indice de apoptosis= % apoptosis 4MU
-% apoptosis control. *p< 0.05, **p< 0.01 vs control (test Kruskal-Wallis, ANOVA). Las barras
representan el promedio de las mediciones en cada grupo + ESM.

En resumen, en esta seccidn de resultados generados en el trabajo de tesis
mostramos que 4MU, conocido inhibidor de la sintesis de AH, es un compuesto no
tdéxico con propiedades antitiumorales y antifibréticas en los modelos experimentales

expuestos hasta aqui.
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Parte Il
5.8 Eficacia antitumoral de 4MU administrado por via oral

En una etapa posterior, se decidié evaluar si era posible mejorar, y a la vez
simplificar, el efecto antitumoral de 4MU observado por via i.p., para lo cual
abordamos la terapia preventiva con 4MU por via oral (mediante sonda), en una dosis
de 400 mg 4MU / kg / dia, en base a estudios previos en los que ya se utilizaba esta
forma de administracién en modelos murinos [133, 141] y datos de administracién oral

en humanos [160].

En este caso se observo que el empleo de 4MU por via oral fue capaz de reducir
significativamente el volumen de la masa tumoral (30 * 8 vs 10 + 3 mm3; Figura 25A),
asi como también el nimero de nddulos satélites, que fue 7 veces menor (2,3 + 0,6 vs
0,3 + 0,2; Figura 25B). En concordancia con este resultado, encontramos ademas que
la tasa de supervivencia de los ratones tratados con 4MU se incrementd

significativamente, de 28,5 a 35,5 dias (Figura 25C).
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Figura 25. Efecto antitumoral de la terapia con 4MU por via oral. (A) Los tumores de HCC
fueron medidos con calibre 12 dias posteriores a la inoculacidn de las células Hepa129. (B) El
numero de los nddulos satélites fueron contados macroscépicamente. *p<0.05 vs Salino, test
Mann-Whitney. (C) La tasa de sobrevida fue analizada mediante una curva Kaplan-Meier.
*p<0.05 vs Salino, test Log-rank.
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5.9 Efecto de 4MU sobre la angiogénesis in vivo

Como se describid anteriormente tanto en la fibrosis hepdatica como en el HCC el
proceso angiogénico es critico para la fisiopatologia de ambas enfermedades [161].
Ademads, dado que la sintesis de AH se encuentra exacerbada en ambas patologias,
decidimos evaluar si el efecto terapéutico de 4MU podria también estar relacionado a
una modulacién de la angiogénesis hepatica. Para tal fin, evaluamos en primer lugar la
densidad microvascular dada por la expresiéon de CD31, marcador de células
endoteliales, mediante inmunohistoquimica tanto en el tumor como en el parénquima
hepatico. Si bien en los tumores la sefal positiva para CD31 fue practicamente nula
(Figura 26C), en el parénquima hepatico se observd tincidn positiva tanto en vena
porta como en puentes fibrdticos de los animales del grupo salino (Figura 26A). Es
importante destacar que la expresion de CD31 en dichas zonas se redujo
significativamente en el grupo de animales tratados con 4MU (0.22+0.15 vs. 0.06+0.10

% area positiva; Figura 26B).
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Figura 26. (A) La microdensidad vascular en secciones de parénquima hepatico fue evaluada
por inmunomarcacion para CD31 y (B) cuantificada por densitometria. ***p<0.001 vs Salino,
test Mann-Whitney. (C) Inmunomarcacion para CD31 en zonas tumorales, y su
correspondiente seccién tefiida con H&E. Las imagenes fueron tomadas con una magnificacion
de 100X. Las barras representan el promedio de mediciones de cada grupo + ESM. El grafico es
representativo de 3 experimentos independientes.
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En concordancia con esta observacién, la inmunomarcacion para el factor
proangiogénico VEGF-A fue menor que en el parénquima hepatico del grupo salino
(Figura 27A). La sefial positiva también se observé en puentes fibrdticos y en areas
portales. Las zonas tumorales mostraron la misma tendencia, observandose que la
sefial positiva se encontraba distribuida de manera heterogénea(Figura 27A). Luego, al
evaluar los niveles de VEGF en suero, encontramos que los mismos se redujeron
significativamente en el grupo 4MU respecto al grupo salino (151.3+2.8 vs. 83.8+3.4

pg/ml; Figura 27B).
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Figura 27. (A) Inmunomarcacion para VEGF en parénquima hepatico y zonas tumorales. La
sefial positiva se evidencia por puntos marrones, indicada por flechas, alrededor de areas
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porta (paneles superiores) o heterogéneamente distribuidas en el tumor (paneles inferiores).
Imagenes con magnificacion 100X. (B) Los niveles sistémicos de VEGF fueron cuantificados por
ELISA. ***p<0.001 vs Salino, test Kruskal-Wallis, ANOVA. Las barras representan el promedio
de mediciones de cada grupo * ESM. El gréfico es representativo de 3 experimentos
independientes.

Para evaluar los efectos del 4MU en la angiogénesis tumoral, la masa tumoral
principal fue separada mediante microcirugia del parénquima hepatico, y a partir de
ella se analizo la expresién de moléculas proangiogénicas. Encontramos que los niveles
de proteina de VEGF, detectados por ELISA, se redujeron significativamente en los
animales tratados con 4MU en comparacion con los animales del grupo salino (1.6+0.6
vs. 0.9+0.2 ng VEGF/proteina total; Figure 28B). Los niveles de IL-6, los cuales se
encuentran generalmente elevados en el HCC [162] y ademas estan relacionados con
vias de sefalizacion angiogénicas [77], también se redujeron en el tejido tumoral de los
animales tratados con 4MU (188.6+3.7 vs. 88.95+6.2 pg IL-6/ mg proteina total; Figura
28E).

A continuacion, examinamos por PCR cuantitativa la expresion del ARNm de SDF-
1, dado que es un factor inducido perivascularmente durante la angiogénesis
patoldgica, aguas abajo de VEGF [163]. Como resultado, la expresion de SDF-1 se
redujo significativamente en los tumores de los ratones tratados con 4MU respecto al

grupo control (1.02+0.09 vs. 0.63+0.04; Figura 28C).
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Figura 28. 4MU reduce la expresion de moléculas proangiogénicas en el tumor de HCC. La
expresion del ARNm de (A) VEGF, (C) SDF-1 e (D) IL-6 fue evaluada por PCR en tiempo real.
**p<0.01 y ***p<0.001 vs Salino, test Mann-Whitney. Los niveles de proteina (B) VEGF e (E) IL-
6 fueron medidos a partir de extractos de tejido tumoral por ELISA. **p<0.01 vs Salino, test
Kruskal-Wallis, ANOVA. Los resultados son representativos de 3 experimentos independientes.

De manera similar a lo observado en el tumor de HCC, el tratamiento con 4MU
redujo la expresién del ARNm de VEGF (1.06£0.19 vs. 0.47+0.07; Figura 29A) asi como
también de la proteina (1.7+0.6 vs. 0.9+0.1 ng VEGF/proteina total; Figura 29B) en el
parénquima hepatico no tumoral. Ademas, la expresiéon del ARNm de IL-6 (1.0 £0.2 vs.
0.3%0.1; Figura 29D) y de la proteina (255.40+48.70 vs. 21.14+0.02 pg IL-6/mg proteina
total; Figure 29E) se redujeron significativamente con el tratamiento con 4MU. Lo
mismo se observd para la expresion del ARNm de SDF-1 (1.02+0.12 vs. 0.53+0.03;
Figura 26C).
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Figura 29. 4MU reduce la expresién de moléculas proangiogénicas en el parénquima hepatico.
La expresion del ARNm de (A) VEGF, (C) SDF-1 e (D) IL-6 fue evaluada por PCR en tiempo real.
*p<0.05 y **p<0.01 vs Salino, test Mann-Whitney. Los niveles de proteina (B) VEGF e (E) IL-6
fueron medidos a partir de extractos de parénquima hepatico no tumoral por ELISA. *p<0.05
vs Salino, test Kruskal-Wallis, ANOVA. Los resultados son representativos de 3 experimentos
independientes.

5.10 Estudio de la modulacién de la produccién de IL-6 por las células de HCC y por

células de Kupffer tras el tratamiento con 4MU.

Dado el marcado efecto de la terapia con 4MU sobre la expresidon de IL-6, tanto
en los tumores como en el parénquima no tumoral, decidimos investigar qué tipo de
células eran blanco de 4MU. Por un lado, tratamos células Hepal29 con 4MU por 20 hs
y medimos los niveles de IL-6 mediante ELISA. Utilizamos dosis de 4MU que no
indujeron apoptosis significativa (ver Figura 17); y observamos que utilizando las dosis
de 0.25 y 0.5 mM de 4MU, los niveles de IL-6 se redujeron notablemente a
concentraciones indetectables (1.000+0.045 vs. 0.135+0.078 y 0.010+0.005 pg IL-6/ml,
respectivamente; Figura 30A). Sin embargo, cuando restablecimos la presencia de AH,
la produccidn de IL-6 también se restituyé en el sobrenadante de las células tratadas
con 0.25 y 0.5 mM de 4MU (0.508+0.042 y 0.052+0.030 pg IL-6/ml, respectivamente;

Figura 30A). Este resultado sugiere que la produccién reducida de IL-6 por las células
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Hepal29 luego de la terapia con 4MU depende, al menos en parte, de la inhibicién de

AH.

Por otro lado, las células de Kupffer estdn implicadas criticamente en la
fibrogénesis y hepatocarcinogénesis [76]. Para investigar si 4MU era capaz de
modificar la produccién de IL-6 por las células de Kupffer in vivo, las mismas fueron
aisladas del parénquima hepdtico no tumoral mediante un gradiente de densidad.
Luego de extraerlas se cultivaron durante 24 hs y se obtuvo un sobrenadante a partir
del cual se cuantificd IL-6. Hallamos una marcada reduccién de los niveles de proteina
de IL-6 producidos por las células de Kupffer de los ratones tratados con 4MU, en
comparacion con el grupo control (237.0£19.8 vs 13.7+1.5 pg IL-6/mg proteina total;
Figura 30B).
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Figura 30. 4MU modula los niveles de IL-6 producidos por las células Hepal29 y Kupffer. (A)
Los niveles de proteina IL-6 fueron medidos a partir de sobrenadante de Hepa129, luego de 20
hs de tratamiento con 4MU. La incubacidon con AH restituyd la produccién de IL-6 disminuida
por 4MU 0.25 mM. *p<0.05 vs. 0 mM, test Kruskal-Wallis, ANOVA. (B) Los niveles de IL-6
producidos por las células de Kupffer aisladas de animales tratados o no con 4MU se midieron
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a partir de sobrenadante de las mismas. ***p<0.001 vs. Salino, test Mann-Whitney. Los
resultados son representativos de 3 experimentos independientes.(C) Evaluacion de la pureza
del cultivo primario de células de Kupffer. En el panel derecho se observan las células positivas
para el marcador de macrofagos F4/80, respecto al total de células en el panel izquierdo.
Magnificacidn: 200X.

5.11 Evaluacion de la modulacion de la actividad angiogénica in vitro de 4MU sobre

células endoteliales.

La angiogénesis tumoral implica un conjunto de eventos entre los cuales la
membrana basal vascular es degradada por MMPs, las células endoteliales vasculares
proliferan y migran, y la formacién de tubos vasculares es inducida por factores de
crecimiento como VEGF [84]. En primer lugar evaluamos si las células endoteliales
vasculares (HMEC-1) producian AH, y de ser asi, si 4MU afectaba su biosintesis,
mediante un ensayo tipo ELISA utilizando una proteina de union a AH. Como resultado,
observamos que las células HMEC-1 producian bajos niveles de AH (Figura 31A).
Ademas, la proliferacién de las mismas no fue afectada por ninguna dosis empleada de

4MU (Figura 31B).
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Figura 31. (A) La produccion de AH y (B) la proliferacion de las células HMEC-1 no fueron
afectadas por 4MU. Ns= no signficativo. ANOVA. Las células fueron incubadas con 4MU por 18
hs y luego procesadas para el correspondiente analisis.

Dado que se conoce que los factores producidos por las células tumorales
pueden modular el comportamiento de las células endoteliales [84], evaluamos
posteriormente si AH era capaz de modular el proceso de migracién de las células

HMEC-1. Considerando que previamente observamos que 4MU afectaba su capacidad
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de sintesis de AH, las células Hep3Bfueron pre-tratadas con 4MU por 18 hs. El medio
condicionado de las mismas fue recolectado y utilizado como quimioatractante para
migracion de las células HMEC-1 en una camara de tipo Boyden. Como resultado,
hallamos una reduccidn significativa de la migracién de las células endoteliales hacia el
medio condicionado de las células tumorales pre-tratadas con la menor dosis de 4MU

empleada (1.00£0.04 OmM vs. 0.57+£0.07 0.06 mM; Figura 32).
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Figura 32.Migracién de células HMEC-1 hacia medio condicionado de células Hep3B pre-
tratadas con 4MU.*p<0.05, ***p<0.001 vs. 0 mM, test Kruskal-Wallis, ANOVA. Los resultados
son representativos de al menos 3 experimentos independientes.

Luego, analizamos la capacidad de las células HMEC-1 de formar tubos vasculares
bajo el estimulo de factores secretados por células tumorales Hep3B. Para tal fin, se
sembraron células HMEC-1 sobre una capa de Matrigel sembrada en placas y se
incubaron por 6 hs con medio condicionado de células Hep3B pre-tratadas con
diferentes dosis de 4MU. Observamos que la formacién de tubos se redujo
significativamente (0.25 mM 4MU) (88.1+0.9 OmM vs. 63.2+5.3 0.25 mM % area libre

de células/campo, Figura 33).
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Figura 33. Ensayo de formacién de tubos vasculares. (A)Las células endoteliales HMEC-1
fueron sembradas sobre placas cubiertas con Matrigel y estimuladas durante 6 hs con medio
condicionado de células Hep3B pre-tratadas con 4MU. Magnificaciéon 20X. (AL=area libre de
células). (B)Cuantificacion por densitometria del area libre de células, delimitada por la red de
tubos vasculares. ***p<0.001 vs. 0 mM, test Kruskall-Wallis, ANOVA. Las barras representan el
% de area libre de células. Los resultados son representativos de al menos de 3 experimentos
independientes.

5.12 Efecto de 4MU sobre la actividad metaloproteasa de lineas humanas de células

endoteliales vasculares, células de HCC y células estrelladas hepaticas.

En base a que la produccién de metaloproteasas por células del estroma tumoral
ocurre en los tejidos durante el proceso angiogénico, evaluamos la capacidad de 4MU
de modular la actividad de las metaloproteasas MMP-2 y -9 por zimografia, en tres
lineas celulares implicadas en este contexto: una linea de células endoteliales
vasculares (HMEC-1), una linea de células de HCC (Hep3B) y una linea de CEH (LX2).
Encontramos que las células humanas HMEC-1 sélo presentaban actividad MMP-2, la
cual disminuyd con una dosis de 0.25 mM de 4MU (Figura 34A). Las células Hep3B
también presentaban actividad MMP-2, pero la misma no fue afectada
significativamente por el tratamiento con 4MU (Figura 34B). En cambio, las células LX2
exhibieron actividad de MMP-9, la cual no sufrié cambios ante el tratamiento con 4MU
(Figura 34C), y de MMP-2, que se redujo significativamente con la dosis 0.5 mM de
4MU (Figura 34D).
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Figura 34. Efecto de 4MU sobre la actividad MMP-2 y -9 en lineas celulares in vitro. (A)
Actividad MMP-2 en HMEC-1. (B) Actividad MMP-2 en Hep3B. (C) Actividad MMP-9 y (D)
MMP-2 en la linea LX2. **p<0.01 y ***p<0.001 vs. 0 mM, test Kruskal-Wallis, ANOVA. (E)
Zimografia representativa de sobrenadante de células LX2. Como control positivo (C+) se
utilizé sobrenadante de una linea de fibroblastos HT-1080. La intensidad de las bandas de tres
experimentos independientes fue determinada mediante densitometria y graficada como
actividad relativa de MMP.

En resumen, en esta parte del trabajo de tesis observamos un efecto antitumoral mas
potente logrado mediante la administracién oral de 4MU, y hallamos que sus
mecanismos de accién implican una reduccidn de los factores proangiogénicos VEGF-A
y SDF-1, asi como también una menor produccién de IL-6 tanto en el tumor como en el

tejido adyacente no tumoral.
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Parte Il

En la uUltima seccion de esta tesis, estudiamos el rol de las células dendriticas en

el desarrollo de la fibrosis hepatica en el modelo experimental bajo estudio.

5.13 Evaluacion del efecto de la deplecion de las células dendriticas sobre el

desarrollo de la fibrosis hepatica.

En base al conocimiento de que las células dendriticas son importantes
moduladoras del proceso fibrogénico hepatico [31, 33, 34], decidimos evaluar su rol
durante estadios tempranos de la fibrogénesis. Para ello, se utilizaron dos estrategias
experimentales diferentes. La primera implico el empleo de ratones transgénicos
CD11c.DTR, que permitian la ablacidn condicional de las CD con una inyeccién Unica de
toxina diftérica (TD); una segunda estrategia consistié en expandir las CD mediante la
administracion de FIt-3L por 7 dias consecutivos. Para evaluar el comienzo del proceso
de fibrogénesis inducida por TAA en este modelo, evaluamos el depdsito de colageno
mediante tincién con Rojo Sirio luego de 1, 2 y 3 semanas de tratamiento (Figura 35).El
analisis histolégico reveld una notoria presencia de coldgeno a las 3 semanas de
tratamiento con TAA. Por lo tanto, elegimos esta instancia (3s) para depletar o
expandir las CD en el higado, mientras que la administracién de TAA se continud hasta

la semana 4.

TAA 1s TAA 2s

Figura 35. Tincion con Rojo Sirio para evaluar el depésito de colageno en el higado de ratones
a los cuales se les administré TAA por 1, 2 y 3 semanas. Magnificacion 50x.
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Mediante las tinciones de Rojo Sirio y Tricromico de Masson se observd que los
higados de los animales cuyas CD fueron depletadas (TAA 4s+CDd 3s) presentaban
mayor depdsito de colageno y formacidon pseudo-lobular, indicativo de puentes de
fibrosis (F3), respecto a los higados de animales cuyas CD fueron expandidas (TAA

4s+CDd 3s) o el grupo control de ratones tratados con TAA (TAA 4s) (F1) (Figura 36A).

TAA 4s TAA 4s+CDd 3s TAA 4s+CDe 3s

Tricrémico de Masson Rojo Sirlo H&E

a-SMA
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Figura 36. (A) Evaluacion de H&E, Rojo Sirio, Tricromico de Masson y a-SMA del higado de los
animales control (TAA 4s), con CD depletadas 6 CD expandidas. Magnificacion original 50x. (B)
Cuantificacién de coldgeno a partir de la tincién con Rojo Sirio por morfometria. ***p<0.001,
test Bonferroni, ANOVA.

La deplecion de CD también se asocié con un aumento de la presencia de CEH
activadas en comparacién con el grupo TAA 4s, dado que se observd una mayor
expresion de a-SMA en el tejido hepatico (Figura 36A). Para cuantificar el contenido de
colageno en el higado, secciones de higado de ratones tratados con TAA por 4 semanas
se tifieron con Rojo Sirio y luego fueron analizadas morfométricamente. Encontramos
un aumento significativo del area positiva para Rojo Sirio en el grupo de ratones con
deplecion de CD al comparar con el grupo sin deplecién o con expansién de CD (Figura
36B). Resultados similares se observaron en el modelo de CCls, que produce fibrosis
hepdtica por mecanismos andlogos a los de TAA(Figura 37A,B), denotando que el

efecto observado no es dependiente sélo de la fibrosis inducida por esta droga.

117



CCH 4s+CDd 3s

H&E

Rojo Sirlo

Trlerémlco de Masson

=Y
L]
1

% Area positiva
o
T

o
=
1

e
o
1

CCl4 4s CCl4 4s
CDd 3s

Figura 37. (A) Evaluacién de H&E, Rojo Sirio, Tricrdmico de Masson y a-SMA del higado de los
animales con fibrosis inducida por CCl,. Magnificacion original 50x. (B) Cuantificacion de
colageno a partir de la tincién con Rojo Sirio por morfometria. ***p<0.001, test Bonferroni,
ANOVA.

Ademas, como se muestra en la Tabla 3, las enzimas hepaticas (ALT, AST y FAL)

aumentaron significativamente en el higado de los ratones con CD depletadas en
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comparacion con los ratones que sdélo tenian fibrosis (TAA 4s), indicando mayor

necrosis de hepatocitos y colastasis.

Grupos ALT (U/I) AST (U/1) FAL (U/1)

TAA4s  301.8+24.4° 323.6+45.5¢ 183.3+24.1* 213.5+8.4¢%  79.7+10.5°  91.4+4.6¢

TAA 4s
291.3+26.1* 535.6+25.8%" 206.5+10.7° 295.8+12.3%"  74.2+7.9° 161.8+4.3%""
CDd 3s

Tabla 3. Cambios en actividad de las enzimas hepdticas alanina aminotransferasa [133],
aspartato aminotransferasa (AST) y fosfatasa alcalina (FAL) en suero, en ratones con fibrosis y
deplecion de CD. Los valores estdn expresados como promedio de 5 mediciones diferentes
EST. Los valores con diferentes superindices representan el analisis realizado a=antes y
d=después de la deplecidn de CD en animales que recibieron TAA. *p<0.05 y **p<0.01 vs TAA
4s, test Mann-Whitney.

5.14 Estudio del efecto de la ablacion de células dendriticas sobre el perfil de

citoquinas durante la fibrogénesis hepatica.

Para definir los mecanismos por medio de los cuales las CD influyen en la
fibrogénesis, evaluamos el fenotipo de las células CD11c+ aisladas de los higados de los
grupos de ratones TAA y TAA-dCD, siendo que el marcador CD11c es uno de los mas
utilizados para la identificacion de CD [10]. Como se observa en la Figura 38A, la
expansion de las CD durante el proceso de fibrogénesis se retrasé en el grupo TAA 4s-
CDd 3s, evidenciado por un bajo porcentaje de células no parenquimatosas CD11c+. En
particular, las CD CD11c+ aisladas de los higados del grupo TAA 4s-CDd 3s exhibieron
un fenotipo inmaduro al ser comparadas con las CD del grupo control (TAA 4s), dado
por la menor expresién de moléculas coestimulatorias (Figura 38A). Ademas, las
citoquinas inflamatorias TNF-a, IL-6 y MCP-1 aumentaron su expresion
inmediatamente luego de la deplecion de CD en la semana 3 (Figura 38B). Sin

embargo, a la cuarta semana de tratamiento con TAA las cantidades de TNF-a e IL-6 se
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restablecieron a los niveles del control (Figura 38C). Esto fue acompafiado ademas por

una disminucién significativa de IL-10 (Figura 38C).

59% 54% 32%

<
3 / ~ 10% /
pe- \,
o 10% 3% 22% 43% 2%
O 3% T
<0 /,/ \
o / |
38 / ~ 12% ; »" By \4
Il - | A
— —> —_— —
FSC cD11c CMH—II coes cD54 33D1
B
80 - 261 . 1500
= — — &
=4 £ £
O o] g
5 40 £ i3 £ 750
[] m ‘T
= = o
= =
TAA3s TAA3s TAA3s TAA3s TAA3s TAA3s
CDd 3s CDd 3s CDd 3s
C
16, 81 401
£ £ E
fe:] o O
3 9 o o 2] *
i 5 i
'_
TAA4s TAA4ds TAA4s TAA4ds TAA4s TAA4s
CDd 3s CDd 3s CDd 3s

Figura 38. (A) Caracterizacion de las CD hepaticas por citometria de flujo. La linea gris
representa el control de isotipo. (B) Determinacion de citoquinas inflamatorias en suero por
Cytometric Beads Assay (CBA), en ratones con 3 semanas de induccion de fibrosis por TAA y
deplecion de CD. (C) Determinacidn de citoquinas inflamatorias en suero por CBA, en ratones
con 4 semanas de induccion de fibrosis por TAA y deplecion de CD. Los resultados son
representativos de 3 experimentos independientes.*p<0.05 y p<0.01 vs TAA 3s (B) 6 TAA 4s
(C), test Mann-Whitney, Student.
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5.15 Estudio de la modulacion expresion de citoquinas angiogénicas tras la ablacion

de las células dendriticas.

Se ha observado en algunos estudios que en determinados contextoslas CD son
capaces de influir en el proceso angiogénico, tanto en procesos fisiolégicos como
patolégicos [104, 106, 164, 165]. Por este motivo decidimos examinar la expresion de
marcadores endoteliales en el higado tras la deplecion de CD. En comparacién con el
grupo TAA 4s, en el cual se observdé marca discreta de endoglina y VCAM-1 (Figura
39A), la activacion de las células endoteliales se evidencié por un aumento notable de
tincidn positiva de ambos marcadores en los higados del grupo TAA 4s-CDd 3s (Figura
39A,B). Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de endoglina soluble

(Endolglina sérica) entre los grupos TAA 4s y TAA 4s-CDd 3s (Figura 39C).
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Figura 39. (A) Expresion de Endoglina y VCAM-1 en higado analizada mediante
inmunofluorescencia. Los nucleos fueron tefiidos con DAPI. Las flechas indican la sefial
positiva. (B) Cuantificacion del area positiva para endoglina por morfometria. ***p<0.001 vs
TAA 4s. (C) Niveles de endoglina soluble analizados por ELISA. ns= no significativo. Test Mann-
Whitney.

Por otro lado, observamos que la deplecién de CD durante la fibrogénesis no
generd cambios significativos en los niveles de VEGF sérico (Figura 40A); sin embargo,
si se observé una disminucién significativa de la molécula antiangiogénica Flt-1 6
VEGFR1 (Figura 40B). Ademads, los niveles de ARNm de SDF-1 aumentaron
significativamente tras la depleciéon de las CD durante la fibrogénesis (Figura 40C).
Estas observaciones podrian reflejar un aumento de la biodisponibilidad de VEGF en el

higado, tal como se ha reportado previamente [163, 166].
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Figura 40. Determinacion de (A) VEGF y (B) Flt-1 en suero por ELISA. (C) Expresion de SDF-1 en
tejido hepatico, analizado por PCR en tiempo real. *p<0.05 vs TAA 4s, test Mann-Whitney.

Con el fin de definir el estado angiogénico tras la deplecién de las CD, evaluamos
el perfil de proteinas hepaticas relacionadas con la angiogénesis mediante un arreglo
de proteinas. Como se muestra en la Figura 41A y B, proteinas pro-angiogénicas como
angiogenina (ANG), factor tisular [107], factor de crecimiento epidérmico de unién a

heparina (HB-EGF) y serpina E1 (PAI-1) se incrementaron al depletar las CD durante la
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fibrogénesis. Ademads, factores antiangiogénicos como por ejemplo el factor derivado
de pigmento epidérmico (PEDF), trombospondina-2 (TSP-2) y pentraxina-3 (PTX-3), y
proteinas implicadas en regeneraciéon hepatica como el factor de crecimiento
fibroblastico-2 (FGF-2), el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), la proteina de
union a IGF 1y 9 (IGFBP-1 y -9) disminuyeron por la deplecion de las CD (Figura 41C),

segun la densitometria realizada sobre la sefal positiva obtenida en arreglo proteico.
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Figura 41. (A) Arreglo de proteinas angiogénicas analizado a partir de lisado de tejido
hepatico. Los circulos rojos indican las proteinas sobreexpresadas, los circulos azules indican
las proteinas cuya expresidon disminuyé respecto al control TAA 4s. (B) Cuantificacion por
densitometria de proteinas angiogénicas sobreexpresadas tras la deplecion de CD. (C)
Cuantificacién por densitometria de proteinas angiogénicas subexpresadas tras la depleciéon de
CD. *p<0.05 vs TAA 4s, ANOVA, post-test Bonferroni.

5.16 Rol de VEGFR1 en la regulacion de la angiogénesis asociada a la fibrogénesis

hepatica y la deplecion de células dendriticas.

Para establecer, ademas, el rol de las CD hepaticas en la biodisponibilidad de
VEGF, evaluamos la expresién de Flt-1, el cual funciona como un inhibidor endégeno
de VEGF [166], durante el inicio de la fibrogénesis en los ratones con tratamiento con
TAA y deplecidon de CD a semana 3. En comparacion al grupo control, ratones tratados
con TAA en los cuales se observé abundante senal alrededor de vasos sanguineos tras
la induccién de fibrosis, la expresién de Flt-1 fue practicamente nula en los ratones

tratados con TAA y depletados de CD (Figura 42A). Adicionalmente, el proceso de
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fibrogénesis resultd en una expresidon aumentada de Flt-1 por las células no
parenquimales CD11c+ aisladas de higado (Figura 42B). Mas aun, las células hepaticas
CD11c* estimuladas con LPS exhibieron una mayor expresion de Flt-1 en comparacién
con las CD no estimuladas, sugiriendo que las CD hepdticas maduras son capaces de
regular la biodisponibilidad de VEGF de manera mas eficiente. Para proveer evidencia
directa que Flt-1 es capaz de prevenir una exacerbacién de la fibrogénesis hepatica
durante la deplecién de las CD, tratamos animales CD11c.DTR con Flt-1 soluble (Flt-1s)
durante el periodo en el cual las CD estaban ausentes, tal como se describio en la
secciéon de Materiales y Métodos. Se escogid una estrategia de reduccion de
biodisponibilidad de VEGF mediante proteina Flt-1s fusionada a Fc [167], por sobre la
de Flt-1 mediada por adenovirus, dada la elevada hepatotoxicidad de ésta ultima

[168].

TAA 4s+ CDd 3s

CD hepaticas CD hepaticas CD hepaticas CD hepaticas
(higado normal) (TAA 4s) (no estimuladas}) (estimuladas con LPS})
0.70% _19% 9% 41%

Figura 42. (A) Expresion de Flt-1 analizada por inmunofluorescencia. Imagenes tomadas a 50x.
(B) Expresion de Flt-1 por CD, analizada por citometria de flujo. Los resultados corresponden a
3 experimentos independientes.
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Luego, evaluamos el efecto de la administracién de Flt-1s sobre la fibrosis. Como
se muestra en la Figura 43A y B, los animales con TAA, deplecién de CD y Flt-1s
mostraron similar depdsito de coldgeno frente al observado en el grupo control, con
solo TAA. Este dato sugiere que Flt-1 es suficiente para reducir la fibrosis hepatica
durante la deplecién de CD, teniendo en cuenta que previamente observamos que la
deplecion de CD por si misma incrementaba el grado de fibrosis respecto al grupo

control.

R .
TAA 4s+ CDd + Flt-1s 3s Colageno

0.4+ ns

H&E

% Area positiva

TAA 4s TAA 4s
CDd-Fit-1s 3s

Rojo sirio

o o N

Figura 43. (A)Analisis por H&E y Rojo Sirio del tejido hepatico de animales con TAA por 4
semanas 6 TAA con CD depletadas y Flt-1s a semana 3. Magnificacidn: 50x. (B) Cuantificacion
del drea positiva para coldgeno a partir de la tincién con rojo sirio.

En sintesis, en esta tercer etapa mostramos que las CD desempefian un rol
importante en la regulacion del proceso fibrogénico en el higado, y uno de los
mecanismos implicados en esta regulacién es la modulacién de la angiogénesis por
parte de estas células. Ademas, demostramos un efecto antifibrogénico obtenido
como consecuencia del tratamiento con la molécula antiangiogénica Flt-1 en el modelo

murino empleado.
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Discusion y Conclusion
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6. Discusion.

La implicancia del AH en el modelo estudiado en esta tesis radica en el hecho de
guela sintesis enddgena de AH se encuentra exacerbada durante la fibrosis hepatica, la
cirrosis [169, 170] y la progresién tumoral [171]. Casi el 90% del AH circulante es
metabolizado en el higado por las CEH y células sinusoidales; por tal motivo la falla
hepatica deteriora el metabolismo del AH [172, 173]. Nuestra hipdtesis de trabajo de
la primera parte de esta tesis fue que la acumulacién de AH en el higado cumple un rol
en la fibrogénesis hepatica y, consecuentemente en el desarrollo de hepatocarcinoma.
Por lo tanto, el objetivo de nuestro estudio fue determinar si 4MU era capaz de

mejorar la fibrosis hepatica y el crecimiento del HCC en un modelo murino ortotdpico.

En este trabajo mostramos que 4MU, un inhibidor especifico de la sintesis de AH,
es un agente antiproliferativo y pro-apoptdtico efectivo, con efectos antitumorales y

antifibroticos tanto in vitro como in vivo.

En primer lugar analizamos la expresién de CD44, la sintesis de AH y la capacidad
de unién de las células tumorales Hepal29, dado que no se habia estudiado
previamente. Observamos que estas células eran capaces de unir AH, en parte a través
de CD44. Pero dado que la uniéon a AH no fue completamente bloqueada por el
tratamiento con un anti-CD44 (KM81), se puede sugerir que estarian implicados otros
receptores, hialadherinas o proteinas de unién, tales como LYVE-1, RHAMM o
HARE[174, 175]. Ademas, las células Hepal29 producen elevadas cantidades de AH tal
como determinamos mediante la proteina de unién de AH y ensayos tipo ELISA. Estos
resultados se encuentran en concordancia con otros estudios en los que se demuestra
gue los tumores producen altas cantidades de AH [119]. De hecho, la elevada tasa de
sintesis de AH ha sido asociada con un aumento de la migracién, desarrollo de

metastasis y sobrevida del tumor [119].

El HCC generalmente surge en un higado cirrético [176], por lo que resulta de
gran importancia investigar el desarrollo de este tumor asociado a un microambiente

fibrético. Por tal motivo, llevamos a cabo un modelo de HCC ortotdpico en ratones con
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fibrosis avanzada, inducida por la administracion crdnica con TAA, en base a un
modelo establecido por Kornek et. al. [150, 177] y luego modificado en nuestro
laboratorio [178]. Este modelo nos permitid investigar el efecto de la inhibicién de Ia
sintesis de AH por 4MU en un contexto con similitudes al cancer hepatico clinico[176].
Como resultado, observamos que si bien la terapia con 4MU administrada
intraperitonealmente no redujo el volumen del tumor principal, si provocd una
reduccién del nimero de nddulos satélites, indicativos del grado de invasividad.
Ademads, el andlisis histologico revelé que el tejido tumoral de los animales tratados
con 4MU presentaba extensas dareas de necrosis, indicando muerte de células
tumorales, e infiltrado inflamatorio. Inclusive, observamos que el tratamiento con
4MU por via intraperitoneal se asociaba a un menor desarrollo de ascitis severa en

ratones con HCC y fibrosis.

Con el fin de determinar el efecto directo de esta droga sobre las células
tumorales y confirmar estos resultados in vivo, llevamos a cabo ensayos de
proliferacién y apoptosis in vitro en una linea celular de HCC de ratéon (Hepal29) y
también el lineas humanas (Hep3B y Huh7). Como esperdbamos, y muy
probablemente por la gran cantidad de AH que producen las Hepal29, 4MU inhibi6 la
proliferacién e indujo la apoptosis de estas células. La misma tendencia, en cuanto a la
inhibicion de la proliferacion y la induccidén de la apoptosis tumoral, se observé en la
linea Hep3B que también produce AH, pero en menor cantidad. Contrariamente,
Huh7, que sintetiza bajas cantidades de AH presentd resistencia parcial al tratamiento
con 4MU, confirmando que la actividad de 4MU tiene relacién directa con su
capacidad de inhibicidn de la sintesis de AH[133, 140]. Por otra parte, con el fin de
descartar efectos toxicos de 4MU, se evalud su toxicidad in vivo en ratones sanos, e in
vitro en un cultivo primario de hepatocitos. El perfil de toxicidad de 4MU se investigd
en los ratones mediante su comportamiento general, sin signos evidentes de toxicidad.
Tampoco se observaron cambios significativos en los niveles de ALT plasmatica en los
grupos estudiados, indicativos de hepatotoxicidad. Ademds, se preservd la
arquitectura hepatica en ratones sanos tratados con 4MU, y los hepatocitos aislados

de ratones sanos no presentaron evidencias de citotoxicidad luego del tratamiento con
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diferentes dosis de 4MU. Por lo tanto, se sugiere que 4MU es bien tolerado y presenta

un perfil de toxicidad muy bajo.

En concordancia con otros autores, observamos que en los higados con fibrosis,
el AH se presenta disperso y en puentes de fibrosis [179, 180]. Tanto en la fibrosis
como en el HCC se incrementd el AH presente en el tejido hepatico y suero, lo que
podria ser resultado de una sintesis aumentada y/o deficiencia del metabolismo [173].
Como esperabamos, el tratamiento con 4MU redujo el contenido de AH hepatico y
sérico en ratones con fibrosis avanzada y HCC. Estos resultados podrian indicar que los
efectos inducidos por 4MU estan intimamente relacionados con su capacidad de
inhibir la sintesis de AH. Ademas, 4MU redujo el depédsito de AH no sélo en la zona

intratumoral sino también en el parénquima adyacente no tumoral.

Se ha observado que el peso molecular del AH podria determinar su funcién
biolégica [181]. Hemos analizado el peso molecular del AH hepatico por cromatografia
(FPLC) y observamos que 4MU parece no afectar la funcion de AH por alteracién de su

peso molecular, sino sélo por su cantidad.

La sintesis y composicion de la MEC, en particular de la formacion de colageno
fibrilar, son pasos criticos durante la fibrogénesis hepatica. En este sentido, en este
trabajo mostramos que la terapia con 4MU mejora el grado de fibrosis en ratones con
administracion crénica de TAA. Los animales con tumor que recibieron ademds TAA
mostraron un estadio de fibrosis F2-F3, mientras que los tratados con 4MU
presentaron un estadio F1-F2 de fibrosis, determinado por el indice de Metavir (en el
cual FO= sin fibrosis, F4= cirrosis). El andlisis densitométrico del depdsito de coldgeno
en el tejido hepatico con tinciéon con Rojo Sirio mostrd disminucion en el grupo de los

animales tratados con 4MU en comparacion a los animales sin tratamiento.

Los miofibroblastos normalmente se acumulan en el parénquima, cercanos a las
zonas de injuria hepatica. Muchos de ellos derivan en su mayoria de CEH residentes,
gue constituyen la principal fuente de colageno fibrilar. En términos de estudios
inmunohistoquimicos, observamos una disminucién en el nimero de miofibroblastos
a-SMA* en los higados con fibrosis de los animales tratados con 4MU. Ademas, al
analizar in vitro la accion de 4MU sobre las células tipo miofibroblastos ¢ fibroblastos
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observamos que todas las dosis estudiadas de 4MU inducian apoptosis e inhibian la
proliferacidn celular significativamente, indicando una alta dependencia al AH para la
supervivencia, apoyando la idea de que el 4MU posee un efecto antifibrético.
Asimismo, otros estudios han demostrado que el AH es esencial en la diferenciacion de
miofibroblastos por regulacion de la respuesta del TGF-B, principal mediador de la
progresion de la fibrosis [182, 183]. No obstante, resultan necesarios mas estudios
para evaluar posibles mecanismos, incluyendo a 4MU como modulador de la respuesta

de TGF-B, en el contexto de la fibrosis hepatica.

En una etapa posterior, con el fin de optimar el efecto antitumoral observado
con la administracion intraperitoneal de 4MU, optamos por la administraciéon de esta
droga por via oral y en una dosis mayor, teniendo en cuenta que ya se habia utilizado
esta forma de administracion en otros estudios [133, 141]. En este caso, 4MU inhibid
el crecimiento del tumor principal en un 67%, y ademas redujo en un 86% el nimero
de nddulos satélites al comparar con ratones con tumor que no recibieron el
tratamiento con 4MU. Ademads, este potente efecto antitumoral se vio reflejado en un

incremento en la sobrevida de los animales tratados con 4MU.

Las células tumorales y células estromales reclutadas constituyen el
microambiente tumoral y la fuerza que impulsa la progresién y metastasis[184]. La
matriz extracelular es parte de este microambiente, siendo el acido hialurénico un
componente importante. Ha sido ampliamente demostrado que la produccién
exacerbada de AH, particularmente de fragmentos pequefios de AH, son capaces de

inducir angiogénesis en diversos tumores[185-187].

En base a que en nuestro modelo de HCC y fibrosis la inhibicidn de la sintesis de
AH por 4MU redujo la fibrosis hepatica y retrasé el desarrollo tumoral, y considerando
gue el AH podria modular la angiogénesis [188], decidimos investigar si la terapia con
AMU tenia efectos sobre este proceso asi como también sobre el microambiente
tumoral. Nuestra hipdtesis de esta segunda etapa fue que la inhibicidn de la sintesis de
AH por 4MU en el entorno tumoral y el tejido adyacente no tumoral es capaz de

reducir algunos de los factores pro-angiogénicos clave.
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En particular, la informacidon preexistente sobre los efectos de 4MU sobre la
angiogénesis tumoral es escasa. Lokeshwar y col. han demostrado que la
administracion de 4MU regula negativamente las MMP-2 y -9 asi como también a
CXCR4 en cdancer de prostata, y observaron también una reduccién en la
microdensidad vascular [133]. Mas tarde, Garcia-Vila y col. hallaron efectos anti-
angiogénicos de 4MU evaluados en células microvasculares endoteliales humanas e in
vivo en membrana corioalantoica y en un modelo de pez cebra[134]. Por lo tanto, los
efectos de 4MU sobre la angiogénesis en el contexto de HCC y fibrosis no habian sido

estudiados hasta el momento.

En primer lugar investigamos si la reduccién del volumen tumoral fue
consecuencia de una modulacién de la angiogénesis mediante la inhibicion de la
sintesis de AH lograda por la terapia con 4MU. Para tal fin, evaluamos microdensidad
vascular hepatica mediante inmunomarcacion para CD31, un marcador expresado en
células endoteliales. Encontramos una significativa reduccién del area positiva para
CD31 en el parénquima hepatico de los animales tratados con 4MU en comparacion
con el grupo salino, aunque no observamos tincion significativa en el area tumoral.
Luego, la presencia de VEGF, principal factor pro-angiogénico [96], fue cuantificado en
suero, en tejido tumoral y parénquima hepdtico no tumoral. Encontramos,
notoriamente, una reduccidn significativa en los niveles proteicos de VEGF en el suero
de los animales tratados con 4MU, en comparacién con el grupo salino, y la misma
tendencia se observé en secciones de higado inmunomarcadas para VEGF. Estos
resultados aqui reportados sugieren que 4MU es capaz de modular la formacién de
vasculatura patoldgica generada durante la fibrosis hepatica. En linea con estas
observaciones, estudiamos de manera separada los efectos de 4MU sobre la
angiogénesis en tumores de HCC y parénquima hepatico no tumoral. Encontramos que
en ambas zonas hubo una reduccidn significativa de la expresidn de las proteinas VEGF
e IL-6 en los animales tratados con 4MU, al ser comparados con los animales sin
tratamiento. Estos resultados tienen particular importancia dado que la IL-6 se
encuentra aumentada en la cirrosis, y es ademas una citoquina clave para el desarrollo
del HCC[77]. Mas aun, varias vias de sefalizacidn pro-angiogénicas relacionadas con IL-

6 han sido descriptas, como IL-6/HIF-1a en cancer de ovario, y STAT-3/VEGF en cancer
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de mama [77]. Por lo tanto, la reduccion de VEGF e IL-6 tanto en el parénquima
hepatico como en el tumor sugieren un rol antiangiogénico para 4MU en nuestro

modelo tumoral.

Grunewald y col. [163] mostraron en su trabajo que en la situacion de injuria
VEGF induce la expresion de SDF-1 en fibroblastos perivasculares, y
concomitantemente esta citoquina atrae y retiene células derivadas de médula ésea
CXCR4+, estimulando la proliferacidon del endotelio vascular durante la angiogénesis.
En concordancia con estas observaciones, la expresién del ARNm de SDF-1 también se
redujo significativamente por 4MU tanto en los tumores como en el parénquima

hepatico, posiblemente relacionado con la regulacién negativa de VEGF.

Dada la relevancia de la IL-6 en este contexto, como se menciond anteriormente,
nos propusimos discernir qué tipo de células eran las responsables de la modulacién
de IL-6 por la terapia con 4MU. Para ello estudiamos la produccién de IL-6 por las
células Hepal29 y de Kupffer utilizando distintas dosis de 4MU. Notoriamente,
hallamos una reduccion significativa de los niveles proteicos de IL-6 en ambos tipos
celulares. Llamativamente, en las células tumorales Hepal29 observamos que la
reduccién de IL-6 obtenida con 0.25 mM de 4MU fue revertida por la adicién de AH,
indicando que el efecto fue especifico de la inhibicién de AH. Se ha visto que IL-6 se
une selectivamente a varios glucosaminoglicanos incluyendo AH [135, 136, 189];
ademas, se demostrd en células de mieloma que el AH producido por éstas podia
retener y concentrar IL-6 en la proximidad del sitio de secrecién, favoreciendo un ciclo
autdcrino de activacion, caracteristico de esta citoquina [136]. Mas aln, en un trabajo
previo se demostré que el AH induce a macréfagos de médula ésea a secretar IL-6
[121]. Por lo tanto, podriamos hipotetizar que el AH sobreproducido por las células de
HCC y células estromales retienen la IL-6 producida por ellas, favoreciendo el ciclo
autocrino de activacién, y resultando consecuentemente en la estimulacion del
crecimiento tumoral en nuestro modelo de estudio. Adicionalmente, se ha observado
gue el AH se acumula en pulmédn injuriado y en fibrosis, y que fragmentos de AH de
bajo peso molecular estimulan a los macroéfagos locales para que produzcan citoquinas
inflamatorias y factores de crecimiento[190]. Esto, a su vez, activa a los fibroblastos
para que produzcan mas componentes de matriz extracelular. Adicionalmente, los
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macrofagos expresan CD44, principal receptor de AH, en su superficie lo que indica
gue el AH se une a estas células [190]. Esta informacion estd en consonancia con el
efecto de la inhibicién de AH ejercida por 4MU en las células de Kupffer en nuestro
modelo animal. Entonces, 4MU es capaz de modular la produccién de IL-6 por células
de HCC y Kupffer. Sin embargo, mds estudios son necesarios para elucidar los
mecanismos moleculares que conducen a la reduccién de IL-6 por 4MU en nuestro

modelo de estudio.

Los estadios de la angiogénesis incluyen (1) dilatacion y aumento de
permeabilidad de vasos sanguineos, que normalmente es estimulado por VEGF; (2)
subsecuente degradacién de la membrana basal, matriz extracelular y desprendimieto
de pericitos; (3) estimulos angiogénicos, que luego facilitan la proliferacidon y migracién

de células endoteliales, y finalmente, (4) estabilizacion del nuevo vaso sanguineo [191].

Se conoce que los factores producidos por las células tumorales son capaces de
inducir la migracion de células endoteliales, promoviendo la angiogénesis tumoral [83].
Realizamos ensayos in vitro de formacion de tubos y migracion de células endoteliales
para evaluar otros efectos antiangiogénicos de 4MU. Observamos que el pre-
tratamiento con 4MU sobre las células Hep3B fue capaz de inhibir la formacion de
tubos y la migracién de células endoteliales HMEC-1, cuando fue utilizado como medio
condicionado estimulante. Estos resultados indican que los factores secretados por las
células tumorales de HCC, productoras de AH, estimulan el comportamiento de las
células endoteliales vasculares, favoreciendo la formacién de nuevos vasos; y que 4MU

es capaz de modular dichos factores, afectando tal proceso.

Por otro lado, en cuanto al efecto in vitro de MMPs secretadas por células
implicadas en el microambiente tumoral y parénquima del higado fibrético,
observamos que 4MU redujo la actividad MMP-2 en una linea de CEH humanas, LX2,
indicando que la inhibicidn de la sintesis de AH afecta otro de los estadios del proceso

angiogénico.

Entonces, en esta etapa mostramos que la administracién oral de 4MU en
nuestro modelo de HCC con fibrosis subyacente ejerce potentes propiedades

antitumorales in vivo por mecanismos que implican una reduccién de factores pro-
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angiogénicos como VEGF, SDF-1 e IL-6, tanto en el tumor de HCC como en el

parénquima hepatico adyacente no tumoral.

Por lo tanto, dadas las escasas opciones de tratamiento y sobrevida de pacientes
con HCC avanzado, 4MU resulta una molécula promisoria en el campo de esta
enfermedad asociada a fibrosis hepatica. No obstante, la terapia con 4MU combinada
con otras drogas con efecto antitumoral y/o antiangiogénicas podria constituir una
futura estrategia de mayor impacto, capaz de reducir mas drasticamente los tumores

de HCCy asi aumentar la sobrevida de los pacientes.

En esta tesis también exploramos el rol de las células dendriticas en los estadios
tempranos de la fibrogénesis hepatica in vivo. Estas células, si bien se caracterizan
principalmente por ser presentadoras de antigeno por excelencia e inducir la respuesta
inmune [10], en el contexto del higado presentan un fenotipo tolerogénico
[31].Particularmente, en la progresion de la fibrosis se ha demostrado que las CD
juegan un rol clave [31, 33], generando un microambiente inmunosupresor; asi como
también favorecen la regresion de la fibrosis [34].Ademas, la angiogénesis y la
disrupcion de la arquitectura vascular ha sido vinculada a la progresion de esta
patologia. De hecho, un estudio reciente en ratones mostré que la administracion de
una quemoquina angiostatica (CXCL9) atenua la angiogénesis y la fibrosis hepatica
experimental in vivo[192]. Asimismo, se conoce que en varios contextos
fisiopatoldgicos, como por ejemplo el cancer, las CD son capaces de contribuir con el
proceso angiogénico [104, 106, 164, 165], pero su rol como reguladoras de la
angiogénesis en la fibrosis hepatica no habia sido aclarado completamente. En este
trabajo mostramos que la ablacién de CD resulté en la aceleracién de la fibrosis
hepdtica. Observamos que los higados depletados de CD se caracterizaron por un
cambio en el entorno de citoquinas, y particularmente un fenotipo predominante de
CD inmaduras, caracterizado por una baja expresién de marcadores CMH-II, CD86,
CD54 y 33D1; mientras que los animales control presentaban CD con un fenotipo
prevalentemente maduro. Ademas, la angiogénesis se potencié al depletar las CD
debido, al menos en parte, a una reduccidon de los niveles de Flt-1 tanto a nivel

hepatico como a nivel sistémico, lo que podria indicar un aumento consecuente la
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biodisponibilidad de VEGF. Mas aun, la fibrosis experimental conllevé a un aumento de
la expresion de Flt-1 en las CD hepdticas, en comparacién a con las CD derivadas de
higados sanos. Asimismo, la estrategia angiostatica experimental por medio de la
administracion de Flt-1s/Fc fue capaz de disminuir notoriamente la fibrosis hepatica
inducida por la deplecién de CD. Colectivamente, este estudio describe un rol clave
para las CD hepaticas en la angiogénesis asociada a la fibrogénesis hepdtica. Hemos
demostrado que la presencia de las CD ejerce un efecto protector en el desarrollo de la
fibrosis hepatica experimental. Si bien se ha observado previamente que alteraciones
en la frecuencia de las CD juegan un rol en la regresidon de la fibrosis hepatica, debido a
su capacidad de secretar MMP-9 [34], el trabajo aqui desarrollado es el primero en
describir la implicancia de las CD en fases tempranas del proceso fibrogénico en el
higado. De hecho, la deplecion de CD tanto en el modelo de TAA como en el de CCls
provocd un aumento del depdsito de colageno y del grado de fibrosis en comparacién
con el grupo control de ratones sin deplecion de CD. Este efecto ademas fue
acompafnando por un aumento en la activacion de células estrelladas hepaticas, que
son el tipo celular pro-fibrogénico mas relevante en enfermedades hepaticas crénicas,
tal como se evalué mediante la expresion de a-SMA. Esto resulta de particular
importancia, ya que las CEH en su estado activado favorecen a la promocion de la

angiogénesis, la cual contribuye a su vez al desarrollo de la fibrosis hepatica [193, 194].

En este trabajo mostramos que los niveles de Flt-1s circulantes disminuyeron al
depletar las CD, reflejando un posible aumento en la biodisponibilidad de VEGF. Esto a
su vez podria explicar el aumento de la expresién de SDF-1 en el higado de los
animales con CD depletadas, de acuerdo a lo expuesto por Grunewald et. al. [163].
Este punto es de particular importancia debido a que se ha observado que la via SDF-
1/CXCR4 ejerce un rol importante en el reclutamiento y retencién de células del
sistema inmune en el higado de pacientes con infeccidn crénica con VHC y VHB [195].
Asimismo, la endoglina, que es parte del complejo del receptor de TGF-b, se
sobreexpresd en el endotelio sinusoidal hepatico tras la deplecion de CD, sugiriendo
gue TGF-b podria participar en la precipitacion de la angiogénesis. De hecho, el
analisis de las proteinas hepaticas provenientes de ratones con deplecién de CD

mostré un perfil pro-angiogénico en comparacién con los ratones con fibrosis sin
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deplecion de CD. Es de destacar que la deplecidn de las CD en la fibrosis experimental
promovid la regulacién negativa de proteinas implicadas en la regeneracion hepatica
(como FGF, IGFBP-1 y -9) y también de factores antiangiogénicos. Bajo estas

circunstancias, la angiogénesis se disparo al depletar a las CD.

Por lo tanto, sugerimos que la sobreproduccion de factores de crecimiento
angiogénicos generados luego de la deplecidn de CD durante estadios tempranos de la
fibrogénesis hepdtica podria jugar un importante rol en la patogénesis de esta
enfermedad. Adicionalmente, proponemos un rol de las CD en la regulacién de la
biodisponibilidad de VEGF mediante la secreciéon de FIt-1 y mostramos que su
deplecion acelera el proceso de fibrogénesis.A partir de estos datos, la presencia y
fenotipo de las CD durante estadios tempranos de la fibrosis toman aun mas
relevancia, para ser consideradas como dianas de futuras terapias destinadas a

mejorar la fibrosis hepatica.
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7. Conclusion.

Los estudios desarrollados en esta tesis muestran que 4MU, un inhibidor
especifico de la sintesis de AH, es un compuesto no tdxico que posee actividad
antitumoral y propiedades antifibroticasa nivel hepdtico. Estos efectos son
consecuencia directa de las propiedades antiproliferativas y pro-apoptdticas que
confiere la inhibicién de la sintesis de AH sobre las células de HCC, fibroblastos y
células estrelladas hepaticas. Asimismo, los mecanismos que subyacen a la
ralentizacion del crecimiento tumoral y del grado de fibrosis implican una reduccién de
los factores pro-angiogénicos VEGF y SDF-1, asi como también una disminucién de la
produccion de IL-6 en el microambiente tumoral. Por lo tanto, la terapia con 4MU
resulta una opcién muy promisoria para el tratamiento de HCC asociado a fibrosis

hepatica.

Los resultados obtenidos en cuanto al rol de las CD en el proceso fibrogénico
sugieren un papel critico para las mismas en dicha patologia, y su deplecién resulta en
una aceleraciéon de la acumulacién de coldageno principalmente por estimular la
angiogénesis hepatica. En este trabajo se describe ademas el novedoso impacto del
tratamiento antiangiogénico con Flt-1 soluble en la fibrogénesis experimental, y sienta
un precedente para evaluaciones futuras de su potencial uso terapéutico en
enfermedades hepaticas asociadas a angiogénesis y fibrosis. Desde un punto de vista
clinico, es posible sugerir a partir de los resultados obtenidos que la terapia con CD
podria representar una herramienta prometedora para futuras estrategias

antifibroéticas.
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