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El cancer es considerado una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En la Republica
Argentina la incidencia del cancer es media-alta, siendo el cancer de colon, pulmdén y mama los
tres tipos mas frecuentes dentro de la poblacién. Con lo cual, el estudio de factores bioldgicos
que favorezcan o reduzcan la progresion de la enfermedad es de suma importancia en el
desarrollo de terapias antitumorales eficaces. El microambiente del tumor, formado por
componentes celulares y acelulares, es clave para que las células tumorales logren el
establecimiento y la progresion del tumor. Dentro de los componentes celulares del
microambiente, ademas de las células tumorales, se encuentran entre otros, las células
monociticas y/o los macréfagos. Algunos de estos adquieren un fenotipo que les permite estar
involucrados en procesos asociados al crecimiento y progresion tumoral, dentro de los cuales se
incluyen la regulacidon inmune, la angiogénesis y la invasion. No obstante, estas acciones pueden
variar dependiendo del tipo tumoral. Otro componente del microambiente tumoral es el acido
hialurdnico (AH), un componente acelular que consiste en un glicosaminoglicano importante de
la matriz extracelular. Sin embargo, resulta ser un componente crucial en muchos procesos
asociados con el cancer, como la angiogénesis, la invasidn y la metastasis. Por otro lado, en los
ultimos afios surgieron potenciales aplicaciones clinicas en la terapia tumoral que involucran a
la familia del AH, cdmo es el caso de los derivados sulfatados del dcido hialurénico. Antecedentes
reportan que en ciertos tipos de cancer el acido hialurénico sulfatado presenta actividad
antitumoral y antiangiogénica. Sin embargo, hay pocos antecedentes que estudien tanto la
accion del acido hialurénico como de sus derivados quimicos sobre monocitos/macréfagos
(Mo/M@), y mucho menos que investiguen su accidn sobre el comportamiento angiogénico de
estas células en el microambiente tumoral. Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis fue
estudiar la modulacién que ejerce el acido hialurdnico de distintos pesos moleculares y sus
derivados sulfatados sobre monocitos/macréfagos en un contexto tumoral. Se observé que
tanto el acido hialurénico como sus derivados sulfatados fueron capaces de modular la
respuesta angiogénica de los Mo/M@ dependiendo del tipo tumoral. Asimismo, se observé la
modulacién de proteinas de unién al AH que son capaces de regular su funcidn y estructura,
como TSG-6 que probablemente en este contexto tenga una accidn regulatoria de la respuesta
angiogénica de estas células. Ademas, se demostré que los derivados sulfatados de acido
hialurénico podrian ejercer un rol antitumoral y antiangiogénico tanto en células tumorales
como en Mo/M@ de un contexto de carcinoma mamario. Estos hallazgos son de gran interés,

especialmente para incrementar el éxito de los agentes antiangiogénicos en cancer.
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ABREVIATURAS

AH: acido hialurdnico

AH APM: acido hialurdnico de alto peso molecular
AH BPM: 4cido hialurdnico de bajo peso molecular
AHs: acido hialurdnico sulfatado

AHs1: acido hialurdnico parcialmente sulfatado
AHs3: acido hialurdnico totalmente sulfatado
CE: células endoteliales

FGF-2: factor de crecimiento fibroblastico 2
GAGs: glicosaminoglicanos

HASs: acido hialurdnico sintasas

HYALs: hialuronidasas

LC: Lisado celular

LC-L: Lisado celular de LoVo

LC-M: Lisado celular de MDA-MB-231

LTT: lisado de tejido tumoral

LTAT: Lisado de tejido adyacente al tumor
MAT: microambiente del tumor

MC: Medio condicionado

MC-H: Medio condicionado de H1299

MC-L: Medio condicionado de LoVo

MC-M: Medio condicionado de MDA-MB-231
MEC: matriz extracelular

MMPs: metaloproteinasas de matriz

Mo/M@: monocitos/macréfagos

PG: proteoglicanos

TAMs: macréfagos asociados al tumor

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular



1. INTRODUCCION

1.1. CANCER: DEFINICION Y EPIDEMIOLOGIA

El cdncer es una enfermedad que se origina como consecuencia del crecimiento celular anormal
y descontrolado, puede originarse en numerosas partes del organismo. El tumor en formacién
es capaz de invadir el tejido circundante y puede provocar metdstasis en puntos distantes del
organismo. Segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), el cancer es considerada unas de
las principales causas de muerte poblacional a nivel mundial

(https://www.who.int/gho/publications/world health statistics/2019/en/).

En la Republica Argentina la incidencia del cancer es media-alta y los tumores malignos afectan
principalmente a los grupos entre 40 y los 79 afios. El cancer de colon, pulmdn y mama son los

tres tipos de cancer mas frecuentes dentro de la poblacién (http://www.deis.msal.gov.ar/wp-

content/uploads/2019/01/Anexo-anuario-2017-DEIS.pdf). Por esta razén, el estudio de factores

bioldgicos que favorezcan la progresion de la enfermedad es de suma importancia en el
desarrollo de terapias antitumorales eficaces. Varias de las nuevas terapias estan dirigidas a
bloquear el crecimiento tumoral a través de modular su entorno o microambiente, formado por

distintos tipos celulares, factores solubles y moléculas como se describe en la siguiente seccion.

1.2. EL MICROAMBIENTE TUMORAL

El microambiente del tumor (MAT) es clave para que las células tumorales logren el
establecimiento y la progresion del tumor, asi como la metdstasis. EIl MAT esta formado por
componentes: i) celulares, que son las células que rodean al tumor vy ii) acelulares, que incluyen
factores de crecimiento, citoquinas y otros componentes de la matriz extracelular (MEC) (1).

Las células tumorales tienen la capacidad de modificar su microambiente para lograr su
establecimiento y crecimiento (2). Esto resulta en una reprogramacion de las células que rodean
el tumor, entre ellas se incluyen: células endoteliales (CE), fibroblastos y células del sistema
inmune como macrdfagos, células asesinas naturales (NK, por sus siglas en inglés: Natural Killer),
linfocitos T, entre otros. Por su parte, las células del sistema inmune contribuyen
funcionalmente al crecimiento y progresidon tumoral a través de la liberacion de factores solubles
con accién no solo inmunoldgica sino también angiogénica, como citoquinas y quimioquinas,
enzimas degradantes de la MEC, especies reactivas del oxigeno y otras moléculas bio-activas (3).

El aspecto angiogénico fue uno de los items evaluados en este trabajo de tesis.
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Por otro lado alteraciones en la MEC promueven sefiales celulares anormales, llevando a una
proliferacién celular desregulada, crecimiento y reorganizacion del citoesqueleto, favoreciendo
la migracién celular e incluso la modulacién del sistema inmune (4, 5). Dentro de estos
componentes acelulares del MAT se encuentran aquellos componentes de la MEC como los
miembros de la familia de los proteoglicanos (PG) y glicosaminoglicanos (GAGs), tales como
heparan, keratan, condritin sulfato y acido hialurdnico (AH), los cuales presentan una expresion
desregulada en el estroma tumoral (6, 7). Dentro de ellos el AH y su accidn fisiopatoldgica fue

estudiada en esta tesis.

1.3. COMPONENTES CELULARES DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

Como se menciond anteriormente y se muestra en la Fig. 1, en el MAT se encuentran diferentes
células no tumorales que rodean al tumor y que en muchos casos contribuyen al crecimiento y
mantenimiento del mismo. En esta seccion se describirdn dos tipos celulares del MAT los

macroéfagos y las CE, objetos de nuestro estudio.

EL MICROAMBIENTETUMORAL

Macréfagos

s  Macréfagos asociados al tumor e Células dendriticas =5 Células endoteliales
Granulocitos (Eosindfilos, Baséfilos y Neutréfilos) # Células estromales mesenquimales - Fibroblastos
'. Linfocitos (T, By NK) Q Células tumorales X ‘\? Acido hialurénico

Figura 1. El microambiente tumoral. El microambiente tumoral estd compuesto por células no
tumorales que rodean al tumor y que en muchos casos contribuyen al crecimiento vy
mantenimiento del mismo, cémo células endoteliales, fibroblastos, células estromales
mesenquimales y células inmunoldgicas infiltrantes. Ademds, contiene componentes acelulares,
como es el caso del AH, un componente abundante de la MEC que recluta y activa a las células
estromales para contribuir al desarrollo tumoral. Figura adaptada de Sevic et al., The Role of the
Tumor Microenvironment in the Development and Progression of Hepatocellular Carcinoma,
Hepatocellular Carcinoma, 2019.
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1.3.1. Macréfagos

Por lo general, las células inmunes tienen un rol clave en la modulacién del MAT. Uno de los
tipos de células inmunoldgicas mas importantes son los macréfagos. Estas células se originan de
un precursor hematopoyético presente en la medula ésea, en donde permanecen por menos de
24 horas y luego pasan a la circulacidn para ser distribuidos por todo el cuerpo. Cuando este
precursor entra en sangre periférica se lo denomina monocito y una vez que infiltran los tejidos,
los monocitos, maduran y se convierten en macréfagos (8). Sin embargo, en los ultimos afios se
ha recopilado evidencia de que no todos los macréfagos residentes de tejidos provienen de
monocitos circulantes (9). Dentro de los tejidos, los macréfagos tienen funciones homeostaticas
gue incluyen reparacién, modelacidn y angiogénesis de los tejidos y proveen proteccion al iniciar
mecanismos inmunes innatos y desencadenar respuestas inmunes especificas a través del
procesamiento y presentaciéon antigénica, la expresion de moléculas co-estimulatorias y la
produccién de citoquinas (9).

Clasicamente, se sabe que los macréfagos pueden adquirir diferentes fenotipos: M1 (activacion
clasica) y M2 (activacion alternativa). Los macréfagos tipo M1 incluye a aquellos que desarrollan
una respuesta pro-inflamatoria y antitumoral. Mientras que los macréfagos tipo M2 producen
una respuesta anti-inflamatoria y protumoral estimulando la evasidn del sistema inmune (10).
Los macréfagos M1 y M2 tienen un perfil distintivo en sus marcadores de superficie y en las
citoquinas que producen. Sin embargo, debido a la heterogeneidad de los tejidos y a la gran
plasticidad que presentan los macréfagos, resulta dificil asignarle un marcador bioquimico
especifico a cada poblacion (11, 12).

En los tumores, los macrofagos, pueden generar diferentes acciones que dependen
principalmente del tipo de tejido y del estado de progresidn. Por lo general, a los macréfagos
presentes en el MAT se los conoce como macréfagos asociados al tumor (TAMs, por sus siglas
en inglés: tumor associated macrophages) y provienen tanto de monocitos como de macréfagos
residentes del tejido donde se desarrollé el tumor. En la mayoria de los tipos tumorales, los
TAMs adoptan un fenotipo tipo M2 y promueven la proliferacién y migracion de las células
tumorales, la angiogénesis y la remodelacion del MAT (13, 14) . Sin embargo, este fenotipo
puede variar dependiendo del tipo tumoral, del area del tumor en la que se encuentra y del

estadio tumoral (12, 15) (Fig. 2).
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Figura 2. Perfiles de los macréfagos
del MAT. En el MAT, los macrofagos
por lo general estdn involucrados en
muchos procesos asociados al
crecimiento y progresidon tumoral,
como la regulacion del sistema
inmune, la angiogénesis y la
invasion. No obstante, estas
acciones pueden variar
dependiendo del tipo tumoral, del
area del tumor en la que se
encuentra y del estadio tumoral.
Adaptado de Poh et al., Targeting
Macrophages in Cancer: From Bench
to Bedside, Frontiers in oncology,

|
Macréfagos invasivos : 2018.
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1.3.2. Células endoteliales (angiogénesis tumoral)

El desarrollo de los vasos sanguineos implica la generacidn de nuevas CE y su posterior
organizacidn en estructuras tubulares (vasculogénesis), ademas de la generaciéon de nuevos
vasos (angiogénesis) a partir de los ya existentes (16). Los tejidos tumorales en crecimiento
necesitan una gran cantidad de nutrientes y oxigeno; asi como también necesitan eliminar los
restos metabdlicos y didxido de carbono. Para esto, se genera la neo-vasculatura asociada al
tumor mediante el proceso de angiogénesis (Fig. 3). Pero a diferencia de las condiciones
fisiolégicas, la angiogénesis tumoral se encuentra activa continuamente, provocando la
formacién constante de nuevos vasos que ayudan a mantener el crecimiento del tumor. Se ha
demostrado que diversas sefiales oncogénicas estimulan la sobreexpresiéon de distintos factores
como el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y el factor de crecimiento
fibroblastico 2 (FGF-2), entre otros (17-19). Esto lleva a una activacion crénica de la angiogénesis,
y como consecuencia, se forman vasos sanguineos aberrantes dentro del tumor. También
contribuyen en el proceso de angiogénesis los diferentes tipos de células reclutadas hacia el
entorno tumoral (20-22). Alli, las células inflamatorias, como los macréfagos o TAM, intervienen
en la regulacién de la angiogénesis y en muchos casos refuerzan la sobreexpresién de factores

pro-angiogénicos (Fig. 3) (17).

13



[ gL \ & 4 € )\ ./ / Células tumorales

=~ & Q R [
£ \ N - 54 e -8
| S f .:I (\ &
2 = ) _./"\ J
e e ./ 3 7 { ) ) s
W - & “_ ) Proteasas
. Vi A— <__/ solubles M
| )\ 4 4 -
™ gt b £ Jl'——~ .
:‘ - —\!\ | Q:-Q//
\ \) 1, ol‘h_
T SOy (‘ 0‘,: T Matriz extracelular
€ == oo Syt N
< APl et 2N S VEGF-R v
: o0 ;*O ' J\ \/\; Integrina rTl] e
= n”i‘r . -\Q <O P Células estromales
. %o N\ \ o — =
> % D et o2
RS S ': _:/\ ° \ \ Q\:o OODO o = Oc -2 Oo — \(/‘>07:)
S— , O ." A<f"\_“ N\ }\\ o o ] [ o - ~ .
(] Gt. /\ N b A @ OO
L] 22033 Ke) L}
—[L Uc A - ’v\'\ \\_' \\\ ——
— . N\ . >
TOP [o : y o \\\ LO;
“o» X S s | =
O \ ) \\_9 =N Membrana basal
J ~= S
, B \ 2 ( @ Y
~_ o
@ LN 9_,)(\” 07'/ . o/ "‘-\-.X.L o /k‘_A |

Células endoteliales

o o) o o N o o) o) o
4 /k A & A A A
Figura 3. Angiogénesis tumoral. Las células tumorales liberan factores pro-angiogénicos, como VEGF,
que se difunden hacia los tejidos cercanos y se unen a receptores en las células endoteliales
preexistentes. Esta interaccion lleva a la activacidon de células endoteliales y secrecion de diversas
enzimas proteoliticas como MMPs. Estas proteasas solubles degradan la membrana basal y la matriz
extracelular, permitiendo la proliferacion de las células endoteliales activadas; y su posterior migracion
hacia el microambiente tumoral. Figura adaptada de Cristofanilli et al., Angiogenesis modulation in

cancer research: novel clinical approaches, Nature Reviews Drug Discovery, 2002.

1.4. COMPONENTES ACELULARES DEL MICROAMBIENTE TUMORAL

Ademas de las células que rodean al tumor, el MAT contiene componentes acelulares, que
forman la MEC tumoral. En esta seccidn se describird a uno de ellos: el acido hialurdnico, junto

con sus proteinas de unidn y las respuestas que desencadena.

1.4.1. Acido hialurénico

Como se menciond anteriormente, el AH es uno de los principales componentes de la MEC de

la mayoria de los tejidos adultos. EI AH es un polimero miembro de la familia de los GAGs,
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compuesto por unidades repetidas de disacdridos de &acido D-glucurénico y N-acetil-D-
glucosamina, no sulfatado (23) (Fig. 4). Esta presente en la matriz intersticial pero también es
detectado a un nivel intracelular (23). Ademas de facilitar la organizacion de los tejidos, el AH
actla como un importante modulador del comportamiento celular induciendo diferentes
sefiales. Ello se debe a que el AH puede interactuar con diferentes receptores de superficie
celular (CD44, RHAMM, TLR4, LYVE-1), con proteinas de unién (HABP, TSG-6) y con PG. Estas
interacciones permiten al AH modular distintos procesos celulares entre los que se incluyen el

crecimiento, la adhesion, la migracion y la diferenciacion (24).

Figura 4. Estructura del acido
hialurdnico. El AH es un polisacarido del
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Las propiedades del AH son dependientes de su peso molecular. En homeostasis, el AH de alto
peso molecular (APM, de 0,5x10° a 2x10° Da) es predominante, cumpliendo principalmente
funciones hidrodindmicas y estructurales (24). No obstante, las interacciones entre el AH APM y
otros componentes de la MEC inducen diversas sefales de homeostasis. Mientras que el AH de
bajo peso molecular (BPM, de 10* a 0,5 x 10° Da) estd presente principalmente durante los
procesos inflamatorios (Fig. 5) (24), ya que durante este proceso se cliva el AH APM a fragmentos
de menor tamafio (25). Numerosos trabajos indican que un desbalance en el metabolismo de
AH y su interaccidn con sus receptores promueve procesos biolégicos patoldgicos, tal como se
observa en los tumores, favoreciendo la invasidn y la metastasis, la angiogénesis, la sobrevida y

a la resistencia a drogas (26, 27) y modulando al sistema inmune (28-32).
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Figura 5. El metabolismo del AH y el microambiente tumoral. En los tejidos tumorales, el metabolismo
de AH se encuentra desregulado, asi como la interaccidn con sus proteinas de unidn. La biosintesis de
AH es catalizada por la accion de las HASs. La cantidad y tamafio de las cadenas de AH presentes en un
contexto tumoral depende de la actividad de degradacién de las Hyals. Adaptado de Spinelli et at.,
Hyaluronan in the Tumor Microenvironment, Capitulo 3, Tumor Microenvironment — Extracellular
Matrix Components — Part A, Springer.

1.4.1.1. Metabolismo del AH

El metabolismo del AH es un balance entre su sintesis y degradacion. EI AH es sintetizado por las
AH sintasas (HASs, del inglés: HA synthases) y es fragmentado en moléculas bioactivas por las
hialuronidasas (HYALs, del inglés: hyaluronidases) o por especies reactivas del oxigeno y del
nitrégeno (ROS, NOS) (33, 34) (Fig.5).

Las HASs son proteinas de membrana que sintetizan cadenas de AH de varios pesos moleculares
en la cara interna de la membrana plasmatica y luego secretan estos AH a la MEC (35, 36). En
mamiferos el AH es sintetizado por tres diferentes isoenzimas llamadas HAS 1, 2 y 3 (34). Se
reportd que HAS 1y HAS 2 producen AH de mayor peso molecular (200-2000 kDa), mientras que
HAS 3 es la responsable de producir fragmentos mas pequeros de AH (100-1000 kDa) (37, 38).
En cancer, una desregulacion en la expresién de las HASs resulta en una producciéon anémala de
AH y promueve el desarrollo de procesos bioldgicos anormales como la transformacion y la
metastasis (34, 39, 40). Estudios recientes indicaron que la sobreexpresion de HASs en cancer
de vejiga, pulmén, ovario y mama, en donde fue relacionado con un fenotipo tumoral maligno
(41-43). Los resultados indicarian que HAS 2 seria la encargada de promover a proliferacion

tumoral, migracion e invasién en varios tipos tumorales (44).
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El catabolismo del AH en los tejidos depende principalmente de las HYALs. Las HYALs catalizan
la hidrolisis del AH y funcionan como endo-acetil-hexosaminidases. HYAL 1 y HYAL 2 son las que
mayor actividad enzimatica presentan en los mamiferos, clivando un tercio del total de AH por
dia (Fig. 6). En varios tumores se reportd una sobreexpresion de HYALs y en muchos de ellos se
propuso como un biomarcador (45, 46). En el caso de cancer de mama, estudios previos
reportaron que la hipoxia en el tumor y en su microambiente tiene un efecto positivo en la
actividad de HYALs lo que resulta en la produccidn de fragmentos de bajo peso molecular de AH
gue promueven la angiogénesis (Fig. 6) (47). Aln mas, se observd una sobreexpresion de HYALs
en células tumorales de carcinoma no microcitico de pulmén proponiéndolo como un indicador

prometedor de la progresion tumoral (48, 49).

Nucleo

-& Hyal-2

AH 10%- 10" Da ®5 O @ cpaa
270 Opo L, & AH200Da

anzo'oa (@0 2 @ @ 1yal-1

)

AHSOIDa Acido hialurénico

Figura 6. Sintesis y fragmentacion del AH. El AH es sintetizado por las AH sintasas (HAS 1-3),
enzimas que lo producen en la membrana plasmatica y de distinto tamafio. EI AHes
fragmentado en moléculas bioactivas de menor peso molecular por las hialuronidasas (Hyal 1-
2). Adaptada de Stridh et al., Renal interstitial hyaluronan: functional aspects during normal
and pathological conditions, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol, 2012.

1.4.1.2. Receptores del AH

Como se menciond anteriormente, el AH interacciona con distintos receptores de membrana.
El principal receptor que media las senalizaciones inducidas por AH en CD44. CD44 es una
molécula de adhesidon que se expresa en varios tipos celulares, incluyendo leucocitos,
fibroblastos, CE, células epiteliales, macroéfagos, entre otros (Fig. 7). Si bien es el principal
receptor de AH, también es capaz de unir otros componentes de la MEC como colageno,

fibronectina, condroitin sulfato, etc. (50). CD44 media sefales intracelulares cumpliendo un rol
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fisioldgico en procesos de adhesion, proliferacion y migracion celular. Sin embargo, la unién del
AH con CD44 también puede favorecer procesos asociados a condiciones no fisiolégicas, como
las observadas durante el desarrollo tumoral. La expresién elevada de CD44 ha sido demostrada

en distintos tipos de cancer (51).

Otro receptor para AH es RHAMM (por sus siglas en inglés: Receptor for Hyaluronic Acid-
Mediated Motility), una proteina citoplasmatica que es exportada a la superficie celular. En la
membrana plasmatica RHAMM funciona como una proteina de unién al AH que se une y activa
a CD44 desencadenando una via de seializacidén relacionada a la proliferaciéon celular. A
RHAMM ha sido asociado con muchas funciones que incluyen la regulacion y movilidad de CE y
macroéfagos, entre otras (52). De esta forma, muchos reportes son consistentes con el rol de
RHAMM e el proceso inflamatorio y la migracidon de CE, contribuyendo a la cicatrizacion de

heridas y a la angiogénesis in vivo (52).

Ademas, el AH es capaz de unirse a receptores involucrados en la respuesta inmune tales como
receptores tipo toll, TLR2 y TLR4. TLR4 es una proteina transmembrana que reconoce moléculas
asociadas a patégenos (PAMPs, por sus siglas en inglés: pathogen-associated molecular
patterns) (Fig. 7). Ademas, responde a moléculas propias producidas luego de dafio o muerte
celular (DAMPs, por sus siglas en inglés: damage-associated molecular patterns) como es el caso

de los fragmentos de AH de bajo peso molecular (53). AH puede actuar también de manera

Colageno y otras proteinas de la MEC

Figura 7. Funcion y actividad del
AH. El AH presenta una funcién
que depende de los siguientes
parametros: fisicoquimicos,
tamafio, distribucién, unidon con
otros componentes de la MEC,
sintesis y degradacion,
interaccion  con  receptores,
sefializacion intracelular, entre
otros. Esta compleja red de
interacciones tiene distintos
efectos biolégicos dependiendo
de la célula y el microambiente

MyD58 en el que esta se encuentra.
{ l Adaptado de Garantziotis and
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Efectos bioldgicos
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indirecta sobre otros receptores. Por ejemplo su union a CD44 induce la interaccion con TLR2/4
la cual estimula la expresién de genes y produccidon de citoquinas y quimioquinas pro-

inflamatorias (54, 55).

1.4.1.3.TSG-6

En la MEC hay diversas proteinas que se unen al AH, que se denominan hialaderinas y permiten
gue este interactle con otros componentes de la matriz, contribuyendo asi a la diversidad de
respuestas generadas por AH (Fig. 7). Una de las proteinas de unidn al AH es TSG-6 (por sus siglas
en inglés: Tumor necrosis factor-stimulated gene 6), de expresion constitutiva en algunos tejidos,
sobre todo en aquellos que son metabdlicamente activos (56). Esta proteina de la MEC tiene un
rol crucial en la formacidén del entrecruzamiento entre AH con otros componentes de la matriz.
Tal es el caso de las cadenas pesadas (HC) de lal (por sus siglas en inglés: inter-a-inhibitor), una
proteina que a través de TSG-6 se entrecruza con AH. Esta union HCeAH le brinda estabilidad e
integridad estructural a la MEC (56-58). Aln mds, se encontré que el complejo HCeAH tiene un
efecto antiinflamatorio polarizando a los macréfagos hacia un fenotipo M2 (56, 59). También se
reportd la accion de TSG-6 en el control de la angiogénesis, sugiriendo que esta proteina podria
tener propiedades tanto pro como anti-angiogénicas dependiendo del microambiente en el que

se encuentre (60) (Fig. 8). Se sabe poco sobre el rol de HCeAH y TSG-6 en el MAT.

Polarizacion de Sefalizacion
macréfagos inflamatoria
Regulacién Actividad
Regeneracién < inmunolégica ctivida
tisular celular
Unién a otras ‘[ Metabolismo
proteinas L
™~ Organizacion
de la MEC Diferenciacion
Union a otros l
GAGs Sefializacion
Interacciones con
receptores de AH Angiogénesis
™~ Hcan —
Proteccion del tejido Procesos patoldgicos

Figura 8. TSG-6: una proteina con multiples funciones. Las funciones de TSG-6 pueden resumirse
en cuatro categorias: regulacién celular, regulacion inmunoldgica, organizacion de la MEC y la
formacién de complejos HCeAH. Adaptado de Day and Milner, TSG-6: a multifunctional protein with
anti-inflammatory and tissue-protective properties, Matrix Biology, 2018.
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1.4.1.4. AH en cancer

Numerosos antecedentes indican que una produccidn andmala de AH promueve diversos
procesos bioldgicos patolégicos como los observados en el desarrollo tumoral. Se ha
demostrado que, a través de la interaccién con CD44, el AH es capaz de favorecer la invasion y
la metdstasis en tejidos lejanos, la angiogénesis, la resistencia a la apoptosis, la induccién de
resistencia a multidrogas (26, 27, 61-63) y la modulacién del sistema inmune (28, 29, 54). Mas
aun, se observd que en tumores malignos la concentracidon de AH es mas alta que en tumores
benignos y que en tejidos normales, e incluso en algunos tipos tumorales los niveles de AH se
utilizan como posibles indicadores de diagnéstico y malignidad (64).

En varios tumores, el AH BPM promueve su diseminacién mediante la estimulacién de la
angiogénesis (65, 66). Sin embargo, se demostré que en carcinoma colorrectal el AH BPM
exogeno redujo el crecimiento tumoral in vitro e in vivo mientras este efecto no se observé con
AH APM (67). En cambio, en un contexto de carcinoma mamario se observé que el AH BPM
contribuye a la progresion tumoral (66). Estos resultados controversiales pueden deberse a que
no se evalud el impacto sobre las células asociadas al tumor como los macréfagos y a factores

gue son capaces de modular la estructura y funcién del AH.

1.4.1.5. Seiiales inflamatorias inducidas por AH

Las células del sistema inmunoldgico son capaces de unirse al AH y su respuesta depende de
diversos factores, como lo son: i) el tipo de célula, ii) el contexto en el que se encuentra, iii) el
peso molecular del AH y iv) las proteinas de union al AH presentes en el microambiente (24). En
el caso de los macréfagos, se reportd que la respuesta fisiolégica al AH depende de su peso
molecular. Se observd que el AH APM induce una polarizacién antiinflamatoria de tipo M2,
mientras que el AH BPM produce una respuesta inflamatoria de tipo M1 (68, 69).

En tumores de cancer de mama, se observd una correlacion entre el aumento del nimero de
macroéfagos y la acumulacion de AH (70). Ademas, se demostrd que los TAMs de cancer de mama
aumentaron la neo-vascularizacién y el crecimiento tumoral en una manera dependiente de AH
(71). Sin embargo, aun no esta claro el rol del AH en la activacién y reprogramaciéon de los

macréfagos en un contexto tumoral.

1.5. POTENCIALES APLICACIONES CLINICAS DE LA FAMILIA DEL AH

En los ultimos afios, surgieron potenciales aplicaciones clinicas en la terapia tumoral que
involucran a la familia del AH. Dentro de estas se encuentran el uso de inhibidores de la sintesis

del AH (72-75), estrategias que involucran la degradacidn del AH (76-80) e incluso el empleo del
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AH como un vehiculo de drogas (81, 82). Una estrategia emergente, incluye el uso de derivados
quimicos del AH, como es el caso del acido hialurdnico sulfatado (AHs). El AHs es un tipo de AH

modificado quimicamente con grupos sulfatos en su estructura (Fig. 9).

N3O DSOET‘JS Polimero R1; R2; R3
(0] N AHs1 H
MH AHs3 -S03Na/-H (Proporcion 2/1)
g .

Figura 9. Estructura quimica del acido hialurénico sulfatado. El AHs es un derivado quimico del AH,
compuesto por grupos sulfatos. El grado de sulfatacién fue de 1 o 3, AHs1 o AHs3 respectivamente.

Estudios previos demostraron que el AHs inhibe a la HYAL 1 y a las metaloproteinasas (MMPs)
qgue son enzimas degradantes de la MEC (83). Es interesante su accion inhibitoria sobre las HYAL
ya que en un contexto de cancer de prdstata, el AHs presentd una actividad antitumoral y
antiangiogénica (84). Ademas, estos AH quimicamente modificados exhibieron una actividad
antitumoral en modelos de cancer de vejiga inhibiendo la invasion y proliferacién (85). En cuanto
a la angiogénesis, se demostré también que el AHs inhibid la proliferacion, supervivencia y
formacién de tubos de células endoteliales, proponiéndolo como un biomaterial con posible uso
en terapias antiangiogénicas (86).

En cuanto a su accién sobre macréfagos en un contexto fisioldgico, se observé que matrices
formadas por AHs y coldgeno inducen un fenotipo tipo M2 (87-89) y ademas reduce la
biodisponibilidad de ciertas citoquinas (90). Sin embargo, no se realizaron estudios con AHs

sobre macréfagos en un contexto tumoral.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. HipOTESIS

El acido hialurénico es un modulador de distintas células del sistema inmune, entre ellas los
macrofagos, que cumplen un rol dual en el microambiente tumoral dado que tienen la
plasticidad de desarrollar tanto un fenotipo pro como anti tumoral. En ese microambiente
tumoral, el acido hialurdnico de la matriz extracelular es capaz de modificar las respuestas
angiogénicas e inmunoldgicas de los macréfagos. Esta modulacién requiere de la interaccién del
acido hialurdnico con sus receptores y proteinas de unién. Dado que dicha modulacién depende
de la etiologia tumoral, asi como del tamafio y estructura del AH, la respuesta de
monocitos/macrofagos es diferencial en distintos modelos tumorales. Por otro lado, la
utilizacion exdgena de especies de 4acido hialurénico de distintos pesos moleculares o

modificados quimicamente inducen una respuesta en dichas células con fines terapéuticos.

2.2.  OBIETIVOS
2.2.1. Objetivo general

La regulacién de AH y sus derivados quimicos sobre el MAT no se conoce completamente en un
contexto inmunoldgico. En este sentido, el objetivo general de este trabajo es estudiar la
modulacién que ejerce el AH y sus derivados sobre monocitos/macrofagos presentes en el

contexto del tumor.

2.2.2. Objetivos especificos

I Evaluar la accion del AH de distintos pesos moleculares sobre cultivos primarios de

monocitos/macréfagos (Mo/M@) en distintos contextos tumorales:
I.  Analizar la viabilidad celular
Il.  Evaluar la modulacién angiogénica.

lll.  Analizar la expresion de receptores y proteinas de unién al AH.

. Evaluar la accién del AH sobre las células inmunes en un modelo de cancer in vivo:

I. Observar la velocidad del crecimiento tumoral y la supervivencia de los

ratones portadores de tumor.
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Il. Analizar la respuesta inmune.
lll. Analizar la angiogénesis tumoral.

IV. Evaluar la expresién de AH y proteinas de unién en el estroma tumoral

Il. Evaluar la accidon del AHs con distinto grado de sulfataciéon sobre células tumorales
I. Evaluar viabilidad, proliferacién y apoptosis.
Il. Evaluar la capacidad de formacién de esferas y/o agregados en cultivos 3D.

lll. Analizar el estado de la matriz extracelular y en particular del AH.

V. Evaluar la accién del AHs con distinto grado de sulfataciéon sobre cultivos primarios de

monocitos/macrofagos en distintos contextos tumorales:
I. Analizar la viabilidad celular
Il. Evaluar la modulacién angiogénica.

lll. Analizar la expresidn de receptores y proteinas de unidn al HA.

V. Evaluar la accidon del AHs sobre las células inmunes en un modelo de cancer in vivo:

I. Observar la velocidad del crecimiento tumoral y la supervivencia de los

ratones.
Il. Analizar la angiogénesis tumoral.

lll. Evaluar la cantidad de AH y proteinas de unién
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. REAcTIVOS

3.1.1. Acido hialurénico

El 4cido hialurdnico (AH) recombinante libre de endotoxinas y de tamafio definido: alto peso
molecular (APM) 1,5-1,8 x 10° Da y bajo peso molecular (BPM) 1-3 x 10° Da, fue gentilmente

provisto por Farmatrade Argentina (Contipro, Republica Checa).
3.1.2. Acido hialurénico sulfatado

El 4cido hialurdnico parcialmente sulfatado (AHs1) y totalmente sulfatado (AHs3) (Fig. 9) fueron
sintetizado a partir de la sal de tetrabutilamonio de AH en Fidia Farmaceutici S.p.A. (Abano
Terme, PD, Italia), durante mi pasantia de intercambio Argentina-Italia en el marco del proyecto
GLYCANC, H2020-MSCA-RISE, UE. Brevemente, para sulfatar el AH se agregaron 13 equivalentes
de la sal de piridina sultrioxido: i) 9 equivalentes se agregaron primero y se mezclaron por 1 hora
a 30°Cy ii) 3 equivalentes se adicionaron posterior mente y se agité durante 16 horas a 30°C.

Luego, se le agregd a la mezcla una solucidn saturada de NaCl y se precipité el AHs con etanol.

El precipitado se disolvié en agua destilada y se dializd en agua por 72 horas usando una
membrana con un punto de corte de 12 kDa para eliminar las sales. Finalmente, el grado de

sulfatacién fue analizado por Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente

(ICP-MS) (Tabla 1).

% de Grado de
Tipode AHs  Peso molecular (kDa) Total (g)
recuperacion sulfatacion
sHA 1 = 28,1 53,7 2,58 0,74
sHA 3 = 66,4 83,7 4,19 2,53

Tabla 1. Informacién de los AHs producidos en Fidia Farmaceutici S.p.A.

3.2. CULTIVO CELULAR
3.2.1. Lineas celulares

La linea celular MDA-MB-231 de adenocarcinoma mamario humano (HTB-26™), la linea celular
LoVo de adenocarcinoma colorrectal humano y la linea celular H1299 de cancer de pulmdn no
microcitico humano se adquirieron en la compariia ATCC® (EE. UU.). La linea celular HMEC-1 de
endotelio humano fue proporcionada gentilmente por el Dr. Candal (Centros para el Control de
Enfermedades, Atlanta, EE. UU.) a través de la Dra. Marcela Bolontrade.
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Para el cultivo celular, las células MDA-MB-231 y LoVo se mantuvieron en DMEM F12 (Lab.
Microvet) suplementado con 2 umol/l de glutamina (Lab. Microvet), 100 U/ml de penicilina (Lab.
Microvet), 100 mg/ml de estreptomicina (Lab. Microvet) y 10% de suero fetal bovino (Natocor)
inactivado por calor. De manera similar, las células H1299 se cultivaron con RPMI y las células
HMEC-1 con DMEM alta glucosa, ambos suplementados de la misma forma. Todas las lineas
celulares se mantuvieron en estufas a 37°C con una atmdsfera himeda de 5% de CO,. Durante
todos los cultivos celulares, se realizaron controles periddicos de la morfologia celular, asi como
un control estricto de los pasajes (5-10 pasajes) y de la tasa de crecimiento. Ademas, todas las
lineas celulares se analizaron para descartar la presencia de contaminacion por micoplasma

mediante ensayo de PCR.

3.2.2. Cultivos primarios derivados de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica humana se obtuvieron de donantes sanos voluntario y de
pacientes con oncoldgicos del Hospital Interzonal General de Agudos Dr. Abraham F. Pifieyro y
la Clinica Centro, ambos de la ciudad de Junin, Bs. As., Argentina. Las muestras se obtuvieron
previa firma de consentimiento informado y con la aprobacién previa del proyecto por parte del
Comité Institucional de Evaluacién del Hospital Austral (CIE N° 17-006). El consentimiento
informado se encuentra en concordancia con la Declaracidn de Helsinki, de acuerdo con

recomendaciones internacionales.

Para aislar las células mononucleares de sangre periférica se realizé un gradiente de densidad
utilizando Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare) con una densidad de 1,078 g/ml recomendado para
aislar células mononucleares de sangre periférica. Seguidamente, para enriquecer en células
monociticas se realizd un gradiente de Percoll (GE Healthcare) que presenta una densidad de
1,130 g/ml. Luego, las células fueron plaqueadas sin suero en una multi-placa de 12 pocillos por
2 horas para remover las células no adherentes, tales como linfocitos. Se dejaron estabilizar los
cultivos 16 horas en RPMI suplementado a 37°C con una atmdsfera himeda de 5% de CO..
Luego, se reemplazé el medio por RPMI sin suero y se realizaron los tratamientos
correspondientes por 24 horas. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes y las células para

ser utilizados en los diferentes experimentos.

3.2.3. Muestras de pacientes oncolégicos.
El estudio se realizd en colaboracién con el departamento de cirugia del Hospital Interzonal
General de Agudos “Abraham Pifieyro” (HIGA) y de la Clinica Centro e incluye hombres y mujeres

de mas de 18 afnos. Para realizar el andlisis se seleccionaron ocho muestras de pacientes con
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carcinoma mamario y nueve con carcinoma colorrectal. Cémo se mencioné en el item anterior,
los pacientes firmaron un consentimiento informado aprobado por el Comité Institucional de
Evaluacion del Hospital Austral (CIE N° 17-006). Se recibieron tres tipos de muestras: i) tejido
tumoral descartado en el momento de la cirugia, ii) tejido adyacente al tumor vy iii) sangre
periférica. En cuanto a las muestras de tejido tumoral y tejido adyacente, si bien provienen del
mismo individuo, fueron consideradas independientes ya que el comportamiento estadistico de
una no se ve afectado por los valores de la otra. Las muestras de tejidos fueron recolectadas en
el quiréfano y evaluada por patdlogos. Ninguno de los pacientes con carcinoma colorrectal
recibié tratamiento, mientras que dos pacientes con carcinoma mamario recibieron terapia, 8 y
25 anos atrds, para otra enfermedad, y fueron re-estratificados para este nuevo tumor. Aquellos
pacientes con un estadio tumoral avanzado fueron excluidos del estudio. El diagnostico
histopatoldgico para los pacientes fue carcinoma mamario invasivo de ningun tipo especial (NTS,
por sus siglas en inglés: invasive carcinoma of no special type). El sistema de estadificacion clinico
TNM fue determinado por los médicos del centro de salud u hospital de donde provinieron las

muestras (Tabla 2).

Caracteristicas de los pacientes Carcinoma Carcinoma
mamario colorrectal
Numero de pacientes 8 9
Edad promedio * DS, afios 61,3+12,4 67,4 +10,3
Género, Masculino/Femenino 0/8 6/3
Quimioterapia 1 0
Radioterapia 1 0
— T1 1 0
()]
T T2 6 0
o O
e £ T3 1 4
>
E & T4 0 2
[
No definido 0 3
- NO 2 3
(]
o ©
o =S N1 2 0
T ¢ (©
S s 'E N3 1 0
7] -—
w No definido 2 3
Metastasis MO MO

Tabla 2. Informacion de los pacientes con carcinoma mamario o
colorrectal. TO, T1, T2, T3, T4: Se refiere al tamafio y/o extension del tumor
principal. En cuanto mas grande es el nimero después de la T, mayor es el
tumor o mas ha crecido en los tejidos cercanos. NO, N1, N2, N3: Se refiere al
numero y ubicacidn de los ganglios linfaticos que tienen cancer. En cuanto
mas grande es el numero después de la N, mds son los ganglios linfaticos que
tienen cancer. MO: El cancer no se ha diseminado a otras partes del cuerpo.
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3.3. PREPARACION DE LISADOS Y MEDIOS CONDICIONADOS TUMORALES

Cultivos confluentes de MDA-MB-231, LoVo o H1299 fueron cultivados en medio sin suero por
6 horas, luego se realizé un cambio de medio también sin suero para poder recolectar las
suspensiones celulares (1,2x10° células/ml) y los medios condicionados. Las suspensiones
celulares fueron sometidas a 5 ciclos de frezado/descongelado para realizar un lisado celular.
Para eliminar debris celulares grandes, los lisados fueron centrifugados a 300 rpm por 10 min,
el sobrenadante fue recolectado y filtrado utilizando un filtro de 0,22 um. Para preparar lisados
derivados de tejidos tumorales y tejidos adyacentes al tumor, se siguié el mismo protocolo, pero

previamente se realizd una ruptura mecanica de los tejidos con homogeneizador automatico.

La cantidad proteica tanto de los lisados como de los medios condicionados fue determinada
mediante el ensayo de Bradford (91). Los lisados y medios condicionados fueron alicuotados y

guardados en -80°C hasta su uso.

3.4. ENSAYO DE VIABILIDAD POR MTS

Para evaluar la viabilidad celular luego de realizados los distintos tratamientos, se utilizé el
reactivo de MTS tetrazolium. El método se basa en la reduccion de MTS compuesto de tetrazolio
por células viables para generar formazan, producto que es soluble en medios de cultivo celular.
Esta conversion se lleva a cabo por las enzimas deshidrogenasa dependientes de NAD (P) H en
células metabdlicamente activas, lo que permite diferenciar de células muertas

Se procedié segun las indicaciones del kit descriptas por el fabricante (Abcam, ab197010).
Brevemente, las células (1x103) se colocaron en placas de 96 pocillos y se incubaron a 37°C con
5% de CO, durante 24 horas para que se adhieran o estabilicen. Luego, se realizaron los
tratamientos con AH o AHs en distintas concentraciones: 20, 100 y 1000 pg/ml, durante 24
horas. Cuatro horas antes de finalizar el tratamiento se trataron con el reactivo MTS y se incubd

para posteriormente medir la absorbancia a 450 nm.

3.5. CaLcuLopelIC50

En algunos casos, mediante este ensayo se calculd la concentracién inhibitoria 50% (IC50, de su
sigla en inglés: half maximal inhibitory concentration), que se refiere a la concentracién de AHs
necesaria para inhibir en un 50% la viabilidad celular in vitro. Para ello, se realizaron tratamientos

con distintas concentraciones de AHs mas el control basal sin tratamiento y se realizé el ensayo
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de viabilidad de MTS descripto en la seccidn anterior 4.4. Luego, estos resultados se analizaron

para calcular la IC50 con el software Prism (GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.).

3.6. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Para medir citotoxicidad de los distintos tratamientos de AHs se utilizé el ensayo de citotoxicidad
LDH (ab65391, Abcam). Para ello se plaquearon 2x10* células por pocillo en una placa de 96
pocillos, se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas para que se adhieran o estabilicen
y luego se realizaron los tratamientos antes mencionados en el ensayo de MTS. Por cada
tratamiento se realizaron triplicados y los siguientes controles: control de fondo que solo
contenia medio de cultivo sin células; control basal; y control positivo maximo al que se le agregd
Tritdon X-100. Luego, se continuaron de acuerdo con las instrucciones brindadas por el

fabricante.

3.7.  ANALISIS DE APOPTOSIS POR ANEXINA V E IODURO DE PROPIDIO.

Para analizar si los tratamientos ejercian un efecto apoptético sobre células tumorales, se utilizd
el ensayo de deteccidon de apoptosis basado en la utilizacién de anexina V-APC y loduro de
Propidio (InmunoTools). Para ello, 5x10° células fueron tratadas como se menciond
anteriormente, y se siguieron las instrucciones brindadas por el fabricante. Como control
positivo se indujo apoptosis y necrosis con paraformaldehido 4% y como control de
autofluorescencia se utilizaron células sin ningln tratamiento. Las muestras se analizaron con
un citdmetro de flujo FACS Canto Il luego de realizar los respectivos controles de compensacion,
finalmente los datos se evaluaron posteriormente con el software FlowlJo (LLC) para obtener el

% de células apoptoticas.

3.8. ENSAYO DE PROLIFERACION

Se midio la proliferacién celular mediante el ensayo de incorporacidn de timidina tritiada para
evaluar la accidn de los tratamientos con AHs sobre los distintos tipos celulares utilizados. Esta
estrategia se basa en utilizar un nucleédsido radioactivo, 3H-timidina, el cual es incorporado en
las nuevas hebras de ADN durante la divisidn mitdtica. Para ello se 2x10* células en cada pocillo
de una placa de 96, se incubaron a 37°C con 5% de CO; durante 24 horas para que se adhieran
y luego se realizaron los tratamientos correspondientes. A las 6 hs antes de que finalice el

estimulo se trataron a las células con 3H-timidina (0,8 uCi/well) y se continud su incubacién a
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37°C con 5% de CO,. Luego, se cosecharon las células utilizando el equipo MicroBeta FilterMate-
96 (PerkinElmer, Inc) y la radioactividad en el ADN de las células se midié utilizando un contador

de centelleo (BeckmanLS 6500).

3.9. ENSAYO DE FORMACION DE TUMOROSFERAS

Este tipo de ensayo se utiliza normalmente para investigar el rol de las interacciones de las
células tumorales con la MEC a través del crecimiento de esferas 3D (92). De esta manera, es
posible simular en un ensayo in vitro la disposicién de la MEC de una forma similar a la observada
en tumores in vivo (93). Como se muestra en la Fig. 10, se utilizaron 1,2x10* células MDA-MB-
231, LoVo o H1299 colocadas en 30 ul de medio completo junto con AHs 1 o 3 en una
concentracién de 100 pg/ml. Posteriormente, se las colocd en la parte superior de una placa de
cultivo con PBS en su interior para prevenir el efecto de la evaporacion. Las células crecieron en
forma invertida y se mantuvieron en condiciones estandar de cultivo durante 10 dias, y una vez
finalizado dicho tiempo, se tomaron varias micrografias de cada condiciéon y se analizaron

utilizando el software Imagel) 1.50b.

T
VI N Dar vuelta gt oS Cultivar
7 @ o) — eee / — \ @0/ —— \ e 4
Scods \ee2s
e ———
Plaquear células Formacion de Formacion de
tumorales con el agregados celulares tumorosferas

tratamiento:

AHs1 o AHs3 Tomar fotos

Analizar con Image)

Fle Eat image Process emyze Popem Wondow b
aof@

Figura 10. Ensayo de formacion de tumorosferas. Se plaquearon en la
tapa de una pl100 y en forma de gota, las células tumorales con el
tratamiento correspondiente de AHs1 o AHs3. Se di6 vuelta la placa
para que crezcan invertidas en 3D y se cultivaron hasta obtener
agregados o tumorosferas. Finalmente, se tomaron fotos y se analizé
su tamafio con el software Imagel.

3.10. ANALISIS DE MARCADORES DE SUPERFICIE POR CITOMETRIA DE FLUJO

Se utilizo la técnica de citometria de flujo para determinar los niveles de expresion de
marcadores de superficie de Mo/M@. Una vez finalizados los tratamientos, 1x10° células fueron
incubadas con PBS-1% BSA por 45 minutos para bloquear receptores Fcy luego fueron marcadas

por 30 min a 4°C con diferentes anticuerpos: anti-CD14, anti-CMH-II (G46-6), anti-CD80 (L307.4)

29



y anti-CD206 (todos de BD Biosciences). Finalmente, las células se lavaron con PBS-1% BSA y se
analizaron en un citdmetro de flujo FACS Canto Il (BD Biosciences). Los datos se analizaron
utilizando el software FlowJo (LLC). Se realizd un “gate” en la regién de los monocitos CD14

positivos y se analizé la co-expresion de los marcadores para inmunocaracterizar a los Mo/M@.

3.11. ELISA

Se midieron los niveles de distintas factores bioactivos y citoquinas mediante kits comerciales
de ELISA a partir de los medios condicionados de Mo/M@ tratados con AH o AHs. Se analizaron
los niveles proteicos de VEGF (DY293B, DuoSet R&D System), TGF-1 total (436707, Legend Makx,
BiolLegend), TGF-B1 activo (437707, Legend Max, BioLegend) e IL-1 B (DY201-05, R&D Systems).
Los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones brindadas por cada fabricante.

Se detecto la absorbancia utilizando el lector de placas iMark™ (Bio-Rad).

3.12. ENSAYO TIPO ELISA PARA LA DETECCION DE ACIDO HIALURONICO

Debido a que una fraccién del AH sintetizado en la membrana plasmatica puede ser secretado
y no quedar anclado a la célula, se decidid evaluar la concentracién de AH en los sobrenadantes
de las células tratadas tanto tumorales como monociticas. Para realizar dicha técnica se sigue
una estrategia de ELISA tipo “sdndwich” en la cual se utiliza una proteina especifica de unién a
AH (HABP) para cubrir una placa de 96 pocillos. Luego se sembraron las muestras y
posteriormente se le adiciond la misma proteina HABP en su forma biotinilada para luego
determinar la concentracidon de AH a través de la deteccidn colorimétrica de la actividad de la

enzima peroxidasa utilizando el lector de absorbancia de placas iMark™ (Bio-Rad).
3.13. ENSAYO DE EXCLUSION DE PARTICULAS

Para analizar el efecto de los tratamientos con los AHs sobre los componentes de la MEC, se
realizd un ensayo de exclusién de particulas. Este ensayo se utiliza para visualizar el area
pericelular que estd compuesto principalmente por acido hialurdnico. De esta forma, el ensayo
permite detectar el hialurénico pericelular, aprovechando sus caracteristica de encapsulamiento
de la célulay, en este caso, bloqueando particulas pequefias y exdgenas como los gldbulos rojos
(94). Brevemente, las células MDA-MB-231, LoVo o H1299 se colocaron en una placa de 12
pocillos en baja densidad (3x10%). Después de 24 horas, se realizaron los tratamientos y se
realizaron controles con enzima HYAL activa e inactivada por calor. Cuando se completaron los
tratamientos, se realizd un lavado con PBS y se agregaron globulos rojos fijados (2x107) a cada
pocillo, para dejarlos decantar en estufa durante 30 minutos. Posteriormente, para visualizar el

area pericelular compuesto principalmente por hialurénico que es capaz de excluir los glébulos
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rojos se obtuvieron varias imagenes de cada condicién y se analizaron utilizando el software

ImagelJ 1.50b.

3.14. RT-aqPCR

Luego de haber finalizado cada tratamiento, se extrajo el ARN total utilizando el reactivo
TriReagent (Molecular Research Center, Inc.) para evaluar la expresion de distintos genes que
se enumeran mas abajo (Tabla 2). La cantidad de ARN obtenido y la integridad del mismo se
evaluaron mediante espectrofotometria, midiendo la densidad dptica a 260-280 nm en un
instrumento Picodrop®. La sintesis de la cadena complementaria de ADN copia (ADNc) se realizo
mediante PCR en Transcriptasa Reversa (RT-PCR) empleando un termociclador Veriti (Applied
Byosystems) con 200 U de Transcriptasa Reversa MMLV (Promega) y 2,5 pmol/ul de primer Oligo
dT (GenBiotech). Los ADNc se sometieron luego a PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)
utilizando la estrategia de deteccion con FastStart SYBR Green Master Mix (Roche) y 200 nM de
cada cebador especifico (Invitrogen) para: VEGF, FGF-2, IL-8, CD44, TLR4 y RHAMM (Tabla 3).
Las condiciones de reaccion fueron las siguientes: 90 segundos a 94°C y luego 40 ciclos de 30
segundos a 94°C, 30 segundos a 60°Cy 30 segundos a 72°C. Se utilizé el método de normalizacién
relativa (del inglés: normalized relative quantities (NRQ)) (95) respecto de un gen de referencia:
enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) (Tabla 3). Para ello se realizaron los

siguientes calculos:
RQgor = Ef 9eCpq
RQre = Ef %teCapg
NRQgoi = RQgoi/ RQre
RQgol = cantidad relativa del gen de interés
RQgrc = cantidad relativa del gen de referencia
NR = cantidad relativa normalizad del gen de interés
Ef = eficiencia

Cg = numero de ciclos en el que la fluorescencia empieza a ser detectada.
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Gen Secuencia del primer forward (5’-3’) Secuencia del primer reverse (5’-3’)

VEGF CTCCTCCACCATGCCAAGT GCAGTAGCTGCGCTGATAGA
FGF-2 CCTGGCTATGAAGGAAGATGG TCGTTTCAGTGCCACATACC
IL-8 AAGGAAAACTGGGTGCAGAG GGCATCTTCACTGATTCTTGG
CD44 GTGATGGCACCCGCTATG ACTGTCTTCGTCTGGGATGG
TLR4 TGAGCAGTCGTGCTGGTATC CAGGGCTTTTCTTGAGTCGTC
RHAMM TGGAAAAGATGGAAGCAAGG CCAGTGTAGCATTATTTGCAGAG
GAPDH GGGGCTGCCCAGAACATCAT GCCTGCTTCACCACCTTCTTG

Tabla 3. Secuencias de los primers utilizados para evaluar la expresion de cada gen.

3.15. WESTERN BLOT

Después de cada tratamiento se conservaron los medios condicionados y se midié la
concentracién proteica utilizando el método de Bradford. Posteriormente, cantidades iguales
de proteina se resolvieron mediante una electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida
al 10% (SDS-PAGE) y se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se
incubaron durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario RAH-1 (anti-TSG-6), el cual fue
donado por el Dr. Anthony Day (University of Manchester, UK). Luego se incubaron con el
correspondiente anticuerpo secundario acoplados a peroxidasa durante 1,5 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, se detectd la reaccidon de quimioluminiscencia utilizando
una solucion de perdxido estable y luminol mejorada. Las imagenes se obtuvieron con un
analizador de imagen mini bioluminiscente ImageQuant 4000 (GE HealthCare LifeSciences) y se
analizaron densitométricamente utilizando el software Image) 1.50b (National Institutes of

Health, EE. UU.).

3.16. ANALISIS DE BASES DE DATOS

Se usaron bases de datos publicas de microarrays en ratones ambas pertenecientes a NCBI GEO
(96): GSE18404 (97) (carcinoma mamario) y GSE67953 (98) (carcinoma colorrectal), para
comparar la expresién diferencial de TSG-6 en TAMs y en MO de bazo. Para analizar el ARNm de
TSG-6 en cada base de datos se utilizdé la herramienta NCBI GEO2R:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/ .

3.17. ZIMOGRAFIA DE GELATINA

La actividad de las metaloproteinasas se determind por Zimografia de gelatina en sobrenadantes
de Mo/M@ (99). Los sobrenadantes se corrieron en un gel de poliacrilamida 10% con 0.1% de
gelatina (Sigma-Aldrich). Luego de la electroforesis, los geles fueron lavados con buffer de lavado

32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/

(Tris-CIH 50 mM pH 7.5, Triton X-100 2,5%) durante 30 min, buffer de renaturalizacién (Tris-HCI
50 mM pH 7,5, Triton X-100 2,5%, CaCl, 5 mM, ZnCl, 1 mM) durante 30 min y con buffer
gelatinasa (Tris-HClI 50 mM pH 7,5, Triton X-100 2,5%, CaCl, 10 mM, NaCl 200 mM) durante. El
gel fue tefido con Azul Brillante Coomassie R-250 por 30 min a temperatura ambiente. La
actividad de gelatinasa se visualizd con una tincién negativa; las imagenes del gel se obtuvieron
con un analizador de imagenes ImageQuant LAS 4000 mini y se analizaron densitométricamente

utilizando el software ImageJ 1.50b (National Institutes of Health, EE. UU.).

3.18. ENSAYOS DE MIGRACION DE CELULAS

La migracidon o quimiotaxis celular in vitro se realizd utilizando una cdmara modificada de
Boyden (Neuroprobe, Inc.) (Fig. 11 A). Se colocaron los medios condicionados, provenientes de
los Mo/M@ o de las células tumorales, en la parte inferior de la cdmara mientras que en la parte
superior se colocaron 1,5x103 células migrantes (HMEC-1 o Mo/M@) por pocillo (Fig. 11 B). Para
los controles negativos las células migrantes fueron expuestas a DMEM o RPMI sin SFB, y para
el control positivo se utilizd medio con SFB al 10%. Se incubd por 4 horas a 37°Cy 5% CO.. Las
células adheridas a la parte inferior de la membrana fueron fijadas en 1% paraformaldehido y

los nucleos se tifieron con DAPI (Sigma-Aldrich) (Fig. 11 B). Se capturaron 3 imagenes
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Figura 11. Ensayo de migracion de células. La camara modificada de Boyden consta de un
dispositivo inferior en el que se coloca el medio condicionado o quimioatractante separado por
una membrana porosa del dispositivo superior en el que se colocan las células. Las células con
capacidad de migrar en respuesta al quimioatractante atravesaran los poros situandose de esta
manera en la cara inferior de la membrana.
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representativas por pocillo usando un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800 y fueron

analizadas utilizando el software CellProfiler (www.cellprofiler.com).

3.19. EXPERIMENTOS IN VIVO

Las células tumorales MDA-MB-231, LoVo o H1299 fueron inoculadas subcutdneamente a una
dosis de 1x107 células/animal en el flanco derecho de ratones Nu/Nu de 4-6 semanas de edad.
Luego de evaluar el crecimiento tumoral, a los 10 dias los tumores con un volumen similar se
inocularon con Mo/M@ de dadores sanos tratados o no con AH (BPM o APM) o AHs. Se midieron
los tamafios de los tumores 3 veces en la semana. El tamafio se calculé midiendo con un calibre
automatico el didmetro menor (d) y el didmetro mayor (D) del tumor, y luego se utilizé la
siguiente férmula para obtener el volumen en mm?3: V = Dx d? x 0,52. Después de 30 dias o al
alcanzar un tamafio 500 mm?3, los animales fueron sacrificados, se extrajeron los tumores, se
fijaron en formalina al 4% y se incluyeron en parafina. Con un micrétomo se cortaron secciones
de 3 um, las cuales se desparafinaron con Xileno y se rehidrataron con concentraciones
decrecientes de alcohol para luego realizar las tinciones que se explicardn en los siguientes

items.

3.20. TINCION cON HEMATOXILINA Y EOSINA

Las secciones fueron tefiidas con hematoxilina-eosina para el respectivo analisis histoldgico.
Mediante esta tincion se observd la arquitectura general del tejido tumoral y las zonas

necréticas (100).

3.21. TINCION cON GSL | PARA DETECCION DE CELULAS ENDOTELIALES

Los cortes histoldgicos del item 3.19 se tifieron con 20 pg/ml de lectina | proveniente de Griffonia
Simplicifolia (Bandeiraea) marcada con fluoresceina (GSL I, Vector Laboratories), la cual se une
especificamente a células endoteliales murinas (101), y con DAPI (0,3 pg/ml) para detectar los
nucleos. Las micrografias se tomaron con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800.
Las imagenes fueron analizadas con el software ImageJ 1.50b (National Institutes of Health, EE.

uu.).

3.22. TINCION HISTOQUIMICA PARA LA DETECCION DE AH Y TSG-6

Para detectar AH, se incubaron los cortes histoldgicos con HABP biotinilada y con avidina-FITC.

La deteccion de TSG-6 se realizd incubando con el anticuerpo RAH-1 mencionado anteriormente
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y con su respectivo anticuerpo secundario conjugado con PE. Las fotografias se tomaron con un
microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800. Las imagenes fueron analizadas con el

software ImageJ 1.50b (National Institutes of Health, EE. UU.).

3.23. ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis estadistico se determinaron los intervalos de confianza (IC) del 95% mediante el
calculo de los valores de la media aritmética y la varianza (error estandar de la media o EEM) de
tres experimentos realizados de forma independiente. Se utilizé el analisis de varianza (ANOVA,
prueba de Tukey) para evaluar las diferencias entre los valores de mas de dos grupos
experimentales en los datos de tres experimentos independientes. Se utilizé el software Prism
(GraphPad, San Diego, CA, EE. UU.), considerando un valor p<0,05 como estadisticamente
significativo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001. Es importante aclarar que cuando se coloca
la significancia encima de cada barra corresponde a aquella en comparacion con el control basal,
mientras que la significancia entre los tratamientos se sefializa mediante lineas que van de barra

a barra.
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4. RESULTADOS

4.1. PARTE I: EFECTO DEL AH SOBRE MO/M@® EN UN CONTEXTO TUMORAL

En esta primera parte se evalud la accion de AH nativo de distinto peso molecular, alto y bajo,

sobre Mo/M@ en un contexto tumoral para cumplir el primer y segundo objetivo.
4.1.1. MODELO IN VITRO CON M0O/M@ DE DADORES SANOS

Primero, se utilizaron Mo/M@ de dadores sanos y se los incubé con AH BPM o APM vy lisado
celular (LC) o medio condicionados (MC) derivados de lineas celulares de cancer de mama y
carcinoma colorrectal, MDA-MB- 231 y LoVo respectivamente (Fig. 12). De esta manera se

evalué la accién de AH sobre Mo/M®@ considerando factores tumorales.

Esquema metodolégico para evaluar in vitro el

. Células tumorales:
efecto del AH sobre Mo/Mg derivados de donantes MDA-MB-231 o Lovo

sanos en un contexto tumoral:

Z N\
» AH APM / \
3 G - -
S
S| AHeeMm v
E ) 3 Medio Lisado
_S ‘ condicionado celular
ol (MC) (LC)
@ -
1) Ficoll 'J ‘
2) Percoll X ‘
Mo/M@

v'Viabilidad celular
v'Expresion de factores
angiogénicos
v'Migracién de CE
v'Niveles de AH soluble
v'Expresion de TSG-6

Sangre periférica
de donantes sanos

T
Experimentos

Figura 12. Disefio experimental para evaluar in vitro el efecto del AH sobre Mo/M@ derivados en un
contexto de cancer de mama o colorrectal. Brevemente, se purificaron las células monociticas de
sangre periférica derivado de donantes sanos y se trataron con medios condicionados o lisados
celulares en conjunto con AH BPM o APM. Las células y sobrenadantes se utilizaron para realizar los
experimentos cuyos resultados se describen en esta seccion.

4.1.1.1. Viabilidad y modulacion del fenotipo

Primero, se evaluaron distintas concentraciones proteicas del LC y MC derivados de las lineas
celulares para descartar que estos inhiban la viabilidad de los Mo/M®@ (Fig. 13). Se utilizaron 100,

200 y 400 pg/ml de lisado celular y se observé que la concentracion de 200 pg/ml, en ambos
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tipos tumorales, era la maxima concentraciéon testeada que no inducia una disminucion en la

viabilidad de las células Mo/M@ (Fig. 13A).
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Figura 13. Viabilidad celular de Mo/M@ en presencia de factores tumorales (LT o MC). A) Efecto de los
(LC) en diferentes concentraciones (100, 200 y 400 ug/ml) de células MDA-MB-231 o LoVo. B) Efecto de
los medios condicionados de MDA-MB-231 o LoVo. ns = no significativo, (***) p<0,001, en comparacion
con el control basal (CB). C- = control negativo con Tritén x100. CB = control basal, sin tratamiento. MC-
M: Medio condicionado de MDA-MB-231; MC-L: Medio condicionado de LoVo; LC-L: Lisado celular de
LoVo; LC-M: Lisado celular de MDA-MB-231; OD: densidad éptica.

Una vez determinada la concentracion a utilizar se continuo con la caracterizacién fenotipica de
los Mo/M@ derivados de sangre periférica y para ello se analizaron mediante citometria
distintos marcadores de superficie: CD14, CMH II, CD80 y CD206. Se realiz6 un “gate” de los
monocitos mediante una expresidn positiva de CD14. En promedio, un 80% de las células en
cultivo expresaron este marcador, indicando una homogeneidad alta del cultivo y de su linaje
monocitico. Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en cambio de expresiéon de
los marcadores analizados luego de los tratamientos. El AH (APM o BPM) y los factores derivados
de células tumorales (LC o MC) no fueron capaces de modular la expresion de estas moléculas

en estas condiciones experimentales (Fig. 14).
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Figura 14. Caracterizacién de Mo/M@ por citometria de flujo. Los Mo/M® cultivados
con los distintos tratamientos, fueron marcados con anticuerpos contra (A) CMH II, (B)
CD14, (C) CD80 y (D) CD206. Se hizo un gate en la poblaciéon de Mo/M@ y se analizé la
expresidon de estos marcadores. En el panel superior se encuentran los tratamientos
con lisados celulares de las lineas tumorales y en el panel inferior los tratamientos con
medios condicionados de células tumorales. MC-M: Medio condicionado de MDA-MB-
231; MC-L: Medio condicionado de LoVo; LC-L: Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado
celular de MDA-MB-231
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4.1.1.2. Niveles de expresion de factores angiogénicos

Como se mencioné anteriormente, una de las acciones mas importantes de los TAMs en el

entorno tumoral es contribuir a la vascularizacion mediante la liberacion de distintos factores

angiogénicos entre los que se incluyen VEGF, FGF-2 e IL-8. Por lo tanto, se analizé la expresion

de estos factores para evaluar el efecto del AH (APM o BPM) en Mo/M@ tratados con LC o MC

de células de cancer de mama MDA-MB-231 o cancer colorrectal LoVo. Observamos que los

Mo/M@ tratados con LC o0 MC de MDA-MB-231 en conjunto con AH APM aumentaron los niveles

de expresidn del principal factor angiogénico VEGF (NRQ: 3,769 + 0,9416; NRQ: 3,216 + 0,06561;

respectivamente) (Fig. 10 A-B), asi como la expresion de otras moléculas proangiogénicas: IL-8

(NRQ; 5,761 * 1,461; NRQ: 10,61 + 0,4400; respectivamente) (Fig 10 C-D) y FGF-2 (NRQ: 2,972 +

0,8020; NRQ: 4,150 + 0,2656; respectivamente) (Fig. 15 E-F). En cambio, los Mo/M@ tratados

con AH APM o BPM en un contexto colorrectal (LoVo) no mostraron diferencias significativas en

los niveles de expresion de dichos factores (Fig. 15). Estos resultados indican que el AH APM es

capaz de aumentar los factores angiogénicos en Mo/M@ en un contexto de cdncer de mama.

C)

VEGF (NRQ)

D)

VEGF (NRQ)
n

o_
P P S
0¥ g@v:?jb\bv WK

IL-8 (NRQ)

IL-8 (NRQ)

15+

-
(=]
1

o
1

0-

R

4
3

v

s

RY
Q ”
v
&

b
¥

N
&

E)

F)

AP
GG
I‘v. x K?.

&

44

w
1

FGF-2 (NRQ)
n

FGF-2 (NRQ)

*

[——

Figura 15. Niveles de expresion de factores angiogénicos. Se midieron los niveles de expresion por RT-gPCR de (A y B)
VEGF, (Cy D) IL-8 y (E y F) FGF-2. En el panel superior se encuentran los tratamientos con lisados celulares (LC) de las
lineas tumorales y en el panel inferior los tratamientos con medios condicionados (MC) de células tumorales. (*) p<0,05,
(**) p<0,01 y (***) p<0,001. MC-M: Medio condicionado de MDA-MB-231; MC-L: Medio condicionado de LoVo; LC-L:
Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado celular de MDA-MB-231.
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4.1.1.3. Niveles de expresion y actividad de MMPs

En el contexto del tumor, los Mo/M@ expresan MMP-2 y MMP-9 dos metaloproteinasas de
matriz cuya actividad proteolitica estimula la degradaciéon de la matriz extracelular y la
biodisponibilidad de factores angiogénicos (102). Por lo tanto, se analizé la actividad de MMPs
por zimografia de gelatina como otro mecanismo pro-angiogénico que puede ser regulado por
AH. El andlisis de los zimogramas reveld que la actividad de MMP-9 no presentd diferencias
significativas entre los tratamientos de AH en ambos contextos tumorales (Fig. 16 A). Sin
embargo, el tratamiento con LC de MDA-MB-231 mas AH APM incrementé la actividad de MMP-
2 (fc: 5,685 + 0,2162) en comparacion con el control basal (fc: 1,0 + 0,0) (Fig. 16 C). Aun mas,
para corroborar estos resultados se analizaron los niveles de expresion de ARNm de MMP-9 y
MMP-2. En concordancia con los resultados de la zimografia, los niveles de ARNm de MMP-9 no
mostraron diferencias significativas entre los tratamientos (Fig. 16 B) mientras que los niveles
de MMP-2 aumentaron significativamente con el tratamiento de LC de MDA-MB-231 y AH APM
(NRQ: 3,752 + 0,2242) en comparacion con el tratamiento de LC de MDA-MB-231 solo (NRQ:
0,1272 + 0,06667) (Fig. 16 D). Los Mo/M@ tratados con los MC tanto de MDA-MB-231 como de

LoVo no presentaron diferencias significativas entre los tratamientos de AH (Fig. 16 E-H).

4.1.1.4. Migracidn de células endoteliales

Se prosiguid a analizar la capacidad migratoria de CE hacia los sobrenadantes de los Mo/M@
tratados, como una forma de evaluar in vitro la modulacién de las CE involucradas en la
formacién de vasos sanguineos. Se observé una mayor migracién de CE hacia los sobrenadantes
de los Mo/M@ tratados con LC de MDA-MB-231 y AH APM (indice de migracidn: 6,830 + 1,465)
en comparacion con el LC de MDA-MB-231 solo (indice de migracion: 3,523 + 0,5100) o con AH
BPM (indice de migracién: 1,380 + 0,2287) (Fig. 17). Sin embargo, los sobrenadantes de los
Mo/M@ tratados con LC de LoVo no mostraron diferencias significativas en los niveles de

migracion de CE (Fig. 17).
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Figura 16. Niveles de expresion y actividad de MMPs. La actividad de MMPs se analizé por zimografia de gelatina (A, C,
Ey G). Los niveles de expresion de MMPs se evalué por RT-qPCR (B, D, F y H). (*) p<0,05, (**) p<0,01y (***) p<0,001. MC-
M: Medio condicionado de MDA-MB-231; MC-L: Medio condicionado de LoVo; LC-L: Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado
celular de MDA-MB-231; fc: fold change.
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indice de migracion de CE

LC-M + AH ABPM

LC-L + AH BPM LC-L + AH APM

Figura 17. Niveles de migracion de células endoteliales hacia sobrenadantes de Mo/M@ tratados
con AHy LC. Los resultados se expresaron como indice de migracidn de células respecto al control
basal. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001. LC-L: Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado celular de
MDA-MB-231; CE: células endoteliales.

4.1.1.5. Expresion de receptores de AH

Como se menciond en secciones anteriores, el AH induce la sefalizacién celular mediante
distintos receptores, como CD44, TLR4 y RHAMM. Como estos receptores estan involucrados en
las respuestas de los Mo/M@, se examinaron sus niveles de expresion en los distintos
tratamientos con LC o MC tumoral con o sin AH. El tratamiento con LC de MDA-MB-231 y AH
APM disminuyd los niveles de CD44 (NRQ: 0,5866 + 0,05340) (Fig. 18 A) y TLR4 (NRQ: 0,4602 *
0,1234) (Fig. 18 C), en comparacion con el tratamiento de LC de MDA-MB-231 sin AH (CD44 NRQ:
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A)

B)

1,126 £ 0,1413; TLR4 NRQ: 2,043 £ 0,4256). Los niveles de RHAMM no fueron modulados por
este tratamiento en forma significativa (Fig. 18 E). En el caso del tratamiento con MC de MDA-
MB-231 y AH APM, mostré una disminucion de los niveles de TLR-4 (NRQ: 0,7250 + 0,01500) en
comparacién con el tratamiento con MC de MDA-MB-231 solo (NRQ: 1,635 + 0,03500), pero no
modificd la expresion de CD44 y RHAMM. Mientras que cuando se analizé la expresién de los
receptores con los tratamientos con LC o MC de LoVo, no se observaron diferencias significativas

en ausencia o presencia de AH APM o BPM.
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Figura 18. Niveles de expresion de receptores de AH. Niveles de expresidon medidos por RT-gPCR de (A 'y
B) CD44, (Cy D) TLR-4 y (E y F) RHAMM; medidos en Mo/M@ tratados con AH y LC (arriba) o MC (abajo).
(*) p<0,05, (**) p<0,01 and (***) p<0,001. MC-M: Medio condicionado de MDA-MB-231; MC-L: Medio
condicionado de LoVo; LC-L: Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado celular de MDA-MB-231.

4.1.1.6. Expresion proteica de TSG-6

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se podria pensar que los Mo/M@ producen
diferencialmente algun tipo de factor, y relacionado con la accién de AH, cuando son
estimulados con AH APM en un contexto de cancer de mama, pero no colorrectal. Por lo tanto
decidimos evaluar la expresion de TSG-6, una proteina de unién de AH que modula su funcién
en procesos inflamatorios (103, 104). Primero, se decidié buscar en bases de datos si los

macréfagos expresaban TSG-6 y si se observaban diferencias entre los TAMs y los macréfagos
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aislados de bazo. Para ello se utilizé la herramienta GEO2R, con la cual se realizd una busqueda
de los niveles de mRNA en macréfagos en dos bases de datos: carcinoma mamario (GSE18404)
y colorrectal (GSE67953). Se observd expresion de TSG-6 en ambas bases de datos, sin embargo,

no se observaron diferencias en su expresion entre los TAMs y los macréfagos de bazo (Fig. 19).
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Luego, se analizaron por western blot los niveles de TSG-6 en los sobrenadantes de Mo/M@
tratados con MC o LC y AH APM o BPM. Se detectaron dos especies: i) ~35 kDa corresponde a
la especie a TSG-6 libre y ii) ~120 kDa que corresponde al complejo generado por TSG-6 y las
cadenas pesadas de lal (HC) como fue descripto por otros autores (105). Se observé una
disminucion en los niveles de la especie de 120 kDa en los sobrenadantes de Mo/M@ tratados
con LC de MDA-MB-231 y AH APM (UA: 4,650 + 0,3180) en comparacion con LC de MDA-MB-
231 sin AH (UA: 10,69 + 1,297) (Fig. 20 A). Lo mismo ocurrié con el tratamiento con LC de LoVo
y AH APM (UA: 3,813 + 0,6749) en comparacion con LC de LoVo sin AH (UA: 11,56 + 1,054) (Fig.
20A).

También se evaluaron los niveles de TSG-6 en los sobrenadantes de Mo/M@ tratados con MC
de MDA-MB-231 y MC de LoVo (Fig. 20 B). El tratamiento con MC de MDA-MB-231 y AH APM
(UA: 9,755 £ 0,07500) aumentd los niveles de TSG-6 libre en comparacion con el tratamiento
MC de MDA-MB-231 sin AH (UA: 4,675 + 0,3850). Mientras que, ese mismo tratamiento MC de
MDA-MB-231 junto con AH APM (UA: 5,347 +1,509) disminuy®é los niveles de la especie de ~120
kDa en comparacion con el tratamiento de MC de MDA-MB-231 sin AH (UA: 17,46 + 2,211) (Fig.

20 B). En cuanto a los tratamientos con MC de LoVo no mostraron diferencias significativas.
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Figura 20. Niveles proteicos de TSG-6 en Mo/M@ tratados. Los niveles de TSG-6 fueron medidos
por western blot en el sobrenadante de Mo/M@ tratados con LC (A) o MC (B) en conjunto con AH
(BPM o APM). Se pudieron detectar dos especies una de ~120 kDa que corresponde a la unién TSG-
6-HC y otra de ~35 kDa que corresponde a TSG-6 libre. Los niveles proteicos se cuantificaron por
densitometria. (**) p<0,01y (***) p<0,001. MC-M: Medio condicionado de MDA-MB-231; MC-L:
Medio condicionado de LoVo; LC-L: Lisado celular de LoVo; LC-M: Lisado celular de MDA-MB-231;
UA: unidades arbitrarias.
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4.1.2. MODELO IN VIVO

Ademads del andlisis de la accién in vitro de AH sobre Mo/M@, como se explicé en la seccién
materiales y métodos, se realizé un modelo in vivo tumoral de cdncer de mamay colorrectal. Se
usaron ratones Nu/Nu a los cuales se les inoculé Mo/M@ tratados previamente con AH BPM o
APM (Fig. 21). El volumen tumoral se midié semanalmente y no se observaron diferencias en el
crecimiento tumoral entre grupos al momento de la inoculaciéon de los Mo/M@. Al dia 30 o hasta
alcanzar un volumen de 500 mm?3, los animales fueron sacrificados para extraer el tumor. Los
tumores se fijaron y las secciones se tiferon con hematoxilina y eosina para evaluar cambios en
la histologia tumoral. Las secciones de tejido tumoral de cada modelo y tratamientos

presentaron una estructura similar sin area necréticas.

Esquema metodoldgico para evaluar el efecto del AH sobre Mo/Mg en un modelo tumoral in vivo:
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Figura 21. Disefio experimental para evaluar in vivo el efecto del AH sobre Mo/M@. Brevemente, se
inocularon 1x107 células tumorales (MDA-MB-231 o LoVo) subcutdneamente en el flaco derecho de
cada ratdn. A los 10 dias se inoculo intratumoral Mo/M@ derivados de sangre periférica de donantes
sanos tratados o no con AH BPM o APM. En el dia 30, se sacrificaron los ratones, se extrajeron los
tumoresy se los incluyé en parafina para luego realizar la inmunofluorescencia para detectar los niveles
de la vasculatura tumoral, de TSG-6 y de AH.

4.1.2.1. Andlisis de la vasculatura tumoral

En las secciones de los tejidos se analizé la vasculatura de los tumores por inmunofluorescencia
usando GSL-1-FITC, la cual se une especificamente a células endoteliales. Se observé que, en el
modelo de cancer de mama, los Mo/M@ preincubados con AH APM indujeron un incremento
significativo de la vasculatura tumoral (UA: 1,759 + 0,1173) en comparacidon con aquellos

Mo/M@ sin tratamiento (UA: 1,158 + 0,1193) y preincubados con AH BPM (UA: 1,017 + 0,07250)
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A)

Modelo MDA-MB-231

B)

Modelo LoVo

(Fig. 22 Ay C). AlUn mas, la vasculatura tumoral disminuyd en aquellos animales inoculados con
Mo/M@ preincubados con AH BPM (AU: 1,017 + 0,07250) en comparaciéon con el control de

tumor (UA: 1,602 + 0,1307) (Fig. 22 Ay C). En el caso del modelo de carcinoma colorrectal, no
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Figura 22. Analisis de la vasculatura tumoral. Se desarrollaron dos modelos tumorales in vivo, inoculando en
ratones Nu/Nu células MDA-MB-231 (A) o LoVo (B), a los que luego se les inocul6 MO/M@ previamente tratados
con AH BPM o APM. Los tumores se fijaron y se tifieron con GSL-1-FITC que detecta células endoteliales murinas
(verde) y DAPI (azul, nucleos). Andlisis de la intensidad de fluorescencia de los modelos MDA-MB-231 (C) y LoVo
(D) (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001. UA: unidades arbitrarias.
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se observaron diferencias en los niveles de vasculatura tumoral entre los tratamientos (Fig. 22
B y D). Estos datos in vivo avalan y estdn en concordancia con los resultados in vitro, en donde
el tratamiento de Mo/M@ con AH APM en un contexto de carcinoma mamario aumenta la

expresion de factores proangiogénicos y la migracion de células endoteliales.

4.1.2.2. Analisis de los niveles de AH y TSG-6 en el tumor

En las secciones de los tumores se analizd6 también la expresion de TSG-6 y AH por
inmunofluorescencia. En el modelo de MDA-MB-231, los ratones inoculados con Mo/M@ sin
tratamiento aumentaron los niveles de TSG-6 en comparacion con el control de tumor. Aln mas,
los ratones inoculados con Mo/M@ preincubados con AH APM disminuyeron significativamente
la intensidad de fluorescencia de TSG-6 total (UA: 1,820 + 0,1436), en comparacion con aquellos
inoculados con Mo/M@ sin tratamiento (UA: 3,201 + 0,3712) (Fig. 23 A). En contraste, los niveles
de TSG-6 en el modelo LoVo no presentaron diferencias significativas entre tratamientos (Fig.

23 A).

Al analizar los niveles de AH enddgeno en los tumores, no se encontraron diferencias en el
modelo MDA-MB-231 (Fig. 23 B). Contrariamente, las secciones tumorales derivadas del modelo
LoVo inoculados con Mo/M@ preincubados con HA APM, presentaron un incremento
significativo en la cantidad total de AH (UA: 2,872 + 0,2153) en comparacién con los demds
tratamientos: control de tumor (UA: 1,602 + 0,1307), inoculados con Mo/M@ sin tratamiento

(UA: 1,158 £ 0,1193) 0 Mo/M@ con AH BPM (UA: 1,017 + 0,07250) (Fig. 23 B).
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Figura 23. Inmunofluorescencia de TSG-6 y AH en tumores del modelo in vivo. (A) Modelo MDA-MB-231, (B)
Modelo LoVo. Las secciones tumorales se marcaron con: i) TSG-6 y un anticuerpo secundario conjugado con Texas
Red (rojo, TSG-6) y ii) proteina de unién AH biotinilada y estreptavidina-FITC (verde, AH total). (*) p<0,05, (**)
p<0,01 vy (***) p<0,001.UA: unidades arbitrarias. 49



4.1.3.

IMODELO IN VITRO CON MUESTRAS DE PACIENTES ONCOLOGICOS

Considerando que el analisis usando células derivadas de dadores sanos puede no asociarse con

el comportamiento en estado de enfermedad y para analizar con mayor profundidad el efecto

del AH, se utilizaron Mo/M@ derivados de sangre periférica de pacientes oncoldgicos. Estas

células fueron tratadas con AH BPM o APM vy lisados de su propio tumor o de tejido adyacente

al tumor (Fig. 24). Se utilizaron muestras de sangre periférica, de tumor y de tejido adyacente al

tumor de pacientes con carcinoma mamario o colorrectal.

Esquema metodoldgico para evaluar in vitro el efecto

del AH sobre Mo/Mg derivados

oncoldgicos:

1) Ficoll
2) Percoll

Sangre periféricade
pacientes oncolégicos

de pacientes

Tratamientos

Tejido tumoral o
adyacente al tumor

AH BPM i v
Lisado de tejido  Lisado de tejido
tumoral (LTT)

¥ %

adyacente al
tumor (LTAT)

g .
7 \
AH Cue

(AH BPM

Experimentos

v'Niveles de de VEGF

v'Niveles de TSG-6

Figura 24. Disefio experimental para evaluar in vitro el efecto del AH sobre Mo/M@ derivados de
pacientes con cancer de mama o colorrectal. Brevemente, se purificaron las células monociticas de
sangre periférica derivado de pacientes onocoldgicos y se trataron con lisados de tejido tumoral o
tejido adyacente al tumor en conjunto con AH BPM o APM. Las células y sobrenadantes se utilizaron
para realizar los experimentos cuyos resultados se describen a continuacion.

Primero se analizaron los niveles de VEGF en los medios condicionados de los Mo/M@ derivados

de pacientes oncoldgicos y se observé un aumento de este factor angiogénico en aquellos

tratamientos con lisado de tejido tumoral (LTT) de carcinoma mamario (580,3 + 19,67 pg/ml) en

comparacion con el control basal (386,1 + 83,74 pg/ml); siendo mas pronunciado el aumento de

VEGF en el tratamiento con AH APM (605,0 + 34,83 pg/ml) (Fig 25 A).
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Luego, en los Mo/M@ aislados de pacientes con cdncer de mama y cultivados in vitro para ser
tratados con LTT y AH APM se vio un incremento en los niveles de TSG-6 libre (UA: 19,94 +
0,7000) en comparacion con el tratamiento de LTT sin AH (UA: 7,485 + 2,945) (Fig. 26 A).
Mientras que en los Mo/M@ tratados con lisado de tejido adyacente al tumor (LTAT) no se
observaron diferencias en los niveles de TSG-6 libre (Fig. 26 B). En cuanto a la especie de 120
kDa de TSG-6, se observd una disminucién en los tratamientos con LTT y AH APM (UA: 6,215 +
1,225) (Fig. 26 A) en comparacién con el tratamiento con LTT sin AH (UA: 16,34 + 2,895); sin
observarse diferencias en los tratamientos con LTAT (Fig. 26 B). Por otro lado, los tratamientos
de Mo/M@ derivados de pacientes con cancer colorrectal no presentaron diferencias
significativas (Fig. 26 Ay B).

Estos resultados con muestras de pacientes oncoldgicos estdn en concordancia con los

resultados in vitro con dadores sanos y con los resultados del modelo in vivo.
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Figura 26. Niveles proteicos de TSG-6 en sobrenadantes de Mo/M@ derivadas de pacientes oncolégicos.
Se pudieron detectar por western blot dos especies una de ~120 kDa que corresponde a la unién TSG-6+
HC y otra de ~35 kDa que corresponde a TSG-6 libre. Los niveles proteicos se cuantificaron por
densitometria. (*) p<0,05. LTT: lisado de tejido tumoral; LTAT: lisado de tejido adyacente al tumor. UA:
unidades arbitrarias.
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4.2. PARTE Il: EFECTO DEL AH SULFATADO SOBRE CELULAS TUMORALES

En esta segunda parte se evalud la accidn del AHs, con distinto grado de sulfatacién parcial y
total sobre células tumorales de tal manera de cumplir con el tercer objetivo propuesto. En este
objetivo nos propusimos evaluar si estos compuestos presentan accion moduladora tumoral y

sobre el entorno inmunoldgico, representado por Mo/M@.

Para ello se utilizaron lineas celulares de cancer de mama, de pulmoén y colorrectal, MDA-MB-

231, H1299 y LoVo respectivamente. El disefio experimental se muestra en la Fig. 27.

Esquema metodoldgico para evaluar in vitro el efecto

del AHs sobre células tumorales:
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Figura 27. Disefio experimental para evaluar in vitro el efecto del AHs en células tumorales. Se
utilizaron tres lineas tumorales de cancer de mama (MDA-MB-231), de cancer de pulmén (H1299) y
de carcinoma colorrectal (LoVo) para evaluar el efecto del AHs parcial y totalmente sulfatado (1y 3,
respectivamente).

Experimentos

4.2.1. Viabilidad

En primer lugar, se analizd6 mediante el ensayo de MTS la viabilidad de las células tumorales
tratadas en concentraciones crecientes de AHs 1y 3 (0, 20, 100 y 1000 ug/ml); de manera tal de
calcular la IC50 para utilizarla como Unica concentracion en los experimentos posteriores. En el
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caso de MDA-MB-231 se observé una disminucidn de la viabilidad con AHs1 en concentraciones
de 100 y 1000 ug/ml y AHs3 en todas las concentraciones usadas; y fue posible calcular IC-50
para ambos AHs (Fig. 28 A). Sin embargo, con las lineas celulares H1299 y LoVo, el
comportamiento frete a AHs fue diferente. Ambos AHs aumentaron la viabilidad celular y por lo
tanto no fue posible calcular la IC50 (Fig. 28 B y C). Solo pudimos observar efecto inhibitorio a

una dosis de 1000 ug/ml de AHs3 en H1299 (Fig. 23 B)

0.8+
A) IC50=112.3 = 0.3949 pg/ml
0.6 MDA-MB-231 1
’ o 0.44
o
0.6 ns 0.2
*%
0.0 T T T
(@] 0.4 100 102 104 106
o™ I - log(sHAT) (ugimi)
*kk
_ 0.40-
02 IC50=189.3 £0.1319 pg/ml
0.35+
0-0 T L] L) T T L] L) o 0.304
o
s P & \Q@ RS \Q@
0.25
AHs 1 AHs 3 020
Concentracion (ug/ml) o W:OQ(EH;;;‘MH;GG hs
B) Q) LoVo
H1299
1.0+
R -
Fkk K% KK *%
0.8 =
0.84 m = T =
0.6+
0.6 [o)
o] (a]
[=] 0.4
0.4
0.2 Hkk 0.24
0.0 T T T T T T T 0.0 1 T T T T T T
N e S o
AN S R RS
AHs 1 AHs 3 AHs 1 AHs 3
Concentracion (ug/mil) Concentracion (ug/ml)

Figura 28. Viabilidad celular y cdlculo de IC50 de células tumorales tratadas con AHs. (A)
Viabilidad y célculo de ICso de los tratamientos con AHs en MDA-MB-231. Viabilidad de células (B)
H1299 y (C) LoVo; en estos casos no se pudo calcular IC50 ya que aumentd la viabilidad con
respecto al CB. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001, en comparacién con el control basal (CB).
DO: densidad éptica.

4.2.2. Citotoxicidad
A continuacién, se evalué el LDH liberado por células dafiadas como biomarcador de
citotoxicidad celular y citdlisis. Observamos que los tratamientos con AHs3 en la mayor dosis

testeada de 1000 pg/ml indujo en MDA-MB-231 (5,379 + 0,3935 % de citotoxicidad) y H1299

(6,019+1,673 % de citotoxicidad) un aumento de la citotoxicidad celular en comparacion con el
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CB (1,893+0,7918 % de citotoxicidad, 1,015+0,5664 % de citotoxicidad) (Fig. 29 Ay B). Mientras

que en LoVo se observé una tendencia a aumentar con ese mismo tratamiento en comparacion

con el CB (Fig. 29 C). En ninguna de las tres lineas tumorales se observaron diferencias

significativas con los tratamientos de 100 pg/ml, dosis que se utilizara en futuros experimentos

como se menciond en el punto anterior (Fig. 29).
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Figura 29. Citotoxicidad de AHs en células tumorales. Se analizo la liberacién de LDH como marcador
de citotoxicidad en respuesta a los tratamientos con AHs1 o AHs3 en distintas concentraciones. Se
evalud la citotoxicidad de los tratamientos en (A) MDA-MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo. Como control
positivo se utilizé triton X-100 1% como se indica en el protocolo. (**) p<0,01 en comparacion con el

control basal (CB).

4.2.3. Apoptosis

También se realizaron ensayos de apoptosis por citometria de flujo para analizar el efecto de los

AHs1y AHs3 sobre las células tumorales. A las tres lineas celulares, MDA-MB-231, H1299 y LoVo,

se las tratdé con AHs1l o AHs3 en una concentracién de 100 pg/ml y se analizé la apoptosis

temprana y tardia. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con los distintos

tratamientos en ninguna de las tres lineas (Fig. 30).
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Figura 30. Apoptosis en células tumorales tratadas con AHs. Se analizaron los niveles de
liberacién de LDH como marcador de citotoxicidad en respuesta a los tratamientos con AHs1 o
AHs3 en distintas concentraciones. Se evalué la citotoxicidad de los tratamientos en (A) MDA-
MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo. (**) p<0,01. An: anexina; PI: ioduro de propidio.
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4.2.4. Proliferacion

Otro punto importante que se evalud fue la proliferaciéon celular para lo cual se analizé la
incorporacién de timidina tritiada a las nuevas hebras de ADN. En MDA-MB-231 no se observo
una disminucion en la proliferacién, a pesar de que si se observé una disminucidn en la viabilidad
celular (Fig. 31 A). En cambio, en H1299 y LoVo se observé una disminucién en el porcentaje de
proliferaciéon celular relativizado al control basal con el tratamiento AHs3 (H1299: 35,74 +

13,76%; LoVo: 52,89 + 7,365%) (Fig. 31 B-C).
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Figura 31. Proliferacion de células tumorales tratadas con AHs. Se analizé6 mediante el ensayo de
incorporacion de 3H-timidina el efecto del AHs1y 3 en la dosis de 100 pug/ml en la proliferacion celular
de (A) MDA-MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001, ns = no
significativo, en comparacion con el control basal (CB).

4.2.5. Ensayo de exclusidn de particulas para la deteccion de AH pericelular

Con el fin de evaluar la capacidad de las células tumorales de generar una matriz intersticial o
pericelular, principalmente formada por AH, se realizd un ensayo de exclusidn de particulas, tal
como se describe en la seccién de materiales y métodos. Durante este ensayo se pudo observar
una disminucion relativa en el area pericelular de las células MDA-MB-231 cuando fueron
tratadas con AHs1 (UA: 1,742 + 0,05959) y AHs3 (UA: 1,645 + 0,07777) en comparacion con el
control basal (UA: 2,409 + 0,1183) (Fig. 32 A). Mientras que en las células H1299 y LoVo se
observé una disminucidn solo con el tratamiento AHs3 (H1299 UA: 1,568 + 0,04941; LoVo UAs:
1,441 + 0,04873) en comparacion con el control basal (H1299 UA: 2,053 + 0,06817; LoVo UA:
2,106 + 0,08626) (Fig. 32 By C).
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Figura 32. Ensayo de exclusion de particulas en células tumorales tratadas con AHs. Para realizar este
ensayo de exclusidn de particulas, se agregaron 2x107 gldbulos rojos fijados en cada well y se dejé
decantar. Luego, se analizé en multiples imagenes el area pericelular de las células (A) MDA-MB-231, (B)
H1299 o (C) LoVo, tratadas o no con AHs1 o AHs3. El area pericelular es el area alrededor de cada célula
que esta compuesto principalmente por AH el cual bloquea particulas pequefas y exdgenas como los
glébulos rojos. Es decir, cuanto menos AH hay alrededor de la célula, se observa una menor exclusion y
disminuye el area pericelular. A la izquierda se pueden observar los graficos de andlisis del tamafio del
area pericelular de tres experimentos independientes. (***) p<0,001, en comparacién con el control
basal (CB). UA: unidades arbitrarias.

4.2.6. Deteccion del AH secretado

Por otro lado, es sabido que no todo el AH sintetizado queda retenido a nivel de la membrana
plasmatica, sino que es liberado al sobrenadante de las células tumorales durante su cultivo.
Para determinar los niveles de AH secretados al medio celular realizamos un ensayo tipo ELISA
utilizando una proteina de unién especifica al AH. En las condiciones experimentales no
observamos diferencias significativas en la sintesis de AH bajo ningln tratamiento y en ninguna

de las lineas celulares (Fig. 33).
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Figura 33. Deteccion del AH secretado. Para evaluar la concentracion de AH secretado por las
distintas células tumorales se realizé un ensayo tipo ELISA utilizando una proteina especifica de unidon
a AH (HABP). Se detectd la cantidad total de AH soluble presente en el sobrenadante de las células
tumorales: A) MDA-MB-231, B) H1299 v C) LoVo.
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4.2.7. Analisis de formacion de tumorosferas

Ademas, se realizaron cultivos para determinar la habilidad de generar tumorosferas in vitro y
de crecer en un espacio tridimensional, simulando el contexto in vivo. En la linea MDA-MB-231
se observé una disminucién en los tamafios de las tumorosferas cuando esta fueron tratadas
con AHs3 (fc: 0,8496 + 0,04416) en comparacién con el control basal (fc: 1,0 £ 0,0) y con el
tratamiento con AHs1 (fc: 1,102 + 0,04658) (Fig. 34 A). En el caso de H1299, se produjo una
disminucién del tamafio de las tumorosferas con los tratamientos AHs1 (fc: 0,8053 + 0,01169) y
AHs3 (fc: 0,7311 + 0,02158) en comparacidn con el control basal (fc: 1,0 + 0,0) (Fig. 34 B).
Mientras que en la linea celular LoVo no se observaron diferencias significativas entre los

tratamientos (Fig. 34 C).
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Figura 34. Formacion de tumorosferas en presencia de los tratamientos con AHs. Se plaquearon las
células tumorales en forma de gota con el tratamiento correspondiente de AHs1 o AHs3. Se did vuelta
la placa para que crezcan en 3D y se cultivaron hasta obtener las tumorosferas. Finalmente, se realizd
un analisis de los tamanfos de las tumorosferas generadas con las células tumorales: (A) MDA-MB-
231, (B) H1299y (C) LoVo. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001, en comparacién con el control basal
(CB). fc: fold change.
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AUn madas, se analizaron los niveles totales de AH en las tumorosferas mediante
inmunofluorescencia. Sorprendentemente, se observé un aumento en el AH total en las
tumorosferas de MDA-MB-231 cultivadas con AHs3 (fc: 1,201 + 0,07693), en comparacion con
el control basal (fc: 1,0 £ 0,0) y con AHs1 (fc: 0,8641 + 0,05048) (Fig. 35 A). En cambio, en las
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tumorosferas de H1299 se observé un aumento del AH en aquellas cultivadas con AHs1 (fc: 2,502
+ 0,1300) y una disminucidn con AHs3 (fc: 0,7130 + 0,02743) en comparacion con el CB (fc: 1,0
+ 0,0) (Fig. 35 B). En cuanto a las tumorosferas de LoVo, se detectd una muy baja cantidad de

AH y no se observaron cambios entre los tratamientos (Fig. 35 C).
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Figura 35. AH total en tumorosferas formadas por (A) MDA-MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo.
Brevemente, se plaquearon en forma de gota las distintas células tumorales con el tratamiento
correspondiente de AHs1 o AHs3 y se cultivaron invertidas hasta obtener tumorosferas. Una
vez que estas se formaron, se fijaron y se marcé el AH en verde o y los nucleos con DAPI en
azul. Se tomaron fotos con el microscopio de fluorescencia y se analizaron con Image J. En los
graficos se muestran el andlisis de la intensidad de fluorescencia del AH total en las
tumorosferas. (*) p<0,05 y (***) p<0,001, en comparacién con el control basal (CB). fc: fold
change.

4.2.8. Migracion de células endoteliales

Como se mencioné anteriormente, se propuso al AHs para un posible uso en terapias

antiangiogénicas. Por tal motivo y para continuar evaluando la modulacion del MAT, se decidio
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analizar la migracidon de CE hacia los medios condicionados de los distintos tipos tumorales
tratados o no con AHs1 o AHs3. Se observé que los medios condicionados de las células MDA-
MB-231 tratados con AHsl (indice de migraciéon de CE: 0,3592 + 0,1180) o AHs3 (indice de
migracion de CE: 0,09624 * 0,04045) disminuyeron la migracion de CE en comparacion con el
control basal (indice de migracién de CE: 1,0 = 0,0), es decir el medio condicionado sin
tratamiento (control basal) (Fig. 36 A). En el caso de las células H1299 se observd el mismo
comportamiento: disminuyd significativamente la migracién de CE en aquellos medios
condicionados de los tratamientos con AHs1 (indice de migracién de CE: 0,1709 + 0,07566) o
AHs3 (indice de migracién de CE: 0,2385 + 0,07643) en comparacion con el control basal (indice
de migracion de CE: 1,0 + 0,0) (Fig. 36 B). En el caso de LoVo, no se observaron diferencias
significativas en la migracién de CE entre los tratamientos (Fig. 36 C). Como control se realizé la
migracion de CE con AHs1 y AH3 en la misma concentracidn con la que se tratd a las células
tumorales y sorpresivamente se observd que ambos derivados sulfatados estimulaban la
migracion de CE (indice de migraciéon de CE: AHs1: 1,500 + 0,1112; AHs3: 1,767 £ 0,1566) en

comparacién con el control basal (indice de migracion de CE: 1,0 £ 0,0) (Fig. 36 D).
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Figura 36. Migracion de células endoteliales. Analisis de los indices de migracién respecto al
control basal de medios condicionados de (A) MDA-MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo. Mientras que
(D) corresponde a la migracién de CE hacia AHs1 o AHs3 en medio de cultivo acelular. (*) p<0,05,
(**) p<0,01y (***) p<0,001, en comparacion con el control basal (CB). MC: medio condicionado;
CE: células endoteliales.
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4.2.9. Migracién de MO/M@

Con el fin de continuar evaluando la modulacién de AHs sobre el MAT, se analizé la migracion
de células monociticas hacia los medios condicionados de las células tumorales tratadas. Se
observé que los medios condicionados de las células MDA-MB-231 tratadas con AHs3 (indice de
migracion de Mo/M@: 0,3373 + 0,1132) disminuyeron la migracion de Mo/M@ (Fig. 37 A) en
comparacién con el CB (indice de migraciéon de Mo/M@: 1,0 + 0,0). El mismo efecto se observé
con los medios condicionados de H1299 (Fig. 37 B), el tratamiento con AHs3 sobre H1299
disminuyé la migracién de Mo/M@ (indice de migracién de Mo/M@: 0,6266 *+ 0,07725) en
comparacién con el CB (indice de migracién de Mo/M@: 1,0 + 0,0). En el caso de los medios
condicionados de LoVo no se observaron diferencias en la migracion de Mo (Fig. 37 C). Como
control se realizé la migracion de Mo/M@ con AHs1 y AH3 en la misma concentracidon con la que
se tratd a las células tumorales, pero sin medio condicionado tumoral, y se observé una
disminucidn en la quimiotaxis de Mo/M@ con el AHs3 (indice de migracién de Mo/M@: 0,3358
+0,1616) en comparacion con el CB (indice de migraciéon de Mo/M@: 1,0 + 0,0) (Fig. 37 D).
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Figura 37. Migraciéon de células monociticas hacia los medios condicionados de células
tumorales tratadas con AHs. Anilisis de los indices de migraciéon respecto al control basal de
medios condicionados de (A) MDA-MB-231, (B) H1299 y (C) LoVo. Mientras que (D)
corresponde a la migracion de Mo hacia AHs1 o AHs3. ns = no significativo y (**) p<0,01, en
comparacion con el control basal (CB). MC: medio condicionado.
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Estos resultados en su conjunto indican que los AHs, independientemente de su grado de
sulfatacion, modulan sobre todo a las células MDA-MB-231, afectando su viabilidad,

componentes de su matriz extracelular y su capacidad angiogénica. Algunos de estos efectos

también se observan en las células H1299, pero no en la linea LoVo. En la préxima seccidn nos
enfocamos sobre la accién de estos AH quimicamente modificados sobre Mo/M@ en el contexto

de los tumores evaluados en esta seccion.
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4.3. PARTE Ill: EFECTO DEL AH SULFATADO SOBRE MO/M@® EN UN CONTEXTO
TUMORAL

Para continuar con el estudio de la modulacién del MAT de los derivados sulfatos de AH, en esta
tercera parte se evalud su accién especificamente sobre Mo/M@ en un contexto tumoral. De

esta manera, se cumple con los objetivos cuatro y cinco.
4.3.1. MODELO IN VITRO CON Mo/M@ DE DADORES SANOS

Para evaluar la accion moduladora de AHs, se purificaron Mo/M@ derivados de sangre periférica
de dadores sanos, los cuales fueron cultivados y tratados con AHsl o AHs3 y medio
condicionados derivados de lineas celulares de cancer de mama, pulmén y colorrectal, MDA-

MB-231, H1299 y LoVo respectivamente. En la Fig. 38 se muestra el esquema metodoldgico

aplicado para cumplir con los objetivos.
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Figura 38. Disefio experimental para evaluar in vitro el efecto del AH sulfatado sobre Mo/M@
derivados en un contexto de cancer de mama, pulmoén o colorrectal. Brevemente, se purificaron los
Mo/M@ de sangre periférica derivado de donantes sanos y se trataron con medios condicionados de
células tumorales en conjunto con AHs1 o AHs3. Las células y sobrenadantes se utilizaron para realizar
los experimentos cuyos resultados se describen en esta seccion.

4.3.1.1. Viabilidad de Mo/M@® frente a AHs

Primero, se determind mediante el ensayo de MTS la viabilidad celular de los Mo/M@ en
presencia de concentraciones crecientes de AHs 1y 3 (0, 20, 100 y 1000 pg/ml). Se observé un
aumento en la viabilidad de estas células con ambos derivados AHs y en las tres concentraciones
probadas (Fig. 39). Este resultado permitié continuar con los experimentos y se decidio utilizar
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la concentracion de 100 pg/ml ya que es la misma que se utilizd para tratar a las células

tumorales.
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4.3.1.2. Modulacién inmunoldgica de AHs en un contexto tumoral

Una vez que se detectd que los AHs no disminuia la viabilidad de estas células, se decidié
caracterizar el perfil inmunolégico que adoptaron los Mo/M@ en presencia de AHs y en un
contexto tumoral. Como se mostré anteriormente, en nuestro disefio experimental no se logré
detectar una modulacién de los marcadores de superficie de Mo/M@ (Fig. 14), por lo tanto, se
decidié analizar la produccion de diferentes citoquinas mediante ELISA: IL-4, IL-12, TGF-B1 total,
TGF-B1 activo e IL-1B. Por un lado, no se detectaron niveles de IL-4 e IL-12 en los sobrenadantes
de los Mo/M@ en nuestro disefio experimental. Por otro lado, al analizar TGF-B1 total se observé
una disminucidn en la cantidad de este cuando se tratd a los Mo/M@ con MC de MDA-MB-231
y AHs3 (456,3 + 18,16 ng/ul) en comparacién con el tratamiento con MC de MDA-MB-231 solo
(611,4 + 26,04 ng/ul) o con AHs1 (716,1 + 43,30 ng/ul) (Fig. 40 A); sin embargo, al detectar la
forma activa de TGF-B1, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos (Fig.
40 B). Al analizar IL-1B, no se observaron diferencias significativas en un contexto de cancer de
mama ni de pulmdn. Sin embargo, en un contexto de carcinoma colorrectal se observé una
disminucién en los tratamientos con MC de LoVo en conjunto con AHs1 (830,2 + 0,8750 ng/pul)
o AHs3 (304,7 + 7,015 ng/ul), en comparacion con el tratamiento solo con MC de LoVo solo

(1966 *+ 12,28 ng/ul) (Fig. 40 C).
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Figura 40. Deteccion de citoquinas en sobrenadantes de Mo/M@ tratados con AHs en distintos
contextos tumorales. Se analizé mediante ELISA la concentracion de distintas citoquinas A) TGF-B1 total,
B) TGF-B1 activo y C) IL-1B en los sobrenadantes de Mo/M@ tratados con AHsl o 3 y medios
condicionados de distintas células tumorales. MC-M = medio condicionado de MDA-MB-231, MC-H =
medio condicionado de H1299, MC-L = medio condicionado de LoVo. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***)
p<0,001, en comparacién con el control basal (CB). MC-M: medio condicionado de MDA-MB-231; MC-H:

medio condicionado de H1299; MC-L: medio condicionado de LoVo.

4.3.1.3. Migracion de células endoteliales

Para continuar, se decidié analizar la modulacién de AHs en el perfil angiogénico de Mo/M@ en
un contexto tumoral. Para ello, se analizé la capacidad migratoria de CE hacia los sobrenadantes
de los Mo/M@ previamente incubados con los MC de células tumorales y AHs1 o AHs3. Al
analizar las migraciones, se observd una disminucidn de la quimiotaxis de CE hacia los
sobrenadantes de los Mo/M@ tratados con MC de MDA-MB-231 y AHs1 (indice de migracidn de
CE: 0,5970 + 0,1156) o AHs3 (indice de migracion de CE: 0,6741 + 0,03566) en comparacién con
MC de MDA-MB-231 solo (indice de migracion de CE: 1,404 + 0,1645) (Fig. 41). En el caso de los
sobrenadantes de los Mo/M@ tratados con MC de H1299 y AHs1 (indice de migracion de CE:
0,7335 +0,09753) o AHs3 (indice de migracion de CE: 0,7307 + 0,05515) en comparacion con el
tratamiento de MC de H1299 sin AHs (indice de migracién de CE: 1,209 + 0,1083) (Fig. 41). En el
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contexto de carcinoma colorrectal, se ve una tendencia similar a los MC de las otras lineas en
los niveles de migracion de CE con los tratamientos de Mo/M@ con LC de LoVo, sin embargo,

estas diferencias no son significativas (Fig. 41).
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Figura 41. Migracion de CE hacia los sobrenadantes de Mo/M@ previamente tratados con AHs1 o
AHs3. Se realizaron ensayos de migracion de células HMEC-1 endoteliales utilizado como estimulo los
sobrenadantes de Mo/M@ tratados. Los resultados se expresaron como indice de migracion de células
respecto al control basal. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001, en comparacion con el control basal
(CB). MC-M: medio condicionado de MDA-MB-231; MC-H: medio condicionado de H1299; MC-L:
medio condicionado de LoVo.

4.3.1.4. Niveles de expresion de factores angiogénicos

Para completar el analisis del perfil angiogénico de los Mo/M@, se analizé por qPCR los niveles
de VEGF, FGF-2 e IL8; factores angiogénicos que producen los Mo/M@ cuando adoptan un perfil
pro-angiogénico. Se decidié analizarlo en un contexto de carcinoma mamario ya que fue donde
se observaron diferencias en los niveles de migracion de CE. El tratamiento con los AHs parece
inhibir completamente la expresidén de estos factores puesto que no se detectaron niveles de
expresion de VEGF, FGF-2 e IL8 al tratar los Mo/M@ con ambos tipos de AHs con o sin MC de
MDA-MB-231 (Fig. 42).
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Figura 42. Niveles de expresion de factores angiogénicos. Se midieron por RT-qPCR los niveles de
expresion de VEGF (A y B), IL-8 (Cy D) y FGF-2 (E y F) en Mo/M@ tratados con MC tumoral y AHs1 o
AHs3. N.D. = no detectado. MC-M = medio condicionado de MDA-MB-231. MC-M: medio condicionado
de MDA-MB-231.
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4.3.1.5. Expresion proteica de TSG-6

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con los AHs, se podria decir que los Mo/M@ en
contexto de cdncer de mama y de pulmdén no tienen una accidon angiogénica luego del
tratamiento con AHs y por lo tanto, al igual que en la primera parte, decidimos evaluar los niveles
de TSG-6 en los sobrenadantes de los tratamientos de Mo/M@, como proteina regulatoria de la
funcionalidad de AH. Como se menciond, al analizar por western blot los niveles de TSG-6 se
pueden detectar dos especies: i) ~35 kDa corresponde a la especie a TSG-6 libre y ii) ~120 kDa
que corresponde al complejo generado por TSG-6 y las cadenas pesadas de lal (HC). Se observd
que el tratamiento con MC de MDA-MB-231 junto con AHs3 (UA: 21,50 + 1,836) aumento los
niveles de la especie de 120 kDa correspondiente a TSG-6°HC en comparacion con el tratamiento
MC de MDA-MB-231 con AHs1 (UA: 7,869 + 0,9809) (Fig. 43 A). No se observaron diferencias en
los niveles de esta especie de TSG-6 entre los tratamientos de Mo/M@ con MC de H1299 o de
LoVo. En cuanto a los niveles de TSG-6 libre, el tratamiento MC de MDA-MB-231 en conjunto
con AHs3 (UA: 7,216 + 0,3861) disminuyd en comparacion con el tratamiento con AHs1 (UA:
17,11 + 2,719) (Fig. 43 B). En el caso de los tratamientos de Mo/M@ con MC de H1299, se

observé un aumento de TSG-6 libre en el tratamiento en conjunto con AHs1 (UA: 17,02 £+ 0,6729)
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Figura 43. Deteccion de TSG-6 en los sobrenadantes de Mo/M@ tratados con AHs. Se pudieron
detectar dos especies una de (A) ~120 kDa que corresponde a la unidon TSG-6-HC y otra de (B) ~35
kDa que corresponde a TSG-6 libre. Los niveles proteicos se cuantificaron por densitometria. (*)
p<0,05y (**) p<0,01. MC-M: medio condicionado de MDA-MB-231; MC-H: medio condicionado de
H1299; MC-L: medio condicionado de LoVo; UA: unidades arbitrarias.

67



o AHs3 (UA: 14,48 + 0,1688) en comparacion con MC de H1299 solo (UA: 8,059 + 0,7654) (Fig.
43 B).

4.3.1.6. Deteccidon del AH secretado por los Mo/M@

Luego, se analizaron los niveles del AH secretado al medio celular de los Mo/M@ tratados, de
manera tal de evaluar si los AHs son capaces de modular su expresién. Para determinar los
niveles de AH secretados se realizd un ensayo tipo ELISA utilizando una proteina de union al AH.
En primer lugar, es necesario aclarar que no se detectdé AH en los medios condicionados
tumorales en la concentracidn en la que se utilizaron en el cultivo de Mo/M@, asi como tampoco

interfirid AHs1 o AHs3 en la cuantificacidén del AH secretado.

Sin embargo, en los medios de cultivo de los Mo/M@ se observé una disminucién en la
produccién de AH luego del tratamiento con MC de MDA-MB-231 en conjunto con AHs1 (20,55
+ 11,86 ng/ml) y una tendencia a disminuir no significativa con el tratamiento en conjunto con
AHs3, en comparacién con el tratamiento de MC de MDA-MB-231 solo (118,0 + 13,34 ng/ml)
(Fig. 44). También se observé una disminucion en los niveles de AH soluble al tratar Mo/M@ con
MC de H1299 y AHs1 (0,0700 + 0,06506 ng/ml) en comparacién con MC de H1299 solo (20,35 +
2,133 ng/ml); y al tratar Mo/M@ con MC de LoVo mas AHsl (3,790 + 2,188 ng/ml) en

comparacién con MC de LoVo solo (45,60 % 3,801 ng/ml).

Q)

=

AH (ng/ml)
AH (ng/ml)
AH (ng/ml)

Figura 44. Deteccion del AH secretado. Para evaluar la concentracion de AH secretado por los Mo/M@
con los distintos tratamientos se realizd un ensayo tipo ELISA utilizando una proteina especifica de uniéon
a AH (HABP). Se detectd la cantidad total de AH soluble presente en el sobrenadante de Mo/M@
tratados con medios condicionados de células tumorales: A) MDA-MB-231, B) H1299 y C) LoVo. (**)
p<0,01y (***) p<0,001, en comparacién con el control basal (CB). MC-M: medio condicionado de MDA-
MB-231; MC-H: medio condicionado de H1299; MC-L: medio condicionado de LoVo.

4.3.2. MODELO IN VIVO

Dado que en el contexto de cancer de mama se observaron los efectos mas significativos del
AHs, tanto a nivel de las células tumorales como de Mo/M@ en ese contexto, se decidié realizar

un modelo in vivo con ratones Nu/Nu a los cuales se les inoculé MDA-MB-231 y luego Mo/M@
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tratados previamente con AHs1 o AHs3 para evaluar los efectos angiogénicos de estas células

(Fig. 45).

Esquema metodoldgico para evaluar el efecto del sAH sobre Mo/Mg en un modelo tumoral in vivo:
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Figura 45. Migracion de células endoteliales hacia los sobrenadantes de Mo/M@ previamente
tratados. Brevemente, se inocularon 1x10’ células tumorales (MDA-MB-231) subcutdaneamente en el
flaco derecho de cada ratén. A los 10 dias se inoculo por via intratumoral, Mo/M@ derivados de sangre
periférica de donantes sanos tratados o no con AHs1 o AHs3. En el dia 30, se sacrificaron los ratones,
se extrajeron los tumores y se los incluyé en parafina para luego realizar la inmunofluorescencia para
detectar los niveles de i) vasculatura tumoral, ii) TSG-6 y iii) AH.

4.3.2.1. Analisis de la vasculatura tumoral

Al analizar la vasculatura de los tumores por inmunofluorescencia de GSL-1-FITC, se observd
que, en el modelo de cancer de mama, la inoculacidn con Mo/M@ preincubados con AHs1 (UA:
1,113 + 0,02802) o AHs3 (UA: 1,081 + 0,04106) indujo una disminuciéon significativa de la
vasculatura tumoral en comparacion con aquellos inoculados con Mo/M@ sin tratamiento (UA:

1,412 + 0,04594) o el control de tumor (UA: 1,977 + 0,1549) (Fig. 46).
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Figura 46. Analisis de la vasculatura tumoral. Se desarrollé un modelo tumoral in vivo, inoculando en
ratones Nu/Nu células MDA-MB-231. Al tumor, luego, se les inyecté MO/M@ previamente tratados con
AHs1 o AHs3. Los cortes histoldgicos de los tumores se fijaron y se tifieron con GSL-1-FITC que detecta
células endoteliales murinas (verde) y DAPI (azul, nicleos). Se analizé y graficd la intensidad de
fluorescencia de GSL-1. (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001, en comparacion con el control de tumor
(CT). UA: unidades arbitrarias.

4.3.2.2. Analisis de los niveles de AH y TSG-6 en el tumor

Tambien se analizd en los tumores de los distintos grupos de ratones los niveles de TSG-6 y AH
enddgeno mediante inmunofluorescencia. Se observé una disminucion de TSG-6 total en los
tumores inoculados con Mo/M@ previamente tratados con AHs1 (UA: 1,058 + 0,03222) y AHs3
(UA: 1,083 + 0,04172) en comparacion con aquellos animales inoculados con Mo/M@ sin
tratamiento (UA: 2,530 + 0,1283) (Fig. 47 A). En cuanto a los niveles de AH también se observé
una disminucion en los tumores inoculados con Mo/M@ pretratados con AHs1 (UA: 1,521 +
0,1040) o AHs3 (UA: 2,069 + 0,05575) en comparacidn con aquellos inoculados con Mo/M@ sin
tratamiento (UA: 2,642 +0,1122) o con el control de tumor (UA: 2,828 + 0,2007) (Fig. 47 B).
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Los resultados de esta parte muestran que los AHs modulan también a las células Mo/M@ en un
contexto tumoral. Principalmente, en un contexto de carcinoma mamario estos AHs inducen en

Mo/M@ un perfil antiangiogénico que se pudo observar tanto en los experimentos in vitro como

in vivo.
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Figura 47. Inmunofluorescencia de TSG-6 y AH en tumores del modelo MDA-MB-231. Las secciones
tumorales se fijaron y marcaron con: i) TSG-6 y un anticuerpo secundario conjugado con Texas Red
(rojo, TSG-6), ii) proteina de unién AH biotinilada y estreptavidina-FITC (verde, AH total) y DAPI (Azul,
nucleos). Se analizé y grafico la intensidad de fluorescencia de AH y TSG-6. (*) p<0,05, (**) p<0,01y
(***) p<0,001, en comparacién con el control de tumor (CT). UA: unidades arbitrarias.

71



5. DISCUSION

5.1. PARTE I: EFECTO DEL AH SOBRE MO/M@® EN UN CONTEXTO TUMORAL

Como se menciond anteriormente, el microambiente tumoral regula el crecimiento y la
progresion del tumor. Este estd formado por diferentes poblaciones de células ademas de las
tumorales, como los macrdéfagos, las células endoteliales y otras células estromales. El
microambiente tumoral también contiene diversos componentes no celulares, como la matriz
extracelular, cuyas interacciones influyen en el comportamiento tumoral. Esta matriz
extracelular esta alterada en cuanto a composicidon y disposicion en el microambiente tumoral,
modulando distintos procesos claves del desarrollo tumoral como la migracién, angiogénesis,
proliferaciéon y sobrevida (106), los cuales fueron evaluados en este trabajo de tesis. En esta
matriz extracelular tumoral, el glicosaminoglicano AH es uno de los componentes cuya sintesis
y degradacién estan desregulados. Este glicosaminoglicano es capaz de interactuar con Mo/M@
a través de distintos receptores y principalmente por CD44, induciendo sefializacién que
favorecen su migracion y liberacion de quimioquinas, factores de crecimiento y expresion de
MMPs (14). Ain mas, Zhang et al. demostraron que el AH derivado de cultivos de células de
cancer de mama induce un fenotipo inmunosupresion en M@ (107). Por otro lado, es sabido que
la accion del AH depende de su tamafio ya que los distintos pesos moleculares del AH pueden
influenciar de distintas maneras en la activacién de los receptores y en su sefializacién rio abajo
(108). En cuanto al efecto sobre los Mo/M@ en el contexto tumoral, se ha implicado al AH con
su reclutamiento y adhesién (14). Aun mas, estudios previos sugieren una correlacion en el
nimero de Mo/M@ infiltrantes con una MAT rico en AH (70, 71). Sin embargo, estas
observaciones son controversiales y varian entre los tipos tumorales. Es por ello que el objetivo
de esta primera parte de la tesis fue dilucidar si el AH, de distintos pesos moleculares, es capaz
de afectar la respuesta de Mo/M@ en un contexto de carcinoma mamario o colorrectal.

Primero se analizé el comportamiento de dichas células exponiéndolas a lisados celulares (LC) o
factores solubles del medio condicionado (MC) de células tumorales, con el objeto de exponerlas
a distintos tipos de antigenos tumorales y mimetizar la activacion en el contexto tumoral
necrético, apotético o proliferante. Estudios previos demuestran que la necrosis esta
relacionada con un microambiente mas angiogénico e inflamatorio en varios tipos tumorales
(109, 110) incluido el carcinoma mamario (111). Por lo tanto, se decidid evaluar el
comportamiento de los macrdéfagos expuestos tanto a LC como a MC derivados de células

tumorales.
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En este sentido, se observod que el AH, tanto BPM como APM, en presencia de LC o MC derivado
de células tumorales de mama o colon, no afecté los marcadores de superficie que definen el
fenotipo de los M@. Sin embargo, es importante considerar que el comportamiento y funcién
de estas células no esta definido solo por marcadores de superficie. Es mas, estd demostrado
que los M@, ademds de su rol inmunolégico, exhiben una diversidad de comportamientos. Por
ejemplo, estas células como respuesta ante ciertos estimulos, como hipoxia y necrosis, secretan
factores para el crecimiento y el remodelado de la vasculatura durante la angiogénesis, tales
como VEGF, FGF-2, IL-8, PIGF, PDGF, MMPs (24). Por lo tanto, se decidié evaluar si los
tratamientos con AH BPM o APM son capaces de modular el comportamiento angiogénico de
Mo/M@ en ambos contextos tumorales. Se observé que el AH APM en presencia de antigenos
de carcinoma mamario (LC-M o MC-M) aumentd significativamente los niveles de expresidn de
ARNm de VEGF, asi como de otros factores proangiogénicos como IL-8 y FGF-2. Ademas, se
encontrd un aumento significativo en la actividad de MMP-2 cuando los Mo/M@ fueron tratados
con AH en presencia de LC-M. Estudios previos demuestran que MMP-2 cliva el colageno tipo IV
y se asocia con la migracién de CE, afectando su capacidad de generar nuevos vasos sanguineos
(112). Ain mas, se analizé mediante un ensayo de migraciéon de CE, la funcionalidad de los
factores proangiogénicos liberados con el tratamiento de AH APM en un contexto de carcinoma
mamario. Se observd una mayor migraciéon de CE hacia los sobrenadantes de los Mo/M@ con
dicho tratamiento. Resultados similares se observaron en el ensayo in vivo, al analizar la
vasculatura mediante la deteccion de CE: se observé un aumento de ECs en el tejido tumoral del
modelo MDA-MB-231 inoculados con Mo/M@ previamente tratados con AH APM. En resumen,
estos resultados demuestran que el AH APM seria capaz de inducir en Mo/M@ una accién pro-
angiogénica en un contexto de carcinoma mamario.

También, en la primera parte de la tesis, se evaluaron los receptores y proteinas de unién
involucradas en la repuesta de los Mo/M@, ya que la modulacién de estos afecta su funcién
dentro del microambiente tumoral. Se observé que el AH APM en conjunto con MC-M indujo
una disminucidn de la expresién de CD44 y TLR4. Esta modulacion podria tener una relacién con
la regulacion de la angiogénesis ya que ambos receptores se han reportado en mecanismos
moduladores de la angiogénesis tumoral (24), sin embargo pero poco se sabe de esta
modulacién en células del sistema inmune.

Cabe aclarar que estos efectos que se demostraron en un contexto de carcinoma mamario, no
se observaron al exponer a los Mo/M@ a antigenos derivados de carcinoma colorrectal. Por lo
tanto, es posible hipotetizar que existen ciertos componentes en el contexto de carcinoma
mamario, pero no en el colorrectal, que pueden estar modulando la funcién del AH APM en
Mo/M@.
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Teniendo en cuenta estos resultados, se realizaron experimentos para identificar una proteina
de unidén al AH que sea capaz de modular su respuesta angiogénica manera dependiente del tipo
tumoral. Se reconoce ampliamente que el AH no esta covalentemente unido a un nucleo
proteico, pero puede interaccionar con proteinas de unién o hialaderinas, que a su vez modulan
su estructura y funcién. Como se menciond anteriormente TSG-6, es una hialaderina, que
interactua con AH y que media la unién de AH con lal permitiendo la estabilizacion de la MECy
afectando la funcidn del AH (56). La expresion de TSG-6 es estimulada por citoquinas u otros
factores liberados durante la inflamacién o procesos de injuria. Distintos trabajos proponen a
TSG-6 como un regulador de la respuesta inflamatoria manteniendo, de esta forma, la
homeostasis de la MEC (56). Mas aun, se ha observado que la unién de esta proteina con AH
genera estructuras tipo cables que permiten la movilizacién, activacién y liberacién de factores
de crecimiento por parte de células mononucleares como los Mo/M@ en sitios de inflamacién
(113). En esta tesis, por primera vez se analizé la expresidon de esta proteina en el contexto
tumoral y su asociacién con la respuesta angiogénica de Mo/M@. Observamos una reduccion
de la expresién correspondiente al complejo de TSG-6 con las cadenas pesadas de lal (complejo
TSG-6-HC) solo cuando los Mo/M@ fueron tratados con AH en un contexto de carcinoma
mamario (MC-M o LC-M), indicando que antigenos de este tipo tumoral puede inducir sefiales
inmunosupresoras y angiogénicos en M@ mediante la modulacién de TSG-6 y su interaccion con
componentes de la matriz extracelular como AH. El complejo TSG-6-HC es un indicador de la
actividad enzimatica de TSG-6, ya que este cataliza la transferencia de las cadenas pesadas (HC)
de lal al AH (57, 58). Esta interaccidn afecta tanto la estructura del AH como su capacidad de
union a receptores y por ende su funcién (103), lo que sugiere que esta molécula afectaria la
respuesta de Mo/M@ a AH en nuestras condiciones experimentales.

Por otro lado, se utilizé6 un modelo tumoral de carcinoma mamario o colorrectal de xenoinjerto
en ratones Nu/Nu, que no permiten el desarrollo de una respuesta inmune adaptativa y de
manera tal de analizar solo la respuesta angiogénica de los Mo/M@. En concordancia con los
datos in vitro, se observo en los modelos de carcinoma mamario una reduccién en la cantidad
total de TSG-6 en aquellos ratones inoculados con Mo/M@ preincubados con AH APM. Sin
embargo, en este modelo tumoral no se observé una diferencia en los niveles totales de AH.
Esto indica que la funcién diferencial del AH depende de factores o antigenos del microambiente
tumoral mas que de la cantidad de AH. Aun mas, se analizaron in vitro Mo/M@ derivados de
pacientes oncolégicos con carcinoma mamario o colorrectal, de esta forma pudimos extender
nuestros resultados en diferentes tipos tumorales, asi como estadios. Para ello, se aislaron
Mo/M@ de sangre periférica de los pacientes y se los tratd con AH y con lisados del tejido
tumoral o adyacente al tumor (LTT o LTAT, respectivamente) del mismo paciente. Se observé
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una disminucién en los niveles de TSG-6-HC en aquellos Mo/M@ derivadas de pacientes con
carcinoma mamario tratados con LTT y AH APM. Mientras que no hubo modulacién de TSG-6-HC
con los tratamientos de LTAT. Estos resultados estdn en concordancia con el in vitro con
muestras de dadores sanos y con el modelo in vitro, indicando que el AH APM modula TSG-6 y
la angiogénesis en Mo/M®@ en un modelo tumoral mamario.

En el contexto de carcinoma colorrectal, el tratamiento con AH APM no afecté la expresion de
sus receptores, ni de TSG-6, ni moduld su capacidad angiogénica. Interesantemente, los M@
presentes en el microambiente presentan un rol controversial. Es decir, algunos estudios
demuestran que los TAMs en ese contexto exhiben capacidades anti-tumorales, mientras que
otros sostienen que estas células contribuyen a la promocién del tumor (114). Sin embargo, en
cancer de mama se demostrd que una alta densidad de TAMs correlaciona con una baja
prognosis, ya que estas células son capaces de inducir angiogénesis, remodelacion de la MEC
para promover la invasidn, contribuir a la evasion de la respuesta inmune anti-tumoral y reclutar
leucocitos inmunosupresores al microambiente tumoral (115).

En resumen, en esta primera parte de la tesis se demuestra que AH APM, una molécula muy
conservada y poco inmunogénica, desregula los nieves de TSG-6 en Mo/M@ modulando su
comportamiento angiogénico en un contexto de carcinoma mamario, pero no en un contexto
de carcinoma colorrectal. Ademas, es interesante destacar que MC-M induce una disminucion
del complejo TSG-6-HC que podria ser esencial para la angiogénesis, ya que este efecto no se

observo con el MC de LoVo.

5.2. PARTE Il: EFECTO DEL AH SULFATADO SOBRE CELULAS TUMORALES

Luego de establecidos los efectos del AH nativo, decidimos iniciar los estudios usando los
derivados quimicos parcial o totalmente sulfatados de AH (AHs1 o AHs3, respectivamente) sobre
células tumorales de distintos tipos: mama, pulmdn y colorrectal. Estos compuestos fueron
producidos durante mi estadia en la empresa Fidia Farmaceutici S.p.A. (Italia) donde se pusieron
a punto protocolos de produccién manteniendo un rango de peso molecular determinado, con
el objeto de evaluar su accidn antitumoral, no solo sobre células tumorales sino también sobre
células del microambiente como lo son los Mo/M@ y CE. Por otro lado, se decidié ampliar
agregando el modelo de células de carcinoma pulmonar no microciticas (linea celular H1299) ya
gue junto con los otros dos corresponden a los tres tipos de tumores mas frecuentes en nuestro
pais. En este aspecto, estudios previos demuestran que en los tumores de pulmdén y de mama
la expresion de HYAL-1 se encuentra elevada (47-49, 116) y es sabido que el AHs un potente

inhibidor de esta enzima (117). Si bien nuestro objetivo principal es evaluar su accién sobre
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Mo/M@ en el microambiente tumoral (parte ), se decidid también analizar su accién sobre

células tumorales pues estudios previos que indican que los AHs tienen una accién antitumoral

y antiangiogénia en cancer de préstata y vejiga por accién directa sobre estas células (84, 85).

Aun mas, estos estudios indican que los tratamientos con AHs en células tumorales de prdstata
y vejiga inhibe la accién de HYALs tanto por mecanismos competitivos como no competitivos, y
en consecuencia observaron una inhibicién del crecimiento tumoral asi como de la angiogénesis
tumoral (84, 85). Por otra parte, no hay antecedentes de la accién de AHs en los tipos tumorales
del interés de esta tesis.

En primer lugar, se analizo el efecto del AHs1 o AHs3 sobre distintas funciones celulares claves
para el mantenimiento y crecimiento tumoral, analizando efectos sobre la viabilidad,
proliferacién, apoptosis y accion citotdxica. En el caso de la viabilidad solo se observé una
disminucién con los tratamientos de AHs en las células de carcinoma mamario MDA-MB-231, en
donde se pudo determinar la IC50 para determinar la concentracién de trabajo de 100 pg/ml,
menor al IC50 y que no era citotdxica. En las lineas celulares de carcinoma de pulmén (H1299)
solo se observé una disminucion de la viabilidad con el tratamiento de AHs3 en la mayor
concentracién (1000 pg/ml) que corresponde con un aumento de la citotoxicidad. En el caso de
las células de carcinoma colorrectal (LoVo) no se observd una disminucidn de la viabilidad con
ninguno de los tratamientos de los dos tipos de AHs, ni tampoco efectos citotdxicos. Teniendo
en cuenta estos resultados se puede deducir que los AHs ejercieron una accién antitumoral en
las células MDA-MB-231, de carcinoma mamario afectando la viabilidad de las mismas. Sin
embargo, con H1299 y LoVo se observd principalmente un efecto anti-proliferativo con el
tratamiento de AHs3 en la concentracién de 100 ug/ml. El hecho de que no se haya observado
una reduccion de la proliferacién con los tratamientos en MDA-MB-231 puede deberse a que se
esta usando en la concentracion IC50 vy, por lo tanto, que en esta concentracidn no se llegue a
observar el efecto.

Posteriormente, sabiendo que AHs inhibe a HYAL-1 resultd interesante evaluar la accidon de AHs1
o AHs3 sobre el AH enddgeno producido por las distintas células tumorales, ya que en varios
tumores se reportd una sobreexpresion de hialuronidasas y en muchos de ellos se propuso como
un biomarcador (45, 46). AUn mas, varios antecedentes demuestran que el sistema AH tumoral-
HYALs promueve el crecimiento tumoral, la invasion/metastasis y la angiogénesis (118-120).
Para analizar la posible acciéon sobre esta enzima u otras isoenzimas involucradas en la
degradacion de AH evaluamos en cultivos in vitro el area pericelular que generan las células en
presencia de estos derivados de AH. En general se considera que la matriz intersticial o
pericelular estd compuesta principalmente por AH (94), Para tal fin llevamos a cabo un ensayo
de exclusidn de particulas que permite evaluar la dindmica de generacién de AH usando un
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control con Hyal, que especificamente degrada este GAG. Los resultados mostraron que el AHs3
indujo una disminucidn del drea pericelular en las tres lineas celulares, indicando una reduccion
del AH y otros proteoglicanos presentes alrededor de la célula. Por otro lado, cuando se analizé
el AH soluble total, es decir aquel secretado total al medio de cultivo, no se observaron cambios
en su concentracion con los distintos tratamientos. Sin embargo, esta técnica detecta el AH total
que las células liberaron al microambiente y no el rango de pesos moleculares que posiblemente
sea lo que esta variando en los tratamientos. Cabe destacar que, basalmente las células MDA-
MB-231 producen una mayor cantidad de AH que las células H1299 y ambas sintetizan mas AH
gue las células LoVo. Esto resulta interesante ya que MDA-MB-231 seria un tumor rico en AHy
es la linea celular de las tres que mds AH produce, es con la que se detectan mads efectos con los
tratamientos con AHs mientras que con las células LoVo, las que menos AH producen, no se
observaron efectos con los tratamientos con AHs.

Dado que los cultivos tumorales 2D, donde las células crecen en monocapa, no representan de
la mejor manera la interaccién entre las células tumorales y la MEC (121), se decidi6 realizar
cultivos 3D de las células tumorales para evaluar el AH presente en la MEC y compararlo con el
AH producido en los distintos tratamientos de AHs. Mas aun, se considera que los tumores in
vivo crecen formando estructuras 3D, que es crucial para interactuar con los distintos
componentes de la MEC tumoral (121), como lo es el AH. Sorpresivamente, nuestros resultados
mostraron en MDA-MB-231 que el tratamiento con AHs3 aumento los niveles de AH total en las
tumorosferas, mientras que en H1299 esto ocurrié con AHs1. En el caso de LoVo los niveles de
AH no fueron detectados en las tumorosferas mediante esta técnica, lo cual se relaciona con los
bajos niveles de AH total soluble detectados en el ensayo tipo ELISA. Ain mas, se observé una
disminucién en el tamafio de las tumorosferas de MDA-MB-231 con el tratamiento de AHs3 y
en H1299 con ambos tratamientos de AHs, lo cual indicaria que estos tratamientos alterarian el
estado de proliferacion de estas células en estos tipos de cultivos por inducir cambios en el
contenido de AH. En vista de que fue observado, un aumento en los cultivos en 2D, esto podria
indicar que en las tumorosferas se afecta el acceso a nutrientes esenciales para las células, que
no ocurre cuando se hacen cultivos en 2D. Este es un aspecto interesante de continuar
estudiando pues indica que el AH modificado quimicamente y por lo tanto exdgeno afecta el
metabolismo del propio AH enddgeno. Por otro lado estos cultivos 3D tienen una composicion
de tipos celulares con fenotipo stem cell diferente al observado en los cultivos 2D (122) que
explican el cambio de expresién y contenido de AH.

Debido a los antecedentes previos que demuestran que AHs tiene una accion anti-angiogénica
(84-86), se decidié también evaluar la accidn de los tratamientos en las células tumorales sobre
la quimioatraccién de CE. Los sobrenadantes de las MDA-MB-231 y H1299 tratadas con AHs1 o
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AHs3 redujeron significativamente la quimioatraccién de células endoteliales; sin embargo, ese
efecto no se observoé con la linea celular LoVo. Interesantemente, se observd un aumentoé en la
migracion de CE hacia AHs1 o AHs3 sin el sobrenadante tumoral. Estos resultados indicarian que
AHs1 y AHs3 tienen un efecto anti-angiogénico sélo en un contexto tumoral, y principalmente
en el mamario y pulmonar, pero no colorrectal.

Para continuar y relacionar estos resultados con uno de los objetivos principales de la tesis que
es evaluar la accién de AHs en Mo/M@ (parte 1ll), se realizaron ensayos de migracién con Mo
derivados de sangre periférica de donantes sanos. Interesantemente, los sobrenadantes de
células MDA-MB-231 o H1299 tratadas con AHs3 disminuyeron la migracién de Mo/M@; efecto
gue también se observd con el tratamiento AHs3 solo. En el caso de la linea celular LoVo, no se
observaron diferencias en quimioatraccion de Mo/M@ entre los tratamientos. Los Mo son
intensamente reclutados en tumores en crecimiento mediante factores quimioatractantes
secretados por células tumorales y estromales del microambiente (123). En cancer de mama se
demostré que una alta densidad de TAMs correlaciona con una baja prognosis (124), con lo cual
una disminucidn en la atraccion de Mo podria resultar beneficioso para lograr un efecto anti-
tumoral de otras terapias.

En resumen, en esta segunda parte se puede concluir que el AHs sobre todo el derivado
totalmente sulfatado (AHs3) presenté una posible accién antitumoral y antiangiogénica en
células tumorales de mama y en menor medida de pulmdn. Mientras que en células tumorales
de carcinoma colorrectal no demostré tener el mismo efecto. Si bien mas estudios son
necesarios, estos resultados son de gran interés ya que AHs3 podria ser un potencial agente
antitumoral para complementar las quimioterapias actuales en cancer de mamay posiblemente

también en cancer de pulmén.

5.3. PARTE Ill: EFECTO DEL AH SULFATADO SOBRE MO/M@® EN UN CONTEXTO
TUMORAL
Finalmente, se estudid el efecto de los AHs en Mo/M@ en un contexto tumoral, si bien se
tuvieron en cuenta los tres tipos tumorales mencionados en la Parte Il, se priorizaron algunos
experimentos con el contexto de carcinoma mamario ya que fue en donde se observaron
mayores efectos de este AH modificado. Si bien en la secciéon anterior se observd que la
migracion de Mo/M@ disminuye hacia sobrenadantes de MDA-MB-231 o H1299 tratadas con
AHs3, esta tercera parte se enfoca sobre la modulacién de AHs3 en Mo/M@ en un contexto
tumoral. Sobre todo, se enfoca en analizar si estos AH quimicamente modificados son capaces

de modular el perfil inmunolégico como el comportamiento angiogénico de estas células. Lo
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primero que se evalud fue la viabilidad en Mo/M@ derivados de sangre periférica de donantes
sanos al ser tratados con distintas concentraciones de AHs1 o AHs3. Se observé que ambos AHs
en todas las concentraciones testeadas aumentd la viabilidad de Mo/M@, con lo cual se decidid
continuar utilizando en los experimentos y utilizar la concentracién de 100 pg/ml que es la
misma que se utilizd en la parte |l con las células tumorales.

Estudios previos demuestran que una matriz compuesta de coldgeno | y AHs tiene la capacidad
in vitro en M@ derivados de sangre periférica de dadores sin patologias, de promover la
produccién de citoquinas similar a un perfil M2 y reducir aquellas caracteristicas de un perfil M1
(87, 89). Sin embargo, no existen datos sobre la accion de AHs soluble en M@ en un contexto
tumoral, ni tampoco su efecto sobre la capacidad angiogénica de estas células. Entonces, una
vez que se detectd que los AHs no disminuyen la viabilidad de Mo/M@ se continud evaluando la
modulacién inmunolégica que estos ejercen. Como se mostrd en la parte |, en nuestro disefio
experimental no se pudo detectar cambios en los marcadores de superficie en Mo/M@, por lo
tanto, para esta parte se evalud la biosintesis de ciertas citoquinas involucradas no solo en su
accion inmunoldégica sino también por sus efectos en la angiogénesis. Tal es el caso de TGF-1(,
la cual es una citoquina con una accion antinflamatoria y a su vez en un contexto tumoral es
capaz de inducir un efecto pro angiogénico (125). Por otra parte, IL-1PB es el principal mediador
de la respuesta inflamatoria Mo/M@ y también es un potente inductor de la angiogénesis
tumoral (126, 127). Teniendo en cuenta estos antecedentes, se observé que en un contexto de
carcinoma mamario los Mo/M@ tratados con AHs3 produjeron una disminucion en la sintesis de
TGF-1B; no obstante, esta disminucidn no se observé al detectar la forma activa de TGF-1p. En
este mismo contexto, no se observé una modulacién de los niveles de IL-1B; sin embargo, se
observo una tendencia a disminuir en el tratamiento con AHs3. Estos resultados de TGF-1 e IL-
1B indicarian que AHs3 induciria en Mo/M@ una reduccion en la angiogénesis tumoral en un
contexto de carcinoma mamario. En el caso de un contexto de carcinoma pulmonar, los
tratamientos con AHs no modularon la expresién de estas citoquinas en Mo/M@.
Sorpresivamente, en el caso de un contexto de carcinoma colorrectal se observdé que ambos
tratamientos de AHs indujeron una disminucion de la sintesis de IL-1B en Mo/M@, el contexto
tumoral esta citoquina tiene amplios efectos pro-tumorales. Si bien mas estudios son necesarios
para afirmarlo, se podria hipotetizar que AHs en un contexto de carcinoma colorrectal reduce la
accion de esta citoquina y seran necesarios establecer el impacto en la progresion del tumor.
Como se discutié ampliamente a lo largo de esta tesis, estd demostrado que los M@, ademds de
su rol inmunologico, modulan la angiogenesis tumoral. Por otro lado, tanto en esta tesis como
en estudios previos se observd un rol anti-angiogenico del AHs en células tumorales. Teniendo
todo esto en cuenta, resulta pertinente evaluar la accion de AHsl y AHs3 sobre el
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comportamiento angiogénico de Mo/M@ en un contexto tumoral. Es interesante destacar, que
los Mo/M@ en un contexto de MDA-MB-231 y tratados con AHsl o AHs3 no presentaron
expresion de factores angiogénicos, disminuyeron la quimiotaxis de CE y en un modelo in vivo
también redujeron la vasculatura tumoral. Indicando que, en este contexto de carcinoma
mamario, AHs1 y AHs3 indujeron en Mo/M@ una respuesta anti-angiogénica. Estos resultados
indican que ambos AHs ejercen una accidn antiangiogénica sobre los Mo/M@ en un contexto de
carcinoma mamario.

Por otro lado, en la parte | de la tesis se reportd que el AH APM inducia un comportamiento
proangiogénico en Mo/M@ en cancer de mama y al mismo tiempo disminuyd los niveles del
complejo TSG-6-HC. Estudios previos, ademas, reportan que TSG-6 si bien no es un promotor de
la angiogénesis, la regula indirectamente (56, 60). Teniendo en cuenta estos antecedentes se
analizaron los niveles de TSG-6 por western blot y aquellos Mo/M@ tratados con MC de MDA-
MB-231 en conjunto con AHs3 aumentd el complejo TSG-6-HC y una disminucién de TSG-6 libre.
Estos resultados indican nuevamente una posible relacion entre la disminucién de su
comportamiento angiogénico y una modulacién de TSG-6. En cuanto al ensayo in vivo demuestra
también que en modelos tumorales de MDA-MB-231, aquellos ratones a los que se les inoculo
Mo/M@ tratados previamente AHs1 o AHs3 decrecieron tanto los niveles de TSG-6 como de AH
total, al mismo tiempo que disminuyd la vasculatura tumoral. En definitiva, en esta Ultima parte
de la tesis se demuestra que AHs modula negativamente el comportamiento angiogénico en
Mo/M@ en un contexto de carcinoma mamario y al mismo tiempo desregula los niveles de TSG-

6 tanto en ensayos in vitro como in vivo.
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6. CONCLUSIONES GENERALES

A) En un contexto de carcinoma mamario el tratamiento con AH APM sobre Mo/M@:

i) estimuld su capacidad angiogénica; ii) moduld la expresion de ciertos receptores de AH como
CD44 y TLR-4; y iii) moduld los niveles de TSG-6, una proteina de unién al AH. Este tratamiento
en un contexto de carcinoma colorrectal no desencadend dichos efectos. En cuanto a los
derivados sulfatados de AH (AHs1 y AHs3) modularon negativamente la angiogénesis en células
tumorales y Mo/M@ en un contexto de carcinoma mamario, en menor medida en carcinoma
pulmonar; pero no en un contexto de carcinoma colorrectal. Por lo tanto, como conclusion
general del trabajo es posible postular que los tratamientos con AH exdgeno de alto peso
molecular (AH APM) o quimicamente modificados con distintos grados de sulfatacién (AHs1,
AHs3) son capaces de modular la respuesta angiogénica de los Mo/M@ dependiendo del tipo
tumoral con el que se encuentran. Asi como también modular proteinas de unién al AH que son
capaces de regular su funcién y estructura, como TSG-6 que probablemente en este contexto

tenga una accién regulatoria de la respuesta angiogénica de estas células.

B) Ademas, los dos tipos de AHs podrian ejercer un rol antitumoral y antiangiogénico tanto en
células tumorales, asi como en Mo/M@ de un contexto de carcinoma mamario. Estos resultados
son de gran interés ya que permitirian complementar y aumentar el éxito de los agentes
antiangiogénicos e inmunoldgicos en las quimioterapias actuales, principalmente en cancer de

mama. En otros tipos de tumores, mas estudios serian necesarios para validar este efecto.
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