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RESUMEN

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG) comprende un grupo heterogéneo de
entidades interrelacionadas y asociadas al trofoblasto con caracteristicas clinicas,
morfolégicas y patogenia especificas. Algunas de ellas representan lesiones benignas, como
mola hidatiforme completa (MHC); mientras que otras son neoplasias como coriocarcinoma
(CC) y tumor trofoblastico de sitio placentario (TTSP). Es interesante destacar que todas las
variantes de ETG difieren genéticamente de la madre y por lo tanto constituyen un aloinjerto.
El acido hialurénico (AH) es el principal glicosaminoglicano lineal presente en la matriz
extracelular. Esta compuesto por unidades disacaridicas de acido-D-glucurénico y N-
acetilglucosamina. Los principales receptores con los cuales interactia y modula procesos
biolégicos en neoplasias son CD44 y RHAMM. Dichos procesos son proliferacion,
diferenciacion, adhesién, migracién, invasion, resistencia a multidrogas, senescencia.

Ha sido ampliamente estudiada la participacion del AH en la progresién de varios tumores
sélidos y en nuestro en laboratorio en particular, en enfermedades oncohematolégicas. Sin
embargo, su participacion en neoplasias asociadas a trastornos gestacionales es
practicamente desconocida. El objetivo general de este trabajo de Tesis fue dilucidar la
implicancia del AH en el proceso fisiopatologico de ETG.

En este trabajo de Tesis se demostr6 que existe una expresion diferencial de AH y sus
receptores, CD44 y RHAMM, en las poblaciones trofoblasticas de MHC, CCy TTSP asi
como también en placenta de primer trimestre empleando muestras de tejidos. Los
resultados demostrados en el Primer Capitulo sugieren que el AH, CD44 y RHAMM
participan tanto del proceso fisioldégico de implantacion y placentacion asi como del proceso
fisiopatol6gico asociado a cada una de las entidades de ETG estudiadas.

Para dilucidar esto ultimo en el Segundo Capitulo se caracterizaron tres lineas celulares de
CC humano ya que hasta el momento no existen modelos disponibles para el estudio de
MHC y TTSP. En concordancia con los resultados hallados en muestras de pacientes con
CC, donde demostramos expresion de AH en el estroma tumoral y expresion de RHAMM en
la superficie de las células tumorales, encontramos que la linea celular JEG-3 constituiria el
mejor modelo para estudiar la implicancia de AH en esta entidad. Esta linea expresa
RHAMM en su superficie celular, no expresa CD44 y no secreta AH al medio extracelular.
Posteriormente, en el Tercer Capitulo de este trabajo evaluamos el efecto del AH de diverso
peso molecular en los procesos de migracion, proliferacion y diferenciacion de células JEG-3
y los mecanismos subyacentes.

Demostramos que el AH-BPM , pero no el AH-APM, es capaz de inducir migracion celular
sin afectar la proliferacion. También, que tanto AH-BPM como AH-APM inducen una

modulacion de algunos marcadores trofoblasticos del linaje extravelloso (con capacidad de
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invasion celular): aumento en la expresion de HLA-G, disminucion de hCG y de sincitina-2.
Estos resultados sugieren que en un entorno donde co-existen fragmentos de AH de diverso
peso molecular ambos tipos de AH podrian actuar de modo concertado favoreciendo la
diferenciacién hacia un fenotipo extravelloso y la migracién de las células JEG-3 hacia AH-
BPM.

Del estudio de los mecanismos moleculares que subyacen al efecto del AH-BPM sobre la
migracién celular demostramos que este efecto depende del nivel endégeno de hCG en el
medio extracelular ya que la capacidad de migracién disminuye cuando se bloquea hCG.
También demostramos que el AH-BPM induce la fosforilacién de ERK. Esta activacion es
modulada de modo temporal por las quinasas MEK y PI3K indicando que existe un crosstalk
entre ambas vias. Sin embago, la migracién frente a AH-BPM depende de la quinasa PI3K
pero no de MEK. Finalmente, también demostramos que la migracién en estas condiciones

depende de la interaccion con el receptor RHAMM.

En resumen, demostramos que la linea celular de coriocarcinoma humano JEG-3 es un
modelo adecuado para estudiar el efecto del AH sobre la biologia de estas células. En este
modelo, demostramos que el AH-APM y —BPM inducen la diferenciacién bioquimica de las
células JEG-3 hacia un fenotipo extravelloso. Sin embargo, el AH-BPM, pero no el AH-APM,
es capaz de inducir migracion celular sin afectar la proliferacion y que dicho efecto depende
del nivel de hCG enddgena. Asimismo, este efecto del AH sobre la migracion de las células
JEG-3 involucra un aumento en la fosforilaciéon de ERK el cual depende de la participacion
de la quinasa PI3K y es mediado por el receptor RHAMM.

Esta Tesis representa un importante aporte al campo de las ciencias del AH ya que su
participacién en procesos neoplasicos asociados a la gestacion ha sido poco estudiada. La
importancia del conocimiento del dialogo entre el estroma y este tumor radica en la
posibilidad de generar nuevas estrategias terapeuticas para esta enfermedad en aquellos
casos donde fracase la quimioterapia convencional y se presente recidiva y

guimioresistencia.
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Marilina Mascaré — Tesis Doctoral
Introduccién

¢, Qué es la Enfermedad Trofoblastica Gestacional?

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG) comprende un grupo heterogéneo de
entidades interrelacionadas y asociadas al trofoblasto con caracteristicas clinicas,
morfolégicas y patogenia especificas. Algunas de ellas representan lesiones benignas
mientras que otras son neoplasias. Es interesante destacar que todas las variantes de ETG
difieren genéticamente de la madre y por lo tanto constituyen un aloinjerto.
Si bien existen multiples clasificaciones de este grupo de enfermedades, la siguiente,
propuesta por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se enfoca desde el punto de vista
histopatoldgico (Shih 2007; Cheung et al. 2009). Asi, la ETG esta compuesta por:
- Mola hidatiforme (MH), la cual puede ser parcial o completa.
- Neoplasia trofoblastica gestacional (NTG), compuesta a su vez por entidades como
coriocarcinoma (CC), tumor trofoblastico de sitio placentario (TTSP) y tumor
trofoblastico epilelioide (TTE); y

- Lesiones benignas, como sitio placental exagerado y nddulo de sitio placental.

Mola Parcial
Hid';/![ﬁlcime — | Mola Completa
[ Coriocarcinoma
Neoplasia — m—
TEgg[;Tées(:ﬁg Trofo&éstica [ Tumor trofoblastico epitelioide
Gestacional Gestacional )
Tumor trofoblastico
de sitio placentario

Lesiones Nodulo de sitio placental
Benignas |— | Sitio placental exagerado

Figura 1. Clasificacién de ETG desde el punto de vista histopatolégico. (Modificada de (Shih
2007)).



Marilina Mascaré — Tesis Doctoral
Introduccién

Epidemiologia

Los estudios epidemiolégicos en ETG son escasos y estan limitados principalmente debido
a: la definicion de la entidad (tipo de gesta 6 tumor), deteccion del caso (ausencia de
confirmacion histopatoldgica) y el empleo de un denominador comun (embarazo, parto,
nacidos vivos) para calcular la incidencia de casos.

La estimacion de la incidencia de ETG varia segun la regién geografica. La incidencia de
MH es entre 1,5 - 6 de 1.000 embarazos en Sudamérica mientras que la presentacién de CC
seria de entre 2 — 7 de 100.000 embarazos y la frecuencia de TTSP fue estimada de 0,2%
de todos los casos de ETG (Mangili et al. 2014).

Entre los factores de riesgo de ETG se enumeran:

- la edad materna, ha sido identificada un importante factor ya que los casos de MH se
incrementan en los extremos de la edad reproductiva (menor de 15 6 mayor de 40
anos).

- la etnicidad, varios estudios han reportado una alta incidencia de ETG en mujeres de
origen asiatico.

- historia obstétrica, enfermedad molar repetida incrementa el riesgo de desarrollar
NTG.

- nutricién, asociado a el estado socioecondémico y localizacion geogréfica, se
hipotetiza que una dieta pobre en caroteno y proteinas y abundante en grasas podria

constituir un factor de riesgo.

En este trabajo de tesis, se ahondara sobre mola hidatiforme, coriocarcinoma y tumor

trofoblastico de sitio placentario.

Previamente al desarrollo del tema, se procedera a exponer brevemente el proceso de

placentacién normal.
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Resumen del proceso de fecundacion, implantacién y placentacién normal

En un proceso de fertilizacién normal, un évulo (cuya carga genética es 23X) es fecundado
por un espermatozoide (cuya carga genética puede ser 23X 6 23Y) en la trompa de Falopio
dentro de las 24-48 horas luego de la ovulacion. Este producto de concepcion denominado
cigoto continla su desarrollo hasta convertirse en una masa de 12 a 16 células (moérula) en
su recorrido hacia la cavidad uterina luego de 2 6 3 dias de la fertilizacién. Posteriormente,
la presencia de una cavidad interior liquida en la masa celular interna indica la transicion al
estadio blastocisto y es acompafiada por la diferenciacion de las células de la superficie que
se transforman en trofoectodermo (dando origen a las estructuras extraembrionarias,
incluida la placenta), y la masa celular interna (que dara origen al embrién) (Figura 2 A).
Para garantizar el éxito de la implantacién, aunque espacialmente separadas, las etapas
iniciales del desarrollo embrionario y uterino deben estar temporalmente coordinadas.

La implantacién ocurre aproximadamente 6 6 7 dias luego de la fertilizacién y depende de la
diferenciacién del trofoblasto. El trofoblasto deriva del trofoectodermo y puede diferenciarse
en: citotrofoblasto (CT), sincitiotrofoblasto (ST) y trofoblasto intermedio (TI).

En la primer etapa de la implantacion ocurre la adhesion inicial del blastocisto a la pared
uterina, llamada aposicion, la cual es inestable. Luego hay una estabilizacion de dicha
adhesion, caracterizada por la interaccion fisica entre el blastocisto y el epitelio uterino.
Posteriormente, ocurre la invasion, donde el ST penetra en el epitelio uterino.

Al décimo dia de la fertilizacion, el blastocisto esta completamente embebido en el tejido
estromal del Utero, el epitelio uterino se restablece, cubre el sitio de implantacion y el Tl
protruye de la capa trofoblastica. Eventualmente, el Tl infiltra la decidua y el miometrio e
invade y reemplaza las arterias espiraladas del sitio de implantacion para establecer la
circulacion materno-fetal colocando al trofoblasto en contacto directo con la sangre materna
(Norwitz et al. 2001; Red-Horse 2004) (Figura 2 B).
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Figura 2. (A) Etapa temprana del desarrollo embrionario humano desde la fertilizacion hasta
la formacién del blastocisto (adaptado de (Red-Horse 2004)). (B) Blastocisto implantado en
el endometrio materno (adaptado de Norwitz, Schust et al. 2001).
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Aspectos generales de la diferenciacion del trofoblasto

En la placentacion normal, el trofoblasto que crece asociado a la vellosidad coriénica es
denominado trofoblasto velloso, mientras que el trofoblasto en otras localizaciones es
conocido como trofoblasto extravelloso.

El trofoblasto velloso esta compuesto, en su mayoria, de CT y ST y en menor proporcion de
TI. CT es el trofoblasto stem cell de la superficie vellosa y demuestra actividad proliferativa
durante el primer trimestre de gestacion. Conforma una capa continua interna sobre la
superficie de la vellosidad coriénica. Sobre ésta, se fusiona diferenciandose a ST. Esta
diferenciacién esta acompafiada de la pérdida completa de la actividad proliferativa. A
medida que la gestacion progresa, dicha actividad de CT disminuye y hay un incremento en
el nimero relativo de ST respecto de CT. ST media con la circulacion materna y produce la
mayoria de las hormonas de la placenta.

En contraste, el trofoblasto extravelloso que infiltra decidua, miometrio y arterias espiraladas
del sitio placentario estd compuesto de TI. Esta subpoblacion comparte caracteristicas
morfolégicas y funcionales de CT y ST. La denominacion de Tl en la literatura resulta
muchas veces confusa. Esta poblacion es heterogénea y depende del sitio de localizacién
anatomica. La via de diferenciacién a trofoblasto extravelloso ocurre en el extremo de la
vellosidad que hace contacto con el lecho placentario. También conocida como vellosidad
de anclaje, exhibe un espectro morfologico de diferenciacion donde el trofoblasto emerge
imperceptiblemente en Tl dentro de esas columnas trofoblasticas. Estas células son
denominadas, Tl velloso. La actividad proliferativa de las mismas disminuye a medida que
se alejan de la vellosidad. En la base de las columnas trofoblasticas, en la unién con el
endometrio, Tl infiltra la decidua y el miometrio e invade y reemplaza las arterias espiraladas
del sitio de implantacién para establecer la circulacion materno-fetal. Esta subpoblacién es
denominada TI de sitio de implantacion. En contraste, Tl alejado del sitio de implantacién se

denomina Tl tipo coridnico (Figura 3). (Kurman et al. 2011))



Marilina Mascaré — Tesis Doctoral
Introduccién

Trofoblasto
intermedio

Wlkoso Trofoblasto
intermedio de
Espacio sitio de
intervelloso implantacion

Figura 3. Representacion esquematica de las subpoblaciones trofoblasticas en la placenta.
(Adaptado de Kurman et al. 2011))
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MOLA HIDATIFORME

La mola hidatiforme (MH), o embarazo molar, es un evento gestacional en el cual la placenta
se desarrolla de modo anormal si bien no se trata de un tumor. Puede ser parcial o completa
tratandose de dos entidades diferentes e independientes entre si. Cada una de estas
entidades posee caracteristicas citogenéticas diferentes que derivan en hallazgos clinicos e
histopatologicos propios.

Segun la hipo6tesis mas aceptada, ya que no se conoce exactamente el mecanismo, la MH
se produce luego de la fertilizacion de un évulo por uno o dos espermatozoides (Figura 4).
En la MH Parcial (MHP), el évulo con carga génetica haploide es fertilizado por un
espermatozoide que luego endoduplica, 6 por dos espermatozoides, pudiendo ser el
cariotipo del producto triploide XXX, XYY 6 XYY. Asi, MHP contiene material genético tanto
materno como paterno.

En cambio, en MH Completa (MHC), el 6vulo carece de material genético y es fertilizado por
un espermatozoide que luego endoduplica, 6 por dos espermatozoides, siendo el cariotipo
del producto diploide pudiendo ser XX 6 XY. El producto YY no es viable (Cheung et al.
2009).

En determinados casos la MH puede coexistir con el embrién y concluir en un parto a
término bajo seguimiento médico. Este tipo de embarazos se denomina gemelar (MH +
embarazo normal) (Sebire 2010).

La importancia en el diagnéstico y diferenciacion de ambas entidades radica en el riesgo
aumentado de desarrollar posteriormente NTG (Sun et al. 2015).

A Fertilizacion normal B Mola hidatiforme completa C Mola hidatiforme parcial

- - N
- + +
Presencia de cromosomas
materno y paterno:
Todos los cromosomas derivan set haploide paterno
del espermatozoide: androgénesis extra incluido

Figura 4. Génesis de MH parcial y completa. (Adaptado de (Cheung et al. 2009)).
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Histologia

MHC es caracterizada por edema de la mayoria de las vellosidades (Figura 5D versus 5A) y
un grado variable de proliferacion trofoblastica y atipia (Figura 5E versus 5B). En cambio en

la MHP coexisten dos tipos de vellosidades: aquellas edematosas de gran tamafio y otras de
tamafio normal, las cuales pueden presentar fibrosis. La proliferacion trofoblastica es focal y

menos marcada (Kurman et al. 2011).

0.7 al g 5

rimer trimestre (A-C) y en MH (D, E). CT:
citotrofoblasto, ST: sincitiotrofoblasto, TEV: trofoblasto extravelloso, EV: estroma velloso.
Magnificacion original 40X (Ay D) y 200X (B, Cy E).
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p57kip2

Aunque MHP y MHC son facilmente distinguibles en el examen histolégico, el uso rutinario
de técnicas de ultrasonido en el control del embarazo ha llevado a un diagndstico clinico y
evacuacion mas temprano en la gestacion, frecuentemente en las primeras semanas. Como
resultado, las caracteristicas clasicas observadas en edad gestacional mas avanzada no
alcanzan a desarrollarse y el diagnéstico histopatolégico se ha hecho mas dificultoso. El
empleo de la tincion para p57kip2 constituye una herramienta util y contribuye a la
clasificacion de MHC aunque no es ampliamente usada en la clinica.

p57kip2 es una proteina producto del gen CDKN1C (cyclin-dependet kinase inhibitor 1C) y
participa en la regulacién del ciclo celular.

Durante la gametogénesis algunos genes sufren modificaciones epigenéticas que conllevan
a su silenciamiento o impronta genética. Estos genes son transcriptos solamente desde un
alelo heredado (el otro alelo esta silenciado) ya sea materno o paterno. Este fenémeno
subyace en la patologia anormal vista en MH. CDKN1C es uno de los genes silenciados en
el alelo materno.

Varios trabajos empleando inmunohistoquimica han demostrado que p57kip2 se encuentra
expresado en el nlcleo de las céulas del mesenquima velloso y de la capa citotrofoblastica
en placenta humana y se ha demostrado su utilidad en la discriminacién de MHC versus
embarazos no molares ya que en MHC la expresion de p57kip2 en estas células es nula
(porgue no hay aporte genético materno). La exactitud de la tincion de p57kip2 en el
diagndéstico de MHC ha sido validado con estudios genéticos moleculares (Kipp et al. 2010;
Sarmadi et al. 2011).

Las caracteristicas de ambas entidades se resumen en la Tabla I.
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Tabla I. Caracteristicas patolégicas de MHC y MHP.

Caracteristicas MHC MHP
Cariotipo 46 XX, 46 XY B69XXY, 69XXX
Embrion/Feto Ausente Presente
Contorno de la vellosidad Redondo Festoneado

Hinchazén hidrépica

Marcada; presencia de
cisternas.
Todas las vellosidades

involucradas

Menos pronunciada y
focal.
Cisternas menos

prominentes.

Proliferacion trofoblastica

Circunferencial.
Variable, puede ser

marcada.

Focal y minima

Atipia trofoblastica

Frecuentemente presente

Ausente

Expresion de p57kip2

Negativa

Positiva en nucleo de
células mesenquimales y

citotrofoblasto velloso.

Comportamiento

17-20% desarrollan ETG

maligna

<4% desarrolla ETG

maligna

Adaptada de (Adaptado de Kurman et al. 2011).
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Manejo terapéutico

A pesar de las diferencias entre MHP y MHC mencionadas, ambas entidades tienen un
manejo clinico similar.

El diagnostico de este tipo de gestas, denominadas ETG benigna desde el punto de vista
clinico, se basa en el examen ecografico y en la cuantificacion de la subunidad beta () de
hCG sérica cuyo nivel, en estos casos, es muy superior comparado con la edad gestacional
de un embarazo normal.

Una vez hecho el diagnéstico, se procede a la evacuacion de la mola, si no es que ya
ocurrié una evacuacion espontanea, y se remite el material para su estudio
anatomopatolégico y confirmacion del diagnéstico.

Posteriormente, durante el periodo de vigilancia (que dura seis meses) se debe mantener
una anticoncepcion estricta ya que un eventual nuevo embarazo podria enmascarar un
aumento de hCG producida por la enfermedad. Esto es muy importante, porque la vigilancia
se realiza monitoreando el nivel de B hCG semanalmente y la conducta terapeutica
adoptada dependera del comportamiento de este marcador. Si el nivel de B hCG desciende
gradualmente hasta negativizar se tratard de una ETG benigna. Por el contrario, el aumento
o plateau del nivel de B hCG indica malignizacién y la paciente entra en un nuevo protocolo
diagndstico para NTG (Hancock BW et al. 2009).

12
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CANCER

A lo largo de los afios el concepto de cancer ha progresado desde la definicion del mismo
como una masa de células transformadas (debido a alteraciones genéticas) que proliferan
de modo descontrolado hasta definirlo como “tejidos complejos” e incluso “érganos”. Estos
ultimos, compuestos por diversos tipos celulares que interaccionan entre ellos contribuyendo
a que la biologia tumoral ya no sea entendida simplemente por las caracteristicas propias de
las células tumorales en si, sino también por la contribucién del microambiente que lo rodea
(Egeblad et al. 2010; Marongiu et al. 2012).
Hanahan y Weinberg (Hanahan and Weinberg 2011) proponen algunas capacidades
distintivas y complementarias que permiten el crecimiento tumoral y la diseminacién
metastésica:

1. Angiogénesis sostenida,
Evasion a la muerte celular,
Autosuficiencia en sefiales de crecimiento,
Insensibilidad a sefiales inhibitorias del crecimiento,
Invasion de tejidos y metastasis,
llimitado potencial replicativo,

Evasion de la destruccion mediada por la respuesta inmune,

© N o 0 b~ w DN

Desregulacion del metabolismo celular.

Las células trofoblasticas que componen la placenta humana comparten ciertas
caracteristicas con las células tumorales en relacion a su capacidad proliferativa, de
migracion e invasion, activacion de vias de sefializacion, entre otras. Es por ello que se han
definido como células “pseudo-malignas”.

La comparacion e identificacion de moléculas que participan en determinados eventos en
ambos procesos, gestacional y tumoral, es de suma importancia ya que puede proveer
nuevos blancos para el didgnostico y tratamiento tanto de patologias oncolégicas como
gestacionales (Ferretti et al. 2007; Holtan et al. 2009).

13
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NEOPLASIA TROFOBLASTICA GESTACIONAL

Este subgrupo de enfermedades también denominado Tumores Trofoblasticos

Gestacionales (TTG) puede derivar de cualquier evento gestacional que ha concluido como

ser: embarazo molar, normal a término, ectépico, muerte fetal o aborto de causa conocida o

no (Figura 6).

Mola Hidatiforme
(parcial o completa)

Embarazo normal
Embarazo ectépico
Muerte fetal
Aborto

=

Regresion espontanea
o
Enfermedad trofoblastica persistente

I

T
\ /

Coriocarcinoma

Tumor trofoblastico de sitio placentario

Figura 6. Interrelacion entre diversos eventos gestacionales en relacion a ETG (Adaptada

de Hancock BW et al 2009).

Mientras la MHC es la entidad que comprende el mayor riesgo de derivar en CC (Cheung et

al. 2009; Sebire and Lindsay 2010), en la mayoria de los casos de TTSP estudiados hasta el

momento el antecedente gestacional mas frecuente es embarazo nomal a término (Sebire

and Lindsay 2010).
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Aungue la patogenia de NTG no ha sido completamente dilucidada, mediante analisis
clinicopatoldgicos y moleculares de muestras de placenta de primer trimestre y tumores
trofoblasticos se ha demostrado que el CC esta compuesto por tres tipos de trofoblasto, tal
como el blastocisto en el desarrollo placentario normal. Esto, sumado a que existen casos
mixtos de CC/TTSP y CC/TTE ha llevado a proponer que el CC es el tumor primitivo y que
las distintas NTG derivan de la transformacion neoplésica de una determinada célula stem
citotrofoblastica programada para diferenciarse dando origen asi a un tipo determinado de
tumor (Figura 7) (Mao et al. 2007; Shih 2007).

Sincitiotrofoblasto Citotrofoblasto
Trofoblasto
normal
Trofoblasto extravelloso Trofoblasto extravelloso
(intermedio) (intermedio)
del sitio de implantacién de la placa basal

Transformacién
neoplésica

Neoplasia
trofoblastica

Tumor trofoblastico
de sitio Coriocarcinoma
placentario

Tumor trofoblastico
epitelioide

Figura 7. Patogénesis de ETG. Adaptado de (Shih 2007)
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Coriocarcinoma

El CC es un tumor epitelial altamente maligno. Se trata de la entidad mas frecuentemente
observada entre las NTG. El CC es capaz de invadir multiples érganos como pulmén,
vagina, bazo, rifion, sistema gastrointestinal, higado y cerebro.

El marcador tumoral por excelencia es la subunidad B hCG sérica el cual se detecta en
niveles muy altos. Se lo utiliza tanto para definir el diagnéstico como para el seguimiento de
la enfermedad ya que correlaciona directamente con la masa tumoral.

La presentacién clinica de esta enfermedad es variable y depende del estadio en que se
detecte. Aunque la mayoria de los casos de CC se desarrollan poco tiempo después de la
gestacién, cuanto mayor sea la latencia entre ese desarrollo y el diagnéstico, la presentacion
de la enfermedad estara relacionada a los sitios de metastasis.

El sangrado uterino anormal y el compromiso vaginal son las presentaciones mas frecuentes
asi como también las metastasis en pulmén. Incluso pueden detectarse las metastasis en
ausencia del tumor primario problablemente porque éste haya regresionado.

Las metastasis en higado y cerebro son de mal prondstico, y en aquellos casos que ademas
presentan multiquimioresistencia es donde puede verse comprometida la vida de la
paciente.

Las causas de muerte por CC se deben a hemorragias, fallas respiratorias y/o
multiorgénicas por diseminacion de la enfermedad con multiquimioresistencia. En los casos
no tratados, puede ocurrir hemorragia fatal o insuficiencia pulmonar, la cual puede ser
debido al tumor o a los efectos de irradiacion y quimioterapia citotdxica (Neubauer et al.
2015; Savage et al. 2015).

Llamativamente, a pesar del origen de este tumor y de su alta capacidad de proliferacion e
invasion, bajo tratamiento y seguimiento médico adecuado, la sobrevida de CC es
aproximadamente 100%. La mayoria de las pacientes conservan su capacidad reproductiva
y pueden sostener a futuro un embarazo normal a término sin verse comprometida la vida
del neonato (Sebire and Lindsay 2010) (Hancock BW et al 2009, Kurman RJ et al 2011).
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Tumor trofoblastico de sitio placentario

Introduccién

EL TTSP es una entidad sumamente infrecuente y existen alrededor de 118 casos en todo

el mundo*.

La presentacion clinica mas frecuente de TTSP es el sangrado vaginal irregular con o sin

amenorrea. Puede llegar a manifestarse varios afios después de la gestacion precedente.

La mayoria de los TTSP estudiados son autolimitados al Gtero. El tumor invade miometrio

hacia la serosa y puede causar perforacion. No obstante, algunos TTSP pueden ser

clinicamente malignos y metastatizar a pulmén, higado, cavidad abdominal y cerebro. Los

TTSP con multiples metastasis tienen mal pronéstico y las pacientes pueden morir a pesar

de la multiquimioterapia.

Tanto el comportamiento como la quimiosensibilidad de esta patologia es variable y dificil de

predecir.

En TTSP los niveles de beta hCG permanecen bajos y no correlacionan con la masa tumoral
(Sebire and Lindsay 2010) (Hancock BW et al 2009, Kurman RJ et al 2011).

*Las muestras de TTSP son nucleadas en una base de datos mundial para su estudio (en

inglés, The International Society for the Study of Trophoblastic Diseases (ISSTD) global

Placental Site Trophoblastic Tumour database).

Las caracteristicas clinicas de CC y TTSP se resumen en la Tabla Il.

Caracteristicas CcC TTSP
Presentacion clinica Luego de MH Embarazo a término
Tiempo desde la Ultima meses Variable, pueden ser afios

gestacion conocida o ETG

Antecedente molar

~ 50% de los casos

~ 10-50% de los casos

Beta-hCG sérica

Alta (>10000 Ul/ml)

Baja (<2000 Ul/ml)

Comportamiento

Agresivo si no es tratado.

Autolimitada, persistente 6

Curable en la mayoria de los agresivo.
casos luego de tratamiento.
Respuesta a quimioterapia Excelente Variable

Tratamiento primario

Quimioterapia

Histerectomia o reseccién

local / multiquimioterapia.

Tabla Il. Adapatada de (Kurman RJ et al 2011)
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Histologia

El CC no posee vellosidades coridnicas sino que consiste predominantemente en una
proliferacién bifasica de trofoblastos mononucleares (constituido por una mezcla intima de
CTyTlyST.

Una caracteristica Unica de CC es la pérdida de la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) en el centro del tumor. En su lugar ocurre lo que se denomina “mimetismo
vasculogénico” donde las células trofoblasticas reemplazan a las células endoteliales (Shih
2011).

Esto conlleva a la carencia de soporte estromal adecuado y contribuye a la hemorragia
central y necrosis quedando tumor viable en la periferia, lo que también es propio de CC.
Puede existir una considerable atipia citolégica en el trofoblasto con nicleo pleomoérfico
alargados, figuras mit6ticas anormales y configuraciones celulares aberrantes. La cromatina
nuclear es toscamente granular con un distribucion desigual y el nucleolo puede estar
presente (Figura 8 A). Las proporciones de estas poblaciones son altamente variables
(Hancock BW et al 2009, Kurman RJ et al 2011). Frente a un diagnéstico diferencial pueden
ser identificadas con inmunotincion para  hCG en el caso de ST y HLA-G y MelCAM en el
caso de TI. Se han descrito casos mixtos de CC con diferenciacion focal hacia TTSP y/o
ETT los cuales son de importancia reportar ya que permititra adoptar la conducta terapéutica
mas adecuada (Singer et al. 2002; Mao et al. 2007).

El TTSP no posee vellosidades coridnicas y se pierde el patrén bifasico observado en CC. El
TTSP esta compuesto por Tl de implantacién neoplasico que rememora al infiltrante en
endomiometrio y miometrio durante la gestacion temprana.

Las células son grandes, poligonales, con nlcleo hipercromatico e irrregular y densa
eosinofilia citoplasmética (Figura 8 B). También contiene Tl multinucleadas que no deben
ser confundidas con ST.

Las células tumorales frecuentemente se agregan en laminas confluentes pero en la
periferia del tumor invaden solitariamente o en cordones de modo caracteristico separando
fibras musculares individuales y grupos de fibras.

El tumor presenta abundante deposicion de material fibrinoide eosinofilico. Y ademas, los
vasos sanguineos son reemplazados por Tl y material fibrinoide (Hancock BW et al 2009,
Kurman RJ et al 2011).

TTSP es inmunoreactivo a marcadores expresados en Tl como por ejemplo, lactégeno
placentario humano (hPL), CD146 y HLA-G (Singer et al. 2002; Mao et al. 2007).
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Figura 8. (A) Coriocarcinoma.(B) TTSP. Magnificacion original 200X.
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En NTG el diagnéstico se basa en la sospecha por la presentacion clinica sumado al dosaje

de de B hCG. Dicha presentacién es mas importante que el diagnostico histologico e incluso,

en ocasiones, el tratamiento es llevado a cabo sin el mismo.

La paciente puede presentar una alteracion en la curva de regresion (cuando se trata de una

paciente en seguimiento con antecedente de embarazo molar), sangrado irregular, quistes

tecaluteinicos, alta hCG, agrandamiento uterino, metastasis con hCG elevada, abdomen

agudo ginecoldgico.

Una vez confirmado el diagnéstico se aplica la Clasificacion FIGO + Score de la OMS

2000/02:
ESTADIO I:  Enfermedad limitada al Gtero
ESTADIO Il: Enfermedad extendida a los érganos pelvianos + SCORE
ESTADIO lll: Enfermedad Extendida a pulmoén 2000/02
ESTADIO IV: Enfermedad a distancia
SCORE
FACTORES PRONOSTICO 0 1 2 4
EDAD Hastasd | > a0a. i i
Mola L
ANTECEDENTE DE EMBARAZO I aborto Término -
hidatiforme
INTERVALO DESDE FIN DE GESTA 4 meses 4-6 7-12 >12 meses
HASTA INICIO DEQUIMIOTERAPIA meses meses
VALOR DE HCG SUB B AL INICIO DEL 3 3 4 4 5 5
TRATAMIENTO 10 10 10 10" -10 > 10
TAMANO TUMORAL 3ascem. | >5em )
INCLUYENDO EL TUMOR UTERINO ) '
N° de METASTASIS - 1-4 4-8 >8
LUGAR DE METASTASIS Pulmon Rifon _ Gas'gro Ce,zrebro
Vagina Bazo intestinal Higado
QUIMIOTERAPIA PREVIA - - simple | dos o mas
droga drogas

El calculo del score segun los datos clinicos del paciente permite agrupar en:

- BAJO RIESGO: 0-6
- ALTO RIESGO: >7
- ULTRA ALTO RIESGO: > 13
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Este score permite adoptar una conducta terapeutica y pronosticar el riesgo del fracaso de la
monoquimioterapia (metotrexato para los casos de bajo riesgo) y poliquimioterapia
(EMA/CO: etopo6sido, metotrexato, actinomicina/ciclofosfamida y vincristina; para alto y ultra
alto riesgo).

El monitoreo del tratamiento se realiza empleando el marcador tumoral por excelencia, hCG,

hasta la negativizacion (Hancock BW et al 2009) .
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MARCADORES TROFOBLASTICOS

El proceso de diferenciacion trofoblastica tanto hacia sincitiotrofoblasto como a trofoblasto
extravelloso va acompafiado del cambio en el patrén de expresion de determinadas

proteinas como las que se detallan a continuacion:

Gonadotrofina coriénica humana

hCG es una proteina heterodimérica con un grado variable de glicosilacion. Est4
conformada por una subunidad alfa de 92 aminoacidos, codificada por un Unico geny
comun a las gonadotropinas pituitarias LH, FSH y TSH; y por una subunidad beta de 145
aminoacidos, que le confiere actividad biolégica especifica. Existen seis genes que codifican
para la subunidad beta de los cuales CGS 5 es expresado predominantemente en la
placenta.

Tanto la variabilidad en el grado de glicosilaciéon, ya sea debido a la cantidad de cadenas
laterales o tipo de unién N- u O-; como la combinacién de subnidades, libres o degradadas,
confieren a esta hormona una significante heterogeneidad en la estructura, y como
consecuencia, a su funcién (Cole 2010).

Entre las moléculas clinicamente importantes se encuentran la hCG intacta (o regular) y
hCG hiperglicosilada (hCG-H) (Cole et al. 2006; Cole and Butler 2012).

Implicancia en la biologia de las células trofoblasticas

hCG es sintetizada por el sincitiotrofoblasto luego de la implantacion del blastocisto. Es la
primer sefal que deriva del trofoblasto y puede ser detectada en la sangre materna en la
primer semana de gestacion (Kovalevskaya et al. 2002; Guibourdenche et al. 2010). hCG
evita la regresion del cuerpo luteo en el ovario y estimula la produccion de progesterona
favoreciendo el mantenimiento del embarazo. Ademas, esta involucrada en la angiogénesis
y diferenciacion trofoblastica. hCG no sélo actia de modo enddcrino sino también de modo

autécrino favoreciendo su propia sintesis a través del receptor LH/CG (Fournier et al. 2015).
En cambio, hCG-H (denominada también antigeno trofoblastico invasivo) es sintetizada por

el TEV y promueve la invasion trofoblastica de modo autécrino independientemente del
receptor LH/CG (Kovalevskaya et al. 2002; Guibourdenche et al. 2010; Lee et al. 2013).
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Utilidad en el diagndéstico y seguimiento de pacientes con ETG

En ETG el nivel de hCG en circulacién es de suma importancia para el diagnostico, junto
con otros pardmetros clinicos, vigilancia y decisién de la conducta terapedltica de la
enfermedad constituyendo el marcador tumoral por excelencia. Tanto en MH como en CC el
nivel de hCG correlaciona directamente con la masa de tejido mientras que en TTSP los

niveles de hCG se mantienen relativamente bajos.

HLA-G

El antigeno leucocitario humano G (en inglés, HLA-G) es una molécula no clasica

del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase I. Se define “no clasica” debido al
bajo polimorfismo comparado con las moléculas clasicas del CHM de clase | (HLA-Ay -B).
La estructura del gen de HLA-G es homdéloga a otros genes CMH de clase | pero el
transcripto primario genera 7 ARNm alternativos que codifican para las isoformas proteicas
unidas a membrana (HLA-G1, G2, G3, G4) y solubles (HLA-G5, G6, G7).

La expresiéon de HLA-G asi como la produccién de isoformas truncadas y solubles,

derivadas de splicing alternativo, es limitada y dependiente del contexto y el tipo celular.

HLA-G forma parte de un circuito molecular compartido entre células trofoblasticas y
tumorales constituyendo un factor beneficioso para el desarrollo de la gestacién como el

proceso tumoral, aunque perjudicial para el paciente en este ultimo caso.

HLA-G puede interactuar con células B, T, NK y células presentadoras de antigenos (CPAS).
Esta interacciéon se produce mediante su union a los receptores: ILT-2 y -4, que
desencadenan sefiales inhibitorias; y a KIR2DL4, que es capaz de enviar tanto sefiales
inhibitorias como activadoras. Mientras ILT-2 se expresa en células B y en algunas células T
y NK, ILT-4 se expresa solamente en CPAs y la expresion de KIR2DL4 est4 restringida al
subset de células NK CD56""9" el cudl constituye la mayoria de las células NK uterinas.
Desde el punto de vista inmunoldgico, HLA-G desempefia un importante papel ya que las
células que lo expresan puede protegerse del ataque del sistema inmune (Carosella et al.
2008).

HLA-G se expresa en células de citotrofoblasto velloso y extravelloso y es una importante
molécula tolerogénica natural en el contexto de la interfase materno-fetal (Kovats et al.
1990). Sin embargo, también puede expresarse en algunos tipos de cancer y enfermedades
inflamatorias (Shih 2007).
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Por otro lado, la expresién de HLA-G en la poblacién trofoblastica con capacidad invasiva
correlaciona con la importancia de esta molécula en dicho evento. HLA-G no sélo induce un
aumento en la invasion de células JEG-3 (un modelo in vitro de CC) sino que también
induce el aumento de uPA y MMPs (Guo et al. 2013; Liu et al. 2013) mientras que la
disminucion en la expresion de HLA-G produce el efecto contrario (Liu et al. 2013).

HLA-G también se expresa en el trofoblasto extravelloso de embarazos molares, donde se
report6é un incremento en comparacion con placenta de primer trimestre, (Rabreau et al.
2000; Goldman-Wohl 2001) y en tumores trofoblasticos compuestos por dicha poblacion
trofoblastica como son CC, TTSP y TTE (Singer et al. 2002).

Estudios de otros autores demuestran que la expresion de HLA-G en trofoblasto extravelloso
no es regulada por el ambiente celular circundante (Goldman-Wohl et al. 2000) pero es
influenciada positivamente tanto por componentes de la MEC como laminina y aquellos que
componen el matrigel (Zdravkovic et al. 1999; Kilburn et al. 2000) como también por algunos
factores como progesterona, LIF y leptina (Bamberger et al. 2000; Yie 2005; Barrientos et al.
2015). Por el contrario, en condiciones hipoxicas se induce una disminucion de la expresion
de HLA-G tanto en trofoblasto extravelloso como en células JEG-3 (Kilburn et al. 2000;
Mouillot et al. 2007).
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Sincitina-2

El genoma humano contiene una fraccion de elementos de origen retroviral producto de
infecciones por retrovirus activos en la linea germinal ancestral que luego fue trasmitida de
modo mendeliano. La mayoria de estos elementos son no codificantes debido a mutaciones,
deleciones y/o truncamientos.

Sincitina-2 es una proteina codificada por un gen de la familia FRD de retrovirus endégenos
humanos (human endogenous retroviruses - HERV) cuyo gen también es denominado
sincitina-2 o HERV-FRD (Tristem 2000; Blaise et al. 2003).

Tanto sincitina-2 como su receptor especifico, MFSD2 (maijor facilitator superfamily domain
containing 2), se expresan especificamente en la placenta humana (Blaise et al. 2003;
Esnault et al. 2008). Sincitina-2 se expresa en citotrofoblasto velloso mientras que el
receptor MFSD2 se expresa en sincitiotrofoblasto, lo que llevd a proponer la participacion de
estas proteinas en la fusion célula-célula y como consecuencia en la morfologia placentaria
(Esnault, Priet et al. 2008; (Malassine et al. 2007; Vargas et al. 2009). Esto fue demostrado
tanto en células de citotrofoblasto velloso primario como empleando la linea celular BeWo
donde se observé que el aumento en la expresion ARNm y proteina para sincitina-2
correlaciona directamente con la sincitializacion (Vargas et al. 2009; Delidaki et al. 2011).
Por otro lado también es interesante destacar que sincitina-2 tiene actividad
inmunosupresora in vivo. Esta funcién se demostré6 mediante la sobreexpresion de

sincitina-2 en células tumorales alogeneicas murinas (Mangeney et al. 2007).
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MICROAMBIENTE TUMORAL

El microambiente tumoral estd compuesto por células estromales, tales como fibroblastos,
células endoteliales e infiltrado de células inmunes, ademas de las células tumorales, y de
compartimentos no celulares que incluyen factores solubles y otros componentes
estructurales propios de la matriz extracelular (MEC).

Las células tumorales sensan las sefiales del microambiente y se comunican bilateralmente
con las células estromales del sitio. Durante la progresion tumoral, este dialogo celular se
altera draméticamente influenciado por los cambios en la composicion celular y molecular
del microambiente a fin de sostener la proliferacion, migracion, invasién y metastasis (Itano
et al. 2008; Hanahan and Weinberg 2011).

ACIDO HIALURONICO: estructura simple, funcién compleja.

El acido hialurénico (AH) es el glicosaminoglicano (GAG) mayoritario en la MEC. Est4
compuesto por unidades disacaridicas repetitivas de N-acetil-glucosamina y acido
glucurodnico: [(B1,3)-GIcUA-(B1,4)-GIcNAc-], (Figura 9). Su estructura es lineal y esta
cargado negativamente. A diferencia de otros GAGs no estd modificado quimicamente (por
ejemplo: acetilacion, sulfatacion) ni est4 unido covalentemente a un ndcleo (core) proteico.

Su peso molecular varia entre 10°~10’ Da (Monslow et al. 2015).

CH,OH COOH
0 o
0
HO OH
NHCOCH, OH _n

GleNAc(B1, 4)GlcA(B1, 3)

Figura 9. Estructura disacaridica del AH (Tomado de (Itano and Kimata 2008).

El AH se halla distribuido de modo ubicuo en los tejidos de mamiferos aunque en mayores
concentraciones en el cordén umbilical, liquido sinovial, dermis de la piel, humor vitreo y en
menor concentracion en el suero (Cowman et al. 2015).

Fisiol6gicamente, se lo encuentra como AH de alto peso molecular. En estas condiciones,
debido a su carga negativa y la capacidad de formar redes, es altamente higroscopico lo que
deriva en una mayor hidratacion, viscosidad y elasticidad. Estas mismas propiedades
biofisicas y mecanicas han conducido a su empleo en el &rea oftalmoldgica, cosmetoldgica,
dermatol6gica, en medicina regenerativa y en el tratamiento de lesiones articulares (Tamer

2013). Ademés, por ser un compuesto no inmunogénico se lo esté estudiando como
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transportador de drogas principalmente para el tratamiento oncolégico (Karbownik and
Nowak 2013; Dicker et al. 2014).

En condiciones patolégicas, como el cancer, el AH es capaz de modular diversos procesos
celulares como la proliferacion celular, apoptosis, adhesion, migracion, invasion,
angiogénesis, resistencia a multidrogas y senescencia (Alaniz 2006; Itano and Kimata 2008;
Cordo-Russo et al. 2010; Jiang et al. 2011; Sironen et al. 2011; Lompardia et al. 2013).

Las funciones del AH son pleiotrépicas y dependen de su tamafio y concentracion las cuales
son reguladas de modo complejo a través de su metabolismo, unién a otras moléculas

extracelulares y activacion de vias de sefializacion.

Metabolismo de AH

El recambio dindmico de AH se lleva a cabo a través de la modulacion de su metabolismo.
Mientras su sintesis esta regulada por sintasas de hialurénico (HAS), el catabolismo del AH
esta regulado por degradacién enzimatica a cargo de hialuronidasas (Hyals) y/o estrés
oxidativo y es mediante estos procesos por los cuales se ejerce el mayor control sobre el
deposito de AH.

Biosintesis mediada por HAS

Las sintasas de hialurénico (HAS) son proteinas integrales de membrana encargadas de
sintetizar AH empleando como sustratos UDP-GIcUA y UDP-GIcNAc presentes en el citosol.
Los sitios activos de estas enzimas estan localizados en la cara interna de la membrana
celular y el polimero es extruido hacia la superficie celular a través de un poro central a
medida que es sintetizado e incluso puede permanecer alli retenido por la sintasa (Figura
10) (Itano and Kimata 2008).

Espacio Polimero de AH
extracelular

Citoplasma
UDP-GlcA UDP-GleNAc
ubP O UDP

Figura 10. Modelo de sintesis de HA por accién de HAS (Tomado de (Itano and Kimata
2008).
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Existen tres isoformas de sintasas denominadas HAS1, HAS2 y HAS3. En humanos residen
en 3 cromosomas distintos, HAS1 se localiza en el cromosoma 19atq13.3-13.4, HAS2 en el
cromosome 8 atq24.12 y HAS3 en el cromosoma 16atq22.1. De ellas, la deficiencia de
HAS?2 es letal durante el desarrollo fetal (Weigel and DeAngelis 2007).

A pesar de que comparten una alta homologia en su secuencia aminoacidica y similares
caracteristicas hidrofébicas, las distintas HAS difieren en localizacion subcelular y actividad
enziméatica (Tabla Ill). Se ha demostrado recientemente que la actividad puede ser
controlada por fosforilacién directa, glicosilacion y ubiquitinacién. La expresion de las HAS
es regulada a nivel transcripcional por la accién de varias citoquinas y factores de
crecimiento (Monslow et al. 2015). Recientemente se ha demostrado que las 3 isoenzimas
forman complejos homo- u hetero-diméricos y que existe una cooperacion funcional entre

las mismas (Bart et al 2015).

Propiedades enzimaticas HAS1 HAS2 HAS3
Tasa de elongacion de AH alta alta baja
Actividad enzimética inestable estable estable
Longitud de AH (Da) 2x10° ~ 2 x20° < 2 x10° ~
2 x 20° 2 x20°
Formacién de matriz AH baja alta alta
Localizacion subcelular Principalmente | Principalmente | Principalmente
citoplasmatica membrana membrana

Tabla Ill. Adaptado de (Itano 2008)
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Catabolismo del AH

Una vez sintetizado, la localizacion del AH puede ser extracelular, pericelular
(particularmente en estadios de proliferacion y migracion) 6 encontrarse en el interior celular
(Toole 2002).

Posteriormente, el catabolismo del AH puede ocurrir localmente (in situ) y/o luego del
drenaje por el sistema linfatico en los ganglios linfaticos regionales. Los vasos linfaticos
drenan una considerable cantidad de AH a través de su union a los receptores HARE (HA
repcetor for endocytosis) o LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial receptor-1) y
posteriormente es removido en el higado aunque también una pequefia proorcién puede ser
eliminado a través de los rifiones (~10%) y excretado en la orina (1-2%) (Monslow et al.
2015).

En los sitios donde la concentracion de AH es muy elevada, el catabolismo in situ involucra

el clivaje enzimatico mediado por Hyals e internalizacién via el receptor CD44.

En mamiferos fueron reportados al menos seis genes que codifican para hialuronidasas:
HYAL1, HYAL2 y HYAL3 en el cromosoma humano 3p21, y HYAL4, PH20/SPAM1 y
HYALP1 en el cromosoma humano 7931 (Csoka et al. 2001). De ellos, HYALP1 no codifica
ninguna proteina y Hyal3 no cataboliza AH .

HYALL1y -2 son las principales hialuronidasas en tejidos sométicos mientras que PH20 es
esencial para la penetracién del espermatozoide en la zona pelucida.

Mientras HYALL es una enzima lisosomal con pH 6ptimo acido que cliva el AH en
oligosacéaridos, HYAL2 se encuentra anclada a través de una union glicosilfosfatidilinositol
(GPI-) a la superficie de la membrana plasmética y es capaz de degradar AH-APM a
unidades intermedias de 20KDa (Stern and Jedrzejas 2006). Ambas enzimas pueden actuar
de forma secuencial para la degradacion del AH-APM y posterior internalizacion via CD44
(Harada and Takahashi 2006).

También hay que considerar que el AH puede ser clivado por especies reactivas del oxigeno

y/o nitrégeno en un proceso no selectivo generando como producto fragmentos de diversos

tamafos (Monzon et al. 2010).
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HYALADHERINAS

Asi como la interaccion de AH con otras moléculas extracelulares (proteoglicanos) es crucial
para el ensamblaje y mantenimiento de las matrices peri y extracelulares, el AH es capaz de
interaccionar directamente con las células a través de la interaccion con hialadherinas. Estas
constituyen un grupo heterogéneo de proteinas cuya caracteristica en comun es la habilidad
de unir AH: CD44, RHAMM, LYVE-1, HARE, TSG-6 y TLRs. De este modo el AH es capaz
de influenciar el comportamiento celular modulando vias de sefalizacion intracelulares.
Incluso las interacciones intracelulares AH-hialadherinas con importantes quinasas llevan a
la modulacién de la actividad de HAS, ciclo celular, migracién y diferenciacién (Toole 2004;
Jiang et al. 2011).

Entre ellas, CD44 y RHAMM son los principales receptores de AH involucrados en procesos

neoplasicos.

CDh44

CD44 es una proteina integral de membrana cuyo principal ligando es AH. Como la mayoria
de las hialadherinas, es capaz de unir AH mediante una secuencia de 100 aminoacidos
conocida como “link module”. La isoforma estandar de CD44 ronda los 85KDa aunque
puede ser mayor ya que CD44 esta sujeto a modificacién por splicing de 10 exones
alternativos insertados en diferentes combinaciones entre dos regiones constantes (Figura
11). La multifuncionalidad de CD44 se encontraria asociada a su naturaleza multiestructutral
asi como a la lista de ligandos conocidos. De esta forma, mediante interacciones célula-
célula y célula —matriz, CD44 participa en la migracién y en la transmision de sefiales desde
el exterior hacia el interior celular que pueden conducir hacia la muerte celular programada o

a la sobrevida celular y proliferacion (Orian-Rousseau 2010; Misra et al. 2015).
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Figura 11. (A) Modelo de estrucura génica de CD44 estandar y sus variantes. (B) Modelo

estrucural proteico de CD44 estandar y sus variantes. (Tomado de (Misra et al. 2015))
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Receptor for hyaluronan-mediated motility (RHAMM)

RHAMM fue descrito por primera vez en 1992 (Hardwick et al. 1992). Su estructura es super
enrollada (Figura 12-1), pierde el péptido sefial de exportacion en su paso por el reticulo
endoplasmico/ aparato de Golgi y no contiene fragmento transmembrana. Sin embargo,
exhibe multiples funciones intra y extracelulares algunas de las cuales no pueden predecirse
en base a su estructura.

A diferencia de CD44, es capaz de unir AH mediante una secuencia de 9-11 aminoacidos
conteniendo multiples aminoacidos basicos (Yang et al. 1993; Yang et al. 1994).

La forma de mayor tamafio ronda los 85 Kda aunque puede ser menor ya que esta sujeto a
modificacion por splicing alternativo de su ARNm dando origen a 3 isoformas (Figura 12-I1).
Originalmente RHAMM fue descubierto en sobrenadante de cultivo (Hardwick et al. 1992) y
también fue descrita su localizacién en el citoplasma (Assmann et al. 1998; Wang et al.
1998), nucleo (Wang et al. 1998; Assmann et al. 1999) y en la superficie celular (Zhang et al.
1998).

Se postula que RHAMM podria ser secretado como producto de muerte celular programada
o por algun otro mecanismo no convencional aiin desconocido (Maxwell et al. 2008). Dado
gue RHAMM pierde la secuencia hidrofébica tipicamente encontrada en proteinas
transmembrana se cree que puede unirse a la membrana plasmatica mediante una union
GPI o mediante una proteina adaptadora. Se ha descrito que se asocia con receptores
transmembrana como CD44 (Hamilton et al. 2007), CD44/EGFR (Hatano et al. 2010),
PDGFR (Zhang et al. 1998), TGFBR-1 (Park et al. 2012), bFGFR (Savani et al. 2001), RON
(Manzanares et al. 2007). De este modo RHAMM puede modular las vias de sefializacion
asociadas a los receptores a los cuales se acopla y controlar la expresiéon de genes
asociados al ciclo celular, pudiendo influenciar incluso la proliferacién (Twarock et al. 2010) y
migracion celular (Savani et al. 2001; Twarock et al. 2010; Tolg et al. 2012). Ademas, entre
sus funciones intracelulares RHAMM participa en la formacion e integridad del centrosoma y
del huso mitético (Assmann et al. 1999).

Las multiples funciones intra y extracelulares de RHAMM tienen como caracteristica comuan
la regulacion de ERK (quinasa regulada por sefiales extracelulares. En inglés, extracellular
signal-regulated kinase) a quien se une directamente a través de varios dominios que
forman parte de su estructura. El control de la regulacion de ERK puede verse afectada

frente al estimulo con AH. (Figura 12-111)
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Figura 12. (I) Estructura secundaria y dominios de RHAMM. D1 codifica un dominio proteico
que regula negativamente la habilidad de RHAMM de promover la fosforilacion de ERK1; D2
codifica un leucine zipper imperfecto requerido para mediar la motilidad mediada por
RHAMM vy la formacién de podosomas; D3 es requerido para la interaccion de RHAMM
intracelular con MEK1; D4 contribuye a la unién de ERK1 a RHAMM intracelular; D5 codifica
el motivo de unién a AH responsable de la interaccionde AH con RHAMM extracelular y la
union de ERK1 a RHAMM intrecelular. (1) Representacion esquematica de las isoformas de
RHAMM. Las secuencias delecionadas en las isoformas B, C y D (indicadas con linea
negra) corresponden a los exones 4 (en D1), 13 y 4+13, respectivamente. Adaptado de
(Assmann et al. 1999; Turley and Harrison 1999).

(1) Modelo de sefializacion mediada por RHAMM. En la superficie celular RHAMM
interactia con CD44, AH y factores de crecimiento y a través de receptores tirosina
guinasas activa ERK. Esta sefializacion puede afectar la migracion celular
independientemente de RHAMM intracelular. Ademéas, RHAMM intracelular se une a varias
proteinas intracelulares y regula la dinamica de microtubulos, funcién y estructura de
centrosomas y expresion génica (ejemplo, PAI-1 y MMP9) contribuyendo a la progresion del
ciclo celular, polaridad y migracion celular e integridad del polo mitético (Tomado de (Tolg et
al. 2014)).
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VIAS DE SENALIZACION

La transduccion de sefiales a través de etapas secuenciales de fosforilacion representa el
mecanismo de control mas comun de la funcion celular. Mdltiples estimulos como factores
de crecimiento, hormonas, citoquinas o contacto célula-matriz inician la sefializaciébn como
producto de la interaccion con determinados receptores. Las vias de sefalizacion de Ras-
ERK 'y PI3K-Akt constituyen los principales mecanismos para el control de la sobrevida
celular, diferenciacion, proliferacion, metabolismo y motilidad en respuesta a estimulos

extracelulares (Mendoza et al. 2011).

Via Ras-ERK

ERK es una MAPK (proteina quinasa activada por mitdgenos. En inglés, mitogen-activated
protein kinase) y el principal efector de la oncoproteina Ras. Las vias MAPK estan
compuestas por una quinasa regulada por una GTPasa inicial (MAPKKK), la cual fosforila 'y
activa a una quinasa intermedia (MAPKK), la que a su vez fosforila y activa a una quinasa
efectora (MAPK). En la via ERK-MAPK, esos componentes son Ras GTPasa y las proteinas
Raf, MEK y ERK. Una vez que ERK esta activada, fosforila proteinas de sefializacion
citoplasmaéticas y efectores de punto final como son los factores de transcripcion (Mendoza
et al. 2011) (Figura 13 A).

Via PI3K/Akt

Akt, de la cual existen tres isoenzimas, es una serina/treonina quinasa y el nodo central de
la via de PI3K (phosphatidyl inositol 3-kinase). La activacion de receptores tirosina quinasas
(siglas en inglés, RTK) 6 acoplados a proteinas G (siglas en inglés, GPCRs) por unién a su
ligando inducen el reclutamiento en la membrana y activacién de las subunidades de PI3K
p85 y p110, respectivamente. PI3K activa forsforila el sustrato PIP2 y lo convierte en PIP3
(phosphatidyl inositol 3,4,5 tri-phosphate). El aumento en los niveles de PIP3 induce el
reclutamiento de Akt en la membrana y posterior activacion de la misma por PDK1 (3-
phosphoinositide-dependent kinase 1). Como consecuencia, se desencadena la fosforilacion
secuencial de un amplio rango de proteinas “rio abajo” (Figura 13 B) (Manning and Cantley
2007; Knofler 2010; Mendoza et al. 2011).
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Figura 13. componentes principales de las vias Ras-ERK (a) y PI3K/Akt (b). Adaptado de
(Mendoza et al. 2011)

Varios factores afectan la dindmica de las vias de sefializacion. No sélo dependen de la
intensidad y duracion de la activacion sino que también estan reguladas por la fuerza del
estimulo y los circuitos de retroalimentacion. Incluso, algunos agonistas involucrados en la
activacion de una de las vias puede superponerse parcialmente con la otra.

Ademas, el grado de activacion de las vias depende de la disponibilidad de sustrato, la
expresion y localizacion en la superficie celular de los receptores y la expresion de varias

proteinas adaptadoras.

La participacion de las vias de Ras-ERK y PI3K/Akt en el control de la migracion e invasiéon
se ha descrito en diferentes modelos de trofoblasto humano normal.

La estimulacion por diversos factores no sélo inducen la motilidad del trofoblasto a través del
aumento en la fosforilaciéon de ERK, como se demostro tras la inhibicion de MEK, sino que
también algunos de ellos, como EGF (en inglés, epidermal growth factor) y hCG, regulan la
induccion de MMP-2 y MMP-9, cruciales para la invasion trofobléstica.

La via de PI3K/Akt también estaria involucrada en el control de la migracion y la expresion
de MMPs estaria inducida por EGF y hCG. Sin embargo, esta via ha sido menos estudiada y
aungue se ha demostrado que las 3 isoformas de Akt se expresan en el modelo de
trofoblasto SGHPL-5, sélo las isoformas 1 y 3 estarian involucradas en la migracion basal e
inducida por EGF (Qiu 2004; Prast et al. 2008; Knofler 2010; Haslinger et al. 2013).
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Papel del AH en la migracién celular. Mecanismos de accion.

La migracion es un prerequisito indispensable para el establecimiento de las metastasis
tumorales. La aparicién de éstas empeora el prondstico de sobrevida del paciente. En
determinados casos las metastasis aparecen luego de la remocion quirargica del tumor
primario e incluso pueden subsistir luego de la regresién espontanea del mismo.

Las matrices extracelulares enriquecidas en AH, al encontrarse altamente hidratadas, son
matrices maleables y permiten un comportamiento celular dinamico ya que las células
pueden cambiar de forma durante la mitosis y penetrar tejidos durante la migracion (Toole
2002).

A través de su interaccién con CD44 y RHAMM, el AH promueve la migracion e invasion
celular. Estos receptores pueden actuar asociados o independientemente uno del otro.
Como producto de esta interaccién, pueden activarse diversas quinasas entre las que se
encuentran PI3K y MAPK. Este mecanismo se ha descrito en células de cancer de mama,
pulmaén, eséfago, fibrosarcoma y también en células de musculo liso vascular (Goueffic et al.
2006; Twarock et al. 2010; Nikitovic et al. 2013; Li et al. 2015)

En nuestro laboratorio se ha demostrado que la interacciéon AH-CD44 induce migracién en
dos modelos de células linfoides murinas (Alaniz et al. 2004; Cordo-Russo et al. 2010). En el
modelo resistente a multidrogas, este efecto depende de PI3K denotando incluso la
importancia entre la migracion y la quimioresistencia (Cordo-Russo et al. 2010).

Ademas, hay que destacar que el peso molecular del AH influye en la interaccion con estos
receptores y como consecuencia en la intensidad de la sefial que sera traducida y el
proceso celular que desencadenara. Se ha reportado que oligosacaridos de AH (0AH), pero
no AH de alto peso molecular (-APM), promueve la migracion celular a través de RHAMM
(Tolg et al. 2014).

Otro evento que promueve la migracion es el clivaje de CD44 de la superficie celular
facilitando asi su de-adhesién del AH durante la migracion. Dicho clivaje es mediado por la
proteasa asociada a membrana, MT1-MMP. Producto de este clivaje, la regién intracelular
de CD44 se dirige al ndcleo y activa la transcripcion de varios genes, incluido aquél que

codifica para CD44. Este clivaje requiere la actividad de PI3K (Toole 2004).

Recientemente se reportd que el AH induce proliferacion e invasion en células de trofoblasto
primario humano, con caracteristicas de TEV, a través de MAPK y PI3K (Zhu et al. 2013).
También, empleando un modelo in vitro, se ha reportado que la interaccion AH-CD44
subyace al proceso de invasién (Takahashi H et al. 2014). Sin embargo, hasta el momento

no existen reportes sobre la participacion de estas moléculas en CC.
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HIPOTESIS

La mayoria de las pacientes con NTG pueden ser curadas con quimioterapia adecuada bajo
supervision médica experta. Sin embargo, algunas pueden presentar recidiva y
quimioresistencia. En aquellas pacientes con NTG de alto y ultra alto riesgo, la
poliquimioterapia tiene como efecto adverso a largo plazo la induccion de un segundo tumor.
En base a esto, y considerando que el AH es capaz de modular varios aspectos de la
progresion tumoral como se menciond previamente, hipotetizamos que un desbalance en la
calidad y cantidad del AH podria contribuir a la fisiopatoologia de ETG. Este conocimiento
contribuird a fututro al desarrollo de nuevos tratamientos ya que hasta el momento el mismo
ha sido empirico. Esto se debe a que la biologia de ETG no ha sido completamente

dilucidada debido a la falta de modelos de estudio.

OBJETIVO GENERAL
El Objetivo general de esta tesis consiste en estudiar el papel del &cido hialurénico y sus
receptores en los procesos de proliferacion, migracion y diferenciacion celular asi como
las vias de sefalizacion involucradas, las que podrian ser utilizadas como blancos

terapéuticos para el tratamiento de la neoplasia trofobléstica gestacional (NTG).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Capitulo I. Expresion de AH y sus receptores, CD44 y RHAMM, en muestras de
pacientes con enfermedad trofoblastica gestacional.

- Evaluar la expresién de p57kip2 a fin de caracterizar las MH como completas o no.
- Evaluar la expresién y localizacion de AH y sus receptores CD44 y RHAMM en
muestras de pacientes con ETG (MH, CC y TTSP) respecto de placentas de primer

trimestre.

Capitulo Il. Estudio del AH, su metabolismo y receptores In Vitro

En las lineas celulares de coriocarcinoma humano (JAR, JEG-3 y BeWo) asi como en una
linea de trofoblasto humano inmortalizado (Swan71):

- Estudiar la expresion de AH y las enzimas encargadas de su metabolismo HAS y
Hyals.

- Estudiar la expresién de los receptores para AH: CD44 y RHAMM.
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Capitulo Il

Empleando la linea celular de CC humano JEG-3 como modelo In vitro.

Parte I. Evaluacién del efecto de AH en los procesos de migracién, proliferacion y
diferenciacion.

- Evaluar la participacion de acido hialurénico en el proceso de migracion celular.

- Evaluar la participacion de acido hialurénico en el proceso de proliferacion celular.
- Evaluar el efecto de AH sobre la expresion de los marcadores trofoblasticos: hCG,
HLA-G y sincitina-2.

Parte Il. Evaluacion de los mecanismos involucrados en el efecto del AH sobre la
migracion celular.

- Evaluar la participacion de hCG enddégena.

- Evaluar la participacion de las vias PI3K/Akt y MAPK mediante el empleo de
inhibidores farmacoldgicos.

- Evaluar la expresion de pERK//ERK y pAkt/Akt

- Evaluar la implicancia de los receptores de AH, CD44 y RHAMM

- Evaluar la expresion de pERK/ERK y pAkt/Akt en el proceso de migracion celular
inducido por AH a través del receptor involucrado.
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Material Clinico

Los tejidos embebidos en parafina de mola hidatiforme (MH, n=9), coriocarcinoma
(CC, n=2), tumor trofoblastico de sitio placentario (TTSP, n=2) y placenta de primer
trimestre (PPT, n=4) fueron colectados del Servicio de Anatomia Patolégica del
Hospital General de Agudos Carlos G Durand, Buenos Aires, Argentina. Las muestras
fueron previamente tefiidas con hematoxilina y eosina, revisadas y seleccionadas para
inmunohistoquimica.

El diagnéstico de MH fue establecido previo al tiempo de evacuacién de acuerdo a
parametros bioquimicos (valor de gonadotrofina coriénica humana —hCG), ecogréficos
y clinicos, y confirmado posteriormente por evaluacién histoldgica.

Las muestra de tejido e y la informacion clinica fueron colectadas con la
correspondiente aprobacién del Comité de Bioética del Hospital General de Agudos

Carlos G Durand.

Inmunohistoquimica para p57kip2

Luego de desparafinar, se realiz6 recuperacién antigénica por calor. Para elllo, las
muestras se incubaron en buffer citrato de sodio pH 6 durante 30 minutos a 95°C.
Posteriormente, para bloquear la actividad peroxidasica enddgena, fueron incubadas
en 3% H,0O, en metanol durante 15 min a temperatura ambiente (TA) y para bloquear
los sitios de unién inespecifica, fueron incubadas con 10% suero fetal bovino (SFB) en
PBS durante 30 min a TA. Luego, las muestras fueron incubadas con anti-p57kip2
monoclonal, dilucién 1:50 (Kp10, Cell Marque, Rocklin, CA, USA) durante 1 h a 4°Cy
se lavo dos veces con PBS durante 5 min. Posteriormente, se empled un sistema
biotina-estreptavidina (Vector Laboratories Inc., CA), se lavo y el producto de reaccién
fue visualizado luego del agregado de diaminobencidina (DAB) (Vector, Peterborough,
UK) seguido de una contracoloracion con hematoxilina. Como control negativo, se
omitié el agregado del anticuerpo primario. Como control positivo interno, se evalud la
tincion nuclear en células de citotrofoblasto extravelloso tal como describe el
fabricante. La ausencia de tincion nuclear en células citotrofoblasticas o estromales

permite inferir el diagndstico de mola hidatiforme completa.

Histoquimica para acido hialurénico

La tincion para AH fue realizada con ligeras modificaciones a como se describiera
previamente (Cordo Russo et al. 2009). Posteriormente a la desparafinizacién, se
blogued la actividad peroxidasica enddgena y los sitios de unién inespecifica tal como
se describid anteriormente. Ademas, se emplearon soluciones bloqueantes para

avidina y biotina enddgenas (Vector, Peterborough, UK). Luego de lavar, se incubd
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con 2 ug/ml de la proteina de unién a hialurénico biotinilada (HABPb) (Calbiochem,
Darmstadt, Germany) diluida en PBS con 1% BSA y se incub0 toda la noche. Como
sistema de amplificacién y revelado, se empleé un complejo avidina-peroxidasa
(Vector, Peterborough, UK) cuya dilucién fue 1: 2500 en PBS y se incubd durante 30
min. El producto de reaccion fue visualizado tal como se describié en el parrafo
anterior. Para evaluar los sitios de union inespecifica se realizaron dos tratamientos
distintos cuyo resultado fue similar: algunas muestras fueron pretratadas con 50 U/ml
hialuronidasa de testiculo bovino (Sigma, USA) en PBS a 4°C toda la noche 6, por otro

lado, se omitié el agregado de HABPbD.

Inmunohistoquimica para CD44 y RHAMM

Las etapas de desparafinizacion, recuperaciéon antigénica y bloqueo fueron realizadas
tal como se describi6 anteriormente para la inmunohistoquimica para p57kip2.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas con los anticuerpos primarios para
CD44, dilucién 1:25, (monoclonal, IM7, ATCC, USA) y para RHAMM, dilucién 1:50,
(policlonal, E-19, sc-16170, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) toda la
noche a 4°C. Las muestras fueron lavadas e incubadas con los anticuerpos
secundarios respectivos congujados con peroxidasa: anti-rata F(ab)’, y anti-cabra 1gG
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) toda la noche a 4°C y 2 h a TA,
respectivamente. Luego, se lavaron nuevamente y se visualizé el producto de reaccion
tal como se describi6 para la inmunohistoquimica para p57kip2. Como control
negativo, se omitié el agregado de anticuerpos primarios. Como control positivo, se
emplearon tejidos de cancer colorectal y de préstata para CD44 y RHAMM,

respectivamente (Gust et al. 2009; Lugli et al. 2010).

Lineas celulares. Condiciones de cultivo.

Se emplearon las lineas celulares de coriocarcinoma humano BeWo, JEG-3 y JAR
(gentilmente donadas por la Dra Susana Genti Raimondi, Cordoba, Argentina) y la
linea celular de trofoblasto humano inmortalizado, Swan71 (gentilmente donada por la
Dra Leonor Roguin, Buenos Aires, Argentina). JEG-3 y JAR fueron cultivadas a 37°C
en 5% CO, en RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 2mM glutamina y 100U/ml
penicilina y estreptomicina. En iguales condiciones, BeWo fue mantenida en medio de

cultivo Ham y Swan71 fue cultivada en medio DMEM/Ham.
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Reconstitucién de las drogas

El AH de alto peso molecular (AH-APM, 1.3-1.8 x 10° Da) y el de bajo peso molecular
(AH-BPM, 2,5-4,5 x 10° Da), donados por Farmatrade Argentina (CPN spol.s.r.o
Republica Checa), fueron reconstituidos en solucion fisiolégica a una concentracion de
5mg/ml. Los inhibidores de MEK y PI3K: UO y Ly294002 (Sigma-Aldrich, USA),
respectivamente, se reconstituyeron en DMSO.

Preparacion de oligosacéaridos de &cido hialurénico (0-AH)

La preparacion de 0-AH se realizé segun lo descrito anteriormente (Alaniz et al. 2006;
Lompardia et al. 2013). Brevemente, AH-BPM (5mg/ml) fue digerido enzimaticamente
con hialuronidasa de testiculo bovino (Sigma, USA) empleando 500U/mg AH a 37°C
durante 24 h. La Hyal cliva la unién N-acetil-D-glucosamina 3 (1—4) D-acido
glucurdnico. La reaccion se detuvo por calentamiento a 100°C durante 5 min. Se
obtuvo una mezcla de 0-AH de entre 4 y 14 unidades disacaridicas determinada por
cromatografia de intercambio aniénico de alta performance con deteccion
amperométrica pulsada (HPAEC-PAD). Para separar los 0AH de la Hyal
desnaturalizada se utilizé Centricon® de 10KDa de poro dado que la Hyal presenta un
peso molecular de 60 KDa y los oAH de 830-2900 Da.

Cuantificacién de AH mediante ensayo tipo ELISA

Las células fueron cultivadas en placas de 6 pocillos hasta obtener una confluencia
igual a 50%. Se recolecto el sobrenadante y se centrifugé. La cantidad de AH se
cuantific6 mediante un ensayo tipo ELISA competitivo similar a como se describiera
previamente (Lompardia SL et al 2013). Brevemente, placas de 96 pocillos fueron
cubiertas con 100ug/ml AH-APM y se incubaron toda la noche a 4°C. Las muestras y
las diluciones estandar de AH-APM fueron incubadas con 0,5ug/ml de HABPD toda la
noche a 37°C. Luego, se bloqueo la placa con 3% BSA, se sembraron las muestras y
se incubaron durante 4 hs a 37°C. La unién de HABPb a la placa se determin6
empleando un sistema avidina-peroxidasa. Las concentraciones de las muestras

fueron calculadas de una curva estandar.
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Andlisis cualitativo de la expresion de ARNm de CD44, RHAMM, HAS, Hyals,
HLA-G y syncitin-2 por RT-PCR

Extraccion de ARN

La extraccion de ARN total se realizd6 en las lineas celulares utilizando TRIzol
(Invitrogen, USA) segun las indicaciones del fabricante. El ARN fue disuelto en agua
libre de ARNasas y analizado espectrofotométricamente para determinar la
concentracion de ARN y pureza (DO 260/280 =1,7-2). Se realizé la transcripcion
reversa del ARNm (1ug) utilizando la enzima M-MLV RT, hexameros al azar, inhibidor
de ARNasa, 2,5mM MgCI2 y 1mM de dATP, dGTP, dCTP y dTTP (Promega, USA)
durante 1h a 37°C y luego 5min a 55°C para inactivar la enzima.

Las lineas celulares de cancer de mama humano MDA-MB-231, y queratinocitos
humano, HaCat, solo fueron empleadas para extraer ARNm como control positivo en
el analisis de la expresion de las enzimas que participan del metabolismo del acido
hialurénico (Udabage 2005; Averbeck et al. 2006).

RT-PCR

La amplificacion de los genes de interés se realizé con la enzima Taq-ADN polimerasa
(Promega, USA) utilizando primers especificos (ver tabla i) en un termociclador Perkin-
Elmer 480. El gen beta-actina se utiliz6 como control de la amplificacion. Luego de una
desnaturalizacion inicial de 5min a 94°C, se realizaron 35 ciclos de PCR: 30seg a
94°C, 30seg a la temperatura de annealing (Ta) que depende de la composicion de
bases de los primers y 30seg a 72°C, seguido de la extension final de 5min a 72°C.
Los amplicones obtenidos se analizaron por electroforesis en gel de agarosa (2,5%)
tefiidos con Gel Red (Biotium) y fueron visualizados en un transiluminador con luz UV

(Cole Permer Instrumental Co., USA).
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Tabla i. Secuencia de primers empleados en RT-PCR.

Secuencia Sentido (5°-3") Secuencia Antisentido (3°-5") Tm bp
AAGACATCTACCCCAGCAAC CCAAGATGATCAGCCATTCTGG 52 324
TCCTAAGGCGCCCTTGAAAC TGCAGCATTTAGCCTTGCTT vl 361

v2 358

v3 313
GCCGGTCGTCTCAAAATC TCTCACAATGCATCTTGTTCAGC 55 133
CTCTACTCCCTCCTCTATATGTC AACTGCCACCCAGATGGA 50.7 150
AAGCCCTCCTCCTCCTTAACC AGCCAGGGTAGCATCGAC 55 141
TTGTGAGCTTCCGTGTTCAG GTCTCCGTGCTTGTGGTGTA 53.3 217

GCTACTCTCAGGCTGCAATGTGAA CACAGGGGTGGGCTGGTCTCT 57 115

Sincitina-2 ATCCAGCCTCGCCCAGAGAATGG GCTTGGGCGTCCCTGGCAAAA 58 422
Beta actina AGCCTCGCCTTTGCCGATCC ACCATCACGCCCTGGTGCCT 60 185

Andlisis de expresidn proteica

Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos sobre cubreobjetos circulares hasta
obtener una confluencia aproximada de 50%. Luego de desechar el sobrenadante, se
lavé 2v con PBS 1X vy se fij6 con 4% paraformaldehido en PBS durante 15 min a TA.
Luego, se bloqued con una solucién de SFB al 10% en PBS durante 15min. Se incubd
con el anticuerpo especifico para RHAMM, dilucién 1:50, (policlonal, E-19, sc-16170,
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA) durante 30min a TA en cadmara himeda.
Se lavo 3 veces con PBS y se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente
conjugado con fluorocromo: anti-cabra IgG-FITC (Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, USA) durante 30min a TA en camara humeda. Finalmente, se lavo, incub6 con
lug/ml de DAPI durante 15min a TA, se realiz6 el montaje en portaobjeto con el medio
de montaje para fluorescencia Mowiol (Sigma, USA) y se dejé secar hasta el dia
siguiente a TA. La especificidad de la tincion fue evaluada mediante los controles de
autofluorescencia (sin anticuerpos) y control de conjugado (sin agregado de anticuerpo
primario). Las células fueron analizadas utilizando microscopia de epifluorescencia en

un microscopio Olympus BX51 (America Inc.).

Preparacion de los extractos celulares

Para analizar la expresion de las diferentes proteinas, las células fueron sembradas y
cultivadas en placas de 100mm hasta aproximadamente 50% de confluencia y luego
fueron tratadas o no con 500ug/ml AH-APM, AH-BPM, UO (4uM), LY294007 (10uM) o
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sus combinatorias durante 2 y 24 h a 37°C en una atmosfera de 5%CO2.
Posteriormente fueron cosechadas empleando scraper y lisadas con buffer hipotonico
(20mM tris pH 8.0, 150mM NacCl, 100mM NaF, 1mM ortovanadato de sodio pH 10.0,
10% glicerol, 1%nonidet P-40, 1mM PMSF y 20ug/ml aprotinina) durante toda la noche
a -40°C. Luego de centrifugar a 13000 rpm durante 15 min a 4°C, se colectaron los
sobrenadantes, cuantificaron mediante la técnica de Bradford, alicuotaron y

conservaron a -40°C.

Electroforesis en geles de poliacrilamida y western blot.

Los extractos se mezclaron con buffer de siembra con 2% B-mercaptoetanol y se
sembraron en geles de SDS-poliacrilamida. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) (Osmonics Inc., Gloucester, MA) que
se blogued con 3% leche descremada durante 1 hora a 37°C. Luego de lavar, se
incubaron con anticuerpos especificos para las diferentes proteinas (ver tabla ii) en
TBS con 1% leche descremada durante toda la noche a 4°C en agitacion. Al dia
siguiente, se lavaron las membranas y se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes conjugados con peroxidasa (ver tabla) en TBS con 1% leche
descremada durante 2 h a 37°C. Luego, las membranas se lavaron y las proteinas se
revelaron con el reactivo de quimioluminiscencia (Western Blotting Luminol Reagent,
SCBT, USA) por exposicion a las placas de autoradiografia. Las placas fueron
fotografiadas y se realiz6 el analisis densitométrico utilizando el programa Scion Image
(Scion Corporation) de modo que el area de cada pico fue proporcional a la cantidad
de proteina presente.

Tabla ii. Anticuerpos empleados en técnica Inmunaoblotting.

Anticuerpo primario Anticuerpo conjugado

Proteina Fuente Dilucion Nro catdlogo /Empresa  Dilucion de trabajo = Empresa
blanco de trabajo

CD44 Rata 1/500 1/1000 SCBT
pERK Conejo 1/500 SC-16170 SCBT 1/10000 Sigma
ERK Conejo 1/500 SC-16170 SCBT 1/10000 Sigma
pAkt Conejo 1/500 SC-16646 SCBT 1/10000 Sigma
Akt Conejo 1/500 SC-8312 SCBT 1/10000 Sigma
B-actina Cabra 1/800 SC-1615 SCBT 1/5000 SCBT
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Andlisis de la migracion celular

Ensayo de la herida.

Células JEG-3 se sembraron en placas de 24 pocillos hasta obtener una monocapa de
células. Luego se realizé una herida a lo largo de la linea media en el fondo del pocillo
con un tip estéril de 200 ul. Las células se lavaron con PBS estéril y se trataron con
diluciones seriadas de AH de distinto peso molecular (62,5 — 500 ug/ml) o con medio
de cultivo (control), durante 24 h a 37°C en una atmdsfera de 5% CO.. Las diluciones
se realizaron en RPMI 10% SFB. Las monocapas se fotografiaron a tiempo O hy 24 h
post estimulo con una camara fotografica adosada a un microscopio. Las imagenes
fueron procesadas utilizando el programa T-scratch (Geback et al. 2009). Se calculé el
porcentaje del area libre de células y se expresé el resultado como indice de migracion

respecto del control:

indice = [(100 - % &rea),—pans - (100 - % &rea) —onslo
[(100 - % area)=p4ns - (100 - % &rea) i=ons]basal

Cada ensayo se realizé por duplicado y de cada pocillo se tomaron al menos 3

fotografias.

Migracién a través de filtros Transwell.

Para evaluar la migracion de células JEG-3 hacia un gradiente de concentracion se
emplearon filtros tipo Transwell. Para ello se sembraron 1x10° células en un volumen
de 100 pul en el compartimento superior de filtros de membrana de policarbonato (BD)
con tamano de poro 8 um en una placa de 24 pocillos (Costar). En el compartimiento
inferior de cada pocillo se agreg6 un volumen de 500ul de medio con 500ug/ml AH-
APM, 250 - 500ug/ml AH-BPM 6 RPMI 10% SFB (control). Los filtros se incubaron
durante 24 h para permitir la migracion. Finalizada la incubacion se lavo el
compartimiento superior de la membrana, y con un hisopo se eliminaron las células
gue no migraron. Las células adheridas a la cara inferior del filtro se fijaron con
parafolmaldehido al 4% durante 30 min a TA. Luego los filtros se lavaron PBS y los
nucleos de las células se tifieron con X de DAPI durante 15 min a TA. Para calcular el
porcentaje de células que migraron se tomaron fotografias de los filtros (al menos 10
campos), se contaron las células y se calculd el porcentaje de migracion respecto del
control:

% migracion = 100% x promedio

promedio pasal
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Para evaluar el rol de hCG en la migracién hacia 500ug/ml AH-APM, las células fueron
tratadas con AcMo anti hCG (10 - 20ug/ml) o con IgG murina (control de isotipo)
durante 30 min a 4°C antes del ensayo de migracion.

Para evaluar el rol de CD44 y RHAMM en la migracion hacia 500ug/ml AH-APM, las
células fueron tratadas con anti CD44 (Km81, 10ug/ml), anti RHAMM (E-19, 10ug/ml) o
con IgG de cabra (control de isotipo) con durante 30 min a 4°C antes del ensayo de
migracion.

Para evaluar el rol de MEK y PI3K en la migracién hacia 500ug/ml AH-APM, las
células fueron tratadas con los respectivos inhibidores U0126 (4uM), Ly249002

(10uM) 6 DMSO (control) durante 30 min a 4°C antes del ensayo de migracion.

Proliferacién celular

La proliferaciéon celular se evalué mediante la incorporacion de [3H]-t imidina siguiendo
el protocolo previamente descrito con ligeras modificaciones (Lompardia et al. 2013).
Para ello se sembraron 5x103 células/pocillo en una placa de 96 pocillos en medio
RPMI1640 con 10% SFB. Algunos pocillos se estimularon con distintas
concentraciones (62,5 — 500ug/ml) de AH de distinto peso molecular (AH-APM, -BPM,
0-AH) mientras que a otros pocillos se agreg6 solo medio de cultivo como control de la
proliferacion basal. Las células se cultivaron a 37°C en una atmésfera de 5% CO2
durante 48 y 72 horas. Seis horas antes de finalizar el ensayo se agreg6 a todos los
pocillos 1uCi [3H]-timidina. Finalizada la incubacion las células fueron cosechadas,
lisadas y la radioactividad se midi6 empleando un contador de centello liquido
(Beckman, MD). Los tratammienos se realizaron por cuadruplicado y los resultados se
expresaron como el promedio de las cuentas por minuto (cpm) de [3H]-timidina
incorporada por las células para cada tratamiento. Las células sin tratar representan el
100%.

Cuantificacion de hCG total

Se evaluo el efecto de AH sobre la secrecion de hCG por células JEG-3. Para ello se
sembraron 150.000 células en placas de 6 pocillos y se incubaron hasta alcanzar el
50% de confluencia aproximadamente. Luego, las células fueron tratadas con 500
pug/ml de AH-APM, -BPM u 0AH, o se dejaron sin estimular (control) durante 24 h a
37°C en una atmosfera de 5% CO2. Finalizada la incubacion los sobrenadantes se
cosecharon, se centrifugaron para eliminar restos celulares y se conservaron a -40°C
para la posterior cuantificacion de hCG. Por otro lado, las células se lisaron con TRizol

(Invitrogen, USA), y el ADN se extrajo siguiendo las indicaciones del fabricante.
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El ADN se disolvié en buffer TE pH 8 y se determiné la absorbancia en un
espectofotometro para determinar la concentracion y pureza (DO 260/280 =1,7-2).
Para cuantificar hCG se emple6 el inmunoensayo electroquimioluminiscente (ECLIA)
Elecsys hCG+f en el inmunoanalizador cobas e 411 (Roche). Este método permite
detectar hCG, hCG hiperglicosilada, hCG hiperglicosilada nicked y B-hCG (Cole et al.
2011). Brevemente, la muestra se incub6 con un Ac monoclonal biotinilado anti-hCG y
un Ac monoclonal anti-hCG marcado con quelato de rutenio. Una vez formados los
complejo inmune se agregaron microparticulas recubiertas de estreptavidina, y el
complejo formado se fijo a una fase sdélida por interaccion entre biotina-estreptavidina.
Posteriormente see aplicd una corriente eléctrica definida que produce una reaccion
gquimioluminiscente cuya emision se mide en un fotomultiplicador. Los resultados se
obtuvieron mediante el empleo de una curva de calibracién de concentraciones
conocidas de hCG.

Los ensayos se realizaron por duplicado y la cantidad de hCG se relativiz6 al
contenido de ADN en cada pocillo. Los resultados se expresaron como mUl hCG/ ug
ADN.

Analisis estadistico

La significancia estadistica entre grupos fue evaluada empleando one way-ANOVA y
las medias fueron comparadas mediante el test de Dunnett (ensayo de la herida y
proliferacion celular) o el test de Bonferroni (ELISA, ensayo transwell y andlisis
densitromético). Las diferencias entre grupos fueron considerados significativos
cuando p<0,05. El analisis se realiz6 empleando el programa Prism 4 (Graph Pad, San
Diego, CA, USA).
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CAPITULO |

EXPRESION DE ACIDO HIALURONICO, CD44 Y RHAMM EN MUESTRAS DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD TROFOBLASTICA GESTACIONAL

Existen escasos precedentes sobre la evaluacion de la expresion de AH y sus
receptores en muestras de tejido de entidades de ETG.

En esta primera etapa del trabajo se evalué la expresién y localizacion de AH y sus
receptores, CD44 y RHAMM, en muestras de tejido de pacientes con mola hidatiforme,
coriocarcinoma y tumor trofoblastico de sitio placentario empleando como contraparte

muestras de tejido de placenta de primer trimestre.

Expresion de p57kip2

En primer lugar, se evalué la expresion de p57kip2 en MH mediante
inmunohistoquimica a fin de clasificarlas en mola completa o parcial. Tal como puede
observarse en la figura 14A, se encontré expresion nuclear en las células stem
citotrofoblasticas asi como en las células estromales en las muestras analizadas de
placenta de primer trimestre. Por otro lado, como puede observarse en la figura 14B,
se encontrd que ninguna de las muestras de MH analizadas presenté tincién nuclear
en células citotrofoblasticas ni en células estromales.

Dicho resultado permitio clasificar tales muestras como MH completas.
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Control negativo

Placenta de primer trimestre

Mola hidatiforme

Figura 14. Inmunolocalizacion de p57kip2. (A) Placenta de primer trimestre. Se
observa expresion nuclear positiva en citotrofoblasto (CT) (flecha). En contraste,
sincitiotrofoblasto (ST) es negativo (asterisco). (B) MHC. Se observa expresion
negativa en CT y ST (asterisco). Como control positivo interno se evaluo la expresion
nuclear de TEV (flecha). (C, D) Respectivos controles negativos. Magnificacién 400X.
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Expresion y localizacion de AH

La presencia y localizacion de AH se evalu6 mediante histoquimica. Como se
observa en la Figura 15, se encontré expresion de AH en todas las muestras
analizadas. Tanto en placenta de primer trimestre como en MHC se detecto tincion
positiva en el estroma velloso (Figuras 15A y 15B). Dicha tincion mostré una
apariencia fibrilar compacta en MHC diferente al observado en placenta de primer
trimestre. Ademas, se hallé expresion de AH en la membrana apical y basal de las
vellosidades en MHC (Figura 15B, recuadro) siendo simultanea en algunas areas del
tejido. Por el contrario, no se hallé tincién en las membranas vellositarias de placenta
de primer trimestre (Figura 15A, recuadro).

En tumores trofoblasticos, se encontré intensa tincién positiva para AH en el
estroma tumoral mientras que no se hallé tincién en las células tumorales ni de CC ni
de TTSP (Figuras 15C y 15D, respectivamente). Como control positivo se empleé la
expresion de AH en el estroma de vellosidades de primer trimestre previamente
reportado por otros autores.

Estos resultados se resumen en la Tabla IV.
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Figura 15. Localizaciéon de AH. (A) Placenta de primer trimestre. Se encontrd
expresion positiva en estroma velloso (asterisco). (B) MHC. Se hall6 expresién postiva
en estroma velloso (asterisco) asi como en las membranas apical y basal de
vellosidades (flechas, recuadro). (C) CC y (D) TTSP: Se observo tincion positiva en el
estroma tumoral mientras que las células tumorales no expresaron AH (asterisco). (E,
F, G, H) Respectivos controles negativos. Magnificacién 200X (recuadro 1000X).

Tabla IV. Localizacion de AH en placenta de primer trimestre y entidades de ETG.

Célula Membrana Estroma Estroma
Trofoblastica | vellositaria velloso no velloso
Placenta de - - + -
Primer Trimestre
MHC - +* +
CcC - +
TTSP - +

MHC: mola hidatiforme completa, CC: coriocarcinoma, TTSP: tumor trofoblastico de
sitio placentario. + Presente, - Ausente. *: algunas zonas muestran localizacion
simultdnea en membrana apical y basal.

Expresion y localizacion de CD44

La presencia y localizacion de CD44 se evalu6 mediante inmunohistoquimica.
Se hallé tincion positiva para el receptor CD44 en el estroma tumoral en muestras de
CC (Figura 16C) pero no en las células tumorales. En MHC se hall6 expresion débil de
CD44 en el estroma (Figura 16B) pero no en las células trofoblasticas. Por otro lado,
no se encontré expresion de dicha proteina en el estroma ni en células trofoblasticas
de placenta de primer trimestre ni TTSP (Figura 16A y 16D). Como control positivo se
emplearon muestras de adenocarcinoma de colon cuyas células tumorales mostraron

expresion de CD44 en la membrana celular.
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Figura 16. Localizacion de CD44. En: (A) placenta de primer trimestre y (D) TTSP: no
se hallé expresion de CD44. (B) MHC. Se encontrd débil expresion en el estroma. (C)
CC. Se encontrd expresion de CD44 en el estroma tumoral. (E) Adenocarcinoma de
colon como control positivo. (F, G, H, I, J) Respectivos controles negativos.
Magnificaciéon 200X.

Expresion y localizacion de RHAMM

La localizacion de RHAMM se evalué mediante inmunohistoquimica. Se hallé
tincién positiva en el citoplasma de células stem citotrofoblasto velloso y en la
membrana celular de trofoblasto extravelloso tanto en placenta de primer trimestre
(Figura 17A y 17B) como en MHC (Figura 17C). Es interesante destacar que algunas
células citotrofoblasticas también presentaron expresién de RHAMM en membrana en
MHC a diferencia de las muestras de placenta de primer trimestre donde sélo se
encontro tincién citoplasmatica.

En tumores trofoblasticos, se encontro tincion positiva para RHAMM en la
superficie celular en muestras de coriocarcinoma (Figura 17D) y en el nucleo de
algunas células en muestras de TTSP (Figura 17E).

Estos resultados se resumen en la Tabla V.
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Figura 17. Inmunolocalizacion de RHAMM. Placenta de primer trimestre. (A) Se hallé
expresion de RHAMM en membrana celular de TEV (punta de flecha) y (B) en
citoplasma de CT (flecha). (C) MHC. Se observo expresion de RHAMM en membrana
celular de TEV (flecha) y citoplasma de CT (asterisco blanco). (D) CC. Se hallé
expresion de RHAMM en la membrana de células tumorales (flecha). (E) TTSP. Se
hall6 expresién nuclear en algunas células tumorales (flecha). (F) Cancer de préstata
como control positivo. (G, H, I, J, K, L) Respectivos controles negativos. Magnificacion

400X.

Tabla V. Localizacion de RHAMM en placenta de primer trimestre y entidades de

ETG.
Patrén de expresion
Subpoblacién | Membrana | Citoplasma Nucleo Células
de trofoblasto estromales
Placenta de CT - + - -
Primer TEV* + + -
trimestre ST - - -
MHC CT* + + - +
TEV + - :
ST - - :
cC TEV + - ;
ST - - -
TTSP - - +

CT: citotrofoblasto, TEV: trofoblasto extravelloso, ST: sincitiotrofoblasto, MHC: mola
hidatiforme completa, CC: coriocarcinoma, TTSP: tumor trofoblastico de sitio
placentario. +, Presente, -, Ausente. *: algunas células muestran localizacién

simultanea.
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Conclusiones parciales

Los resultados demostrados en este Primer Capitulo nos permiten concluir que existe
una expresion diferencial de AH, CD44 y RHAMM en las distintas subpoblaciones
trofoblasticas asi como en las entidades de ETG estudiadas.

- Tanto en Placenta de Primer Trimestre como en MHC se observa expresion de
AH en el estroma velloso. Sin embargo en MHC, adema4s, se observa
expresion de AH en las membranas apical y basal de las vellosidades. Por otro
lado, solo se observa expresion de CD44 en células estromales en MHC. En
cambio, se observa expresion de RHAMM en el citoplasma de la capa stem
citotrofoblastica y en membrana en células TEV en ambas entidades.
Llamativamente en algunas células de la capa CT en MHC también se observa

expresion en membrana.

- En CC se observa expresion de AH y CD44 en estroma pero no hay expresion
de dichas moléculas en las células tumorales donde en cambio hay expresién
superficial de RHAMM.

-  En TTSP se observa expresion de AH en el estroma pero no se observa
expresion de AH ni CD44 en las células tumorales. En cambio, hay tincion
positiva para RHAMM en el nucleo de algunas células.

Es decir, existe una localizacion diferencial de RHAMM en las células tumorales de

las distintas entidades neoplasicas.

En resumen, si bien es necesario estudiar un nimero mayor de casos, nuestros
resultados sugieren que tanto el AH como sus receptores, CD44 y RHAMM, podrian
participar en el proceso de placentacion asi como también en los procesos

fisiopatoldgicos, tanto en MH como en CCy TTSP.
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CAPITULO II

ESTUDIO DEL ACIDO HIALURONICO, SU METABOLISMO Y RECEPTORES EN
LINEAS CELULARES DE CORIOCARCINOMA HUMANO

Los resultados descritos en el Capitulo | de esta tesis nos condujeron a analizar la
implicancia del AH en la biologia de las células de coriocarcinoma.

En primer lugar, se caracterizo la expresion de AH y su metabolismo asi como los
receptores de AH, CD44 y RHAMM, en lineas celulares de coriocarcinoma humano
JEG-3, JAR y BeWo, y en la linea celular de trofoblasto humano inmortalizado
Swan71.

Evaluacién de la sintesis de AH in vitro
Analisis de la secrecion de AH

El acido hialurénico una vez sintetizado puede ser liberado al medio extracelular o
retenido en la cara externa de la membrana celular. Para determinar si las células
secretan AH al medio extracelular se evaluaron los sobrenadantes de cultivo de las

células mencionadas anteriormente por un ensayo ELISA tipo competitivo.
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Figura 18. Secrecion de AH en el sobrenadante de lineas celulares. Las barras
representan la media del indice respecto a sus respectivos controles +/- SEM (Swan71
vs DMEM/Ham, JAR y JEG-3 vs RPMI, BeWo vs Ham) (n=3 por grupo). *** P<0,001.

Tal como se observa en la Figura 18, entre las lineas de CC estudiadas, la linea

celular BeWo secreta AH (257 +/- 129 ug/ml, p<0,001) al medio extracelular mientras
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que JAR y JEG-3 (101 +/- 19 ug/ml y 142 +/- 21 ug/ml, respectivamente. p>0,05) no
presentan cambios en la concentracion de AH respecto de su control. Ademas,
también se encontré AH en el sobrenadante de la linea celular Swan71 (388 +/- 159
ug/ml, p<0,001) significativamente mayor a su respectivo control.

Evaluacién de la expresion de ARNm de HAS y Hyals
Posteriormente, se decidi6 evaluar cualitativamente el perfil de expresiéon de ARNm de

las enzimas encargadas de la sintesis (HAS) y degradacion (Hyals) del AH en dichas

lineas celulares.

HaCat Swan71 JAR JEG-3 Bewo

Actina

Figura 19. A) Expresion de ARNm de HAS y Hyals por RT-PCR. B-actina fue
empleado como control de amplificacién. Como control postivo se empleé la linea
celular de queratinocitos humanos HaCat.

Como se observa en la figura 19, tanto la linea celular de trofoblasto inmortalizado
Swan71 como las lineas celulares de CC expresan ARNm para HAS3, Hyall y Hyal?2.
En tanto que el ARNm para HAS2 es expresado en Swan71 pero no en las lineas de
CC.

Este resultado en conjunto con el hallado previamente por ELISA nos permite sugerir
que no existe correlacion entre el nivel de ARNm de HAS y Hyals y la secreciéon de AH

en las lineas de CC.
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Evaluacién de la expresiéon de receptores de AH

Luego, evaluamos la expresion de los principales receptores para acido hialurdnico
asociados a neoplasias, CD44 y RHAMM.

Andlisis de la expresiéon de CD44

CD44 es el principal receptor para acido hialurénico. La expresion proteica de CD44 se
analizé en las tres lineas de coriocarcinoma humano: JAR, JEG-3y BeWo; y en la
linea de trofoblasto humano inmortalizado, Swan17.

Swan71 JAR JEG-3 BeWo

CD44 2

(85KDa) i g Fo T
Actina

(42Kda)

Figura 20. Expresion de CD44. La expresion de CD44 fue evaluada por western blot
en extractos totales. La expresion de actina fue utilizada como control de carga. Como
control positivo se empled la linea murina LBR-. Resultados similares fueron obtenidos
en tres experimentos independientes.

Tal como puede observarse en la figura 20, la linea celular Swan71 expresa CD44

mientras que dicha expresion es negativa en las lineas celulares de CC.

Para corroborar este resultado evaluamos la expresion de ARNm de CD44 en dichas
lineas. Para ello, se extrajo el ARN total, se realiz6 la retrotranscricpcion y posterior
PCR con primers especificos para CD44.

Kv562 Swan71 JAR JEG-3 BeWo

Actina e— - e R e e

CD44

Figura 21. Expresion de ARNm de CD44. La expresion de ARNm fue evaluada
empleando RT-PCR. La expresion de actina fue utilizada como control de
amplificacion. La expresion de K562 fue empleada como control positivo. Se muestra
un experimento representativo de dos experimentos independientes.

Como se observa en la figura 21, en la linea Swan71 se detect6 la expresion de

ARNmM para CD44 siendo negativa dicha expresion en las lineas de coriocarcinoma.
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Estos resultados avalan los anteriormente obtenidos para la expresion proteica de
CD44 demostrando que ninguna de las lineas de coriocarcinoma expresa dicha

proteina.
Andlisis de la expresién de RHAMM
Para el estudio de RHAMM en primer lugar evaluamos la expresion del ARNm por RT-

PCR. Para ello, se alinearon las 4 secuencias de ARNm de las distintas variantes de
RHAMM vy se disefié un par de primers capaz de detectar las mismas.

A
Kv562 Swan71 JAR JEG-3 BeWo
RHAMMv1/2 —=
RHAMMv3 —=
RHAMMv4 —=
Actina
B
1.5+
o B3 Swan71
2 ok B JAR
€ o | B JEG3
2 @@ BeWo
)
c
3
° 0.5+
Q
©
£
0.0

RHAMMv1/2

Figura 22. A) Expresiéon de ARNm de RHAMM por RT-PCR. Las variantes 1y 2 se
localizan a 361 y 358 bp, la variante 3 a 313bp y la variante 4 a 134bp. B-actina fue
empleado como control de amplificacién. Como control postivo se empled la linea
celular K562. Resultados similares fueron obtenidos en dos experimentos
independientes. B) Analisis densitométrico de las bandas observadas en A). Los
resultados se expresan como indice densitométrico (RHAMMv1/2, v3/ actina). Las
barras representan la media +/- SEM.
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Como se observa en la Figura 22, la linea celular Swan71 expresa al menos dos
variantes para RHAMM, en forma similar a las lineas celulares de CC. Sin embargo,
como se desprende del analisis estadistico de la densitrometria, la expresion de la
variante 3 para RHAMM en Swan71 es mayor que en las lineas de CC (p<0,001).

También se estudi6 la expresion proteica de RHAMM por IFI. Las células se cultivaron

en cubreobjetos hasta subconfluencia y se evalu6 su expresion extracelular.

RHAMM DAPI Merge

JAR- --

Figura 23. Expresion de RHAMM por IFIl. Se muestra una imagen representativa de al
menos tres experimentos independientes. Magnificacion original 400x.

Como se observa en la Figura 23, tanto la linea celular Swan71 como JEG-3
presentan expresion de RHAMM en su superficie celular mientras que la expresién en
BeWo es débil, y nula o indetectable en JAR.

Este resultado sugiere que la expresion de ARNm para RHAMM encontrada en BeWo
y JAR podria corresponder a expresion proteica en el interior celular, ya sea en el

citoplasma o en el nicleo.
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Conclusiones parciales

De los resultados obtenidos en la Primera Parte de este Segundo Capitulo podemos

concluir que:

La linea de trofoblasto inmortalizado Swan71 vy la linea de CC BeWo secretan
AH al medio, no asi las lineas de CC JAR y JEG-3. Ademas, todas las lineas
expresan ARNm para las enzimas HAS3 y Hyall y -2 mientras que HAS2 s6lo
se expresa en Swan71.

La linea Swan71 expresa CD44 mientras que ninguna de las lineas de CC
expresa dicha proteina correlacionando asi la expresion proteica con la
expresion de ARNm.

Tanto la linea Swan71 como las lineas de CC expresan al menos dos
isoformas del ARNm que codifican para el receptor RHAMM. Sin embargo,
dicha expresion no correlacionaria con la expresién proteica en la superficie
celular evaluada por IFI donde puede observarse mayor expresion de RHAMM
en JEG-3 que en BeWo y JAR.

En resumen, de las conclusiones del analisis del perfil de expresion de de AH, CD44 y

RHAMM en las lineas celulares de coriocarcinoma descritas arriba asi como de los

resultados obtenidos en muestras de pacientes descritos en el Primer Capitulo de esta

Tesis nos llevan a sugerir que la linea JEG-3 es el modelo mas apropiado para

continuar con el estudio de la implicancia del acido hialurénico en la biologia de las

células de coriocarcinoma, dado que tanto en las muestras de tumor primario como en

dicha linea celular se encontr6 expresion de RHAMM pero no expresion de CD44 ni

secrecion de AH al medio extracelular.
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CAPITULO 1l

Primera Parte
EVALUACION DEL EFECTO DEL ACIDO HIALURONICO EN LOS
PROCESOS DE MIGRACION, PROLIFERACION Y DIFERENCIACION SOBRE LA
LINEA CELULAR DE CORIOCARCINOMA HUMANO JEG-3

El efecto del AH sobre algunos procesos celulares varia segun su peso molecular, es
por ello que en esta Primera Parte evaluamos la participacién de AH de distinto peso
molecular en los procesos de migracion, proliferacion y diferenciacion.

Efecto de AH sobre la migracién de la linea celular de coriocarcinoma humano,
JEG-3.

Para evaluar si el AH es capaz de inducir la migracion de las células JEG-3, se llevé a

cabo el ensayo de cierre de la herida. Se evaluaron distintas concentraciones de AH

de diverso peso molecular (APM, BPM y oligosacaridos) a 24 horas.
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Figura 24. Efecto de AH sobre la migracién celular evaluado por ensayo de la
herida.

A) Ceélulas JEG-3 tratadas con distintas concentraciones de AH (62,5 a 500 pg/ml) de
diverso peso molecular (AH-APM, -BPM y oAH) durante 24 hs. Las células sin
tratamiento representan el grupo control. Los resultados estan expresados en indice
de migracion relativo al control. Las barras representan la media +/- DES de al menos
cuatro experimentos independientes. * P<0,05. B) Microfotografias representativas de
una herida realizada en una monocapa de células JEG-3 al inicio (Oh) y 24 horas en
condicion control y tratamiento con 500 pug/ml AH-BPM.

Como se observa en la figura 24, el tratamiento con AH-BPM produjo un aumento
significativo y dosis dependiente en el indice de migracion de las células. Mientras que
el tratamiento con oAH no produjo variacion en los indice de migracion a ninguna de
las dosis ensayadas. Si bien se observa una tendencia hacia un aumento en el
tratamiento con AH-APM a medida que aumenta su concentracion, el test estadistico

no arrojo diferencias significativas.
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Posteriormente, para corroborar el resultado obtenido en el ensayo de la herida se
evalud la capacidad migratoria de las células JEG-3 hacia 250 pug/mly 500 pug/ml AH

de bajo peso molecular con cdmara Transwell durante 24 horas.

1501
[ Basal

v @ 250 ug/ml AH-BPM
RS @l 500 ug/ml AH-BPM
IS Bl 500ug/ml AH-APM
S EA Control quimiotaxis
o 50-
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X
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Figura 25. Efecto de AH sobre la migracién celular evaluado por transwell. A)
Células JEG-3 se sembraron en la cara superior de insertos con poros de 8 um. En los
pocillos respectivos se agregé medio de cultivo con 500 ug/ml AH-APM, 500 ug/ml AH-
BPM o no (control) y se incubaron durante 24 hs. El control de quimiotaxis se llevo a
cabo agregando 500 ug/ml AH en los compartimentos inferior y superior del transwell.
Los resultados estan expresados en porcentaje respecto del control. Las barras
representan la media +/- DES de diez campos microscopicos. * P<0,01. B)
Microfotografias representativas de células que atravesaron el inserto.

Tal como se observa en la figura 25, el tratamiento con 500 pg/ml AH-BPM (p<0,01)
aumento significativamente el nimero de células que migraron desde le
compartimiento superior del Transwell al compartimiento inferior. Mientras que ni el
tratamiento con 250 pg/ml AH-BPM ni con 500 pg/ml AH-APM indujeron cambios en la

migracion.
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Efecto de AH sobre la proliferacion celular de la linea celular de coriocarcinoma
humano, JEG-3

Teniendo en cuenta que algunos tipos celulares proliferan frente a un estimulo con AH
se evalué la capacidad de AH de diferentes pesos moleculares para inducir la
proliferacion de las células JEG-3. Para ello se llevaron a cabo ensayos de
proliferacién celular con timidina tritiada a 48 y 72 horas. Las células JEG-3 se
incubaron con distintas concentraciones de AH de distinto peso molecular y como
control de la proliferacion basal algunas células se cultivaron en medio de cultivo RPMI
con 10% SFB sin AH.

Tal como se observa en la figura 26, a 48 horas no se observan cambios en la
proliferacién celular frente a AH independientemente de su peso molecular y
concentracién. Sin embargo, a 72 horas se observé que las dosis de 62,5 a 250 ug/ml
de AH-BPM (p<0,05) inducen una disminucién significativa en la proliferacion asi como
también la dosis de 500ug/ml de oAH (p<0,01). La dosis de 500ug/ml AH-BPM no
induce cambios en el indice de proliferacién de las células JEG-3 a ninguno de los

tiempos ensayados.

Estos resultados demuestran que la dosis de 500ug/ml AH-BPM es capaz de inducir

migracion de las células JEG-3 sin afectar la proliferacion de dichas células.
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Figura 26. Efecto de AH de diferente peso molecular sobre la proliferacion
celular. Células JEG-3 fueron tratadas con distintas concentraciones de AH (62,5 a
500 pg/ml) de diverso peso molecular (AH-APM, -BPM y 0AH) a (A) 48hs y (B) 72 hs.
Las células sin tratamiento representan el grupo control. Los resultados estan
expresados en indice de proliferacion relativo al basal. Las barras representan la
media +/- DES de al menos cuatro experimentos independientes. * P<0,05 y **
P<0,01.
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Efecto de AH sobre la expresion de marcadores trofoblasticos

Como se describio en la introduccién de esta tesis, el coriocarcinoma rememora la
poblacién trofoblastica del blastocisto donde coexisten tres subtipos de trofoblasto:
stem citotrofoblasto, sincitiotrofoblasto (aumento de secrecion de hCG, aumento de
expresion de sincitina-2) y trofoblasto extravelloso (aumento de expresion de HLA-G).
Es por ello que evaluamos la capacidad del AH de moldular la expresién de las
proteinas HLA-G, sincitina-2 y hCG en las células JEG-3.

HLA-G
La expresion del ARNm para HLA-G fue evaluada mediante RT-PCR semicuantitativa

luego del estimulo de células JEG-3 con AH de alto y bajo peso molecular asi como de

0AH a una concentraciéon de 500ug/ml.

Basal AH-APM AH-BPM oHA

HLA_G oL T Y et LR Foo

2.51

HLA-G
Indice densitométrico

Basal AH-APM AH-BPM 0AH

Figura 27. Expresion de ARNm para HLA-G. (A) Expresion de ARNm para HLA-G
en células JEG-3 luego del tratamiento con 500ug/ml de AH distinto PM durante 24hs.
GPDH fue utilizado como control de amplificacion. (B) Analisis densitométrico de las
bandas observadas en (A). Los resultados se expresan como indice densitométrico
(HLA-G/GPDH) y, / (HLA-G/GPDH)pasa - Las barras representan la media +/- DES.
*P<0,01.

Tal como se observa en la Figura 27, la expresion de ARNm para HLA-G aumento

luego del tratamiento con AH-APM asi como con AH-BPM respecto del basal. Mientras
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gue no hubo diferencias significativas luego del tratamiento con 0AH en la expresion

de dicha molécula en las condiciones empleadas.
Sincitina-2
La expresion del ARNm para sincitina-2 fue evaluada mediante RT-PCR

semicuantitativa luego del estimulo de células JEG-3 con AH de alto y bajo peso

molecular asi como de oAH a una concentracion de 500ug/ml.
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Figura 28. Expresion de ARNm para sincitina-2. (A) Expresion de ARNm para
sincitina-2 en células JEG-3 luego del tratamiento con 500ug/ml de AH distinto PM
durante 24hs. GPDH fue utilizado como control de amplificacion. (B) Andlisis
densitométrico de las bandas observadas en (A). Los resultados se expresan como
indice densitométrico (sincitina-2/GPDH) y, / (sincitina-2/GPDH)pasa - Las barras
representan la media +/- DES. *P<0,01, ***P<0,001.

Tal como se observa en la Figura 28, el tratamiento con los diferentes tipos de AH
indujo una disminucién significativa de la expresion de ARNm para sincitina-2 respecto

del basal en las condiciones empleadas.
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hCG

Dado el importante rol que cumple la hormona hCG en la biologia del trofoblasto y
coriocarcinoma asi como su utilidad clinica en casos de ETG, nos planteamos evaluar

el efecto de AH en la secrecién de dicha hormona.
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Figura 29. Efecto de AH sobre la secrecién de hCG. Células JEG-3 se trataron con
500ug/ml de AH de distinto PM durante 24hs. Se cuantificé el nivel de hCG en
sobrenadante por ECLIA y se relativizé a uyg ADN. Los resultados se expresan como
indice hCGy, / hCGyasa - Las barras representan la media +/- DES.

En la figura 29 puede observarse una disminucién significativa en la secrecion de hCG
luego de los tratamientos con 500ug/ml AH-APM y -BPM durante 24hs. En iguales
condiciones, el tratamiento con 500ug/ml oAH no arrojo diferencias significativas
respecto del basal.
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Conclusiones parciales

De los resultados obtenidos en la Primera Parte de este Tercer Capitulo podemos

concluir que tanto la calidad como la concentracion de AH en el medio extracelular

influye sobre la biologia de las células JEG-3 del siguiente modo:

El tratamiento con AH-APM no induce cambios en la migracion celular asi
como tampoco en la proliferacion.

El tratamiento con AH-BPM induce migracion celular a una dosis de 500ug/ml
sin verse afectada la proliferacion celular. En cambio, a dosis menores de
500ug/ml no se observan cambios en la migracion pero si una disminucion en
el indice de proliferacion celular.

El tratamiento con oAH no induce cambios en la migracién celular mientras que
s6lo con la dosis de 500ug/ml se observa una reduccion en el indice de
proliferacién celular.

El tratamiento con la dosis de 500ug/ml tanto de AH-APM como de AH-BPM
induce un aumento en la expresién del ARNm de HLA-G. En cambio, el
tratamiento con la misma concentracion de oAH no arroja cambios en la
expresion de dicha molécula.

El tratamiento con la dosis de 500ug/ml de AH, independientemente de su peso
molecular, induce una reduccién en la expresion de sincitina-2.

El tratamiento con una dosis de 500ug/ml tanto de AH-APM como de AH-BPM
indujo una disminucién en la secrecién de hCG al medio extracelular. El
tratamiento con la misma concentracion de oAH no modificé la secrecion de

hCG respecto del basal.

En resumen, teniendo en cuenta que en el entorno tumoral pueden coexistir AH de

diversos pesos moleculares, lo expuesto anteriormente nos permite sugerir que tanto

AH-APM como AH-BPM contribuyen a la diferenciacién bioquimica hacia el fenotipo

extravelloso (aumento de HLA-G, disminucion de sincitina-2). Ademas, este resultado

se complementa con el hecho de que el AH-BPM, pero no el AH-APM, es capaz de

inducir la migracion celular en las condiciones estudiadas.
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CAPITULO 1l

Segunda Parte
EVALUACION DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN
EL EFECTO DEL ACIDO HIALURONICO SOBRE LA MIGRACION CELULAR

Los resultados obtenidos en la Primera Parte de este Tercer Capitulo nos condujeron
a profundizar sobre los mecanismos de accion subyacentes al efecto del AH-BPM

sobre la migracion celular.
Implicancia de hCG endbgena
Como se menciond en la introduccién de esta Tesis la hCG es capaz de inducir la

migracién de las células trofoblasticas. Teniendo esto en cuenta, estudiamos la

implicancia de la hCG endégena en el proceso de migracion inducido por AH-BPM.
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Figura 30. Implicancia de hCG enddgena en la migraciéon inducida por AH. La
migracion fue realizada hacia 500pg/ml AH-BPM o RPMI 1640 (control) previo
tratamiento de las células con anti-hCG o no. Los resultados se expresan como la
media del % de migracion +/- SEM. ** P<0,01 y *** P<0,001 vs basal, “* P<0,001 vs
AH, °° P<0,01 vs control isotipo. AH corresponde a AH-BPM.

Como se observa en la figura 30, el bloqueo de hCG endégena con 20ug/ml de anti-
hCG indujo una disminucién en el porcentaje de migracion (p<0,001 vs basal) la cual
no pudo ser revertida por el co-tratamiento con AH-BPM (p<0,001 vs AH). Esto sugiere

gue la migracion inducida por el AH-BPM depende del nivel de hCG en el medio.
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Evaluacion de la modulacién de la migracién hacia AH-BPM mediante
inhibidores farmacol6gicos de MEK y PI3K.

Para evaluar sobre las vias de sefalizacion involucradas en el estimulo del AH-BPM
sobre la migracion celular, estudiamos dicho proceso en presencia de los inhibidores
farmacologicos, U0126 y Ly249002. Estos inhiben a las quinasas MEK y PI3K,

respectivamente.
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Figura 31. Implicancia de MEK y PI3K en la migracion inducida por AH-BPM a
24hs. Las barras representan el % de migracion. Los resultados se presentan como la
media +/- SEM. ** P<0,01; *** P<0,001. AH corresponde a AH-BPM.

En la figura 31 puede observarse que el tratamiento con Ly249002, inhibidor de PI3K,
afecta la capacidad de migracién de las células JEG-3 (p<0,001) y que la misma no
puede ser revertida ante el agregado de AH-BPM, indicando que el efecto del AH-BPM
depende de la via PI3K (p<0,001). Ademas, se observa que el tratamiento con U0126,
inhibidor de MEK, no afecta la migracion de las céulas JEG-3 en las condiciones

analizadas.
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Evaluacion de la expresion de los indices pERK/ERK y pAkt/Akt

Para profundizar sobre la participacion de las vias de sefializacion en la migracion
inducida por el AH-BPM, se evaluo la expresion de las relaciones pERK/ERK y
pAkt/Akt mediante western blot.

En primer lugar, se evaluo la expresion basal de las proteinas mencionadas.

K562 JEG-3 K562 JEG-3
E pAKt1/2/3
rerr2 [ . (Thraos) |
Erc12 D A3 “
Actina '
—_— o B

Figura 32. Expresion basal de pERK, ERK, pAkt y Akt en JEG-3. La expresion de
PERK, ERK, pAkt y Akt fue evaluada mediante western blot a partir de extractos
proteicos totales en condiciones basales. La linea K562 fue empleada como control
positivo. La expresion de actina fue utilizada como control de carga.

Como puede observarse en la figura 32, se encontré expresion basal de pERK en la

linea JEG-3 pero no se encontrd expresion basal de pAkt (Thr308).

Posteriormente, se evalué la expresion de los indices pERK/ERK y pAkt/Akt frente al
tratamiento de las células JEG-3 con AH, U0126, Ly249002 y sus combinatorias con
AH-BPM luego de un tiempo de incubacion de 2 y 24hs. Como resultado se hall6 que
no habia expresion basal de pAkt ni modificacién de la misma bajo ningun tratamiento
(no se muestra). En cambio, se encontré que existia crosstalk en la expresion de
pPERK/ERK bajo el tratamiento con el inhibidor de PI3K, Ly249002, y su combinatoria
con AH-BPM (Figura 33A).

En la figura 33 (A) se observa que a las 2hs hay un aumento en la desfosforilacion de
pPERK inducido por AH-BPM comparado con el basal. Ademas, el tratamiento con
U0126 inhibié la fosforilacion de ERK al igual que el tratamiento con Ly249002
demostrando el crosstalk entre ambas vias mencionado anteriormente. Sin embargo,
el co-tratamiento de los inhibidores con AH-BPM respecto de AH-BPM no afect6
significativamente el indice de pERK/ERK a pesar de que el perfil de expresion sugiere
una disminucioén en dicho indice.

A 24hs, como se observa en la figura 33 (B), se encuentra un aumento en la
fosforilacion de ERK luego del tratamiento con AH-BPM respecto del basal. Sin
embargo, en presencia de los inhibidores U0126 y Ly249002, el co-tratamiento con
AH-BPM no induce el aumento de fosforilacion de ERK sugiriendo la relevancia en la
participacion de las quinasas MEK y PI3K, respectivamente, en la fosforilacién de ERK

causada por el AH.
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Figura 33. Andlisis densitométrico de pERK/ERK luego de 2hs (A) y 24hs (B). Los
resultados se expresan como indice densitométrico (PERK/ERK) 4, / (PERK/ERK)pasal -

Las barras representan la media +/- DES de al menos 3 experimentos independientes.
**P<0,01, ***P<0,001. AH corresponde a AH-BPM.
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Evaluacién de la capacidad de los receptores de AH, CD44 y RHAMM, de

modular la migracién inducida por AH

Teniendo en cuenta los resultados anteriores sobre la expresion de los receptores
para AH tanto en muestras de pacientes como en la linea JEG-3 obtenidas en este
trabajo asi como antecedentes de otros autores sobre el papel de estas moléculas en
la migracion, se decidi6 evaluar la capacidad migratoria de las células JEG-3. Para ello
primero se trataron las células con un anticuerpo bloqueante para RHAMM y luego se
realiz6 el ensayo de migracion en presencia o no de 500ug/ml AH-BPM. De modo
similar, también se evalué el efecto sobre la migracion luego del tratamiento con un

anticuerpo bloqueante para CD44.
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Figura 34. Implicancia de CD44 y RHAMM en la migracion inducida por AH. Las
barras representan la media de el % migracién. Los resultados se presentan como la
media +/- SEM. ** P<0,01; *** P<0,001. AH corresponde a AH-BPM.

Tal como se observa en la figura 34, el bloqueo de RHAMM afecté negativamente la
capacidad migratoria de las células (p<0,001 vs basal) lo que no pudo ser revertido
luego del agregado de AH-BPM (p<0,001 vs AH). El hecho de que la inhibicién de la
migracion no fuera total nos sugiere que otros receptores podrian estar colaborando
en el efecto de AH-BPM sobre la migracion de estas células. Tal como se esperaba, el
bloqueo de CD44 no indujo cambios en el porcentaje de migracién en presencia de
AH-BPM.
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Evaluacién de la participacion de las vias de sefializacion MEK/ERK y PI3K/Akt
sobre la migracion inducida por AH mediada por RHAMM.

Para evaluar la implicancia de las vias de sefializaciébn menciondas anteriormente en
en el proceso de migracion inducido por la interaccion AH-RHAMM, se analizaron las
relaciones pAkt/Akt y pERK/ERK en extractos proteicos obtenidos de células JEG-3
incubadas bajo los distintos tratamientos (AH, RHAMM y su combinatoria) en
comparacion con las células sin tratar (basal) durante 24 hs.

Bajo estas condiciones no se detect6 expresion basal de pAkt/Akt ni tampoco frente a
los tratamientos (no se muestra).

Tal como se muestra en la figura 35, el bloqgueo de RHAMM con su anticuerpo
especifico impidié el aumento en la fosforilacion de ERK frente al agregado de AH-
BPM. Esto sugiere que ERK est4 involucrado en el efecto observado sobre la

migracién celular mediado por la interaccion AH-RHAMM.
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Figura 35. Andlisis densitométrico de pERK/ERK luego de 24hs. Los resultados se
expresan como indice densitométrico (PERK/ERK) y, / (PERK/ERK)pasa - Las barras
representan la media +/- DES de al menos 3 experimentos independientes. **P<0,01,
***P<0,001. AH corresponde a AH-BPM.
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Conclusiones parciales

De los resultados obtenidos en la Segunda Parte del Tercer Capitulo de esta Tesis
podemos concluir que el proceso de migracion inducido por AH-BPM:

- Depende del nivel de hCG enddgeno en el medio extracelular.

- Depende de PI3K tal como se observa luego del co-tratamiento con el inhibidor
farmacologico especifico, involucrando una disminucion en el indice pERK/ERK
como producto de crosstalk entre las vias PI3K/Akt y MAPK.

- Es mediado por el receptor RHAMM a través de la via MAPK, tal como se
desprende de la disminucién de la relacion pERK/ERK. Ademas, CD44 no esta

involucrado en este proceso.

En resumen, el efecto del AH-BPM sobre la migracion de células JEG-3 depende del
nivel endégeno de hCG en el medio extracelular y es mediado principalmente por el
receptor RHAMM a través de fosforilacion de ERK. Ademas, los resultados descritos
en esta parte de la Tesis sugieren que otra via de sefializacion u otras kinasas podrian

estar involucradas en el estimulo del AH-BPM sobre la migracion de estas células.
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CAPITULO |

EXPRESION DE ACIDO HIALURONICO, CD44 Y RHAMM EN MUESTRAS DE
PACIENTES CON ENFERMEDAD TROFOBLASTICA GESTACIONAL

El estudio histopatolégico ofrece la posibilidad de observar la localizacion in situ de
una determinada molécula. Esto representa una herramienta muy importante para el
conocimiento y entendimiento tanto de los procesos fisiolégicos como de los procesos
patolégicos. Mas aun, los cambios de expresion proteica en un determinado tipo de
célula entre ambas condiciones (normal y patol6gico), en ciertas ocasiones, permiten
clasificar, pronosticar el comportamiento y con ello adecuar el seguimiento y las
medidas terapedticas.

En particular en el &rea de estudio de ETG, ademas de la escasa casuistica, el estudio
histopatoldgico es de sustancial interés dado que hasta el momento no existen
modelos in vitro ni in vivo para el estudio de los mecanismos moleculares de mola
hidatiforme. Ademas, es limitado el nimero de muestras frescas que pueden
obtenerse debido al peligro subyacente para la paciente tanto en la examen clinico
como en el procedimiento quirdrgico, particularmente en los casos de tumores
trofoblasticos. Aunque para estos ultimos, existen algunas lineas celulares disponibles,
los modelos in vivo son limitados. Como ventaja, ademas, la observacion in situ

permite reforzar el empleo de modelos in vitro.

Como se mencionara al comienzo de esta Tesis, el comportamiento celular no
depende solamente de las caracteristicas de la célula en cuestion sino también del
entorno que la rodea. Este microambiente se encuentra constituido por células
endoteliales, inflamatorias, fibroblastos y matriz extracelular (constituida por
proteoglicanos y glicosaminoglicanos) donde ademas se disuelven y almacenan
factores de crecimiento, citoquinas, etc. El didlogo entre las células y su
microambiente, en el desarrollo de multiples procesos celulares, es de gran

importancia.

En el Primer Capitulo de este trabajo, evaluamos la expresion y distribucion del
principal glicosaminoglicano que compone la matriz extracelular, AH, y de sus
receptores, CD44 y RHAMM, en muestras de tejidos de pacientes con enfermedad

trofoblastica gestacional respecto de muestras de placenta de primer trimestre.
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Placenta de primer trimestre y MHC.

Dado que las MH se clasifican en parcial y completa, y dado que ambas entidades
tienen asociado un comportamiento patoldgico diferente, en primer lugar evaluamos la
expresion de p57kip2. Mediante inmunohistoquimica demostramos que todas las
muestras analizadas en esta Tesis corresponden a MHC, entidad que presenta un
riesgo de malignidad intrinseco mayor que MHP.

En este trabajo hemos demostrado que el AH se halla expresado en el estroma velloso
tanto en placenta de primer trimestre como en MHC.

Nuestros resultados en la expresion de este GAG en placenta de primer trimestre
concuerdan con los reportados previamente por otros autores (Goshen et al. 1996;
Marzioni et al. 2001). La importancia en la localizacién del AH en el estroma velloso
radica en su participacion en la formacion del arbol vellositario (Castellucci et al. 2000;
Marzioni et al. 2001). La expresion de AH con intensidad variable también fue
reportada en la membrana apical de la vellosidad y en el citoplasma del trofoblasto de
primer trimestre (Marzioni et al. 2001; Zhu et al. 2013). Sin embargo en este trabajo no
encontramos dicha expresion, lo cual podria deberse a diferencias en la calidad y
concentracion de la proteina de unién a AH empleada.

A la fecha solamente Goshen y colaboradores han estudiado la expresién de AH en
algunas entidades de ETG, entre ellas MHC (Goshen et al. 1996). En dicho trabajo se
reporté una expresion aumentada de AH respecto de placenta de primer trimestre. En
concordancia con este antecedente, hemos demostrado que el AH se expresa en el
estroma velloso de MHC.

MHC se caracteriza por un crecimiento exacerbado del arbol vellositario. La
conservacion del patrén de expresion de AH en el estroma velloso en esta entidad

concuerda con esta caracteristica.

Ademas, el embarazo molar se caracteriza por presentar vellosidades edematosas.
Dado que el AH es un compuesto altamente hidrofilico hipotetizamos que podria estar
contribuyendo a dicho edema.

En este trabajo, y a diferencia de Goshen y col, también demostramos expresion de
AH en las membranas basal y apical de MHC respecto a placenta de primer trimestre.
Este resultado nos permite sugerir que existiria un metabolismo alterado del AH en el

sincitiotrofoblasto en MHC respecto de placenta de primer trimestre.
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El sincitiotrofoblasto constituye la barrera placentaria donde se lleva a cabo el
intercambio de gases y nutrientes. En este sentido, nuestros resultados nos permiten
hipotetizar que el AH podria estar contribuyendo a este proceso.

Ciertas moléculas se disuelven facilimente en AH debido a las caracteristicas de este
GAG y permiten emplearlo como reservorio y transportador de dichas moléculas. Esta
ventaja esté siendo estudiada a fin de contribuir a mejorar la quimioterapia en algunos
tumores (Karbownik and Nowak 2013). Aunque MH constituye el grupo de ETG
benigna tanto MHP como MHC tienen asociado un riesgo potencial intrinseco
desarrollar una NTG.

Posteriormente, evaluamos la expresion de algunas hialadherinas como CD44 y
RHAMM. Estas proteinas son los principales receptores para AH asociados a

procesos neoplasicos.

Hemos demostrado que CD44 se expresa débilmente en el estroma velloso de MHC
pero no se expresa en ninguna poblacién trofoblastica de placenta de primer trimestre
ni de MHC.

Los reportes de otros autores sobre la expresion de CD44 en placenta de primer
trimestre resultan contradictorios. Mientras algunos describen una expresion débil en
el estroma (Goshen et al. 1996; Marzioni et al. 2001), otros reportaron una expresion
intensa en el estroma velloso (St-Jacques et al. 1994). En cambio, Balaram y
colaboradores reportaron expresion de CD44 en el citoplasma del trofoblasto pero no
en el estroma (Balaram et al. 2004).

En MHC los datos también son controvertidos, mientras algunos autores describieron
soOlo expresion de CD44 en el citoplasma del trofoblasto (Balaram et al. 2004), otros
reportaron ademas expresion de CD44 en el estroma velloso (Goshen et al. 1996). En
este trabajo, no encontramos expresion de CD44 en las células trofoblasticas ni de
placenta de primer trimestre ni de MHC.

Aungue no existe consenso en la localizacion de CD44 en los tejidos analizados,
algunos autores han encontrado una disminucion en la expresion tanto del ARNm
como de expresion proteica en MHC respecto de placenta de primer trimestre (Kato et
al. 2002; Balaram et al. 2004). Incluso los analisis sobre el riesgo de desarrollar NTG
luego de una MHC de primer o segundo trimestre indican que CD44 no es un factor de

importancia (Balaram et al. 2004; Reynolds et al. 2007).

En este trabajo hemos demostrado la expresion y localizacion de RHAMM en distintas

poblaciones trofoblasticas tanto en placenta de primer trimestre como en MHC.
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Encontramos que en placenta de primer trimestre RHAMM se localiza en el citoplasma
de las células citotrofoblasticas mientras que en las células del TEV observamos

expresion tanto en citoplasma como en membrana celular.

En MHC, demostramos expresion de RHAMM en el citoplasma de las células
citotrofoblasticas que componen la capa stem cell y, en algunas, también en la
membrana celular. En las células del TEV también encontramos expresion en la
membrana celular.

Ademas, encontramos expresion de RHAMM en el citoplasma de las células
estromales en MHC, pero no en placenta de primer trimestre.

La localizacién de RHAMM en cada subpoblacién concuerda tanto con las funciones
descritas hasta el momento para dicha proteina como con la funcion del tipo de

trofoblasto.

La expresiéon de RHAMM en el citoplasma de las poblaciones celulares mencionadas
anteriormente sugiere que podria estar participando en la formacion del huso mitético
y/o mediando sefales intracelulares. Por otro lado, la expresiéon de RHAMM en la
membrana celular del trofoblasto extravelloso sugiere que podria estar involucrado en
la migracion e invasién hacia el tejido materno. Ademas, postulamos que aquellas
células localizadas en la capa stem citotrofoblastica, y que expresan RHAMM en la
membrana celular, serian las que se diferenciarian hacia trofoblasto extravelloso. Es
decir, RHAMM, podria estar involucrado en la regulacion del programa de

diferenciacion trofoblastica.

Mas aun, aunque en este trabajo no ahondamos sobre las isoformas de RHAMM
presentes en MHC, los resultados demostrados también sugieren que diferentes

isoformas podrian estar expresandose en las distintas subpoblaciones trofoblasticas.

Hasta el momento este es el primer reporte sobre la expresion y localizacion de
RHAMM en tejidos de placenta de primer trimestre y MHC. Otros autores han
demostrado la expresion de ARNm para RHAMM en placenta y su sobreexpresion en
MHC respecto de vellosidades normales de primer trimestre (Greiner et al. 2002; Kato
et al. 2002). La sobreexpresion de RHAMM también fue descrita en células de
trofoectodermo humano durante la ventana de implantacion, lo que sugiere una
expresion modulada temporalmente de dicha proteina (Haouzi et al. 2011). Ademas,

RHAMM ha sido hallado tanto en embriones humanos como murinos y se ha
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demostrado que la atenuacion en su expresion conduce a la reduccién de la
pluripotencialidad de las células madres embrionarias. Aunque con discrepancia
respecto de si RHAMM se localiza en membrana o citoplasma, tal silencimiento
promoveria la diferenciacion celular hacia diferentes linajes, entre ellos el
trofoectodermo (Choudhary et al. 2007; Jiang et al. 2013). Este hallazgo es interesante
ya que el tejido placentario deriva de dicho linaje.

Nuestros resultados sobre la expresion de RHAMM en placenta de primer trimestre y
MHC, junto con el de los autores mencionados, avalan la hipétesis de que es
necesario un determinado nivel de expresiéon de RHAMM y no su reduccion total para

inducir la diferenciacién de las células madre embrionarias hacia el linaje placentario.

Todo lo expuesto anteriormente, nos permite postular:

1°) que el AH podria influenciar el crecimiento del arbol vellositario y que la expresion
de RHAMM en células estromales podria contribuir a dicho evento en MHC. Hasta el
momento, no existen reportes sobre estudios in vitro de la participacion de ambas

moléculas en la formacion de las vellosidades placentarias.

29 que el AH en la membrana del sincitiotrofoblasto en MHC no estaria unido a través
de CD44 ni de RHAMM sino que estaria interviniendo otro receptor. Un recambio y
sintesis activa del AH podria estar llevandose a cabo a fin de contribuir al
almacenamiento de nutrientes o, también, el AH podria estar siendo secretado al

medio extracelular.

3°) RHAMM podria estar participando en la diferenciacion del trofoblasto hacia el
fenotipo extravelloso. Estudios in vitro son necesarios para evaluar esta hipotesis asi
como para evaluar la participacion del AH en dicho evento. En este trabajo se
demostré expresion de AH en la membrana basal de la vellosidad. Aunque no
demostramos qué tipo celular es el encargado de su sintesis, la localizaciéon del AH
cercana a la capa citotrofoblastica podria estar influenciando el comportamiento de

dicha poblacion.
Tumores trofoblasticos
Como se mencionara en la Introduccion, tanto un embarazo molar como normal a

término o un aborto de cualquier causa puede ser un antecedente para el desarrollo de

una NTG como son coriocarcinoma y tumor trofoblastico de sitio placentario.
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En este trabajo, hemos demostrado que en coriocarcinoma hay expresion de AH y
CD44 en el estroma pero no en la célula tumoral. Ademas, encontramos que RHAMM
est& expresado en la superficie celular de las células malignas. Sin embargo, el patron
de tincién punteado (comparado con el observado en el trofoblasto extravelloso de
MHC) podria sugerir que RHAMM esté siendo secretado.

En tumor trofoblastico de sitio placentario demostramos que AH se expresa en el
estroma tumoral pero no encontramos expresion de CD44 dicho compartimento. Las
células tumorales tampoco expresan ninguna de estas moléculas. En cambio RHAMM

se expresa en el nacleo de algunas células tumorales.

Nuestros resultados sobre la expresion de AH y CD44 en CC concuerdan con los
reportados por Goshen y colaboradores quienes hasta el momento fueron los Unicos
gue estudiaron la expresion de estas moléculas en algunas entidades de ETG
(Goshen et al. 1996).

El estroma esta compuesto por diferentes tipos de células tales como fibroblastos,
células inmunes y endoteliales.

Ha sido demostrado que la hCG producida tanto por células trofoblasticas como por
células de coriocarcinoma es capaz de atraer linfocitos T reguladores al sitio
(Schumacher et al. 2009). Nagymanyoky y col han estudiado el perfil immune en MHC
y CC postmolar encontrando reclutamiento de linfocitos T reguladores y citotoxicos asi
como células natural killer en los sitios de infiltracion (Nagymanyoki et al. 2007;
Nagymanyoki et al. 2008). Otros trabajos han reportado que AH se une a CD44
activando a linfocitos T reguladores humanos y estimulando su capacidad supresora a
través de la produccion de citoquinas reguladoras (Bollyky et al. 2007; Bollyky et al.
2009).

El AH expresado en el estroma estaria siendo sintetizado por los fibroblastos y/o
células inflamatorias que conforman el compartimento, como sucede en el caso de
CC. Mientras que en el caso de TTSP, el AH formaria parte de los tejidos que son
blanco de invasién del tumor, por ejemplo endometrio y/o miometrio (Edelstam et al.
1991; Salamonsen et al. 2001).

Nuestros resultados sugieren que tanto el AH como CD44 presentes en el estroma

estarian participando en la fisiopatologia de los tumores trofoblasticos.
En este trabajo se describe por primera vez la expresion de RHAMM en tumores

trofoblasticos, cuya localizacién concuerda con el comportamiento patoldgico de estas

entidades.
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CC se caracteriza por ser una neoplasia capaz de metastatizar en sitios anatémicos
distantes como ser cerebro, higado, rifidn, entre otros. Algunas pacientes, incluso,
debutan con algun sintoma relacionado a dichas metastasis. En este caso, la
expresion de RHAMM en la superficie celular en CC sugiere su participacion en el
proceso de migracion e invasion tumoral. La expresion de AH en el estroma, descrito
en los resultados, nos lleva a postular que podria estar contribuyendo a dichos

eventos.

El TTSP se presenta con mayor frecuencia como una enfermedad limitada al dtero y
raramente las pacientes debutan con metastasis pero pueden desarrollarlas varios
afos después. Sin embargo, esta entidad es altamente quimiorresistente en
comparacion con CC, que a pesar de metastatizar facilmente, tiene una alta
sensibilidad a la quimioterapia. En TTSP encontramos RHAMM en el ndcleo de
algunas células tumorales. Esto nos lleva a sugerir gque RHAMM podria estar
contribuyendo a la inestabilidad genémica de esta entidad en pos de su
gquimioresistencia. Ademas, es posible que en este caso sus funciones sean
independientes de AH.

Como mencionadramos anteriormente, estos resultados nos llevan a sugerir ademas

gue distintas variantes de RHAMM podrian estar expresandose en estos tejidos.

En resumen, en este Capitulo demostramos que la expresion tanto de AH como de
CD44 predomina en el estroma de los tejidos analizados mientras que la expresion de
RHAMM predomina en las células. Demostramos que existe un patron de expresion
diferente entre las poblaciones trofoblasticas, que se correlacionaria con las funciones
esperadas de dichos linajes celulares e incluso con el comportamiento de cada entidad
en particular. Asi, éstas moléculas estarian contribuyendo a la fisiopatologia de las
entidades de ETG estudiadas.
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CAPITULO I

ESTUDIO DEL ACIDO HIALURONICO, SU METABOLISMO Y RECEPTORES EN
LINEAS CELULARES DE CORIOCARCINOMA HUMANO

Los resultados demostrados en el Capitulo | de esta Tesis nos brindaron la posibilidad
de continuar con el estudio in vitro del AH, CD44 y RHAMM a fin de comprender las
bases moleculares que subyacen particularmente en coriocarcinoma. Como
mencionaramos anteriormente, es limitado el nimero de modelos in vitro que

representen las entidades que comprenden la ETG.

En la segunda parte (Capitulo 11) de esta Tesis procedimos a caracterizar algunas
lineas celulares de coriocarcinoma humano. Si bien existen numerosas lineas
celulares empleadas como modelos de CC, en este trabajo utilizamos JAR, JEG-3y
BeWo, las cuales se generaron espontaneamente (Patillo and Gey 1968), y como
contraparte normal empleamos la linea de trofoblasto extravelloso humano

inmortalizado Swan71 (Straszewski-Chavez et al. 2009).

Demostramos que tanto la linea Swan71 como la linea BeWo secretan cantidades
significativas de AH al medio extracelular a diferencia de las lineas JAR y JEG-3.

Este hallazgo en la linea Swan71, aunque discordante con la ausencia de tincion para
AH en el trofoblasto extravelloso en muestras de placenta de primer trimestre, podria
deberse a diferencias en la edad gestacional entre las muestras o sensibilidad de la
técnica histoquimica para detectar dicha expresion. La secrecion de AH por trofoblasto
extravelloso de primer trimestre fue reportada por Zhu y colaboradores quienes

emplearon placenta de primer trimestre (Zhu et al. 2013).

Por otro lado, las diferencias en la secrecion de AH entre las lineas de CC podrian
deberse a cambios en el fenotipo de las células durante el proceso de seleccion. La
linea BeWo fue establecida en el pasaje niumero 308 y deriva de una metéstasis
cerebral que fue mantenida en hamster durante 8 afios, mientras que JEG-3 deriva del
pasaje numero 374 de mismo tumor. En tanto JAR, fue establecida a partir de un
tumor localizado en la placenta.

El resultado demostrado para JAR y JEG-3 concuerda con las muestras de pacientes
analizadas donde no se observé expresion de AH en las células tumorales. Si bien en
este trabajo no se analizaron sitios de metastasis de CC, el resultado hallado en BeWo

sugiere que al menos algunas poblaciones seleccionadas del sitio primario que
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metastatizan a cerebro podrian adquirir como estrategia la capacidad fenotipica de

secretar AH.

Posteriormente, evaluamos el metabolismo de AH. Demostramos por primera vez
que existe una expresion diferencial de HAS y Hyals entre Swan71 y las lineas de CC.
Mientras que en Swan71 encontramos expresion de ARNm de todas las enzimas
estudiadas, en las lineas de CC se expresa ARNm para HAS3, Hyall y Hyal2 pero no
para HAS2.

En placenta de primer trimestre ha sido reportado que se expresa ARNm para HAS2
pero no hay expresion de HAS1 y HAS3 (Zhu et al. 2013). En este trabajo
demostramos una débil expresion de ARNm para HAS3 en Swan71. Esta diferencia
podria deberse a multiples variaciones ya sea tanto relacionadas a la muestra como a
los reactivos empleados en la técnica de PCR.

Como se mencionara al principio de esta Tesis, las HAS tienen la capacidad de
sintetizar AH de diferente peso molecular y distinta actividad. Este resultado nos
sugiere que el AH detectado en Swan71 y BeWo podria corresponder a diferente peso
molecular de acuerdo con el perfil de expresién hallado. Mientras que HASS sintetiza
predominantemente AH-BPM, HAS2 sintetiza productos de mayor tamafio.

El estudio de la expresion proteica tanto de HAS como de Hyals contribuiria a aclarar
y/o consolidar esta hipétesis ya que por otro lado si bien hay expresion de HAS3 en
JAR y JEG-3, no se detectan niveles significativos en el sobrenadante. Esto podria
deberse también a una actividad enziméatica de Hyal elevada que degrade y/o
internalice el AH ya sea a niveles indetectables para la ténica de cuantificacion
empleada o a que la expresion de ARNm no correlacione con la expresion proteica de

las enzimas metabolizantes de AH.

También demostramos que, tanto a nivel de ARNm como proteico, CD44 se expresa
en Swan71 pero no en las lineas de CC.

Estos resultados concuerdan con los reportados previamente por Takahashiy
colaboradores a pesar de que emplearon otra linea de trofoblasto extravelloso de
primer trimestre, HTR-8/Svneo (Takahashi H et al. 2014). Aunque este resultado
parece en discordancia con lo demostrado por nosotros en muestras de pacientes, hay
gue tener en cuenta que en este trabajo no se pudo evaluar decidua, donde estos
autores describen expresion de CD44 en células trofoblasticas HLA-G+ que
corresponderian a trofoblasto extravelloso.

Por otro lado, se ha reportado que el promotor de CD44 se encuentra hipermetilado en

las lineas de CC (Novakovic et al. 2008; Takahashi H et al. 2014). Esto se correlaciona
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con nuestros resultados tanto en las lineas como en las muestras de tejido de CC, y
con el de otros autores ya que la hipermetilacién es un evento que esté intimamente
relacionado con la disminucién en la expresion de genes y la posterior leve o nula

expresion proteica.

En este trabajo demostramos por primera vez la expresion de RHAMM tanto a nivel
de ARNm como proteico en la linea Swan71 asi como en las lineas de CC.

Como se mencionara en la Introduccion de esta Tesis, existen al menos 3 variantes
para RHAMM descritas hasta el momento. Aunque es necesario un estudio mas
profundo para caracterizar cada una de ellas, la estrategia empleada en este trabajo
nos permite asegurar que en las lineas estudiadas se expresan al menos dos
variantes a nivel de ARNm. Incluso el andlisis densitométrico muestra que la expresion
de la variante 3 es significativamente menor en las lineas de CC respecto de la linea
Swan71.

Demostramos también que RHAMM se expresa a nivel proteico en la linea Swan71 en
tanto que en las lineas de CC existen diferencias entre ellas. Demostramos que existe
expresion de RHAMM en JEG-3 y BeWo mientras que en JAR la expresion es muy
leve o nula. La expresion en todos los casos fue de localizacién extracelular tal como
lo describieran Hardwick y colaboradores (Hardwick et al. 1992). Estos resultados
concuerdan con los demostrados previamente en el Capitulo | tanto en muestras de
placenta de primer trimestre como en CC donde también se observo expresion de
RHAMM de localizacion extracelular.

Ademas, estos resultados nos sugieren que podrian existir clones de células malignas
cuya tumorigenicidad es independiente de RHAMM, como sucede en el caso de JAR
donde no existe correlacion entre la expresion de ARNm y proteina, y otros clones
RHAMM positivos. La expresion de RHAMM en BeWo, que como mencionamos
previamente deriva de una metastasis cerebral, nos abre el interrogante sobre si la
capacidad fenotipica de expresar RHAMM podria ser otra estrategia desarrollada por

las células malignas para migrar e invadir sitios anatomicos lejanos.

Finalmente, los resultados demuestran que la linea celular JEG-3 expresa RHAMM en
su superficie celular pero no secreta AH ni expresa CD44, en concordancia con los
resultados previamente demostrados en muestras de pacientes de CC en el Capitulo |
de esta Tesis. Esto nos permite concluir que JEG-3 es el mejor modelo in vitro para

estudiar el efecto de la interaccién AH-RHAMM.
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CAPITULO 1l

Primera Parte
EVALUACION DEL EFECTO DEL ACIDO HIALURONICO EN LOS
PROCESOS DE MIGRACION, PROLIFERACION Y DIFERENCIACION SOBRE LA
LINEA CELULAR DE CORIOCARCINOMA HUMANO JEG-3

Como mencionamos en la introduccion de esta Tesis, el CC tienen una gran capacidad
de metastatizar en diversos 6rganos en sitios lejanos como son: cerebro, higado,

bazo, sistema gastrointestinal, rifidn, pulmén. Considerando también que el AH se
encuentra implicado en el proceso de migracion celular, y teniendo en cuenta que
como producto del metabolismo del AH de alto peso molecular, ya sea por desbalance
de las enzimas HAS y/o Hyals o por la accion de radicales libres, seria factible
encontrar fragmentos de diversos pesos moleculares de AH en el estroma, se evalud
en primer lugar la participacién de AH-APM, -BPM y 0AH en la migracion de las
células JEG-3.

Demostramos que el AH-BPM, pero no el de AH-APM ni 0AH, es capaz de inducir
migracion de las células JEG-3 en una concentracion de 500ug/ml a 24 hs. Este
resultado obtenido empleando el ensayo de la herida fue corroborado por otro ensayo
empleando camaras Transwell y se complementa con lo reportado por Takahashiy
colaboradores quienes demostraron que concentraciones menores de 500ug/ml de
AH-BPM no inducen invasion de células JEG-3 (Takahashi H et al. 2014). La
participacion de los oHA en el proceso de migracién ha sido descrito en cicatrizacién
dérmica donde evaluaron fragmentos de peso molecular definido (Tolg et al. 2012;
Tolg et al. 2014). Hay que destacar que en este trabajo se empled una mezcla
heterogénea conformada por glicoconjugados entre 4 y 14 unidades disacaridicas tal
como se detall6 en la seccién de materiales y métodos. Teniendo en cuenta que en el
contexto de un determinado proceso co-existe una mezcla heterogénea este reactivo

podria resultar mas representativo que una preparacion definida.

Dado que un estimulo en la proliferacion celular podria enmascarar el efecto
observado en la migracion, evaluamos la incorporacion de timidina tritiada en células
JEG-3 frente al tratamiento con AH de diferentes pesos moleculares. Por un lado,
demostramos que 500ug/ml de AH-BPM no induce proliferacion celular. Esto indica
que el efecto del AH-BPM sobre la migracion no es enmascarado por la proliferacion

celular.
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Por otro lado, demostramos que ninguna dosis de AH-APM induce efecto alguno sobre
la proliferacion. En cambio dosis menores a 500ug/ml de AH-BPM inducen una
disminucion en la proliferacion luego de 72hs de tratamiento. Un resultado similar se
obtuvo con 500ug/ml de oHA. Estos resultados nos lleva a cuestionarnos sobre el
efecto de la relacion del peso molecular y la concentracion de fragmentos sobre la

induccién de muerte celular. Esta cuestion esta siendo profundizada en el laboratorio.

También se ha reportado que el AH induce diferenciacion celular en algunos modelos
in vitro de piel, cartilago y hueso (Huang et al 2003; Sato et al 2014; (Meran et al.
2007). Como mencionamos anteriormente el CC es un tumor heterogéneo. Este
rememora la poblacién celular que se halla en el blastocisto compuesto por
citotrofoblasto, trofoblasto extravelloso y sincitiotrofoblasto. Esto nos llevo a estudiar si
AH de diversos pesos moleculares en el entorno tumoral es capaz de influenciar la
diferenciacién hacia algun subtipo en particular. Para dilucidar esto evaluamos la
expresion de algunos marcadores trofoblasticos como hCG vy sincitina-2

(sincitiotrofoblasto), y HLA-G (trofoblasto extravelloso).

Demostramos por primera vez que tanto el AH-APM como el AH-BPM, en una
concentracion de 500ug/ml, inducen un aumento en la expresion de ARNm para HLA-
G y una disminucion tanto en la expresion de ARNm para sincitina-2 como en la
secrecion de hCG al medio extracelular. La modulacién encontrada de estos
marcadores sugiere que tanto el AH-APM como el AH-BPM inducen una diferenciacién

hacia el fenotipo extravelloso.

Por otro lado, se encontr6é que los oHA no inducen cambios significativos en la
expresion de HLA-G ni en la secrecion de hCG mientras que la expresion de sincitina-
2 disminuye luego del tratamiento con estos fragmentos. Sin embargo, estos
resultados no permiten concluir sobre el efecto de los oHA sobre la diferenciacién

celular.

En conjunto, los resultados demostrados nos permiten hipotetizar sobre el efecto
concertado entre el AH-APM el cual induce diferenciacion hacia el fenotipo
extravelloso, y el AH-BPM, que ademas de inducir el mismo efecto, estimula la
migracion de células JEG-3 sin afectar la proliferacion celular. Esto también abre el
interrogante sobre el papel que podrian estar desempefiando ya sea hialuronidasas u

otras moléculas a fin de favorecer el clivaje del AH-APM para generar AH-BPM e
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inducir su migracion e invasion celular (Figura 36). En la actualidad el papel de las

hialuronidasas esta siendo estudiado en el laboratorio.
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Figura 36. Modelo propuesto del efecto de AH-APM y AH-BPM sobre la migracion y

diferenciacion celular.

Segunda Parte
EVALUACION DE LOS MECANISMOS INVOLUCRADOS EN
EL EFECTO DEL ACIDO HIALURONICO SOBRE LA MIGRACION CELULAR

En base a los resultados obtenidos en la Primera Parte de este Tercer Capitulo, se
profundizé el estudio sobre los mecanismos moleculares que subyacen a la induccién

de la migracién ejercida por el AH-BPM.

Teniendo en cuenta que hCG es una glicoproteina de radical importancia tanto en el
establecimiento de la gestacion como en ETG, y que constituye un factor
autocrino/paracrino en la migracién e invasion celular, se evalu6 su implicancia en la
migracion inducida por AH-BPM. Ademas, dado que aun se discute cual es la isoforma
de hCG predominante en CC, en lugar de co-tratar las células con AH-BPM y
diferentes dosis de hCG, como estrategia para este estudio se empled un anticuerpo
monoclonal especifico para hCG a fin de bloquear la hCG endégena.

Demostramos que el bloqueo de hCG disminuye la capacidad de migracion tanto
basal, tal como se esperaba, como en presencia de AH-BPM sugiriendo que dicho

proceso depende del nivel de hCG en el medio extracelular.
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Este resultado parece contraponerse al demostrado previamente donde el tratamiento
con AH-BPM tiende a inducir una disminucién en el nivel de hCG. Sin embargo, es
interesante destacar que el método empleado para cuantificar hCG detecta varias
isoformas de hCG las cuales participan en diferentes procesos biologicos. Entre ellas
se encuentra la variante hiperglicosilada. Algunos estudios indican que esta isoforma
es secretada en las primeras semanas de gestacion por el trofoblasto extravelloso,
responsable de la invasion celular, asi como por células de coriocarcinoma. Mientras
algunos autores reportan que las células JEG-3 secretan Unicamente esta isoforma,
otros autores reportan que JEG-3 secreta otras isoformas de hCG ademas de la
hiperglicosilada (Handschuh, K., et al. 2007; Lee, CL., et al. 2013).

Los resultados obtenidos hasta aqui nos conducen a hipotetizar que el tratamiento con
AH-BPM podria inducir un aumento en la variante hiperglicosilada. Sin embargo, es
necesario un estudio exhaustivo para determinar la relacion entre ambas variantes,
hiperglicosilada y regular, luego del tratamiento con AH-BPM y su comparacién con el

basal.

Posteriormente, se evalu6 la implicancia de las vias de sefializacién intracelular MEK-
ERK y PI3K/Akt en la migracién inducida por AH-BPM.

Demostramos que el tratamiento con el inhibidor farmacol6gico, Ly249002, el cual es
especifico para PI3K reduce la capacidad de migracion tanto basal como post-estimulo
con AH-BPM. En cambio, la inhibicién de MEK con U0126 no afecta la migracién
celular en dichas condiciones.

Para profundizar este resultado se evaluo la fosforilacién de ERK como Akt y se
demostré que en las condiciones de estudio el AH-BPM induce una modulacién de
ERK que es regulada tanto por MEK como por PI3K de modo temporal. Esto puede
evidenciarse en el tratamiento a corto plazo (2 hs) donde frente al agregado de AH-
BPM se produce un aumento en la desfosforilacion independiente de estas quinasas y
luego en el tratamiento a largo plazo (24 hs) donde la fosforilacion de ERK aumenta
por encima del basal dependiendo tanto de MEK como de PI3K. Sin embargo, hay que
destacar que la inhibicién de MEK no es suficiente para inhibir la migracién celular
como mencionamos previamente. Ademas, si bien el nivel de fosforilacion de ERK
cuando se inhibe PI3K es similar al tratamiento con el inhibidor de MEK, la inhibicién
de PI3K si afecta la migracion celular. De estos resultados también se desprende que
existe un crosstalk entre las vias de MEK-ERK y PI3K/Akt.

En estas condiciones de estudio no se encontré actividad basal de Akt ni tampoco
frente a los diferentes tratamientos. Esto sugiere que la activacion de la via PI3K

podria ocurrir a muy corto plazo luego del estimulo con AH-BPM.
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En resumen, demostramos por primera vez que el tratamiento con AH-BPM induce la
migracion celular a través de un aumento en la fosforilacion de ERK el cual depende
de la participacion de la quinasa PI3K (Figura 37).
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Figura 37. Participacion de las vias de sefializacion en la migracion de células JEG-3
la inducida por AH-BPM.

Posteriormente se evalud la implicancia de los principales receptores para AH
asociados a neoplasias, CD44 y RHAMM, en el efecto del AH-BPM sobre la migracién
de las células JEG-3. Para esto se emplearon anticuerpos bloqueantes especificos
para dichos receptores y se evalué la capacidad de afectar la migracion celular de
cada uno por separado en presencia 0 ho de AH-BPM.

Demostramos por primera vez que el bloqgueo de RHAMM reduce la capacidad
migratoria tanto basal como frente al estimulo con AH-BPM. Esto indica que RHAMM
es capaz de mediar el efecto del AH-BPM sobre la migracion celular. Ademas, tal
como se esperaba, el bloqueo de CD44 no ejercié ningun efecto en dicho proceso.
Esto ultimo concuerda con la ausencia de expresion de dicha proteina tanto en las

muestras de pacientes como en las lineas celulares demostrada anteriormente.

Para profundizar el mecanismo de accién subyacente a la interaccion AH-RHAMM
sobre la migracion, se evaluaron las vias de sefializacion MEK-ERK y PI3K/Akt. Para
ello se trataron las células con el anticuerpo bloqueante para RHAMM en presencia o

no de AH-BPM y se evaluaron las actividades de ERK y Akt.
Demostramos que el bloqueo de RHAMM en presencia de AH-BPM induce una

disminucion en la fosforilacion de ERK. Esto sugiere que la interaccion AH-RHAMM

modula la migracién a través de esta quinasa.
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En estas condiciones no se observé actividad basal de Akt y tampoco cambios frente a
los tratamientos. Como mencionamos anteriormente, es posible que Akt se active en
periodos més cortos de los estudiados luego del estimulo con AH-BPM. Esta cuestién
esté siendo estudiada en el laboratorio.

Teniendo en cuenta lo demostrado anteriormente, este resultado sugiere que la
interaccion AH-RHAMM induce la fosforilacion de ERK a través de PI3K. La activacion
de PI3K producto de dicha interaccion ha sido reportada en la migracion de células de
musculo liso vascular (Goueffic et al. 2006) y en la proliferacion de células leucémicas
(Lompardia et al. 2013).

Como se menciond en la Introduccion, cuando RHAMM se encuentra en la superficie
celular, dado que no posee fragmento transmembrana, est4 asociado a otro receptor.
Hasta el momento se ha descrito su asociaciéon a CD44 y a algunos receptores de
factores de crecimiento. En este trabajo demostramos que CD44 no esté4 involucrado.
Es interesante destacar entonces que RHAMM podria estar contribuyendo en la
migracioén, y a otros procesos celulares que no han sido estudiados en esta tesis, en
conjunto con algun factor de crecimiento asociandose al receptor del factor en
cuestion. En células JEG-3 otros autores han reportado que EGFR, PDGFR y TGFBR-
1 participan en el proceso de migracion (Holmgren et al. 1993; Li 2012; Massimiani et
al 2015). Asimismo, lo demostrado en este Capitulo también nos permite hipotetizar
gue otras vias de sefializacion podrian activarse y contribuir al efecto del AH-BPM

sobre la migracion celular.

En funcion de todo lo expuesto en este Tercer Capitulo, los resultados nos permiten
concluir que el AH-APM y el AH-BPM inducen una modulacién en la expresion de los
marcadores trofoblasticos que se asocia a un perfil de trofoblasto extravelloso, subtipo
de trofoblasto con capacidad migratoria. Sin embargo, mientras el AH-BPM induce un
aumento en la migracion; el AH-APM no afecta dicho proceso. Este efecto observado
del AH-BPM sobre la migracion depende del nivel de hCG enddgena en el medio
extracelular. Y ademas, involucra un aumento en la fosforilacion de ERK el cual

depende de la participacion de la quinasa PI3K y es mediado por el receptor RHAMM.
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CONSIDERACIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

El objetivo principal de esta Tesis doctoral fue estudiar la implicancia del AH en los
procesos fisiopatolégicos asociados a la Enfermedad Trofoblastica Gestacional.
Mediante el analisis de muestras de tejidos de pacientes con ETG en este trabajo de
Tesis se demostro que existe una expresion diferencial de AH y sus receptores, CD44
y RHAMM, en las poblaciones trofoblasticas de algunas entidades de Enfermedad
Trofoblastica Gestacional como también en placenta de primer trimestre.
Especificamente, tales entidades de ETG son mola hidatiforme completa,
coriocarcinoma y tumor trofoblastico de sitio placentario. Los resultados demostrados
sugieren que el AH, CD44 y RHAMM participan tanto del proceso fisiolégico de
implantacién y placentacién asi como del proceso fisiopatolégico asociado a cada una
de las entidades de ETG estudiadas.

Posteriormente para dilucidar los mecanismos celulares y moleculares subyacentes al
papel del AH en la biologia del coriocarcinoma empleamos la linea celular de
corciocarcinoma humano JEG-3. Demostramos que es un modelo in vitro adecuado
para estudiar este efecto ya que expresa RHAMM en su superficie celular pero no
expresa CD44 y tampoco secreta AH al medio extracelular. En este modelo,
demostramos que el AH-APM y —BPM inducen la diferenciacioén bioquimica de las
células JEG-3 hacia un fenotipo extravelloso a través de un aumento en la expresion
de HLA-G, disminucion de hCG y de sincitina-2. Sin embargo, el AH-BPM, pero no el
AH-APM, es capaz de inducir migracion celular sin afectar la proliferacion. Ademas
dicho efecto depende del nivel de hCG enddgena. Asimismo, este efecto del AH sobre
la migracion de las células JEG-3 involucra un aumento en la fosforilacion de ERK el
cual depende de la participacion de la quinasa PI3K, demostrando la existencia de un
crosstalk entre las vias PI3K y MAPK, y es mediado por el receptor RHAMM (Figura
38).
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Figura 38. Modelo propuesto del mecanimo de accién del AH sobre la progresién
de coriocarcinoma. En esta tesis se demuestra que el AH-APm y AH-BPM inducen la
diferenciacién bioquimica hacia un fenotipo extravelloso el cual es pro-migratorio.
Ademas, la interaccién entre AH-BPM y RHAMM induce la migracién celular a través

de la fosforilacion de ERK el cual depende de la participacion de la quinasa PI3K.

Esta Tesis representa una importante contribucién en el campo de las ciencias del AH
ya que su participacion en procesos neoplasicos asociados a la gestacion y otros
trastornos gestacionales ha sido poco estudiada. Asimismo, los resultados
demostrados en este trabajo dieron origen a nuevos interrogantes que estan siendo

objeto de estudio en el laboratorio.

La importancia del conocimiento de algunos mecanismos celulares y moleculares
relacionados al efecto del AH, componente de la MEC, en coriocarcinoma radica en la
posibilidad de generar nuevas estrategias terapeuticas para esta enfermedad en
aquellos casos donde fracase la quimioterapia convencional y se presente recidiva y
quimioresistencia. En estos casos las pacientes presentan metastasis en cerebro e
higado las cuales constituyen un mal prondstico para la vida de la paciente.

En concordancia con esto, el estudio de la participacion de RHAMM en la migracién e
invasion de células de coriocarcinoma asi como los mecanismos subyacentes estan

siendo profundizados.
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Ademas, la expresion de AH, CD44 y RHAMM sera estudiado en una mayor cantidad
de muestras de molas hidatiformes a fin de poder evaluar su utilidad como potencial
marcador diferencial y/o pronéstico hacia una neoplasia trofoblastica gestacional. Es
importante recordar y destacar lo primordial de un diagnéstico temprano y adecuado
en ETG, al igual que en otras patologias. Esto favorece en primer lugar la calidad de

vida del paciente y en udltima instancia también permite la optimizacion de los recursos
de un sistema de salud.
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