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En los ultimos afios el cdncer ha experimentado un marcado aumento en las recurrencias, lo que se
atribuye a su heterogeneidad y complejidad molecular. Esto podria explicar, al menos en parte, el
fracaso en la eficacia del tratamiento de los pacientes con esta enfermedad. Por esta razdn, es
crucial el estudio de distintos marcadores que permitan predecir el desarrollo de la enfermedad y
orientar posibles enfoques terapéuticos mas personalizados.

El microambiente tumoral (MAT) es el conjunto de células y macromoléculas que rodean a una
célula tumoral. El componente principal no celular del MAT es la matriz extracelular (MEC), una
compleja red de macromoléculas que se encuentra altamente desregulada en el contexto tumoral.
Entre los componentes de la MEC que estan alterados en los tumores se encuentran el acido
hialurénico (AH) y las moléculas asociadas a su metabolismo. Por otra parte, se ha demostrado que
los cambios en el MAT pueden provocar cambios en la expresién de algunos genes de relevancia en
el desarrollo tumoral, como BRCA1 y BRCA2. El objetivo de este trabajo fue analizar las
modificaciones en la expresién de AH y de genes involucrados en su metabolismo en tejido tumoral
(TT) y no tumoral adyacente al tumor (NAT) de pacientes con cancer de mama y colorrectal, y su
asociacién con la expresion de genes de reparacién del ADN (BRCA1 y BRCA2) y con datos clinicos
de los pacientes, ademas de analizar la expresion de estos genes en modelos tridimensionales de
esferoides de lineas celulares de cancer de mama y colon. La expresion de ARN mensajero (ARNm)
fue evaluada mediante PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR). Por otro lado, los niveles de
expresion de AH y de las proteinas BRCA1l, BRCA2 y CD44 se analizaron mediante
inmunohistoquimica. A su vez se analizé la expresion de estos mismos genes tras la degradaciéon de
AH o la inhibicién de su sintesis en dos lineas celulares de cancer de mama y una linea celular de
cancer de colon, evaluando a su vez su efecto sobre el volumen y drea de los esferoides generados.
Los pacientes con cancer de mama mostraron menores niveles de ARNm de HAS2, una disminucién
de los niveles de proteinas BRCA1 y BRCA2 en TT con respecto a NAT y una fuerte correlaciéon
positiva entre el ARNm de CD44 e HYALI1. Por otro lado, en cancer colorrectal se obtuvo una
disminucién en los niveles proteicos de CD44y BRCA1 en TT con respecto a NAT y una fuerte
correlacién positiva entre el ARNm de BRCA1y BRCA2, BRCA1y HAS2 y BRCA2 y HAS2, respaldando
la importancia de los genes BRCA no solo en cdncer de mama, sino también en cancer colorrectal.
A su vez, se observé una disminucién de volumen y area de los esferoides al inhibir la sintesis del
AH.

Este trabajo presenta importante evidencia sobre la influencia del AH del MAT y de las moléculas
asociadas a su metabolismo sobre los genes de reparacion del ADN. Esto nos ayuda a comprender
los complejos mecanismos moleculares que regulan la progresiéon tumoral, lo que resulta crucial
para la identificacion de marcadores clave para predecir el desarrollo de la enfermedad y orientar
posibles enfoques terapéuticos.

Palabras claves: Microambiente tumoral, cdncer de mama, céncer colorrectal, BRCA1, BRCA2, acido
hialurdnico.
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1. CANCER

1.1. Definicion y epidemiologia

El cancer es una enfermedad con base multifactorial, que puede originarse en numerosas partes del
organismo como consecuencia del crecimiento celular anormal y descontrolado, extendiéndose
mas allad de sus limites habituales. Estas células, denominadas células tumorales, son capaces de
invadir el tejido circundante y provocan metdstasis en puntos distantes del organismo. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (2023), el cancer es considerado una de las principales
causas de muerte poblacional a nivel mundial, reportando 9,3 millones de muertes en 2023. Si no
se toman las medidas necesarias para prevenir y controlar el cancer, se estima un alarmante
aumento del 57% de casos de cadncer a nivel global y se prevé que el mayor incremento de casos se
producird en paises de bajos y medianos ingresos. Esta tendencia se atribuye principalmente a la
falta de recursos disponibles para tratar esta enfermedad (Organizacion Panamericana de la Salud,

2023).

En 2021, los tumores ocuparon la cuarta causa de mortalidad (14,3%) en Argentina (Ministerio de
Salud de la Nacidn. Instituto Nacional del Cancer (INC), 2023). Entre 2012 y 2020, en mujeres, el
cancer de mama presenté la mayor frecuencia (31%), seguido por el cdncer de cuello de utero
(20,9%) y colorrectal (6,9%). En hombres, el cancer colorrectal fue el mas frecuente (13,2%), seguido
por el cadncer de pulmdn (10,3%) y de préstata (9,2%) (Ministerio de Salud de la Nacién. Instituto
Nacional del Cancer (INC), s.f.). Por este motivo, el estudio de marcadores o factores biolégicos que
favorezcan la progresion de la enfermedad y las posibles fallas de los tratamientos es crucial para el
desarrollo de terapias antitumorales eficaces. Las nuevas terapias en auge estan dirigidas a frenar
el crecimiento tumoral mediante la modulacién de su entorno o microambiente, compuesto por

diversos tipos celulares, factores solubles y moléculas.

1.2. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal es el tipo de cancer que afecta el colon (intestino grueso) o el recto. La

anatomia del colon se esquematiza en la Figura 1.
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El cdncer colorrectal es el tercer cancer mas frecuente a nivel global. Representa alrededor del 10%
de todos los casos de cancer y es la segunda causa principal de muertes relacionadas con el cancer
en todo el mundo (World Health Organization, 2023a). En la mayoria de los casos de cancer
colorrectal se presenta el tipo adenocarcinoma. Este tipo de tumor se origina en las células que
constituyen las glandulas responsables de producir el moco que lubrica el interior del colon y el

recto.

Una de las clasificaciones mas utilizadas para la caracterizacién del cancer colorrectal es la
clasificacion TNM (Tumor, Ganglio linfatico y Metastasis), establecida por el American Joint
Committee on Cancer (AJCC). La misma categoriza a los pacientes segun la extension del tumor (T),
la afectacidn de los ganglios linfaticos regionales (N) y la presencia de metdstasis distales (M) (Amin,
et al., 2017). Las asignaciones de T, N y M se establecen mediante evaluacion clinica y patoldgica.
Los criterios utilizados para establecer el estadio TNM en céancer colorrectal se detallan en la Tabla

1, Tabla 2 y Tabla 3.

Ganglio linfatico

Figura 1. Esquematizacidon de la anatomia del colon. En la figura se muestra esquematicamente
las diferentes capas que conforman el colon con presencia de cancer en estadio 1. Tomado y
adaptado de Instituto Nacional del Cancer. Tratamiento del cdncer de colon (PDQ®) — Version para
profesionales de salud, 2024.
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Categoria T
T0

Tis

T1

T2
T3

T4

Criterio

Las células anormales estan presentes, pero no se
han diseminado al tejido adyacente.

Carcinoma in situ, carcinoma intramucoso
(compromiso de la lamina propia sin
diseminacién a la capa muscular de la mucosa).
Tumor con invasién de la submucosa (a través de
la capa muscular de la mucosa, pero no dentro de
la capa muscular propia).

Tumor con invasién de la capa muscular propia.
Tumor con invasion de los tejidos
pericolorrectales a través de la capa muscular
propia.

Tumor con invasién del peritoneo visceral, o con
invasion y adherencia a un drgano o estructura
adyacente.

Tabla 1. Categorias T y criterios para cancer colorrectal segin Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cdncer de colon (PDQ®) — Version para profesionales de salud, 2024.

Categoria N
NO
N1

N2

N3

Criterio

Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales.
Compromiso de 1 a 3 ganglios linfaticos
regionales (tumor en los ganglios linfaticos
regionales que mide 20,2 mm), o cualquier
cantidad de depdsitos tumorales y todos los
ganglios linfaticos identificables estan libres de
compromiso tumoral.

Compromiso de 4 o mas ganglios linfaticos
regionales.

Ganglios apicales o de troncos vasculares.

Tabla 2. Categorias N y criterios para cancer colorrectal segin Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cdancer de colon (PDQ®) — Version para profesionales de salud, 2024.

Categoria M
MO

M1

Criterio

Sin indicios de metastasis a distancia en las
pruebas con imagenes, etc.; sin indicios de tumor
en sitios u érganos distantes.

Hay propagacidon hacia tejidos u drganos
distantes.

Tabla 3. Categorias M vy criterios para cancer colorrectal segun Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cancer de colon (PDQ®) — Version para profesionales de salud, 2024.
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1.3. Cancer de mama

El cdncer de mama es una enfermedad en la cual las células de la mama se multiplican sin control.
La anatomia de la mama se esquematiza en la Figura 2. El tipo de cdncer de mama depende de
qué células de la mama se vuelven tumorales. Los tipos mds comunes de cancer de mama son el
cancer ductal, que se origina en las células de revestimiento de los conductos (representando el
85% de los casos), y el cancer lobulillar, que surge del tejido glandular mamario (constituyendo

el 15%) (Organizacién Panamericana de la Salud, s.f.).

La clasificacién TNM también es ampliamente utilizada para la categorizacién de los tipos de

cancer de mama, la cual se describe en la Tabla 4, Tabla 5y Tabla 6.

Pared toracica
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Figura 2. Esquematizacion de la anatomia de la mama. Tomado y adaptado de Instituto Nacional
del Cdancer. Tratamiento del cdncer de seno (mama) (PDQ®)—-Version para profesionales de salud,
2023.
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Categoria T Criterio

T0 Las células anormales estan presentes, pero no se
han diseminado al tejido adyacente.

Tis Carcinoma ductal in situ.

T1 Tumor £20 mm en su mayor dimension.

T2 Tumor entre 20 mm y 50 mm en su mayor
dimensién.

T3 Tumor >50 mm en su mayor dimension.

T4 Tumor de cualquier tamafio con diseminacion

directa a la pared tordcica o a la piel
Tabla 4. Categorias T y criterios para cancer de mama segun Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cdncer de seno (mama) (PDQ®)-Version para profesionales de salud, 2023.

Categoria N Criterio

NO Sin metastasis en ganglios linfaticos regionales.

N1 Con metastasis en 1-3 ganglios linfaticos axilares
y/o en ganglios linfaticos mamarios internos.

N2 Con metastasis en 4-9 ganglios linfaticos axilares
y/o ganglios linfaticos mamarios internos.

N3 210 ganglios linfaticos axilares, infra o

supraclaviculares o mamarios internos.
Tabla 5. Categorias N y criterios para cancer de mama segun Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cdncer de seno (mama) (PDQ®)-Version para profesionales de salud, 2023.

Categoria M Criterio

MO Sin indicios clinicos ni radioldgicos de metastasis
a distancia.

m1 Metdastasis a distancia detectada en la evaluacion

clinica o radioldgica.
Tabla 6. Categorias M y criterios para cidncer de mama segun Instituto Nacional del Cdncer.
Tratamiento del cdncer de seno (mama) (PDQ®)-Version para profesionales de salud, 2023.

Sin embargo, incluso cuando los pacientes presentan el mismo estadio de cdncer, pueden no
presentar el mismo desarrollo de la enfermedad, prondstico o respuesta a la terapia. Por este
motivo, en cdncer de mama, los pacientes también se dividen en subgrupos basados en la expresion
de receptores hormonales presentes en las células tumorales. Entre los biomarcadores tumorales
mas utilizados se encuentran: el receptor de estrégenos (RE), el receptor de progesterona (RP) y el
receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2). El marcador de proliferacion
celular Ki67 también suele utilizarse para clasificar a los pacientes seguiin subtipos moleculares y se

ha indicado que su expresion predice la progresion del cancer (Panal Cusati, y otros, 2014). En la
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Tabla 7 se muestran los subtipos moleculares asociados a los marcadores mas utilizados para cancer

de mama.
Luminales HER2 Triple negativo
Frecuencia 50% 15% 20% 15%
Subtipo Luminal A Luminal B Luminal Enriquecido = No basal Basal
molecular
RE +++ ++ ++ - - -
RP +++ +/- +/- - - -
HER2 - - +++ +++ - -
CK5/6 - - - - - 4+
HER1 - - - - - +++
Ki67 <14% 14-30% >14% Alto Alto Alto
Prondstico Bueno Intermedio = Intermedio Malo Malo Malo

Tabla 7. Expresién inmunohistoquimica de los marcadores mas utilizados y su asociacién con
subtipos moleculares para cancer de mama segun Horvath (2021).

Los pacientes con cancer de mama triple negativo o HER2+ presentan, con frecuencia, peor
evolucidon y menor sobrevida que los pacientes con cancer de mama luminal A o luminal B (Kyndi,
et al., 2008; Lam, Jimenez, & Boven, 2014). Varios informes indican que el cancer de mama luminal
A es el subtipo mas comun de cancer de mama (Uribe, y otros, 2010; Calderén-Garciduenas, et al.,
2012, Pérez-Rodriguez, 2015). No obstante, existen otras formas de clasificar el cancer de mama.
Una de ellas es la clasificacion segun el grado histolégico de Nottingham. Este sistema de
clasificacidn se basa en la examinacién microscépica del tejido tumoral, considerando factores como
el porcentaje de area tumoral con formacion de estructuras glandulares/tubulares, el pleomorfismo
nuclear y la tasa mitdtica. Para cada una de estas caracteristicas se asigna una puntuaciénde 1a 3
y finalmente se suman entre si para determinar el grado de Nottingham. Una puntuacién de "1"
significa que las células y el tejido del tumor exhiben, en su mayoria, una apariencia similar a las
células y tejido normales circundantes, y una puntuacion de "3" indica que las células y el tejido del
tumor presentan mayoritariamente caracteristicas andémalas o diferentes en comparacidén con las
células y tejido normales (Elston & Ellis, 1991). La Tabla 8 indica el grado de Nottingham asociado a

los resultados obtenidos al sumar las calificaciones asignadas.
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Grado de Nottingham Suma de calificaciones asignadas

1 3-5
2 6-7
3 8-9

Tabla 8. Grado de Nottingham asociado a resultados obtenidos al sumar las calificaciones
asignadas para formacién de estructuras glandulares/tubulares, el pleomorfismo nuclear y la
tasa mitdtica. El tejido tumoral se examina microscopicamente y luego se asignan valores de 1 a
3 para las caracteristicas mencionadas previamente y luego se suman entre si para determinar el
grado de Nottingham. Cuanto mayor sea el valor del grado de Nottingham, mds diferencias
presentan las células tumorales con respecto a las células normales del tejido.

1.4. Genes de reparacion del ADN en cdncer

La reparacién del ADN es esencial para el mantenimiento de la estabilidad genética durante los
sucesivos ciclos celulares. Las células tumorales a menudo tienen menor habilidad de reparacién del
ADN en comparacién con las células normales, lo que puede causar la acumulaciéon de mutaciones

oncogénicas que contribuyen a la inestabilidad gendmica (Eberst, et al., 2017).

BRCA1 y BRCA2 son genes que actlan como supresores tumorales ya que codifican proteinas
esenciales en el proceso de reparacion del ADN. Por lo tanto, una mutacion en alguno de estos genes
gue provoque la pérdida de funcién de la proteina correspondiente, aumenta la probabilidad de
que ocurran lesiones en el ADN potencialmente mutagénicas y, en consecuencia, aumenta el riesgo
de carcinogénesis (Narod & Rodriguez, 2011; Gao, et al., 2016). Las mutaciones en estos genes estan
vinculadas principalmente con el cancer de mama y ovario (Antoniou, et al., 2003; Narod & Foulkes,
2004; Chen, et al., 2006). Con frecuencia, estos genes no se asocian con un aumento en el riesgo de
desarrollar cancer colorrectal. No obstante, estudios recientes han indicado que los genes BRCA
pueden aumentar el riesgo de desarrollar cancer colorrectal (Breast Cancer Linkage Consortium,
1999; Phelan, et al., 2014; Fujita M, et al., 2022; Feng, et al., 2023). Por lo cual, el conocimiento del
estado de expresion de los mismos podria ayudar a personalizar el tratamiento del cancer
colorrectal, por ejemplo, combinando el tratamiento estandar con agentes que dafien el ADN o
inhibidores de PARP (poli ADP ribosa polimerasa) (Soyano, et al., 2018). PARP es una enzima con
importancia en la reparacién de roturas en el ADN de una sola hebra. Por lo tanto, los inhibidores
de PARP causan la acumulacién de dafio en el ADN, lo que induce la muerte celular (Instituto

Nacional del Cancer, 2019).

21



2. MICROAMBIENTE TUMORAL

El microambiente tumoral (MAT) es el conjunto de células (microambiente celular) vy
macromoléculas (microambiente no celular) que rodean a una célula tumoral. Durante el desarrollo
tumoral, las células tumorales modifican el entorno en el que viven, favoreciendo su
establecimiento y crecimiento (Hanahan & Weinberg, 2011; Lu, et al., 2012; Huang, et al., 2021). El
componente principal del MAT es la matriz extracelular (MEC), una compleja red de macromoléculas
(proteinas, glicoproteinas, proteoglicanos y glicosaminoglicanos) que presentan distintas
propiedades fisicas, bioguimicas y biomecénicas. El microambiente celular estd compuesto por
varios tipos celulares atraidos por la propia célula tumoral, principalmente células endoteliales,
fibroblastos, eritrocitos y células del sistema inmune como macréfagos asociados a tumor,
neutrofilos, células natural killer (NK), linfocitos B y T, entre otros. Por lo tanto, en el cancer, la MEC
se encuentra altamente desregulada y desorganizada (Walker, et al., 2018), lo que promueve la
transformacion celular y la metastasis. Es por esto que, para brindar un analisis integral de los
mecanismos involucrados en el desarrollo tumoral, es necesario tener en cuenta las interacciones
del tumor con su microambiente y no solo las caracteristicas de las células tumorales individuales

(Hanahan & Weinberg, 2011; Bizzarri, 2014; Resovi, et al., 2018).

2.1. Matriz extracelular tumoral

La MEC es una red compleja de proteinas fibrosas extracelulares (colageno, fibronectina, elastina y
laminina), glicosaminoglicanos (GAGs) (acido hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de
qgueratany sulfato de heparan), proteoglicanos y glicoproteinas (Huang, et al., 2021). En condiciones
fisioldgicas, la composicion y organizacidon de la MEC estan reguladas espaciotemporalmente para
controlar el comportamiento celular. Sin embargo, la desregulacién de la dinamica de la MEC puede

conducir al desarrollo de ciertas patologias, como el cancer (Walker, et al., 2018). La MEC tumoral
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interactla con las células tumorales y las del microambiente celular e induce senales inter e
intracelulares (Fan, et al., 2012). Estas sefales pueden estimular la proliferacion celular desregulada,
promover la migracién, invasion y supervivencia de células endoteliales y otros tipos celulares (Davis
& Senger, 2005; Andreuzzi, et al., 2020) y modular la respuesta inmunoldgica (Closset, et al., 2023)
y angiogénica (Bissell, et al., 2002; Bizzarri, 2014; Mao, et al., 2021). Dado que la accion de estas
respuestas puede inducir o impedir la progresién tumoral (Bruno, et al., 2014; Hanggi & Ruffell,
2023), surge la hipdtesis de que ciertos factores tienen gran relevancia en la modulacién del
desarrollo tumoral. Entre los componentes de la MEC que estdn desregulados en el cancer, se

encuentra el acido hialurdénico (AH), el cual se describe a continuacion.

2.1.1. Acido hialurénico

Entre los componentes mas abundantes de la MEC se encuentra la familia de los GAGs. Estos son
heteropolisacaridos largos no ramificados, compuestos por disacaridos alternados de acido urdnico
y aminoazucares. El AH es un GAG no sulfatado, compuesto por unidades repetidas de disacaridos
de acido D-glucurdnico y N-acetil-D-glucosamina, (ltano, 2008; Theocharis, et al., 2015; Hascall,
2019; Abatangelo, 2020). Por sus propiedades fisico-quimicas, contribuye a la hidratacion,
organizacién y sostén de los tejidos (Abatangelo, et al., 2020). Ademas, debido a su capacidad de
unirse a proteinas especificas llamadas hialadherinas (Toole, 1990; Turley, et al., 2002), como los
receptores de membrana CD44 (Cluster de diferenciacion 44), RHAMM (Receptor de motilidad
mediada por acido hialurénico) y LYVE-1 (Receptor 1 de 4cido hialurénico endotelial de vasos
linfaticos). Por otro lado, puede interactuar con proteoglicanos como el agrecano presente en la
MEC y proteinas de unién (HABP, TSG-6). Gracias a estas interacciones, el AH puede modular
sistemas de sefalizacidn intra e intercelulares implicados en la proliferacion, la diferenciacién, la

motilidad celular y la degradacién del propio AH (Sherman, et al., 1994; Dicker, et al., 2014).
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Figura 3. Estructura molecular del acido hialurdnico. El AH es un polisacdrido de la familia de los
glicosaminoglicanos y estda compuesto por disacaridos repetitivos de dcido D-glucurdnico y N-
acetil-D-glucosamina. Figura adaptada de Hascall, V. et al, Hyaluronan: Structure and Physhical
Properties, Glycoforum, 1997.

El AH se puede observar en distintos rangos de peso molecular (PM), de lo cual depende su funcién
biolégica. En condiciones homeostaticas, el AH forma polimeros, por lo que se encuentra
predominantemente en la forma de alto PM (Spinelli, et al., 2015) (AH APM, de 0,5x106a 2x10° Da),
cuya principal funcién es la induccién de sefiales homeostaticas que contribuyen al mantenimiento
de la integridad estructural del tejido al cual rodea, brindando alta viscoelasticidad. Ademas, el AH
APM tiene funciones inmunosupresoras (Ruffell & Johnson, 2008; Bollyky, et al.,, 2009b) y
angiomoduladoras (Spinelli, et al., 2015). Sin embargo, el AH puede clivarse a fragmentos de menor
tamafio (Boregowda, et al., 2006) por la accion de enzimas de degradacion o mediante hidrélisis
oxidativa por radicales libres (Maishi, et al., 2016) durante procesos inflamatorios, de reparacion y
en patologias como el cancer, formando especies de bajo PM (AH BPM, de 10% a 0,5 x 10° Da) (Jiang,
et al., 2007), las cuales pueden conducir, entre otras funciones, hacia un perfil inmunoldgico pro-

inflamatorio (Mackee, et al., 1996; Noble, 2002; Alaniz, et al., 2009) (Figura 4).

El AH de APM se asocia con la reduccion de la proliferacidn celular, la inhibicién de la fagocitosis
(Forrester & Balazs, 1980) y la induccién de la inactividad celular (Chen & Abatangelo, 1999; Necas,
et al., 2008). Por lo tanto, se forma una MEC favorable para la proliferacién y migracién de las células
tumorales, principalmente debido a su efecto inmunosupresor. En contraste, el AH de BPM tiende
a aumentar la expresidn de metaloproteinasas de matriz, citoquinas inflamatorias y factores
angiogénicos (McKee, et al, 1996; Oertli, et al., 1998; Necas, et al., 2008), promoviendo el
crecimiento de células endoteliales asociadas al tumory, en consecuencia, induciendo la formacién

de nuevos vasos sanguineos. Por lo tanto, la remodelacidon del MAT por el aumento de la sintesis y
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degradacion del AH en el contexto tumoral juega un papel crucial en la sobrevida y progresion de
las células tumorales. Un desequilibrio en el metabolismo de AH y la interaccién con sus receptores
promueve procesos patoldgicos, tal como se evidencia en los tumores, favoreciendo mecanismos
implicados en la invasién y la metastasis, la angiogénesis, la sobrevida y la resistencia a drogas
(Misra, et al., 2005; Boregowda, et al., 2006) y a su vez, modulando al sistema inmune (Toole, 2004;
Alaniz, et al., 2009; Spinelli, et al., 2019). Schmaus, et al. (2014) encontraron que los pacientes con
cancer colorrectal con gran acumulacion de AH BPM en el liquido intersticial del tumor tendian a
mostrar una mayor progresion e invasion del tumor. Sin embargo, no solo el AH se encuentra
desregulado en el microambiente tumoral, sino también las moléculas asociadas a su metabolismo
(Lokeshwar, 2001; Valkonen, et al., 2018). Los cambios en la expresién del AH y de las enzimas
implicadas en su biosintesis y degradacion desempefian un papel importante en diferentes etapas

de la progresion tumoral, como proliferacion, crecimiento, invasion y metastasis (Yip, et al., 2006).

En numerosos tipos de tumores sdlidos, se ha evidenciado que un aumento en la produccién de AH
por parte de las células tumorales o del MAT se relaciona directamente con el crecimiento del
tumor, la metdstasis (Toole, 2004) y una menor sobrevida del paciente (Ropponen, et al., 1998;
Setala, et al., 1999; Anttila, et al., 2000; Auvinen, et al., 2000; Lokeshwar, 2001; Pirinen, et al., 2001;
Posey, et al., 2003). De hecho, se observo que la inhibicion de la sintesis de AH inhibe la metastasis
de células tumorales en algunos tipos de tumores (Lokman, et al., 2019). Por este motivo, los niveles
de AH se consideran potenciales indicadores del diagndstico y malignidad en algunos tumores
(Tammi, et al., 2008). Sin embargo, en otros tipos de canceres, la progresion no se ve afectada por
la acumulacion del AH, sino mas bien por su fragmentacién (Itano, 2008). Los fragmentos de AH de
BPM se asocian con tumores mas agresivos ya que promueven su diseminacion mediante la

estimulaciéon de la angiogénesis (Delpech, et al., 1990).

2.1.1.1. Metabolismo del dcido hialurénico

El metabolismo del AH comprende la estricta regulacidn que existe entre la sintesis y degradacién
del AH. La sintesis es llevada a cabo por enzimas llamadas AH sintasas (HASs, del inglés: HA

synthases) y es fragmentado por hialuronidasas (HYALs, del inglés: hyaluronidases) o por especies
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reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS, NOS), en moléculas bioactivas de menor PM (Heldin, et

al., 2013; Passi, et al., 2019) (Figura 4).

|l|l’f‘
HASS ""
-
/"/ a /"{...-’
L
f’, HYALs
ROS/NOS “ieee
AH BPM ot AH APM
s Pro-inflamatorio « Anti-inflamatorio
+ Pro-angiogénico + Anti-angiogénico
+ Promotor de la + Inhibidor dela
resistencia a drogas proliferacion celular
+ Evita el clustering de + Promueve el clustering
receptores de recepiores

Figura 4. Metabolismo del AH. La biosintesis del AH es catalizada por acciéon de las HASs y la
degradacién por la accidon de enzimas HYALs o inespecificamente por ROS o NOS en condiciones
de estrés oxidativo. Las HASs generan AH de APM, que promueve un perfil inmunolégico anti-
inflamatorio, evita la formacién de nuevos vasos sanguineos, inhibe la proliferaciéon celular y
promueve el clustering de receptores. El AH de APM se puede clivar dando como resultado AH de
BPM, que es capaz de promover un perfil inmunoldgico pro-inflamatorio y la formacién de nuevos
vasos sanguineos, ademds de promover la resistencia a drogas e impedir el clustering de
receptores de AH.

En los tejidos tumorales, el metabolismo de AH se encuentra desregulado, asi como la interaccién
con sus proteinas de unién. La biosintesis de AH es catalizada por la accion de las HASs. La cantidad
y tamano de las cadenas de AH presentes en un contexto tumoral depende de la actividad de

degradacion de las HYALs.

2.1.1.1.1. Biosintesis del dcido hialurdnico

A diferencia de otros de los GAGs que se sintetizan dentro de la célula en el aparato de Golgi, el AH

se sintetiza mediante tres enzimas transmembrana: AH sintasa 1 (HAS1), AH sintasa 2 (HAS2) y AH
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sintasa 3 (HAS3) (Weigel, et al., 1997) en el lado interno de la membrana plasmatica. Luego, el AH
se libera al espacio extracelular o bien puede quedar anclado en la membrana plasmatica (Figura 5).
La expresidon de estas enzimas varia segun diferentes condiciones, como la morfogénesis o las
condiciones patoldgicas, y a su vez generan AH de diferente PM (Toole, et al., 2001; Stuhimeier &
Pollaschek, 2004). Se reporté que HAS1 y HAS2 producen AH de mayor PM (mds de 2 x 10° Da),
mientras que HAS3 produce fragmentos mas pequefios de AH (1 x 10> a 1 x 10° Da) (Itano, et al.,

1999; Vigetti, et al., 2014a).

En el contexto del cdncer, una desregulacion en la expresién de las HASs conduce a la produccion
anomala de AH, lo que impulsa el desarrollo de procesos bioldgicos anormales, tales como la
transformacion celular y la metastasis (Nguyen, et al., 2017; Kim, et al., 2019; Passi, et al., 2019). Se
ha observado que la sobre-expresion de HAS2 promueve la progresion tumoral y la resistencia a la
guimioterapia en cancer de vejiga, pulmon, ovario y mama (Udabage, et al., 2005; S3, et al., 2015;
Anand, et al., 2019; Kim, et al., 2019; Lokman, et al., 2019; Weng, et al., 2019). Ademas, se ha
demostrado que el silenciamiento de la enzima HAS2 en células de cancer de mama reduce su
capacidad invasiva, un efecto que se revierte al sobre-expresar dicha enzima (Bernert, et al., 2011.
Esto sugiere que la enzima HAS2 desempefia un papel central en promover la proliferacién tumoral,

migracion e invasion en distintos tipos tumorales.

La sintesis de AH estd estrictamente influenciada por la disponibilidad celular de sus precursores (N-
acetil-D-glucosamina y acido-D-glucurdnico), los cuales deben estar conjugados al nucledtido
uridina difosfato (UDP) para ser sustratos reconocibles por las HASs, formando UDP-N-acetil-D-
glucosamina (UDP-GIcNAc) y acido-UDP-glucurénico (UDP-GIcUA). Las enzimas HAS incorporan de
manera alternada UDP-GIcA y UDP-GIcNAc a la cadena inicial del AH. Una vez finalizada la sintesis,
la cadena neosintetizada es liberada al exterior celular o queda anclada en la membrana plasmatica

(Figura 5).

La sintesis de AH consume grandes cantidades de sus sustratos donantes, vinculando asi la sintesis
de AH con el metabolismo de la glucosa (Kobayashi, et al., 2020). Esto se evidencia mediante la
inhibicidon de la sintesis de AH por medio del agotamiento de la disponibilidad de UDP-GIcA

citoplasmatica a partir del tratamiento con 4-metilumbeliferona (4-MU) (Kakizaki, et al., 2004). De
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manera similar, el agotamiento de la UDP-GIcNAc celular mediante el tratamiento con manosa (en

vez de glucosa) redujo la sintesis de HA en queratinocitos epidérmicos (Jokela, et al., 2011).

AH

Espacio

extracelular
HAS
UDP UDP
v\ / Citoplasma
@®-uvor (O-uop

GlcA GlcNAc

Figura 5. llustracion esquematica de la biosintesis del AH. La biosintesis del AH es catalizada por
las enzimas HASs, que adicionan alternadamente UDP-GIcA y UDP-GIcNAc a la cadena AH naciente
y una vez finalizada la liberan al exterior celular. Figura tomada y adaptada de Kobayashi, T et al,
Hyaluronan: Metabolism and Function, Biomolecules, 2020.

2.1.1.1.2. Degradacion del acido hialuronico

Normalmente, el AH es clivado por enzimas endoglicosidasas especificas, HYALs, o se degrada
inespecificamente por ROS en respuesta al dafio oxidativo. En consecuencia, se generan fragmentos
de AH de BPM o incluso fragmentos muy cortos de AH denominados oligémeros de AH (0AH), lo
gue puede conducir hacia un perfil proinflamatorio y pro-angiogénico (Alaniz, et al., 2006; Singleton,
et al., 2010). Se han identificado seis miembros de la familia de las HYALs en humanos que
comparten aproximadamente el 40% de la identidad (Stern, et al., 2006). Sin embargo, HYAL1 e
HYAL2 son las que mayor actividad enzimatica presentan en los mamiferos y se expresan
ampliamente en tejidos somaticos (Mascard, 2015). El AH de APM se une a receptores de AH y es
clivado por las HYALs de membrana plasmatica (HYAL2 e HYAL3), dando como resultado AH de BPM,
el cual se puede internalizar y continuar su proceso de degradacién en los lisosomas por la accion
de HYAL1, generando oAH que pueden ser liberados al exterior celular por exocitosis para formar

parte de la MEC (Kobayashi, et al., 2020) (Figura 6).

En varios tipos de tumores se ha reportado un aumento en la expresién de las HYALs, en particular

de HYAL1 e HYAL2 generando gran cantidad de AH de BPM, cuya acumulaciéon produce la
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remodelacion del MAT, lo que se asocia estrechamente con la agresividad del tumor (Novak, et al.,
1999; Stern, et al., 2006; Tan, et al., 2011). Varios informes sugieren que las enzimas HYALs podrian
ser consideradas como biomarcadores. Por ejemplo, se ha observado una sobre-expresién de HYAL1
e HYAL2 en melanoma (Siiskonen, et al., 2013), cancer de vejiga (Morera, et al., 2017), cancer de
prostata (Posey, et al., 2003) y carcinoma no microcitico de pulmon (Junker, et al., 2003). En el caso
del cancer de mama, investigaciones previas indican que la hipoxia en el tumor y en su
microambiente favorece la actividad de las HYALs, dando como resultado la generacién de
fragmentos de AH de BPM, los cuales promueven la angiogénesis (Velesiotis, et al., 2019). Esto

sugiere que las HYALs podrian ser indicadores prometedores de la progresion tumoral.

J
CD44 HYAL-2

Endosoma

Lisosoma

QP

Figura 6. llustracion esquematica de la degradacion de AH. AH de APM se une al receptor de
superficie celular CD44 y a HYAL2 y se escinde en fragmentos de BPM. Posteriormente, estos
fragmentos ingresan al interior celular mediante endosomas y se degradan a oAH en los lisosomas
por la accién de HYALLl. Finalmente, el AH fragmentado se libera a la MEC. Nota: Solo se
esquematizan los mecanismos principales de degradacion del AH, pero existen otros que
involucran a otras HYALs y receptores menos comunes. Tomado y adaptado de Kobayashi, T et al,
Hyaluronan: Metabolism and Function, Biomolecules, 2020.
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2.1.1.1.3. Receptores de dcido hialurdnico

El AH es capaz de inducir sefiales intracelulares por medio de varios receptores. Los principales
receptores de AH son CD44 y RHAMM. Estos receptores pueden desencadenar diferentes
respuestas celulares (Masellis-Smith, et al., 1996). CD44 se expresa en diferentes tipos celulares,
incluyendo leucocitos, fibroblastos, células endoteliales, células epiteliales y macréfagos, entre
otros. No solo es capaz de unirse al AH, sino también a otros componentes de la MEC, como
colageno, fibronectina, condroitin sulfato, entre otros (Borland, et al., 1998). CD44 participa en
muchos procesos fisiologicos y patoldgicos al interactuar con AH y activar cascadas de sefializacién
claves (Turley, et al., 2002). Estas interacciones regulan procesos como la adhesidn, proliferacion y
migracién celular, debido a que promueven la expresion de genes relacionados con el crecimiento
y la sobrevida celular, induciendo un reordenamiento del citoesqueleto y de la membrana
plasmatica (Kobayashi, et al., 2020). La interaccion de CD44 y AH esta influenciada por diferentes
factores, como el tipo de célula (Katoh, et al., 1995), el estado de activacion de CD44 (Skelton, et al.,
1998) y el PM del AH (Slevin, et al., 2002; Bollyky, et al., 2009a). Ademas, la interaccion entre CD44
y AH puede también promover procesos asociados a condiciones patoldgicas, como los observados
durante el desarrollo tumoral (Spinelli, et al., 2015). De hecho, varios estudios han reportado que
este receptor también se encuentra desregulado en el contexto tumoral, siendo considerado un
marcador de células madre tumorales, responsables de la resistencia a la terapia y la apariciéon de
metadstasis (Yan, et al., 2015; Senbanjo & Chellaiah, 2017; Sevic, et al., 2020; Hassn Mesrati, et al.,
2021). Por otro lado, se ha reportado que RHAMM también se vincula con el desarrollo tumoral
(Spinelli, et al., 2015). Este receptor transmembrana funciona como una proteina de unién al AHy
es capaz de activar a CD44, desencadenando una via de sefializacion vinculada con la proliferacion

celular (Spinelli, et al., 2015).

2.1.2. Implicancia de la expresion de BRCA1 y BRCA2 asociada a cambios en la matriz

extracelular

Las modificaciones en la MEC en un contexto tumoral pueden llevar a cambios en la expresién de
los genes de las células del MAT. Por ejemplo, modificaciones en los niveles de AH y de genes

relacionados con su metabolismo pueden resultar en variaciones en la expresién de BRCA1y BRCA2
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en las células tumorales (Zhou, et al., 2013; Sevic, et al., 2020). En cancer colorrectal y en cancer de
mama, la disminucion de la expresion del ARNm de BRCA1 se asocia con una menor sobrevida de
los pacientes y, en cancer colorrectal se asocia, a su vez, con estadios avanzados de la enfermedad
(Leaf, et al., 2021; Lou, 2022). Ademas, los cambios en la expresion de los genes de reparacion del
ADN pueden influir sobre el MAT. Esto conduce a la generacion de un circulo de retroalimentacion

gue favorece la progresion de la enfermedad (Zhou, et al., 2013; George, & Shaw, 2014).
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1. HIPOTESIS

El nivel de expresion del acido hialurdnico y de genes involucrados en su metabolismo (CD44, HAS2
e HYAL1), en la matriz extracelular, se correlaciona con cambios en la expresién de los genes BRCA1
y BRCA2 en cancer de mama y colorrectal. A su vez, esto se asocia con los datos clinicos de

pacientes y con la progresién de la enfermedad.

2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo general

Analizar las modificaciones de la expresion del acido hialurdnico y los genes involucrados en su
metabolismo (HAS2, HYAL1 y CD44), en tejido tumoral y tejido no tumoral adyacente al tumor de
pacientes con cancer de mamay colorrectal, y su asociacién con la expresidon de genes de reparacion
del ADN (BRCA1y BRCAZ2) y con datos clinicos de los pacientes. A su vez, se busco determinar si este
patrén de expresion se cumplia en dos lineas celulares de cancer de mama y una linea celular de
cancer de colon tratadas con hialuronidasa o 4-Metilumbeliferona, es decir, aumentando la
degradacion del acido hialurénico, o inhibiendo su sintesis, respectivamente. Una mejor
comprension del papel del acido hialurénico y su interaccién con otros genes en el contexto del
cancer de mama y colon podria aportar informacion relevante para futuros enfoques terapéuticos

y diagndsticos en estas enfermedades.

2.2.0bjetivos especificos

2.2.1. Con muestras de pacientes oncologicos

e Determinar diferencias en la matriz extracelular entre el tejido tumoral y el
tejido no tumoral adyacente al tumor mediante la evaluacién de la expresion

del 4cido hialurénico, de uno de sus principales receptores (CD44) y de genes
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implicados en su metabolismo (HAS2 e HYAL1) en pacientes con cdncer de
mama y colorrectal.

Analizar el nivel de expresion de genes de reparacion de ADN (BRCA1y BRCA2)
en tejido tumoral y tejido no tumoral adyacente al tumor en pacientes con
cancer de mama y colorrectal.

Establecer la correlacion de las moléculas mencionadas anteriormente con

datos clinicos de los pacientes con cancer de mama y colorrectal.

2.2.2. En cultivo celular

Analizar el cambio en el volumen y drea de esferoides formados con las células
de cancer de mama y colon generados mediante cultivo 3D en gota colgante,
durante el tratamiento con hialuronidasa, 4-Metilumbeliferona y en células sin
tratar (control).

Analizar la expresion de ARNm de los genes BRCA1, BRCA2, CD44, HAS2 e HYAL1

en los esferoides correspondientes durante los distintos tratamientos.
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1. MUESTRAS DE PACIENTES ONCOLOGICOS

1.1. Obtencion de muestras

Se incluyeron en el estudio pacientes con cancer de mama o colorrectal mayores de 18 afios del
Servicio de Cirugia del Hospital Interzonal General de Agudos “Abraham Pifieyro” (HIGA) y la Clinica
Centro de la ciudad de Junin, Buenos Aires, Argentina. El primero, al ser un hospital interzonal,
abarca la atencion de la totalidad de la regidn noroeste de la provincia de Buenos Aires. Todos los
pacientes que fueron incluidos en el estudio no habian recibido un tratamiento antineopldsico
previo a la cirugia para la enfermedad actual y no presentaban un estadio avanzado de céncer o

metastasis.

Los pacientes habian firmado previamente un consentimiento informado, aprobado por el comité
de ética COENOBA (EXP-1291/2021). Una parte de las muestras, que se habian obtenido en el afio
2017, fueron aprobadas por el comité de ética de la FCB de la Universidad Austral (17-006). Ademas,
se mantuvo la confidencialidad de los datos personales de los pacientes cuyas muestras fueron

analizadas, segun lo establecido por el comité de ética.

Se utilizaron dos tipos de muestras: tejido tumoral (TT) descartado en el momento de la cirugia y
tejido no tumoral adyacente al tumor (NAT). Todas las muestras fueron recogidas en el quiréfanoy

evaluadas por un patdlogo, quien determind el estadio TNM y el estado de marcadores especificos.

1.2. Descripcion de pacientes

Se analizaron diez pacientes con cdncer de mama y siete pacientes con cancer colorrectal. Los diez
pacientes con cancer de mama eran mujeres con una edad media de 64,75 + 5,47 afios y el
diagnéstico histopatoldgico para la mayoria de ellas fue carcinoma invasivo de ninguln tipo especial
(NST). De los siete pacientes con cancer colorrectal tenidos en cuenta en el estudio, tres eran
hombres y cuatro eran mujeres. La edad media fue de 69,86 + 16,43 anos y el diagndstico

histopatoldgico fue principalmente adenocarcinoma.
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Caracteristicas del paciente Cancer de mama Cancer colorrectal

Numero de pacientes 10 7
Edad media * desvio estandar 64,75 +5,47 69,86 + 16,43
(afios)
Género masculino 0 3
Género femenino 10 4
T- tumor
Tis 1 0
T1 3 0
T2 4 2
T3 0 4
T4 0 1
Desconocido 2 0

N- ganglios linfaticos

NO 6 5

N1 0 0

N2 2 2

N3 0 0

Desconocido 2 0

M- metdastasis 0 0

Tabla 9. Datos de los pacientes tenidos en cuenta en el estudio.

1.3. Procesamiento de muestras

1.3.1. Preparacion de muestras

Las muestras de tejido, una vez recibidas, se cortaron con un bisturi en secciones. Una seccion de
tejido fue destinada para realizar una tincion con hematoxilina y eosina (H&E) y para
inmunofluorescencia contra AH, CD44, BRCA1 y BRCA2. Este corte se fijo en formaldehido al 4%
cubriendo la totalidad del tejido y luego incluido en parafina. La tincién con H&E se realizd para
poder observar la arquitectura y el estado general de los tejidos. Otra seccién de tejido fue destinada
a la extraccién de ARNm para la deteccidon de BRCA1, BRCA2, CD44, HAS2 e HYAL1. Para ello, se
colocaron 500 pl de una solucién de conservacién RNAhold (TransGen Biotech Co) en las muestras
de tejido para la inactivacidn de las ARNasas y el mantenimiento de la integridad del ARN, teniendo
en cuenta que el ARN se degrada facilmente. Esta seccion de tejido se colocd junto con la solucién

de conservacion durante 24 horas en heladera y luego se mantuvo a -20°C (Figura 7).
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Figura 7. Metodologia para el procesamiento de muestras de pacientes con cancer de mama o
cancer colorrectal. A partir de muestras de TT y NAT de pacientes con cdancer de mama o
colorrectal, se realizd la extraccion de ARNm y RT-qPCR para la deteccidon de BRCA1, BRCA2, CD44,
HAS2 e HYAL1, una tincidn con H&E e inmunofluorescencia contra AH, CD44, BRCA1 y BRCA2.

1.3.2. Extraccion de ARNm y retrotranscripcion

Los tejidos obtenidos de pacientes con cancer colorrectal fueron procesados utilizando 1 ml del
reactivo Tri-reagent (Molecular Research Center, Inc.). En cambio, los tejidos de pacientes con
cancer de mama fueron procesados con el kit de ARN Easypure (TransGen Biotech) para la
extraccion de ARNm. Esta diferencia en la metodologia de extraccidn se debid principalmente a que,
con la utilizacion del reactivo Tri-reagent (Molecular Research Center, Inc.) para la extraccion de
ARNmM de los tejidos de mama, se obtuvieron pequefias cantidades de ARNm principalmente porque
contienen pocas células y gran cantidad de tejido graso, dificultando la obtencidn de resultados. En
los casos que se consideraron necesarios, las muestras fueron tratadas con la enzima ADNasa para
eliminar la contaminacion con ADN. Las enzimas ADNasa y proteinasa K estaban incluidas en el kit

de extraccion de ARN.

El rendimiento y calidad del ARN se evaluaron mediante espectrofotometria midiendo la densidad
Optica a 260-280 nm en un instrumento Picodrop®. La sintesis de la cadena complementaria de ADN
copia (ADNc) se realizd mediante PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR) utilizando un

termociclador Veriti (Applied Byosystems) incluyendo 2 pug de ARN total, 100 pmoles/ul de oligos
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(dT) (Genbiotech), buffer 5X (Promega), M-MLV RT (Promega), 10 mM de dNTPs (Qiagen) y 100 U
de transcriptasa reversa M-MLV (Promega), obteniendo un volumen final de 20 ul de ADNCc. El
control negativo de la retrotranscripcién contenia todos los reactivos exceptuando la transcriptasa
reversa, junto con el molde de ARNm. Las condiciones de reaccidn fueron: 1 ciclo a 42°C durante 1

horay 1 ciclo de 10 min a 90°C. Las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su utilizacién.

1.3.3. Analisis de la expresion de AH, de genes implicados en su metabolismo (CD44,
HAS2 e HYAL1) y de reparacion del ADN (BRCA1y BRCA2)

1.3.3.1.  RT-gPCR

Para evaluar la expresion de ARNm de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1y BRCA2 los ADNc se sometieron
a PCR cuantitativa en tiempo real (RT-gPCR) utilizando la estrategia de deteccién con SYBR Green
con Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad Life Science) y 200 nM de cada cebador
especifico (Invitrogen) para los ARNm de interés a detectar (Tabla 10), siguiendo la recomendacion
de volumen final del fabricante. Las condiciones para las reacciones de amplificacion fueron: 30
segundos a 95°Cy luego 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. A su vez, se tuvieron
en cuenta las temperaturas de Melting en cada caso para analizar la especificidad de los productos
obtenidos. Los niveles relativos de ARNm se expresaron como el "cambio relativo" de expresion en
relacion con el control de expresidon enddégena GAPDH. Todas las determinaciones se realizaron por

duplicado y durante cada ensayo se afiadié respectivamente un control sin muestra.

1.3.3.2.  Inmunofluorescencia para la determinacion de los niveles de AH

Las muestras de TT y NAT previamente incluidas en parafina se cortaron con un micrétomo en
secciones de 5 um y se colocaron tres cortes por vidrio. Las secciones de tejido se desparafinarony
se hidrataron y luego se incubaron durante la noche a 4°C en cdmara himeda con 5 pg/ul de una
proteina de unién especifica a AH en su forma biotinilada (bHABP) (EMD Millipore Corp.; nUmero
de catalogo: 385911) en BSA 1% en PBS. Posteriormente, se incubaron durante 1 hora en oscuridad
a temperatura ambiente con estreptavidina-APC (Abcam; numero de catalogo: ab243099) diluida

1/500 en BSA 1% en PBS. El bloqueo de estreptavidina y biotina se realizdé con reactivos del kit
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VECTOLAB (Vector Laboratories, Inc.) y se utilizd BSA 1% en PBS como agente bloqueante para
bloquear los sitios de unidn no especificos. A su vez, los tejidos se incubaron con 0,3 pg/ml de 4',6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) en PBS durante 7 minutos en oscuridad para identificar los nucleos
celulares. Como controles de inespecificidad de seial, se midié la autofluorescencia de las muestras

sin reactivos y de muestras tratadas solo con estreptavidina-APC.

La visualizacién se realizé6 mediante un microscopio Optico de fluorescencia trinocular Axio
Imager.A2 (Carl Zeiss), tomando 20 fotografias con un aumento total de 100X en los cortes de tejido
marcados con la proteina de unidn y el anticuerpo secundario. A su vez, se tomaron fotografias
representativas con aumento 400X para mostrar los sitios y el nivel de expresién de AH. Para el caso
de los controles de autofluorescencia y el control de anticuerpo secundario (solo con estreptavidina-
APC) se reviso toda la muestra y se tomé 1 fotografia representativa por corte con un aumento

100X.

Para cada seccion evaluada, se obtuvo el valor promedio del drea marcada mediante la herramienta
denominada densidad integrada del Software Imagel) (NIH). Los valores obtenidos para AH se
normalizaron con la marcacidén con DAPI y se expresaron como la relacién TT/NAT para eliminar el
sesgo causado por los diferentes tamafios, formas y nimero de células presentes en los dos tipos

de tejido.

1.3.3.3.  Inmunofluorescencia para la determinacion de los niveles de CD44

Las muestras de tejido incluidas en parafina se cortaron con un micrétomo en secciones de 5 um,
se desparafinaron en xileno y se hidrataron con concentraciones decrecientes de etanol. Para
desenmascarar los epitopes, se realizd una recuperacién antigénica con citrato de sodio 10 mM
(pH=6) manteniendo a 95°C durante 10 minutos. Los cortes se incubaron con anticuerpo primario
de conejo para CD44 (Cell Signaling Technology, nimero de catdlogo: 3578S) diluido 1/500 en PBS-
BSA 1% durante toda la noche en cdmara humeda a 4°C. Luego se realizaron lavados y se incubaron
1 hora en oscuridad a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-conejo IgG Cyanine3
(BioLegend; numero de catdlogo: 406402) diluido 1/600 en PBS-BSA 1%. Como agente bloqueante
se empled BSA 1% en PBS. Para marcar los nucleos celulares, se realizé una incubacién con DAPI 0,3

ug/ml en PBS durante 7 minutos. Como controles de inespecificidad de sefial, se midid la
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autofluorescencia de las muestras sin anticuerpos y de muestras tratadas solo con el anticuerpo

secundario.

Para la visualizacidn de las secciones de tejido se empled un microscopio éptico de fluorescencia
trinocular Axio Imager.A2 (Carl Zeiss). Se tomaron 20 fotografias con un aumento total de 100X en
los cortes marcados con ambos anticuerpos, para abarcar la totalidad del tejido y, en las zonas mas
representativas se tomaron fotografias con un aumento de 400X. La fluorescencia fue evaluada
mediante el Software Imagel (NIH) como fue mencionado para la inmunofluorescencia para AH. Los
valores de densidad integrada obtenidos a partir del andlisis se normalizaron con DAPI y se
expresaron como la relacién TT/NAT para evitar sesgo causado por las diferencias entre los dos tipos

de tejido.

1.3.3.4.  Inmunofluorescencia para la determinacion de los niveles de BRCA1 y BRCA2

Las muestras de TT y de NAT fueron procesadas de la misma manera que se describié para la
inmunofluorescencia para CD44. Las secciones de tejido se incubaron con anticuerpo primario de
ratén para BRCA1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.; nUmero de catadlogo: sc-6954) con una dilucién
1/500 en BSA 1%-PBS y anticuerpo primario de ratén para BRCA2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc.;
numero de catdlogo: sc-293185) con una dilucidn 1/300 en BSA 1%-PBS durante toda la noche a 4
°C en camara humeda. Los tejidos se lavaron y se incubaron 1 hora en oscuridad a temperatura
ambiente con el anticuerpo secundario anti-ratén IgG Alexa Fluor® 647 (Cell Signaling Technology;
numero de catalogo: 4410S) diluido 1/600 en BSA 1%-PBS. Como agente bloqueante se empled BSA
1% en PBS. Las muestras se incubaron con 0,3 pg/ml de DAPI en PBS durante 7 minutos en oscuridad
para identificar los nucleos celulares. Los controles de inespecificidad de seiial, la visualizacion de
las secciones de tejido y la evaluacion de la fluorescencia se realizaron de la misma manera que fue

indicado para CD44.
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2. CULTIVO CELULAR

2.1. Lineas celulares

Durante el abordaje experimental, se utilizaron:
e Lineas celulares tumorales humanas: Las lineas celulares MDA-MB-231 (HTB-26™) y
MCF-7 (HTB-22D™) de adenocarcinoma mamario humano provistas por la compaiiia
ATCC® y una linea celular de adenocarcinoma colorrectal (Caco-2) proporcionada
gentilmente por la Dra. Virginia Pasquinelli (Centro de Investigaciones Basicas y

Aplicadas, Argentina).

Las células MDA-MB-231 son RE-, RP- y HER2- (triple negativo), representando el subtipo de cancer
mas agresivo y dificil de tratar, por lo que resulta de suma importancia su estudio. Por otro lado, las
células MCF-7 son RE+ RP+ y HER2- (luminal A) y corresponden al subtipo de cancer mas frecuente
en la poblaciéon. Ambas lineas celulares crecen en adherencia a superficie. Las mismas fueron
cultivadas en medio DMEM con alta concentracién de glucosa, suplementado con 2 pmol/L de
glutamina (Lab. Serendipia), 100 U/mL de penicilina (Lab. Serendipia), 100 mg/mL de estreptomicina

(Lab. Serendipia) y 10% de suero fetal bovino (SFB- Serendipia) inactivado por calor.

Las células Caco-2 también crecen en adherencia a superficie. Se mantuvieron en medio DMEM con
alto contenido de glucosa, suplementado con 2 umol/L de glutamina (Lab. Serendipia), 100 U/mL

de penicilina (Lab. Serendipia), 100 mg/mL de estreptomicina (Lab. Serendipia) y 15% de SFB.

Todas las lineas celulares se mantuvieron en estufa a 37 °C con una atmdsfera humeda de 5% de
CO,. Durante los ciclos de cultivo celular, se realizaron periddicamente controles de la morfologia
celulary la tasa de crecimiento de las células. Previo a cada experimento, cuando las lineas celulares
alcanzaron un 80% de confluencia, las células fueron removidas con Tripsina (Lab. Serendipia) y

plagueadas a la densidad éptima.

2.2. Ensayo de formacion de tumorosferas in vitro

Se realizaron ensayos de formaciéon de tumorosferas in vitro mediante la técnica de gota colgante.

Esta técnica consiste en colocar células en suspensidon en medio de crecimiento en la tapa de una
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placa de Petri, formando gotas. Al invertir la tapa de la placa, las células forman agregados celulares
y, posteriormente, forman tumorosferas. Las tumorosferas permiten evaluar las interacciones
célula-célula y célula-matriz en un contexto de crecimiento tridimensional y son ampliamente
utilizadas como modelo in vitro para el estudio de fendmenos biolégicos de tumores humanos in

vivo (Nederman, et al., 1984).

2.2.1. Puesta a punto del ensayo de formaciéon de tumorosferas

Se puso a punto el ensayo determinando la cantidad de células por gota, de manera que las
tumorosferas generadas entren en el campo de visidon del microscopio, para obtener fotografias
completas. Todas las tumorosferas fueron tratadas con HYAL o 4-MU al ser plaqueadas y luego se
evaluo el momento de aplicacion del segundo tratamiento del ensayo, teniendo en cuenta que las

tumorosferas deben estar formadas para evitar la ruptura de las mismas.

2.2.1.1. MDA-MB-231

Para la puesta a punto de la técnica de gota colgante con las células MDA-MB-231, se cultivaron
10.000 y 8.000 células por gota. Una vez determinado el nimero de células, se determiné el tiempo
requerido para la formacion de tumorosferas, para evaluar el momento de cambio de medio de
crecimiento de modo que no se rompan los agregados celulares generados. Para ello, se cultivaron
8.000 células por gota y se tomaron fotografias hasta observar la formacién de agregados celulares

medianamente compactos (Figura 8).

Esta linea celular se cultivd durante 11 dias debido a que demora 5 dias en formar agregados
celulares, por lo que se debe esperar hasta este momento para realizar el primer cambio de medio
junto con el tratamiento. Para realizar el ensayo, se trataron las tumorosferas con 4-MU (Sigma) o
HYAL de testiculo bovino (Sigma) con el objetivo de representar un microambiente con baja
cantidad de AH. La composicién de AH de la MEC se alterd a través de dos mecanismos: aumentando

la degradacion de AH (HYAL) o inhibiendo su sintesis (4-MU) (Nagy, et al., 2015).

Se aplicé 0,5 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL al plaquear las células, se cambié el medio de

crecimiento con la misma concentracién de tratamiento a los dias 5 y 8 y, finalmente, a los 11 dias
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de cultivo, se realizé un ensayo de viabilidad celular. Ademas, se observaron las tumorosferas de
modo que mantuvieran una morfologia normal durante el experimento. Se aplicaron estas

concentraciones ya que se probaron previamente en el laboratorio con esta linea celular.

Dia1l Dia 2

Dia 4 Dia5

Figura 8. Formacion de tumorosferas de MDA-MB-231. Se cultivaron 8.000 células MDA-MB-231
por gota y se tomaron fotografias con un microscopio invertido de campo claro, con un aumento
total de 100x, durante 5 dias para evaluar la formacién de tumorosferas.

2.2.1.2. MCF-7

Para la puesta a punto de la técnica de gota colgante con las células MCF-7, se cultivaron 8.000
células por gota con medio de crecimiento sin tratamiento. Ademas, se tomaron fotografias hasta
observar la formacién de tumorosferas (Figura 9). Esta linea celular se cultivé durante 8 dias debido
a que a los 3 dias se visualiza la formacidn de tumorosferas, en este momento se puede realizar el
primer cambio de medio con el correspondiente tratamiento. Para realizar el ensayo, se aplicé 0,25
mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL al plaquear las células, y se reaplicé tratamiento con medio de
crecimiento a los dias 3y 5 de cultivo. A los 8 dias de cultivo, se cosecharon las células y se realizd
un ensayo de viabilidad celular. Se aplicaron estas concentraciones ya que se probaron previamente

en el laboratorio con esta linea celular.
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Figura 9. Formacion de tumorosferas de MCF-7. Se cultivaron 8.000 células MCF-7 por gota y se
tomaron fotografias con un microscopio invertido de campo claro, con un aumento total de 100x,
durante 3 dias para evaluar la formacion de tumorosferas.

2.2.1.3. Caco-2

Para la puesta a punto del ensayo con las células Caco-2, se cultivaron 8.000 células por gota con
medio de crecimiento sin tratamiento. Al observar que las tumorosferas se extendian mas alla de
los limites del campo de visién del microscopio, se cultivaron 5.000 células por gota. Se tomaron
fotografias hasta observar la formacidon de tumorosferas (Figura 10). Estas células, al igual que las

MCF-7, se cultivaron durante 8 dias debido a que demoran 3 dias en formar tumorosferas.

Para realizar el ensayo, se aplicé 0,2 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL al plaquear las células, y se
reaplicé tratamiento con medio de crecimiento a los dias 3 y 5 de cultivo. A los 8 dias de cultivo, se
cosecharon las células y se realizé un ensayo de viabilidad celular. Se opté por tratar las células con
esta concentracion de 4-MU debido a que fue utilizada por Bock-Hennig et a/ (2002) para la misma
linea celular. A su vez, Iwuchukwu et al. (2011) utilizaron un rango de concentracién de 4-MU entre

0y 1 mM para tratar estas células.
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Dia1l Dia 2

Figura 10. Formaciéon de tumorosferas de Caco-2. Se cultivaron 5.000 células Caco-2 por gota y se
tomaron fotografias con un microscopio invertido de campo claro, con un aumento total de 100x,
durante 3 dias para evaluar la formacidon de tumorosferas.

2.2.1.4.  Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la dosis de HYAL y 4-MU que mantengan la viabilidad de las tres lineas celulares, se
realizaron ensayos de viabilidad celular luego de 11 dias en el caso de MDA-MB-231 y luego de 8
dias en el caso de MCF-7 y Caco-2 mediante la técnica MTS. Los ensayos se realizaron para las
condiciones experimentales propuestas, con las concentraciones de tratamientos previamente

determinadas en el laboratorio para las lineas celulares bajo estudio.

La técnica MTS es un ensayo colorimétrico que se utiliza para la cuantificacidon de células viables. Se
basa en la reduccién del colorante tetrazolio de MTS a formazdn dada por las enzimas
oxidorreductasas dependientes de NADPH presentes en las células metabdlicamente activas, el
mismo presenta color purpuray es soluble en medios de cultivo celular. El formazan es cuantificado
mediante la medicidén de su absorbancia a 490 nm, brindando una medida de la viabilidad celular.
Para abordar el ensayo de MTS, las células de las tres lineas celulares utilizadas se sembraron en
una placa de 96 pocillos, y se adicionaron 100 ul del medio de cultivo utilizado para su crecimiento
y 7 uL de MTS Reagent (Abcam). Las células se incubaron en oscuridad durante 4 horas, a 37 °Cy 5%
de CO; en estufa de cultivo celular. Cada 30 minutos, se midié la absorbancia a una longitud de onda
de 490 nm mediante el lector de placas iMark™ (Bio-Rad) en cada uno de los pocillos. Como control

negativo, se colocaron 100 ul de medio de cultivo y 7 ul del reactivo MTS.
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2.2.1.5.  Condiciones establecidas para el ensayo de formacion de tumorosferas

Las lineas celulares MDA-MB-231, MCF-7 y Caco-2 fueron colocadas con el medio de crecimiento en
la tapa de una placa de Petri p100 en forma de gota colgante para permitir el crecimiento
tridimensional y la formacion de tumorosferas. En la superficie inferior de la placa, se colocaron 3

ml de PBS 1X para mantener la humedad y evitar que las gotas se sequen.

Las células MDA-MB-231 y MCF-7 se cultivaron en una densidad de 8.000 células por gota, en un
volumen final de 20 ul de medio de crecimiento. Por su parte, las células Caco-2 se cultivaron en

una densidad de 5000 células por gota.

2.2.2. Ensayo de formacion de tumorosferas in vitro

2.2.2.1.  Determinacion de volumen y drea

Previo a cada dia de tratamiento y segun el esquema de cultivo determinado previamente para cada
linea celular, se capturaron imagenes de las tumorosferas obtenidas en los dias 5, 8 y 11 en el caso
de MDA-MB-231vy en los dias 3, 5y 8 en el caso de MCF-7 y Caco-2, mediante una cdmara digital
(Infinity3-Lumenera) acoplada a un microscopio Optico invertido de campo claro (Carl Zeiss,
Alemania) y se determind el volumen y el drea de cada una de ellas mediante las herramientas
length y area, respectivamente, del software ImagelJ (Figura 11). Para calcular el volumen, se utilizé

la siguiente férmula:

4
Volumen (um3) = §nabc

Donde:
e arepresenta el radio de la tumorosfera tomado de manera horizontal,
e b elradio tomado de manera vertical y,

e celradio diagonal
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Se realizé la conversidn de los valores de volumen obtenidos en um?3 a nl. El volumen se calculé
para cada tratamiento con, como minimo, 3 tumorosferas en cada caso, tomando las mas
representativas. Las imagenes fueron tomadas antes de realizar el cambio de medio de crecimiento

junto con el tratamiento correspondiente.
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Figura 11. Determinacion de volumen y area de tumorosferas in vitro. Las células MDA-MB-231,
MCF-7 y Caco-2 se plaquearon en la tapa de una p100 en forma de gota con el tratamiento de
HYAL o 4-MU o con medio de crecimiento como control. Se dio vuelta la placa para permitir el
crecimiento tridimensional y se cultivaron hasta obtener tumorosferas (11 u 8 dias, segun la linea
celular). Una vez finalizado el experimento, se tomaron fotografias y se analizé el volumen y area
con el software Imagel (NIH).

2.2.2.2.  Extraccion de ARNm y retrotranscripcion

A su vez, se realizaron cultivos en gota colgante de MDA-MB-231, MCF-7 y Caco-2 en placas de Petri
p150 con las dosis de tratamientos aplicadas en los dias mencionados previamente para evaluar la

expresion de distintos genes de interés. Una vez finalizado cada cultivo, las células fueron
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cosechadas y centrifugadas a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente y resuspendidas
en 500 pl de reactivo Tri-reagent (Molecular Research Center, Inc.) para extraer los ARNm.
Posteriormente, se realizé la sintesis de la cadena complementaria de ADNc mediante RT-PCR en
termociclador Veriti (Applied Biosystems). Para la reaccion de amplificacion se incluyeron 2 ug de
ARN total, 100 pmoles/ul de oligos (dT) (Genbiotech), buffer 5X M-MLV RT (Promega), 10 mM de
DNTPs y 100 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega), obteniendo un volumen final de 20 pl
de ADNc. A su vez, se realizd un control negativo de la retrotranscripcién colocando todos los
reactivos excepto la enzima, junto con el molde de ARNm. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: una incubacion a 42°C durante 1 hora y otra incubacién de 10 min a 90°C. Las muestras

fueron conservadas a -20°C hasta su utilizacion. Este ensayo se realizo por triplicado.

2.2.2.3.  Andlisis de genes involucrados en el metabolismo de AH (CD44, HAS2 e HYAL1)
y de reparacion del ADN (BRCA1 y BRCA2) en tumorosferas

2.2.2.3.1. RT-gPCR

Para evaluar la expresiéon de ARNm de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1 y BRCA2 el ADNc obtenido en la
retrotranscripcidon se sometié a RT-qPCR. Se utilizd Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix
(Bio-Rad Life Science) y 200 nM de cada cebador especifico (Invitrogen) para los ARNm de interés a
detectar (Tabla 10). Las condiciones para las reacciones de amplificacién fueron: 30 segundos a 95°C
y luego 40 ciclos de 15 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. Los niveles relativos de ARNm se
expresaron como el "cambio relativo" de la expresion en relacién con el control de expresion
endogena: en el caso de MDA-MB-231 se utiliz6 GAPDH y en el caso de MCF-7 y Caco-2 se utilizé

Beta-2 microglobulina. Durante cada ensayo, se afiadié un control sin muestra.
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Figura 12. Analisis de genes involucrados en el metabolismo de AH y de reparacion del ADN en
tumorosferas. Las células MDA-MB-231, MCF-7 y Caco-2 se plaquearon en la tapa de una p150 en
forma de gota con el tratamiento de HYAL o 4-MU. Se dio vuelta la placa para permitir el
crecimiento tridimensional y se cultivaron hasta obtener tumorosferas (11 u 8 dias, segun la linea
celular). Una vez finalizado el experimento, se cosecharon las células, se realizé la extraccion del
ARNmM y se detectaron los genes BRCA1, BRCA2, CD44, HAS2 e HYAL1 mediante RT-qPCR.

Gen a detectar Direccidon Secuencia
GAPDH Forward 5’ GGGGCTGCCCAGAACATCAT 3’
Reverse 5’ GCCTGCTTCACCACCTTCTTG 3’
B2M Forward 5" CACCCCCACTGAAAAAGATG 3’
Reverse 5" CTTACCTCCATGATGCTGCTTAC 3’
BRCA1 Forward 5’ GGCTATCCTCTCAGAGTGACATTT 3’
Reverse 5' GCTTTATCAGGTTATGTTGCATGG 3’
BRCA2 Forward 5’ CCAAGTGGTCCACCCCAAC 3’
Reverse 5' CACAATTAGGAGAAGACATCAGAAGC 3’
CD44 Forward 5' GTGATGGCACCCGCTATG 3’
Reverse 5' ACTGTCTTCGTCTGGGATGG 3’
HAS2 Forward 5' TACACAGCCTTCAGAGCACTG 3’
Reverse 5' ATGAGGCTGGGTCAAGCATAG 3’
HYAL1 Forward 5' GGCTATGAGGAAACTGAGTCAC 3’
Reverse 5' TAGGAGTGCAAGGGCTGTAC 3’

Tabla 10. Lista de cebadores utilizados en el estudio.
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3. ANALISIS IN SILICO DE INTERACCION DE PROTEINAS

Se utilizé la herramienta STRING v11 (http://string-db.org/) para generar redes de interaccién de
proteinas in silico para la reparacién de ADN (BRCA1y BRCA2) y el metabolismo de AH (CD44, HAS1,
HAS2, HAS3, HYAL1 e HYAL2). Todas las interacciones se predijeron con un umbral de confianza
medio-alto (0,7) y se permitieron todos los métodos predictivos activos. Se establecié un limite de
5 interacciones para el primer y segundo nivel. Este limite se ha seleccionado con el objetivo de
enfocarnos en las interacciones mas relevantes y significativas, proporcionando asi una vision mas
clara y manejable de las relaciones entre las proteinas. Para el analisis de enriquecimiento, STRING
implementa sistemas de clasificacién como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), el
cual ayuda a identificar las principales vias y procesos en los que se encuentran involucrados los

efectores analizados.

4. ANALISIS ESTADISTICO

Se utilizé el software GraphPad Prism versién 8 (GraphPad Software, CA, USA, www.graphpad.com).
En todos los casos se probd la distribucién normal de los datos y la homogeneidad de la varianza.
Para determinar la significancia de las diferencias entre los valores obtenidos se utilizé la prueba T
de student o el analisis de la varianza (ANOVA) para las comparaciones entre dos o mas de dos
grupos experimentales, respectivamente. Se considerd un valor p como estadisticamente

significativo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 vy (***) p<0,001.

Para evaluar la correlacidon entre los marcadores analizados, se realizé un analisis de correlacién de
Pearson o Spearman, dependiendo de si se cumplia o no la normalidad de los datos a través de la
prueba de Shapiro Wilk. Aquellos coeficientes de correlacién entre 0,5y 0,7 (o entre -0,7 y -0,5)
fueron considerados como una correlacion moderada y valores superiores a 0,7 (o inferiores a -0,7)
se consideraron una correlacion fuerte (Paritala, et al., 2022; Ahmad, et al., 2023; Amer, et al., 2023).

La misma se considerd significativa si presentaba un valor de p asociado menor a 0,05.
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1. MUESTRAS DE PACIENTES ONCOLOGICOS

Los pacientes con cancer colorrectal tenidos en cuenta en este estudio presentaban un diagndstico

histopatoldgico de tipo adenocarcinoma excepto el paciente 5, cuyo diagndstico indicaba cancer

pobremente diferenciado de colon derecho. El paciente 2 era el Unico en estadio T4. Ninguno de los

pacientes presentaba metdstasis en el momento de la cirugia (Tabla 11).

Paciente Sexo
1 F
2 E
3 F
4 M
5 F
6 M
7 M

Edad de
adquisicién de la
muestra

90
74
74
62
80

71

38

Diagnéstico histopatolégico

Adenocarcinoma invasor de colon
Adenocarcinoma de sigmoides
Adenocarcinoma de colon
Adenocarcinoma de colon
Cancer pobremente diferenciado de colon
derecho
Adenocarcinoma invasor tipo colénico
derecho
Adenocarcinoma invasor tipo colénico
derecho angulo hepatico

Estadio
TNM

T3NOMO
TANOMO
T3N2MO
T2NOMO
T3NOMO

T3N2MO

T2NOMO

Tabla 11. Datos clinicos de los pacientes con cancer colorrectal tenidos en cuenta en el estudio.

El diagndstico histopatoldgico para todos los pacientes con cadncer de mama tenidos en cuenta en

el estudio, excepto el paciente 10, fue carcinoma mamario invasor de tipo no especial (NST). Este

paciente presentaba cancer ductal in situ. Tres de los pacientes analizados presentaban subtipo

molecular luminal A (pacientes 1, 9y 10), dos luminal B (pacientes 3y 5), siendo el paciente 3 luminal

B HER2+. Por otro lado, un solo paciente (paciente 2) era ER- PR- HER2+. Todos los pacientes excepto

dos (pacientes 3 y 10) presentaban grado 3 de Nottingham. Los pacientes 3 y 10 presentaban grado

2 (Tabla 12).
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Paciente | Sexo Edad de Diagnéstico Estadio ER PR HER2 @ KI67 Grado de Subtipo

adquisicion | histopatoldgico TNM Nottingham | molecular
dela
muestra
1 F 63 Carcinoma T2NOMO  90% 70% Neg 11% 3 Luminal A
mamario invasor
de tipo no
especial (NST)
2 F 68 Carcinoma T1cN2a Neg Neg Pos 75% 3 HER2
mamario invasor MO 3+
de tipo no
especial (NST)
3 F 64 Carcinoma T2NOMO  90% 30% Pos 16,8 2 Luminal B
mamario invasor inten mode 3+ % HER2+
de tipo no o) rado
especial (NST)
4 F 54 Carcinoma T1cNOM S.D. S.D. S.D. S.D. 3 S.D.
mamario invasor 0
de tipo no
especial (NST)
5 F 66 Carcinoma T2NOMO  90% 15% Neg 24,8 3 Luminal B
mamario invasor inten mode %
de tipo no Yo} rado
especial (NST)
6 F S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D.
7 F 69 Carcinoma T2N2aM  S.D. S.D. S.D. S.D. 3 S.D.
mamario invasor 0
de tipo no
especial (NST)
8 F S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D. S.D.
9 F 72 Carcinoma T1cNOM  90% 70% Neg 13,33 3 Luminal A
mamario invasor 0 inten mode %
de tipo no Yo} rado
especial (NST)
10 F 62 Cancer ductalin  TisNOMO  90% 90% Neg <14% 2 Luminal A
situ

Tabla 12. Datos clinicos de los pacientes con cdncer de mama tenidos en cuenta en el estudio.
Nota: S.D. (Sin Datos) indica que esos datos no se pudieron obtener.

1.1. Analisis de la expresion de genes involucrados en la reparacion del ADN y en el

metabolismo de AH en pacientes con cdncer colorrectal

Para evaluar si los genes de reparacion del ADN y los genes implicados en el metabolismo de AH
variaban entre el TT y NAT en pacientes con cancer de mama o colorrectal, se analizé el nivel de
expresion de los ARNm de BRCA1 y BRCA2 debido a sus implicancias en cancer, CD44 como el
principal receptor de AH descripto en cambios en la MEC en tumores, la sintasa de AH HAS2 y la

hialuronidasa HYAL1.
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Al observar en conjunto los resultados obtenidos a partir de la RT-qPCR, pudimos determinar que,
al considerar los valores de p menores a 0,05 como estadisticamente significativos, en las muestras
de cancer colorrectal, ninguno de los genes analizados fue consistentemente mayor o menor
expresado en TT en comparacién con el NAT (Figura 13). Dos de los pacientes analizados (pacientes
2y 7) presentaron una disminucién en los niveles de expresion de todos los ARNm analizados en el
TT con respecto al NAT. Por otro lado, el paciente 5 mostré un aumento en el ARNm de todos los
genes analizados en el TT con respecto al NAT. Finalmente, los niveles de HYAL1 disminuyeron en

todos los pacientes excepto dos (pacientes 5y 6) (Tabla 13).
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Figura 13. Analisis de los genes implicados en el metabolismo de AH y la reparaciéon del ADN en
pacientes con cancer colorrectal. Se realizé RT-qPCR y los resultados se normalizaron con respecto
al control de expresion endégena GAPDH. Los datos se presentaron como la relacién entre la
expresion en el TT (=) y el NAT (e). Un valor de p inferior a 0,5 se considerd estadisticamente
significativo. Aquellos casos en los que no se pudieron obtener valores se indicaron como N.D. (no
detectado). Los numeros del 1 al 7 indican el nimero de paciente analizado.
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Tabla 13. Resumen de los resultados para pacientes con cancer colorrectal. Nota: Las flechas
indican un aumento I o una disminucién {, del valor medido en TT en comparacion con NAT. Los
valores de cambio relativo de expresién inferiores o superiores a 10 veces se indican con una
flecha, entre 10 y 100 veces con dos flechas y los valores inferiores o superiores a 100 veces con
tres flechas. Los valores con 0,03 o menos de diferencia con respecto a 1 se indicaron con = al lado
de la flecha correspondiente. N.D. indica valores que no se pudieron detectar.
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En los casos en los que se contaba con un numero suficiente de pacientes que permitiera clasificar
segun algun aspecto relevante de los datos clinicos, se llevd a cabo la correspondiente evaluacién
estadistica. Los pacientes con cancer colorrectal se clasificaron en: femenino, masculino, T3 y NO.
Sin embargo, ninguno de los genes varid significativamente entre NAT y TT en las clasificaciones

analizadas (Figura 14).
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Figura 14. Niveles de ARNm en pacientes con cancer colorrectal teniendo en cuenta solo a los

pacientes:

(a) femeninos, (b) masculinos, (c) en estadio T3 y (d) en estadio NO. Los datos se

presentaron como la relacidon entre la expresién en el TT (=) y el NAT (e®). Un valor de p inferior a
0,5 se considerd estadisticamente significativo.
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1.2. Analisis de la expresion de genes involucrados en la reparacion del ADN y en el

metabolismo de AH en pacientes con cancer de mama

En las muestras de cancer de mama, el Unico gen que mostré una expresion de ARNm
significativamente mas baja en TT con respecto al NAT fue HAS2 (p=0,0042), el resto de los genes
no mostraron diferencias estadisticamente significativas (Figura 15). Dos de los pacientes analizados
(pacientes 1 y 10) presentaron una disminucién en los niveles de ARNm para todos los genes
analizados en el TT con respecto al NAT (Tabla 14). El resto de los ARNm analizados no mostraron

diferencias significativas entre los niveles de expresién en el TT con respecto al NAT (Figura 15).
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Figura 15. Analisis de los genes implicados en el metabolismo de AH y la reparacién del ADN en
pacientes con cancer de mama. Se realizé RT-qPCR y los resultados se normalizaron con respecto
al control de expresion endégena GAPDH. Los datos se presentaron como la relacién entre la
expresiéon en el TT (=) y el NAT (e). Un valor de p inferior a 0,5 se considerd estadisticamente
significativo. Aquellos casos en los que no se pudieron obtener valores se indicaron como N.D. Los
numeros del 1 al 10 indican el nimero de paciente analizado.
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Tabla 14. Resumen de los resultados para pacientes con cancer de mama. Nota: Las flechas
indican un aumento " o una disminucién J del valor medido en TT en comparaciéon con el
NAT. Los valores de cambio relativo de expresién inferiores o superiores a 10 veces se indican con
una flecha, entre 10 y 100 veces con dos flechas y los valores inferiores o superiores a 100 veces
con tres flechas. N.D. indica valores que no se pudieron detectar.

En los casos en los que se contaba con un nimero suficiente de pacientes que permitiera clasificar
segun algun aspecto relevante de los datos clinicos, se llevd a cabo el correspondiente analisis
estadistico. Los pacientes con cdncer de mama se clasificaron en: estadio T1, estadio T2, subtipo
luminal A, grado de Nottingham 3 y estadio NO (Figura 16). Si se consideran solo a los pacientes con
grado de Nottingham 3, se observa una disminucion estadisticamente significativa de HYAL1
(p=0,0476) en el TT en comparacion con el NAT (Figura 16d). Ademas, se observé una expresion del
ARNm de BRCA1 (p=0,0153) considerablemente mas baja en el TT con respecto al NAT en los
pacientes que presentaban un subtipo molecular luminal A, aunque en este caso solo se tenian
datos de dos pacientes, representando un nimero de muestras muy bajo para obtener resultados

robustos (Figura 16c). Ademads, se observo una disminucion estadisticamente significativa de HAS2
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en aquellos pacientes en estadio T2 (p<0,0001), subtipo luminal A (p=0,0005) y grado de Nottingham

3 (p=0,0173) (Figura 16b, 16c y 16d).
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Figura 16. Niveles de ARNm en pacientes con cancer de mama teniendo en cuenta solo a los
pacientes: (a) en estadio T1, (b) en estadio T2, (c) subtipo luminal A, (d) grado de Nottingham 3y
(e) estadio NO. Los datos se presentaron como la relacién entre la expresién en el TT (=) y el NAT
(®). Un valor de p inferior a 0,5 se considerd estadisticamente significativo.
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1.3. Andlisis de los niveles de AH en pacientes con cdncer colorrectal y cancer de

mama

Para evaluar el nivel de expresion del AH de la matriz extracelular del NAT y el TT se realizd una
inmunofluorescencia tal como fue descripta previamente. Las imagenes representativas de la
inmunofluorescencia contra AH en tejidos de pacientes con cancer colorrectal y cancer de mama se

muestran en la Figura 17 y Figura 18.

Tanto en cancer colorrectal como en cancer de mama, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los niveles de AH entre el NAT y el TT (Figura 17 y Figura 18). Sin
embargo, en cancer colorrectal, todos los pacientes excepto dos (pacientes 3 y 6) presentaron un

aumento en los niveles de AH en TT con respecto a NAT (Tabla 13).

En cancer de mama, en cuatro pacientes se observé un aumento en los niveles de AH en el TT con
respecto al NAT (pacientes 1, 2, 5y 10). El resto de los pacientes mostré una disminucidn en estos

valores (Tabla 14).
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Figura 17. Inmunofluorescencia contra AH en tejidos de pacientes con cdncer colorrectal. (a)
Imagen representativa de la tincién inmunohistoquimica de AH en el NAT de pacientes con cédncer
colorrectal (b) Imagen representativa de la tincidon inmunohistoquimica de AH en el TT de
pacientes con cancer colorrectal. Ampliacién 100x y 400x. (c) Analisis de AH en el TT y el NAT de
pacientes con cancer colorrectal mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan como
TT (=) en relacidon con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Los numeros del 1 al 7 indican el nimero de paciente analizado.
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Figura 18. Inmunofluorescencia contra AH en tejidos de pacientes con cidncer de mama. (a)
Imagen representativa de la tincién inmunohistoquimica de AH en el NAT de pacientes con cédncer
de mama (b) Imagen representativa de la tincién inmunohistoquimica de AH en el TT de pacientes
con cancer de mama. Ampliaciéon 100x y 400x. (c) Analisis de AH en el TT y el NAT de pacientes
con cancer de mama mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan como TT (=) en
relacion con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Los nimeros del 1 al 10 indican el nimero de paciente analizado.
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Ademads de realizar un analisis teniendo en cuenta todos los datos clinicos de los pacientes, en
aquellos casos en los que el nimero de pacientes era suficiente para realizar una subdivisidon segin
algun dato clinico, se realizé la correspondiente clasificacion. Los pacientes con cdncer colorrectal
se clasificaron, como se mencioné anteriormente, en: femenino, masculino, estadio T3 y NO. Por
otro lado, los pacientes con cdncer de mama se clasificaron en: estadio T1, estadio T2, subtipo
luminal A, grado de Nottingham 3 y estadio NO. Sin embargo, en ningln caso se obtuvieron

diferencias estadisticamente significativas entre el NAT y el TT (Figura 19 y Figura 20).
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Figura 19. Niveles de AH en pacientes con cancer colorrectal teniendo en cuenta solo a los
pacientes: (a) femeninos, (b) masculinos, (c) en estadio T3 y (d) en estadio NO. Los datos se
presentaron como la relacidn entre la expresién en el TT (=) y el NAT (e®). Un valor de p inferior a

0,5 se considerd estadisticamente significativo.
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Figura 20. Niveles de AH en pacientes con cancer de mama teniendo en cuenta solo a los
pacientes: (a) en estadio T1, (b) en estadio T2, (c) subtipo luminal A, (d) grado de Nottingham 3 Y
(e) en estadio NO. Los datos se presentaron como la relaciéon entre la expresion en el TT (=) y el
NAT (e). Un valor de p inferior a 0,5 se considerd estadisticamente significativo.
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1.4. Andlisis de los niveles proteicos de CD44 en pacientes con cancer colorrectal y

cancer de mama

Ademads de los niveles de AH, se evaluaron los niveles proteicos de CD44, el principal receptor de
AH, mediante inmunofluorescencia. Las imagenes representativas de la inmunofluorescencia contra
CDA44 en tejidos de pacientes con cancer colorrectal y cancer de mama se muestran en la Figura 21

y Figura 22.

En cdncer colorrectal, los niveles de CD44 fueron significativamente mas bajos en el TT en
comparacion con el NAT (p=0,0169) (Figura 21c). Solo un paciente presentd niveles de CD44 mas
altos en el TT que en el NAT (paciente 4) (Tabla 13). En cdncer de mama, no se encontrd variacion
en los niveles de CD44 en el TT con respecto al NAT (Figura 22c). Sin embargo, tres pacientes

mostraron un aumento de CD44 en el TT en comparacién con el NAT (pacientes 2, 4y 7) (Tabla 14).

67



a) H&E CDh44 DAPI CD44+DAPI

NAT

Sy
-~ T\ N\
=) )

b) CD44+DAPI

CD44 CD44
3- p=0,0169 4
I_: Hm NAT
s 2+ £ 2
2 ?
2 2
= =
E 1-| esesese ] g 1
o 1" o I|| I[l I[| I[| I[I I||
T U
NAT TT 1 2 3 4 5 6 7
Pacientes

Figura 21. Inmunofluorescencia contra CD44 en tejidos de pacientes con cancer colorrectal. (a)
Imagen representativa de la tincion inmunohistoquimica de CD44 en el NAT de pacientes con
cancer colorrectal (b) Imagen representativa de la tinciéon inmunohistoquimica de CD44 en el TT
de pacientes con cancer colorrectal. Ampliacién 100x y 400x. (c) Analisis de CD44 en TT y NAT de
pacientes con cancer colorrectal mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan como
TT (=) en relacidon con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Los numeros del 1 al 7 indican el nimero de paciente analizado.
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Figura 22. Inmunofluorescencia contra CD44 en tejidos de pacientes con cancer de mama. (a)
Imagen representativa de la tincion inmunohistoquimica de CD44 en el NAT de pacientes con
cancer de mama (b) Imagen representativa de la tincién inmunohistoquimica de CD44 en el TT de
pacientes con cancer de mama. Ampliacion 100x y 400x. (c) Andlisis de CD44 en TT y NAT de
pacientes con cancer de mama mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan como
TT (=) en relacion con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos. Los nimeros del 1 al 10 indican el nimero de paciente analizado.
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Ademads de realizar un analisis teniendo en cuenta todos los datos clinicos de los pacientes, en
aquellos casos en los que el niumero de pacientes era suficiente para realizar una subdivisién segin
algun dato clinico, se realizé la correspondiente clasificacion. Los pacientes con cancer de mama se
clasificaron en: estadio T1, estadio T2, subtipo luminal A, grado de Nottingham 3 y estadio NO. Los
pacientes en estadio T1, subtipo molecular luminal A y estadio NO mostraron niveles de CD44
significativamente menores en el TT con respecto al NAT (p=0,0037, p= 0,0032 y p=0,0476,

respectivamente) (Figura 23a, 23c y 23e, respectivamente).
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Figura 23. Niveles de CD44 en pacientes con cancer de mama teniendo en cuenta solo a los
pacientes: (a) en estadio T1, (b) en estadio T2, (c) subtipo luminal A, (d) grado de Nottingham 3y
(e) estadio NO. Los datos se presentaron como la relacién entre la expresién en el TT (=) y el NAT
(®). Un valor de p inferior a 0,05 se considerd estadisticamente significativo.

1.5. Analisis de los niveles proteicos de BRCA1 y BRCA2 en pacientes con cdncer
colorrectal y cancer de mama

Para corroborar si el ARNm de BRCA1 y BRCA2 detectado efectivamente se refleja a nivel de

proteinas, se midieron los niveles de proteinas BRCA1 y BRCA2 mediante inmunofluorescencia.

1.5.1. Anadlisis de los niveles proteicos de BRCA1 en pacientes con cancer colorrectal y

cancer de mama

Las imagenes representativas de la inmunofluorescencia contra BRCA1 en tejidos de pacientes con
cancer colorrectal y cdncer de mama se muestran en la Figura 24 y Figura 25. Curiosamente, la
expresion de BRCA1 en NAT de cdncer colorrectal se localiza mayoritariamente en las células

encargadas de producir moco presentes en las glandulas de la mucosa intestinal (Figura 24).
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Ademads, en ambos tipos de cdncer, la expresion de esta proteina se da principalmente en el

citoplasma de las células que conforman los tejidos correspondientes (Figura 24 y Figura 25).

Tanto en cancer colorrectal como en cancer de mama se observé una disminucion de los niveles de
BRCA1 en TT con respecto a NAT (cancer colorrectal: p=0,0169; cancer de mama: p<0,0001) (Figura
24 y Figura 25).
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Figura 24. Inmunofluorescencia contra BRCA1 en tejidos de pacientes con cancer colorrectal. (a)
Imagen representativa de la tincidn inmunohistoquimica de BRCA1 en el NAT de pacientes con
cancer colorrectal. (b) Imagen representativa de la tinciéon inmunohistoquimica de BRCA1 en el TT
de pacientes con cancer colorrectal. Ampliacién 100x y 400x. (c) Andlisis de BRCAl1 en el TT y el
NAT de pacientes con cancer colorrectal mediante inmunofluorescencia. Los resultados se
expresan como TT (=) en relacion con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los niumeros del 1 al 7 indican el nimero de paciente analizado.
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Figura 25. Inmunofluorescencia contra BRCA1 en tejidos de pacientes con cancer de mama. (a)
Imagen representativa de la tincidn inmunohistoquimica de BRCA1 en el NAT de pacientes con
cancer de mama. (b) Imagen representativa de la tincién inmunohistoquimica de BRCA1 en el TT
de pacientes con cancer de mama. Ampliacién 100x y 400x. (c) Analisis de BRCA1 en el TTy el NAT
en pacientes con cancer de mama mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan
como TT (=) en relacién con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los nimeros del 1 al 10 indican el nimero de paciente analizado.
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1.5.2. Anadlisis de los niveles proteicos de BRCA2 en pacientes con cancer colorrectal y

cancer de mama

Las imagenes representativas de la inmunofluorescencia contra BRCA2 en tejidos de pacientes con

cancer colorrectal y cdncer de mama se muestran en la Figura 26 y Figura 27.

BRCA2 solo disminuye significativamente en cancer de mama (p<0,0001) pero no en cancer
colorrectal (Figura 26 y Figura 27). En cancer colorrectal, cuatro pacientes mostraron niveles de

BRCA2 mayores en el TT en comparacién con el NAT (Tabla 13).
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Figura 26. Inmunofluorescencia contra BRCA2 en tejidos de pacientes con cancer colorrectal. (a)
Imagen representativa de la tincidn inmunohistoquimica de BRCA2 en el NAT de pacientes con
cancer colorrectal. (b) Imagen representativa de la tinciéon inmunohistoquimica de BRCA2 en el TT
de pacientes con cancer colorrectal. Ampliaciéon 100x y 400x. (c) Andlisis de BRCA2 en el TT y el
NAT de pacientes con cancer colorrectal mediante inmunofluorescencia. Los resultados se
expresan como TT (=) en relacion con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los niumeros del 1 al 7 indican el nimero de paciente analizado.
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Figura 27. Inmunofluorescencia contra BRCA2 en tejidos de pacientes con cancer de mama. (a)
Imagen representativa de la tincidn inmunohistoquimica de BRCA2 en el NAT de pacientes con
cancer de mama. (b) Imagen representativa de la tincion inmunohistoquimica de BRCA2 en el TT
de pacientes con cancer de mama. Ampliacién 100x y 400x. (c) Analisis de BRCA2 en el TTy el NAT
de pacientes con cancer de mama mediante inmunofluorescencia. Los resultados se expresan
como TT (=) en relacién con NAT (e). Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los nimeros del 1 al 10 indican el nimero de paciente analizado.
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Ademads de realizar un analisis teniendo en cuenta todos los datos clinicos de los pacientes, en
aquellos casos en los que el nimero de pacientes era suficiente para realizar una subdivisidon segin
algun dato clinico y realizar el correspondiente analisis estadistico, se realizé la correspondiente
clasificacidn. Los pacientes con cancer colorrectal se clasificaron en: femenino, masculino, estadio

T3 y estadio NO. Sin embargo, en ninguno de los casos se obtuvieron diferencias estadisticamente

significativas entre el NAT y el TT (Figura 28).
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Figura 28. Niveles de BRCA2 en pacientes con cancer colorrectal teniendo en cuenta solo a los
pacientes: (a) femeninos, (b) masculinos, (c) estadio T3 y (d) estadio NO. Los datos se presentaron
como larelacién entre la expresionen el TT (=) y el NAT (e). Un valor de p inferior a 0,5 se consideré

estadisticamente significativo.

Pudimos observar que, en cdncer de mama, tanto los niveles de ARNm como de proteinas de BRCA1
y BRCA2 aumentan o disminuyen conjuntamente en el TT con respecto al NAT (Tabla 14). Sin

embargo, esta tendencia no se observa en cadncer colorrectal (Tabla 13).

1.6. Anadlisis de correlacion de los marcadores evaluados

Se realizd6 un andlisis para evaluar las variaciones de los marcadores individuales en el TT en
comparacion con el NAT. Sin embargo, esta relacién no siempre es directa. En algunos casos, ciertos
valores pueden aumentar o disminuir simultdneamente, formando grupos. Para analizar esta

posibilidad, se realizd un analisis de correlacion teniendo en cuenta los niveles de ARNm de BRCA1,

BRCA2, CD44, HAS2 e HYALI.
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En cancer colorrectal, se observod una fuerte correlacién positiva entre los niveles de expresion del
ARNm de BRCA1y BRCA2 (r= 0,893; p=0,012), BRCA1y HAS2 (r= 0,943; p=0,033) y BRCA2 y HAS2 (r=
0,943; p=0,017) (Figura 29). Esto podria indicar que, en cancer colorrectal, los genes de reparacion
del ADN BRCA1 y BRCAZ2 estan correlacionados con el metabolismo de AH, ya que su expresién varia

cuando varia la de la sintasa de AH HAS2.

a)
BRCA1 1.000 0.893

BRCA2 4 E:EE] 1.000

CD44

LEAVYEE 0943  0.943

HYAL1 0y R RyA

BRCA1 BRCA2 (D44 HAS2 HYAL1

b)

BRCA1 BRCA2 CD44 HAS2 HYAL1
BRCA1 = 0,012 0,110 0,017 0,110
BRCA2 0,012 - 0,088 0,017 0,2
CD44 0,110 0,088 = 0,103 0,444
HAS2 0,033 0,017 0,103 - 0,297
HYAL1 0,110 0,2 0,444 0,297 =

Figura 29. Andlisis de correlacidon entre los niveles de ARNm evaluados en tejidos de pacientes
con cancer colorrectal y valores p asociados. (a) Andlisis de correlacién entre los niveles de ARNm
evaluados en tejidos de pacientes con cancer colorrectal. Los resultados del andlisis de correlacién
para se muestran como un mapa de calor con los valores de los coeficientes de correlacién (r)
obtenidos. Todos los valores de r entre 0,5 y 0,7 (o entre -0,7 y -0,5) se consideraron una
correlacion moderada y valores superiores a 0,7 (o inferiores a -0,7), una correlacién fuerte. (b)
Valores p asociados a los coeficientes de correlacién. Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos y estan representados en negrita; Los valores de
p superiores a 0,05 se representan en cursiva.

En cdncer de mama, se observd una fuerte correlacion positiva entre el ARNm de CD44 e HYAL1 (r=
0,893; p=0,012) (Figura 30), indicando que cuando aumenta la expresién del ARNm del receptor de

AH CD44, aumenta la expresion del ARNm de la hialuronidasa de AH HYAL1, y viceversa.
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BRCA1 BRCA2 CD44 HAS2 HYAL1
BRCA1 = 0,242 0,233 0417 1
BRCA2 0,242 - 0,419 0,783 0,236
CD44 0,233 0,419 = 0,350 0,012
HAS2 0417 0,783 0,35 - 0,350
HYAL1 1 0,236 0,012 0,350 =

Figura 30. Analisis de correlacion entre los niveles de ARNm evaluados en tejidos de pacientes
con cdncer de mama y valores p asociados. (a) Andlisis de correlacidon entre los niveles de ARNm
evaluados en tejidos de pacientes con cancer de mama. Los resultados del analisis de correlacion
se muestran como un mapa de calor con los valores de los coeficientes de correlaciéon (r)
obtenidos. Todos los valores de r entre 0,5 y 0,7 (o entre -0,7 y -0,5) se consideraron una
correlacion moderada y valores superiores a 0,7 (o inferiores a -0,7), una correlacién fuerte. (b)
Valores p asociados a los coeficientes de correlacion. Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos y estan representados en negrita; Los valores de
p superiores a 0,05 se representan en cursiva.

Por otro lado, se realizd6 un analisis de correlacion teniendo en cuenta los resultados de
inmunofluorescencia, es decir, de los niveles AH y de las proteinas de BRCA1, BRCA2 y CD44. Se
observd que, en cancer colorrectal, ningin marcador evaluado presentd una correlacion fuerte
(Figura 31). Sin embargo, en cdncer de mama las proteinas BRCA1 y BRCA2 mostraron una

correlacién fuerte (r=0,77; p=0,013) (Figura 32).
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BRCA1 -0.321
BRCA2
CD44
AH
BRCA1 BRCA2 (D44 AH
BRCA1 BRCA2 CD44 AH
BRCA1 = 0,2 0,498 0,236
BRCA2 0,2 - 0,906 0,84
CD44 0,498 0,906 = 0,236
AH 0,236 0,84 0,236 -

Figura 31. Analisis de correlacidon entre los niveles de AH y proteinas BRCA1, BRCA2 y CD44
evaluados en tejidos de pacientes con cancer colorrectal y valores p asociados. (a) Analisis de
correlacion entre los niveles de AH y proteinas BRCA1l, BRCA2 y CD44 evaluados en tejidos de
pacientes con cancer colorrectal. Los resultados del andlisis de correlaciéon se muestran como un
mapa de calor con los valores de los coeficientes de correlacién (r) obtenidos. Todos los valores
de r entre 0,5 y 0,7 (o entre -0,7 y -0,5) se consideraron una correlacién moderada y valores
superiores a 0,7 (o inferiores a -0,7), una correlaciéon fuerte. (b) Valores p asociados a los
coeficientes de correlacién. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos y estan representados en negrita; Los valores de p superiores a 0,05 se representan

en cursiva.
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BRCA1 = 0,013 0,682 0,682
BRCA2 0,013 - 0,865 0,759
CD44 0,682 0,865 = 0,191
AH 0,682 0,759 0,191 -

Figura 32. Analisis de correlacidon entre los niveles de AH y proteinas BRCA1, BRCA2 y CD44
evaluados en tejidos de pacientes con cancer de mama y valores p asociados. (a) Andlisis de
correlacion entre los niveles de AH y proteinas BRCA1, BRCA2 y CD44 evaluados en tejidos de
pacientes con cancer de mama. Los resultados del andlisis de correlacion se muestran como un
mapa de calor con los valores de los coeficientes de correlacién (r) obtenidos. Todos los valores
de r entre 0,5 y 0,7 (o entre -0,7 y -0,5) se consideraron una correlacién moderada y valores
superiores a 0,7 (o inferiores a -0,7), una correlacion fuerte. (b) Valores p asociados a los
coeficientes de correlacién. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos y estan representados en negrita; Los valores de p superiores a 0,05 se representan
en cursiva.

En conjunto, estos resultados indican que existe una asociacién entre los genes de reparacion del

ADN y los genes del metabolismo de AH en cancer colorrectal y cancer de mama.
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2. CULTIVO CELULAR

Para evaluar el efecto de la degradaciéon del AH y de la inhibicién de su sintesis, se realizaron ensayos
de formacion de tumorosferas in vitro mediante la técnica de gota colgante utilizando células MDA-
MB-231, MCF-7 y Caco-2 tratadas con HYAL o0 4-MU.

2.1. Ensayo de viabilidad celular

Para corroborar que las células que forman las tumorosferas son viables al final del experimento, se

realizaron ensayos de viabilidad celular mediante la técnica de MTS.

Al tratar las células MDA-MB-231 con 0,5mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL en los dias 0, 5y 8
manteniéndolas durante 11 dias en cultivo, no hubo diferencias significativas en la absorbancia
(490nm) registrada con respecto al control sin tratamiento. Esto quiere decir que, con estas dosis

de tratamiento, es posible mantener la viabilidad de las células durante el ensayo (Figura 33).
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Figura 33. Ensayo de viabilidad celular de MDA-MB-231. Se trataron las células MDA-MB-231 con
0,5 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL en los dias 0, 5 y 8 y se mantuvieron en cultivo durante 11
dias. En el dia 11, se cosecharon las células y se midié la absorbancia a 490 nm. CC indica control
células, estas células solo recibieron medio de crecimiento en los dias indicados para los
tratamientos. HYAL hace referencia a las células tratadas con HYAL y 4-MU a las células tratadas
con 4-MU. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Las células MCF-7 se trataron con 0,5 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL en los dias 0, 3y 5y se

mantuvieron en cultivo durante 8 dias. Sin embargo, al medir la absorbancia (490 nm) se obtuvo
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una disminucién de la misma al tratar las células con 4-MU con respecto al tratamiento con HYAL
(p=0,0155), lo que significaria una disminucion en la viabilidad celular en dichas condiciones (Figura
34a). Por lo tanto, se realizd otro experimento tratando las células con 0,25 mM de 4-MU,
manteniendo la misma concentracion de HYAL (10 U/ml). En este caso, no se observaron diferencias
en la viabilidad celular entre los tratamientos y el control, por lo que se seleccionaron estas dosis de

tratamientos (0,25 mM de 4-MU y 10 U/ml de HYAL) para realizar el ensayo (Figura 34b).
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c 0.4 w 0.
£ 8
5 5
2 0.2+ 2 0.2
< <
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Figura 34. Ensayo de viabilidad celular de MCF-7. a) Se trataron las células MCF-7 con 0,5 mM de
4-MU o 10 U/ml de HYAL en los dias 0, 3 y 5 y se mantuvieron en cultivo durante 8 dias. En el dia
8, se cosecharon las células y se midié la absorbancia a 490 nm. b) Las células se trataron con 0,25
mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL. CC indica control células, estas células solo recibieron medio de
crecimiento en los dias indicados para los tratamientos. HYAL hace referencia a las células tratadas
con HYALy 4-MU a las células tratadas con 4-MU. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

La linea celular Caco-2 se traté con 0,25 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL en los dias 0,3y 5y se
mantuvieron en cultivo durante 8 dias. Al finalizar el ensayo, se midid la absorbancia emitida a 490
nm. Si bien no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y el
control sin tratar (Figura 35a), se trataron las células con una concentracién menor de 4-MU debido
a que la viabilidad resulté ser menor con este tratamiento. Dado que otros estudios llevados a cabo
con esta linea celular han utilizado una concentracién de 4-MU de 0,2 mM, se optd por tratar las
células con esta dosis. En este caso, no se observaron diferencias con respecto al control (Figura

35h).
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Figura 35. Ensayo de viabilidad celular de Caco-2. a) Se trataron las células Caco-2 con 0,25 mM
de 4-MU o0 10 U/ml de HYAL en los dias 0, 3 y 5 y se mantuvieron en cultivo durante 8 dias. En el
dia 8, se cosecharon las células y se midid la absorbancia a 490 nm. b) Las células se trataron con
0,2 mM de 4-MU o 10 U/ml de HYAL. CC indica control células, estas células solo recibieron medio
de crecimiento en los dias indicados para los tratamientos. HYAL hace referencia a las células
tratadas con HYAL y 4-MU a las células tratadas con 4-MU. Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.

Estos resultados han permitido seleccionar la dosis adecuada de tratamiento para las tres lineas
celulares mas alla de los datos bibliograficos hallados, donde se han utilizado dosis similares en estas
lineas celulares. De esta forma, dado que no se observaron diferencias significativas en la viabilidad
celular, este ensayo nos permitié asegurar que las diferencias en el volumen, drea y niveles ARNm
de las tumorosferas analizados posteriormente se debieran a cambios en el comportamiento de las

células y no a la muerte de las mismas y a una reduccién consecuente en el nimero total de células.

2.2. Volumen y drea de tumorosferas

Para evaluar el efecto de la degradacion del AH y de la inhibicidn de su sintesis, se analizé el volumen
y area de tumorosferas generadas con dos lineas celulares de cancer de mama y una linea celular

de cancer de colon.

Las fotografias tomadas a partir de las tumorosferas generadas con la linea celular MDA-MB-231 se
muestran en la Figura 36. Esta linea celular mostré una disminucién en el volumen de las
tumorosferas generadas en el dia 3 del ensayo al tratarlas con 4-MU con respecto al tratamiento
con HYAL (p=0,0261). En el dia 5 no se obtuvieron diferencias entre los tratamientos. En el dia 8 se

observé la disminuciéon de volumen al tratar las tumorosferas con 4-MU con respecto a las
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tumorosferas sin tratar (CC) (p=0,0046). En el dia 11 del experimento, se observé una disminucidn
del volumen al realizar el tratamiento con 4-MU en comparacidn con las tumorosferas sin tratar

(p=0,0237) y las tratadas con HYAL (p=0,0403) (Figura 37a).

Al analizar el area de las tumorosferas, en el dia 3 del ensayo aumentd el drea de las tumorosferas
tratadas con HYAL, con respecto al tratamiento con 4-MU (p=0,0263) y a las no tratadas (p=0,0323)
(Figura 37b). Esta controversia entre el volumen y el drea podria deberse a que estas tumorosferas
eran menos compactas a la vista, observandose las células mas dispersas entre si (Figura 36). En el
dia 5, no se observaron variaciones estadisticamente significativas entre los tratamientos. Sin
embargo, en el dia 8 del experimento, hubo una disminucién significativa del area de las
tumorosferas al tratarlas con 4-MU respecto a las tumorosferas sin tratar (p=0,0036) y a las tratadas
con HYAL (p=0,0196). En el dia 11 se mantuvo esta diferencia, con disminucidn significativa del area
de las tumorosferas con el tratamiento con 4-MU con respecto a las tratadas con HYAL (p=0,0188)
y a las no tratadas (p=0,0082) (Figura 37b), similar a lo observado en el analisis del volumen. Esto
indica que la inhibicidon de la sintesis del AH influye negativamente en el volumen y area de las
tumorosferas que se forman con la linea celular MDA-MB-231 y que la degradacion del AH ya

sintetizado tiene un efecto positivo en estas variables.
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Figura 36. Crecimiento tridimensional de tumorosferas de MDA-MB-231 por método de gota
colgante. Al dia O se realizaron cultivos tridimensionales mediante el método de gota colgante de
células MDA-MB-231 con 8.000 células/gota/20 pl. En ese momento se aplicaron los tratamientos
con HYAL (10 U/ml) y 4-MU (0,5 mM), dejando células sin tratar como control. Al dia 5y 8 de
cultivo, se reaplicé tratamiento a cada condicidon removiendo previamente el sobrenadante de
cada esferoide. Los dias 3, 5, 8 y 11 se tomaron micrografias con microscopio invertido de campo
claro.
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Figura 37. Volumen y area de tumorosferas de MDA-MB-231. a) Al dia 11 de cultivo de MDA-MB-
231 se calculd el volumen de las tumorosferas generadas. a) Al dia 11 de cultivo de MDA-MB-231

se midio el drea de las tumorosferas generadas. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron
estadisticamente significativos.

La linea celular MCF-7 formd tumorosferas mas compactas que MDA-MB-231 (Figura 38). Al analizar
el volumen, no se observé variacion en los dias 3 y 8 del ensayo. Sin embargo, en el dia 5 se observé
la disminucion del volumen de las tumorosferas al tratarlas con 4-MU en comparacién con el
tratamiento con HYAL (p=0,0186) (Figura 39a). Por otro lado, al analizar el area de las tumorosferas,

no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los distintos tratamientos (Figura

39h).
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Figura 38. Crecimiento tridimensional de tumorosferas de MCF-7 por método de gota colgante.
Al dia 0 se realizaron cultivos tridimensionales mediante el método de gota colgante de células
MCF-7 con 8.000 células/gota/20 ul. En ese momento se aplicaron los tratamientos con HYAL (10
U/ml) y 4-MU (0,25 mM), dejando células sin tratar como control. Al dia 3 y 5 de cultivo, se reaplico
tratamiento a cada condicién removiendo previamente el sobrenadante de cada esferoide. Los
dias 3, 5y 8 se tomaron micrografias con microscopio invertido de campo claro.
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Figura 39. Volumen y area de tumorosferas de MCF-7. a) Al dia 8 de cultivo de MCF-7 se calculé
el volumen de las tumorosferas generadas. a) Al dia 8 de cultivo de MCF-7 se midio el area de las
tumorosferas generadas. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

Por otro lado, las tumorosferas generadas con la linea celular de cancer de colon Caco-2 se
compactaron mas que las generadas con MDA-MB-231, aunque menos que MCF-7 (Figura 40). Esta
linea celular no mostré diferencias estadisticamente significativas en el volumen de las
tumorosferas generadas con los diferentes tratamientos (Figura 41a). Sin embargo, en el dia 8
disminuyé el area con el tratamiento con 4-MU en comparaciéon con el tratamiento con HYAL
(p=0,0002) y sin tratamiento (p=0,0061) (Figura 41b), al igual que fue observado con la linea celular
MDA-MB-231.
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Control HYAL 10 U/ml 4-MU 0,2 mM

Dia3

Dia5s

Dia8

Figura 40. Crecimiento tridimensional de tumorosferas de Caco-2 por método de gota colgante.
Al dia 0 se realizaron cultivos tridimensionales mediante el método de gota colgante de células
Caco-2 con 8.000 células/gota/20 ul. En ese momento se aplicaron los tratamientos con HYAL (10
U/ml)y 4-MU (0,2 mM), dejando células sin tratar como control. Al dia 3 y 5 de cultivo, se reaplicd
tratamiento a cada condicién removiendo previamente el sobrenadante de cada esferoide. Los
dias 3, 5y 8 se tomaron micrografias con microscopio invertido de campo claro.
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Figura 41. Volumen y 4rea de tumorosferas de Caco-2. a) Al dia 8 de cultivo de Caco-2 se calculd
el volumen de las tumorosferas generadas. a) Al dia 8 de cultivo de Caco-2 se midié el drea de las

tumorosferas generadas. Los valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente
significativos.

2.3. Analisis del ARNm

Para evaluar si la degradacion del AH o la inhibicidn de su sintesis tiene algun efecto sobre la
expresion de los genes de reparacion del ADN y de los genes involucrados en el metabolismo del AH
en las tumorosferas generadas con las dos lineas celulares de cdncer de mama vy la linea celular de
cancer de colon, se analizaron los niveles de ARNm de los genes: BRCA1, BRCA2 CD44, HAS2 e
HYAL1. Todos los resultados se normalizaron con respecto al control de expresion endégena GAPDH
(MDA-MB-231) o B2M (MCF-7 y Caco-2) y se mostraron como HYAL o 4-MU en relacién con CC
(tumorosferas sin tratar). La Tabla 15 muestra un resumen de los resultados obtenidos para las tres

lineas celulares tenidas en cuenta en el estudio.
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Linea Procedencia Perfil de CD44 HAS2 HYAL1  BRCA1 BRCA2
celular marcadores

MDZAS-|1\/|B- Ade:qc;c:q;criir;oma RHEé;{zP_— Expl HYAL T l l l T
humano 4-MU l ll ll N.D. T

Exp2 HYAL l l l l l

M R R A A

Exp3 HYAL l l TT T T

Wy et

MCF-7 Ade:lnzc;;criir;oma R:E;ZP_+ Expl HYAL T T l T T
humano 4-MU l N.D. l l l

Exp2 HYAL l l T l l

e I,

Exp3  HYAL T T l l T

M R AR IR T

Caco-2 Ad(zrcl)clnoc:r;cci:;lma - Expl HYAL T l T l l
ety st

Exp2 HYAL l l l l l

ol ot e

Exp3 HYAL l T T l l

f

<4—
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Tabla 15. Resumen de los resultados para las tres lineas celulares. Nota: Las flechas indican un
aumento I o una disminucién | del valor medido en el tratamiento con HYAL o 4-MU en
comparacion con el control sin tratamiento. Los valores inferiores o superiores a 10 veces se
indican con una flecha, entre 10 y 100 veces con dos flechas y los valores inferiores o superiores
a 100 veces con tres flechas. N.D. indica valores que no se pudieron detectar.

En la linea celular MDA-MB-231, aumentd la expresion del ARNm de BRCA1 Y BRCA?2 al tratar las

tumorosferas con 4-MU. Sin embargo, esta diferencia no resulté ser estadisticamente significativa.
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Los niveles de ARNm de HAS2 fueron consistentemente mads bajos al tratar las tumorosferas con 4-
MU con respecto a las tumorosferas sin tratar (p=0,0124). Por otro lado, CD44 e HYAL1
disminuyeron con el tratamiento con 4-MU en los 3 experimentos, pero no se obtuvieron diferencias
significativas con respecto al control y el tratamiento con HYAL (Figura 42). Esto indicaria que el
tratamiento con 4-MU en las tumorosferas de MDA-MB-231 restablece la expresién de BRCA1 y
BRCAZ2 y provoca la inhibicidn de la sintesis de AH mediante la disminucion de la expresion de HAS2.
En cuanto al tratamiento con HYAL, en dos de los tres experimentos realizados disminuyé el ARNm
de CD44, HYAL1 y BRCA1 en comparacion con las tumorosferas sin tratar. Ademas, en dos de los

tres ensayos aumento el ARNm de BRCA2, y en los tres disminuyd el ARNm de HAS2 (Tabla 15).
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Figura 42. Analisis de los genes implicados en el metabolismo de AH y la reparacién del ADN en
células MDA-MB-231. Se cultivaron las células MDA-MB-231 durante 11 dias y luego se realizé
extraccion de ARNm y RT-gqPCR para la deteccidon de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1 y BRCA2. Los
resultados se normalizaron con respecto al control de expresién endégena GAPDH y se expresan
como HYAL o 4-MU en relacidon con CC (control células, sin tratamiento). Los valores de p inferiores
a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.
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Al evaluar los niveles de ARNm en la linea celular MCF-7, no se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas en ninguno de los casos (Figura 43). Sin embargo, al tratar las
tumorosferas con 4-MU disminuyd la expresién de todos los genes analizados en comparacion con
el control en los tres experimentos realizados. Por otro lado, al tratar las tumorosferas con HYAL
BRCA2, CD44 y HAS2 aumentaron en dos experimentos, mientras que en uno disminuyeron. Sin

embargo, BRCA1 disminuyd en dos experimentos y aumenté en sélo uno de ellos (Tabla 15).
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Figura 43. Analisis de los genes implicados en el metabolismo de AH y la reparaciéon del ADN en
células MCF-7. Se cultivaron las células MCF-7 durante 8 dias y luego se realizd extraccidon de
ARNm y RT-gPCR para la deteccidon de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1 y BRCA2. Los resultados se
normalizaron con respecto al control de expresién enddégena Beta-2 microglobulinay se expresan
como HYAL o 4-MU en relacidon con CC (control células, sin tratamiento). Los valores de p inferiores
a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Los niveles de ARNm de los genes analizados en la linea celular Caco-2 no variaron

significativamente con los tratamientos (Figura 44). Sin embargo, en los tres experimentos

94



realizados, al tratar las tumorosferas con 4-MU, disminuyé HYAL1 con respecto al control sin
tratamiento. Ademads, en este tratamiento aumentaron los niveles de ARNm de HAS2, BRCAl y
BRCA2 con respecto al control en dos de los tres experimentos realizados. CD44 disminuyd en dos
de los tres ensayos. Por otro lado, al tratar las tumorosferas con HYAL, disminuyé la expresién de
BRCA1 y BRCA2 en comparacion con las tumorosferas sin tratar en los tres ensayos. CD44 y HAS2
disminuyeron su expresion en dos de los tres experimentos, mientras que en dos de ellos HYAL1

aumenté (Tabla 15).
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Figura 44. Analisis de los genes implicados en el metabolismo de AH y la reparacién del ADN en
células Caco-2. Se cultivaron las células Caco-2 durante 8 dias y luego se realizé extracciéon de
ARNm y RT-gPCR para la deteccidon de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1 y BRCA2. Los resultados se
normalizaron con respecto al control de expresién endégena B-2M y se expresan como HYAL o 4-
MU en relacién con CC (control células, sin tratamiento). Los valores de p inferiores a 0,05 se
consideraron estadisticamente significativos.
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3. ANALISIS IN SILICO DE INTERACCION DE PROTEINAS

Para analizar las posibles interacciones entre proteinas de reparacion del ADN y proteinas
involucradas en el metabolismo de AH, se utilizd la herramienta bioinformatica en linea STRING
versién 12.0. Esta herramienta generd redes de interaccidn in silico para las proteinas: BRCAL,
BRCA2, CD44, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1, HYAL2, TP53, CD74, MIF, ERBB2, MLH1, PALB2, BRIP1,
BARD1, TICRR y TOPBP1. En el andlisis realizado, se identificd que la posible conexidén entre estos

dos grupos de proteinas es a través de TP53 (Figura 45).
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Figura 45. La compleja red de proteinas involucradas en el metabolismo de AH y la reparacion
del ADN. a) Salida de la base de datos STRING® que muestra interacciones entre las proteinas
BRCA1, BRCA2, CD44, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1, HYAL2, TP53, CD74, MIF, ERBB2, MLH1, PALB2,
BRIP1, BARD1, TICRR y TOPBP1. b) Analisis de la via KEGG.
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Como era de esperar, las enzimas encargadas de la sintesis y la degradacion del AH (HASs e HYALs)
se interrelacionaron entre si y con CD44, el principal receptor de AH. A su vez, CD44 interacciona
con TP53, una importante proteina que repara los dafios en el ADN y desempena un papel
importante en la apoptosis y el control del ciclo celular, el cual estd interconectado con las proteinas
de reparacién del ADN BRCA1 y BRCA2. CD44 y TP53 se conectan entre si mediante MIF y ERBB2,
dos proteinas con importancia en el cdncer debido a que la primera se sobreexpresa en los
macrofagos del MAT y la segunda es un protooncogén clave para el crecimiento y division normal
de las células. Ademas, existen interacciones con otras proteinas como TOPBP1, BARD1, BRIP1 y
PALB2 cuyas funciones son esenciales en la reparacién del ADN (Figura 45a). Los sistemas de
clasificacion KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) de la herramienta STRING nos
permitié analizar las diferentes vias en las que estan implicadas las proteinas analizadas. El andlisis
KEGG nos permitié identificar vias de recombinacion homodloga, degradacion de
glucosaminoglicanos y cancer de mama (Figura 45b). Podria explicar que estas proteinas estén
directamente vinculadas con la reparacién del ADN y con el metabolismo del AH, incluyendo su

degradacion.
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El cancer representa una de las enfermedades mdas complejas y desafiantes a las que nos
enfrentamos en la actualidad. Esta complejidad no solo involucra a las células tumorales, sino
también al conjunto de células reclutadas hacia el sitio de desarrollo tumoral, que contribuyen a la
formacion del microambiente tumoral y que expresan de manera desregulada componentes de la
MEC, entre los cuales se encuentra el AH. Sin embargo, se ha reportado que no solo el AH, sino
también las moléculas asociadas a su metabolismo se encuentran desreguladas en el contexto

tumoral (Lokeshwar, 2001; Valkonen, et al., 2018).

En el presente estudio, primero nos propusimos dilucidar si los niveles de expresion de distintos
genes involucrados en el metabolismo de AH se encontraban desregulados en el TT con respecto al
NAT en pacientes con cancer de mama o en pacientes con cancer colorrectal. Para este fin, se analizé
el ARNm de HAS2, debido a que esta enzima es la principal sintasa de AH identificada en humanos
y desempeiia un papel central en la promocion de la proliferacién, migracién e invasion tumoral en
diversos tipos de cancer (Nguyen, et al., 2017; Kim, et al., 2019; Passi, et al., 2019). También
evaluamos el ARNm de HYAL1, dado que esta hialuronidasa presenta alta actividad enzimatica en
mamiferos y su sobreexpresion ha sido asociada con varios tipos de tumores (Novak, et al., 1999;
Stern, et al., 2006; Tan, et al., 2011). Asimismo, consideramos el ARNm de CD44, un importante
receptor de AH y un marcador de células madre tumorales (Hassn Mesrati, et al., 2021). A su vez, se
analizd el ARNm de dos genes de reparaciéon del ADN, BRCA1 y BRCA2, que se asocian
frecuentemente con el cancer de mama, pero no con el cancer colorrectal (Phelan, et al., 2014). Sin
embargo, actualmente existen reportes que los asocian a otros tipos de cancer como el cancer
colorrectal (Breast Cancer Linkage Consortium, 1999; Phelan, et al., 2014; Fujita M, et al., 2022;

Feng, et al., 2023). Por este motivo, se decidié incluir estos marcadores en el presente estudio.

Se ha reportado que modificaciones en los niveles de AH y de genes vinculados a su metabolismo
pueden resultar en variaciones en la expresiéon de BRCA1y BRCA2 y que a su vez modificaciones en
la expresién de BRCA1 y BRCA2 pueden llevar a cambios en la expresién de AH (Zhou, et al., 2013;
Sevic, et al., 2020). Por este motivo, también se tuvieron en cuenta estos genes en el presente
estudio. Estos marcadores seleccionados fueron previamente evaluados por Sevic et al. (2020),
qguienes los consideraron los mas prometedores para continuar su investigacién debido a que
observaron una expresion diferencial del ARNm de HYAL1 en cancer de mamay, ademas, en ambos

tipos de cancer obtuvieron una fuerte correlacién entre estos marcadores. A su vez, evaluamos los
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niveles de AH y de las proteinas BRCA1, BRCA2 y CD44 mediante inmunofluorescencia para

corroborar si los niveles de ARNm detectados efectivamente se reflejaban a niveles de proteinas.

En cancer de mama, observamos una disminucidon consistente en los niveles de ARNm de HAS2 en
el TT con respecto al NAT. En investigaciones previas se ha informado que una mayor degradacién
de AH, asi como la sobreexpresion de HAS2 por las células tumorales, pueden disminuir la expresion
del RE, lo que favoreceria el crecimiento tumoral (Chao & Spicer, 2005; Michael, et al., 2011). Los
pacientes tenidos en cuenta en el presente estudio son, en su mayoria, RE+. Por lo tanto, resultaria
l6gico hipotetizar que los niveles de ARNm de HAS2 serian menores en el TT con respecto al NAT.
Sin embargo, los niveles de ARNm de los otros genes analizados mostraron una variabilidad
considerable. Esta variacidn podria atribuirse a la heterogeneidad presente en el grupo de pacientes
analizado, por lo que decidimos clasificarlos segun los datos clinicos. Al realizar esta clasificacién,
observamos una disminucion de HYAL1 en TT con respecto a NAT en pacientes con grado de
Nottingham 3 y una disminucién de BRCA1 en pacientes con subtipo luminal A. Los pacientes con
cancer de mama que presentan grado de Nottingham 3 presentan células tumorales que crecen
rapidamente en patrones desorganizados e irregulares, por lo que estd vinculado con una mayor
progresion tumoral. La disminucién del ARNm de HYALI en el TT de este grupo de pacientes podria
indicar, en conjunto con la disminuciéon de HAS2 mencionada previamente, una desregulacion en el
metabolismo de AH en estos pacientes. Sin embargo, algunos autores consideran que podrian existir
regulaciones en el nivel de la traduccién o inactivacién de la proteina (Stern, 2003), por lo que los
niveles de ARNm podrian no reflejarse en la actividad que presenta la enzima. Por otro lado, la
disminucién de BRCA1 observada en pacientes con subtipo luminal A podriamos atribuir al hecho
de que estos pacientes, al igual que los que presentan subtipo triple negativo, suelen expresar
menores niveles del ARNm de BRCA1 (Darbeheshti, et al., 2018). Por otro lado, se reportd que los
niveles de ARNm y proteinas de CD44 no aumentaron ni disminuyeron consistentemente en el TT
con respecto al NAT en el grupo de pacientes analizados. Sin embargo, al analizar a los pacientes en
subgrupos segun ciertos datos clinicos, observamos la disminucion de los niveles de proteinas de
CD44 en TT en comparacion con NAT en pacientes con cancer de mama en estadio T1 y en pacientes
con subtipo luminal A. Curiosamente, estos pacientes presentan un estadio temprano de la
enfermedad, o una forma poco agresiva. Investigaciones previas reportaron que un aumento de

CD44 en el TT con respecto al NAT se asocia con una mayor invasién y metdstasis del tumor en
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cancer de mama (Liu, et al., 2019) y que la sobre-expresidon de CD44 estd vinculada con un mayor
grado histoldgico del tumor (Xu, et al., 2016a; Xu, et al., 2016b; McFarlane, et al., 2015; Louhichi, et
al., 2018). Ademas, como era de esperar debido a su funcién en la reparacién del ADN y por ende
como supresores tumorales, observamos una disminucién de los niveles de proteinas BRCA1 y
BRCA2 en el TT con respecto al NAT en pacientes con cancer de mama. Esto no es consistente con
lo observado en los niveles de ARNm, por lo que se podria pensar que existe una regulacidon post
transcripcional que regula la sintesis de las proteinas correspondientes. Por ejemplo, existen
miARNs, como miR-146a y miR-146-5p, que son capaces de unirse al ARNm BRCA1 y BRCA2 y
provocar su represion traduccional o degradacidon (Tommasi, et al., 2021). La disminucién en los
niveles de estas proteinas podria indicar fallas en el sistema de reparacion de danos del ADN, lo que

estaria asociado al TT mds que al NAT.

Teniendo en cuenta que muchas veces la variacién de marcadores no se da de manera individual,
sino en correlacién con la expresion de otros, se decidié realizar un analisis de correlacion. En cancer
de mama, observamos una fuerte correlacion positiva entre los niveles de ARNm de CD44 e HYAL1.
Esto indicaria que, a mayor expresion de CD44, mayor expresion de HYAL1, y viceversa, haciendo
referencia a una regulacion del metabolismo del AH en su conjunto mas que de manera individual.

A su vez, las proteinas BRCA1 y BRCA2 mostraron una correlacion fuerte en este tipo de cancer.

Los niveles de AH mostraron gran variacion entre los pacientes analizados tanto en cdncer de mama
como en cancer colorrectal. Esto no es consistente con lo que observaron Sevic et al. (2020), quienes
encontraron una menor expresion de AH en TT con respecto a NAT en ambos tipos de céncer,
exceptuando a un paciente con cancer de mama en estadio T1 de la enfermedad. No obstante, solo
se analizaron diez pacientes con cancer de mama y siete pacientes con cancer colorrectal, lo que
destaca la necesidad de ampliar el nimero de pacientes tenidos en cuenta en el estudio para

obtener resultados confirmatorios.

Por su parte, en cancer colorrectal, los niveles de ARNm de los genes analizados no aumentaron ni
disminuyeron consistentemente entre el TT y el NAT en el grupo de pacientes analizado. No
obstante, BRCA1y BRCA2, BRCA1y HAS2 y BRCA2 y HAS2 mostraron una fuerte correlacion positiva,
indicando la vinculacién entre los genes de reparacion del ADN y la sintasa de AH en cancer

colorrectal. Nuestros resultados concuerdan con los de Sevic et al. (2020), quienes ademas

102



identificaron una fuerte correlacion entre el ARNm de BRCA1 e HYALI1. Al analizar los niveles de
proteinas, observamos la disminucién en los niveles del receptor CD44 en el TT con respecto al NAT.
Se ha reportado que la expresion de CD44 se asocia con la progresién del tumor y que aumenta en
el TT (lida, et al., 2014). Sin embargo, esto no se condice con lo reportado en el presente trabajo, lo
gue podemos atribuir al bajo nimero de pacientes incluidos en el analisis. Por otro lado, BRCA1,
pero no BRCA2 disminuyd significativamente su expresion en el TT en comparacion con el NAT en
cancer colorrectal. Sabemos que estas proteinas se asocian comunmente con el cdncer de mamay
no con cancer colorrectal. Por lo tanto, esta disminucion apoya la hipdtesis de que BRCA1 esta
implicado también en cancer colorrectal. Se ha observado que los pacientes con cdncer colorrectal
gue expresan niveles bajos de proteina BRCA1 en sus tumores presentan una menor probabilidad
de supervivencia libre de enfermedad a 5 afios (Du, et al.,, 2011). A su vez, mediante
inmunofluorescencia, pudimos visualizar que, curiosamente, BRCA1l se expresaba
mayoritariamente en las células caliciformes presentes en las glandulas de la mucosa intestinal en
NAT. El rol de BRCA1 podria resultar importante en estas células posiblemente debido a su baja tasa
de division celular con respecto al TT, por lo que se requiere estabilidad gendmica y un estricto
control del ciclo celular. Ademas, al estar expuestas continuamente a factores ambientales, estas
células podrian necesitar un sistema eficiente de respuesta a dafios en el ADN. Sin embargo, BRCA2
no exhibié el mismo patrén de expresion, lo que sugiere que podria no desempeiiar una funcion

semejante en este tipo celular.

Para comprender mejor el papel del AH y su interaccidon con otros genes en el contexto del cancer
de mamay colon, y para evaluar si el patrén de expresion de los genes de reparacion del ADN y los
genes vinculados al metabolismo de AH en pacientes se mantiene en lineas celulares de cancer de
mama o colorrectal, se cultivaron células MDA-MB-231, MCF-7 y Caco-2 utilizando la técnica gota
colgante. Este ensayo permite, a través del crecimiento de esferas 3D, investigar el rol de las
interacciones entre las células tumorales y la MEC (Foty, 2011). De esta manera, es posible simular
en un ensayo in vitro la disposicién de la MEC de una forma similar a la observada en tumores in
vivo (Costa, et al., 2016). Para analizar la influencia del AH, decidimos producir su degradacién

mediante el tratamiento con HYAL o inhibir su sintesis mediante 4-MU.

Al analizar los niveles de ARNm en la linea celular MDA-MB-231 observamos un incremento en la

expresion de BRCA1 y BRCAZ2 al tratar las tumorosferas con 4-MU con respecto a las células sin
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tratamiento. Sin embargo, esta diferencia no resultd ser estadisticamente significativa. Estos
resultados sugieren que la inhibicidn de la sintesis de AH podria restaurar la reparaciéon del ADN
mediante BRCA1 y BRCA2 en esta linea celular, aunque deberiamos realizar una mayor cantidad de
experimentos con estas mismas condiciones para obtener resultados confirmatorios. Las células
MDA-MB-231 son RE- RP- y HER2- (triple negativo) y, aunque no es tan frecuente en la poblacién,
representa el subtipo de cadncer mas agresivo, con altas tasas de recurrencia, mal prondstico,
resistencia a los medicamentos y pocos métodos de tratamiento (Turk & Wisinski, 2018). Debido a
la falta de RE y RP la terapia endocrina es ineficaz. Ademas, la carencia de expresién de HER2 hace
gue este tipo de cancer no sea sensible a la terapia dirigida (Yuan, et al., 2017). Por lo tanto, resulta
de suma importancia su estudio. Se ha reportado que, en esta linea celular, HAS2 esta regulado
positivamente, lo que conduce a una acumulacion anormal de AH que favorece la diseminacion de
los tumores (Vigetti, et al., 2014b; Kolliopoulus, et al., 2019; Tong, et al., 2019; Caon, et al., 2020).
En el presente estudio, observamos una disminucién en los niveles de ARNm de HAS2 al tratar estas
células con 4-MU con respecto a las células sin tratamiento, lo que resulta légico debido a que 4-
MU inhibe la sintesis del AH mediante la reduccién de la disponibilidad de UDP-GIcUA para formar
glucuréonido de 4-MU (Manou, et al.,, 2019), y HAS2 es una enzima cuya actividad depende
principalmente de la disponibilidad de azticares UDP (Ni, et al., 2014). Por otro lado, observamos
una disminucién de los niveles de ARNm de CD44 e HYAL1 con el tratamiento con 4-MU, aunque no
se observaron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control y el tratamiento
con HYAL. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Udabage et al. (2005), quienes
observaron que, al silenciar la expresién del gen HAS2 en las células MDA-MB-231, disminuye la
expresion de HYAL2 y CD44, ademas de inhibir la tumorogénesis y la progresién del cdncer de mama
(Hanoux, et al., 2018). Esto podria indicar que 4-MU revierte la acumulacién anormal de AH por
parte de las células MDA-MB-231, lo que a su vez influye en la expresion de los genes vinculados al
metabolismo de AH y en los genes de reparacién del ADN. Estos resultados respaldan la hipotesis
de que variaciones en los niveles de AH y de genes vinculados a su metabolismo pueden resultar en
variaciones en la expresiéon de BRCA1 y BRCA2. Al tratar las tumorosferas con HYAL, es decir, al
producir la degradacidn del AH ya sintetizado, se producen fragmentos de distinto PM, generando
una MEC compleja que no modifica la expresidén de los genes evaluados con respecto a las células

sin tratar en las condiciones experimentales utilizadas.

104



Al evaluar el volumen y area de las tumorosferas generadas con la linea celular MDA-MB-231,
observamos una disminucion significativa de ambos pardmetros al tratar las células con 4-MU con
respecto al tratamiento con HYAL, y a las células sin tratar tras 11 dias de cultivo. Estas tumorosferas
exhibieron una morfologia mas compacta, sugiriendo que la disminucion de los niveles de AH en la
MEC contribuye a una menor retencion de agua, volviéndolas menos laxas. Se ha documentado que
4-MU reduce la propagacion y el crecimiento de las células tumorales (Smith & Dowsett, 2003;
Karamanos, et al., 2018; Dillekas, et al., 2019; Kolliopoulos, et al., 2019), lo que podria explicar la
reduccién en el volumen y area observados. En contraste, las tumorosferas tratadas con HYAL
exhibieron un mayor volumen y drea en el tercer dia en comparacién con aquellas tratadas con 4-
MU vy las no tratadas. Ademas, estas tumorosferas mostraron una estructura menos compacta con
espacios mas evidentes en su interior. Se ha reportado que los fragmentos de AH resultantes del
catabolismo de AH de APM promueven fuertemente la metastasis, migracién celular e invasién en
distintos tipos de canceres (Stern, et al., 2006; lijima, et al., 2011), por lo que se sugiere que la falta
de compactacion en las tumorosferas se podria atribuir al hecho de que estan inmersas en una MEC
desregulada, la cual puede influir en la adhesion intercelular. Sin embargo, seria necesario investigar

mas a fondo estos mecanismos para comprender estos eventos a nivel molecular.

La linea celular MCF-7 es RE+ RP+ HER2- (luminal A) y representa el subtipo de cancer mas comun
en la poblacidn, lo que resalta laimportancia de tenerla en cuenta en el presente estudio. Al analizar
los niveles de ARNm de CD44, HAS2, HYAL1, BRCA1 y BRCAZ2 en células MCF-7, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con 4-MU o HYAL y las células sin
tratar. Sin embargo, observamos una tendencial disminucién de todos los genes analizados con el
tratamiento con 4-MU con respecto a las células sin tratamiento. En células tumorales ER+ como
MCF-7, la expresion de HAS y la produccion de AH es baja (Vigetti, et al., 2014b). Por lo tanto, al
inhibir la produccién de AH, que es inicialmente baja, es esperable que no se observen variaciones
significativas en la expresidn de los genes analizados. Se ha reportado, mediante el cultivo de células
MCEF-7 en presencia de HYAL, que el aumento en la degradacion del AH podria estar implicado en la
progresion del cdncer de mama y en la resistencia a la terapia hormonal (Hanoux, et al., 2018). Por
otro lado, al evaluar el volumen y drea de las tumorosferas generadas con esta linea celular,
observamos que disminuye el volumen de las mismas al dia 5 al tratarlas con 4-MU con respecto al

tratamiento con HYAL, lo cual podria deberse a una disminucién en la acumulacién de agua en la
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MEC a causa de una menor cantidad de AH, tal como se menciond previamente, y a la generacién
de fragmentos de AH de BPM al tratar las tumorosferas con HYAL, desencadenando cambios en la
adhesién entre las células y, en consecuencia, aumentanto el volumen de las tumorosferas. Sin
embargo, este efecto no se mantiene al dia 8, donde no se observan diferencias significativas entre
los tratamientos. Como en estas células la sintesis de AH es escasa, resultaria esperable que la

inhibicién de la misma no genere diferencias estadisticamente significativas.

Se utilizaron células Caco-2 porque, como células de adenocarcinoma humano, son un modelo
celular estandar para el céncer colorrectal. Al analizar los niveles de ARNm, no observamos
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos. Sin embargo, en los tres
experimentos realizados obtuvimos una disminucién del ARNm de HYAL1 al tratar las células con 4-
MU con respecto a las células no tratadas. Esto podria indicar que la inhibicién de la sintesis de AH
también disminuye su degradacidn por parte de HYAL1, aunque deberiamos analizar los niveles de
la proteina y la actividad enzimatica correspondiente para obtener conclusiones mas sélidas. Por
otro lado, al tratar las tumorosferas con HYAL, obtuvimos una disminucion de la expresion de BRCA1
y BRCA2 en comparacion con las tumorosferas sin tratar. Esto podria estar asociado con la
remodelacion del MAT por parte de HYAL, generando AH de BPM, el cual influye sobre la expresién
de estos genes de reparacién del ADN. Como se mencioné previamente, en cancer colorrectal, la
disminucién de la expresion del ARNm de BRCA1 se asocia con una menor sobrevida de los pacientes
y con la enfermedad en estadios avanzados (Leaf, et al., 2021; Lou, 2022). Por lo tanto, se podria
sugerir que, en este tipo de cancer, la degradaciéon del AH en la MEC provocaria una disminucién de
la sintesis del ARNm de BRCA1y BRCA2, asociado a su vez con un peor prondstico de la enfermedad.
Por otro lado, al analizar el volumen y el drea de las tumorosferas generadas con esta linea celular,
solo observamos diferencias estadisticamente significativas en el dia 8 de cultivo al tratar las células

con 4-MU con respecto a las células sin tratar y al tratamiento con HYAL.

Para explorar las interacciones entre las proteinas implicadas en la reparacién del ADN vy las
involucradas en el metabolismo del AH empleamos la herramienta bioinformatica STRING. Se
generaron redes de interaccidon de proteinas in silico para: BRCA1, BRCA2, CD44, HAS1, HAS2, HAS3,
HYAL1, HYAL2, TP53, CD74, MIF, ERBB2, MLH1, PALB2, BRIP1, BARD1, TICRR y TOPBP1. En el analisis

realizado identificamos una conexién potencial entre los dos conjuntos de proteinas a través de
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CD44 vy la proteina TP53. TP53 es un factor de transcripcion que cumple una funcién clave en el
control del ciclo celular y la apoptosis. Al ser un supresor tumoral, sus mutaciones estan asociadas
con la tumorigénesis y fenotipos de cancer agresivos (Zhu, 2005). TP53 es el gen mutado con mayor
frecuencia en el cdncer de mama (Shahbandi, et al., 2020) y se ha asociado con el cdncer colorrectal,
aungue no se considera un marcador de prondstico util ya que los datos actuales son insuficientes
para su validacién (Lv, et al., 2016). Estudios previos indicaron que el AH de muy APM podria activar
a CDA44, lo que llevaria a la atenuacion parcial de p53 (Takasugi, 2020), lo que a su vez se vincula con
la regulacion de la detencion del ciclo celular y la muerte celular. Por lo tanto, proponemos a futuro
el estudio de la interacciéon de TP53 con los genes vinculados al metabolismo del AH como via

prometedora para avanzar en la comprension y tratamiento del cancer.

Tal como esperabamos, observamos interconexiones entre las enzimas responsables de la sintesis
y degradacién del AH (HASs e HYALs), asi como con CD44, el principal receptor de AH. Asu vez, CD44
interacciona con TP53, tal como fue indicado por Takasugi et al. (2020), el cual estd interconectado,
a su vez, con las proteinas de reparaciéon del ADN BRCA1 y BRCA2. Ademas, CD44 y TP53 estan
vinculados a través de ERBB2 y MIF, dos proteinas de relevancia en el cancer. MIF (Factor Inhibidor
de Macrdéfagos) es una citoquina proinflamatoria que se encuentra sobreexpresada en los
macroéfagos del estroma en el cancer, promoviendo interacciones entre los macréfagos y las células
tumorales. Se ha reportado que CD44 actia como correceptor de sefializacion de MIF, que
interactua con CD74 en la superficie celular (Yoo, et al., 2016), tal como se observd en nuestro
anadlisis mediante STRING. MIF es capaz de aumentar la expresion de CD44, promover su
reclutamiento y estimular la expresion de isoformas asociadas con la invasidon oncogénica (Leng, et
al., 2003; Ponta, et al., 2003; Shi, et al., 2006). Por otro lado, ERBB2, también conocido como
HER2/neu (receptor tirosina-proteina quinasa erbB-2) es un protooncogén clave para el crecimiento
y division normal de las células. Se ha convertido en un importante marcador y diana en el
tratamiento oncogénico, especialmente en cancer de mama. CD44 es un correceptor de ERBB2 y
activa la sefalizacién Racl y Ras necesaria para la progresion del tumor de ovario humano (Ma, et
al., 2018). La sobreexpresion de ERBB2 promueve la progresién tumoral mediante la activacion de
las vias de sefalizacion RTK y Ras-Raf-Mek1/2-ERK1/2 (Ma, et al., 2018). CD44 se combina con ERBB2
para mediar en la reparacién del dafio del ADN (Ma, et al.,, 2018). Por lo que también lo

consideramos un link importante entre la reparacién del ADN y el metabolismo del AH.
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Ademads, obtuvimos interacciones con otras proteinas como MLH1, TOPBP1, BARD1, BRIP1, PALB2
cuyas funciones son esenciales en la reparacidon del ADN, por lo cual mutaciones en estos genes
aumentan el riesgo de desarrollar cancer. MLH1 (MutL Homology 1) se encuentra mutado en el
sindrome de Lynch, una condicién hereditaria que incrementa la predisposicion al cadncer de colon,
cancer de recto y otros tumores malignos. Por otro lado, la sobreexpresion TOPBP1 (proteina 1 de
unién a la topoisomerasa 2) desregula la funcidon de p53 inhibiendo la apoptosis y deteniendo el
ciclo celular (Liu, et al., 2009). Los tumores que sobreexpresan TOPBP1 muestran caracteristicas
agresivas como carcinomas de mama de alto grado, sarcomas avanzados y metdstasis pulmonar
(Liu, et al., 2009; Wu, et al., 2017). En cuanto a BARD1, su funcién es crucial para la estabilidad de
BRCAL. Por ende, las mutaciones en el gen BARD1 se vinculan con un mayor riesgo de desarrollar
cancer de mama (Thompson, et al., 2016; Couch, et al., 2017; Kurian, et al., 2017; Slavin, et al., 2017,
Weber-Lassalle, et al., 2019), cancer de ovario (Norquist, et al., 2016; Kurian, et al., 2017; Lilyquist,
et al., 2017) y cancer colorrectal (AlDubayan, et al., 2018b). BRIP1, por su parte, es una proteina que
interactla con BRCA1 y forma un complejo esencial para la reparacién de roturas de doble hebra.
Mutaciones en BRIP1 se asocian con el desarrollo de cancer de mama (Rafnar, et al., 2011; Couch,
et al., 2017; Kurian, et al., 2017), cancer colorrectal (AlDubayan, et al., 2018b), cancer de ovario
(Rafnar, et al., 2011; Easton, et al., 2016; Norquist, et al., 2016; Kurian, et al., 2017; Lilyquist, et al.,
2017), cancer de pancreas (Rafnar, et al., 2011; Hu, et al., 2018b) y cadncer de préstata (Momozawa,
et al., 2020). Por ultimo, PALB2 es una proteina nuclear que colocaliza con BRCA1y BRCA2, y actua
como puente funcional entre las dos proteinas. Mutaciones en PALB2 se asocian con un mayor
riesgo de cancer de mama (Antoniou, et al., 2014; Thompson, et al., 2016; Couch, et al., 2017;
Kurian, et al., 2017; Yang, et al., 2020), cancer colorrectal (Aldubayan, et al., 2018b; Yang, et al.,
2020), cancer de ovario (Norquist, et al., 2016; Kurian, et al., 2017; Lilyquist, et al., 2017; Yang, et
al., 2020), cancer de pancreas (Hu, et al., 2018a; Hu, et al., 2018b; Yang, et al., 2020) y cancer de

préstata (Momozawa, et al., 2020; Yang, et al., 2020).

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos por STRING, consideramos que el presente
estudio proporciona informacidn valiosa acerca de las complejas interacciones entre las proteinas
asociadas a la reparacién del ADN y el metabolismo del AH y establece una base para investigaciones
futuras. Destacamos la relevancia de comprender estas complejas redes moleculares para el

desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas contra el cancer.
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El presente trabajo aporta nuevay consistente evidencia que respalda la idea de que las alteraciones
en el metabolismo del GAG AH en el microambiente del cancer de mama o colorrectal, son capaces
de modular la expresion de genes implicados en la reparacidon del ADN. En particular, demostramos
que estos genes pueden variar individualmente o de manera conjunta. Ademas, respaldamos otras
investigaciones al sefialar que los genes BRCA no solo estdn asociados al cancer de mama, sino

también al cancer colorrectal.

Por otro lado, destacamos que la inhibicidn de la sintesis de AH con 4-MU disminuye el tamano de
las tumorosferas generadas a partir de una linea celular de cancer de mama triple negativo, al
tiempo que restablece la expresion de genes de reparacion del ADN, lo que podria ser de suma
importancia para estos pacientes, principalmente debido a la agresién de la enfermedad y a la
dificultad del tratamiento. Por otro lado, también observamos que la degradacién del AH (mediante
HYAL) genera un aumento del tamano de las tumorosferas, lo que podria deberse a la generacién

de fragmentos de AH de BPM.

Los genes y proteinas analizadas interaccionan entre si creando un circulo de retroalimentacién
complejo, ofreciendo una perspectiva interesante para comprender los mecanismos subyacentes al

cancer.

Esta evidencia en conjunto con diversos antecedentes, son cruciales para la identificacion de
marcadores clave para predecir el desarrollo de la enfermedad y orientar posibles enfoques

terapéuticos.
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