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RESUMEN

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG) comprende un grupo heterogéneo de entidades
interrelacionadas en las que se observa un crecimiento anormal de células en el Utero. Estdn asociadas al
trofoblasto y poseen caracteristicas clinicas, morfoldgicas y patogenia especificas. Algunas de ellas
representan lesiones benignas, como mola hidatiforme completa o parcial mientras que otras son neoplasias
como coriocarcinoma y tumor trofoblastico de sitio placentario. Es de destacar que todas las variantes de ETG
difieren genéticamente de la madre por lo tanto constituyen un aloinjerto dentro del tejido materno. El acido
hialurdnico (AH) es el principal glicosaminoglicano lineal presente en la matriz extracelular. En neoplasias los
principales receptores con los cuales interactia son CD44 y RHAMM, modulando procesos biolégicos tales
como proliferacién, diferenciacion, adhesion, migracidn, invasion, resistencia a multidrogas, senescencia. La
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participacién del AH ha sido estudiada en la progresion de varios tipos de tumores sélidos y nosotros, en
particular, en enfermedades oncohematoldgicas. Sin embargo, su participacidon en neoplasias asociadas a
trastornos gestacionales es practicamente desconocida. En nuestro laboratorio evaluamos la funcién del
acido hialurdnico y sus receptores en los procesos de proliferacién, migraciény diferenciacion celular asi como
las vias de sefializacion involucradas, las que podrian ser utilizadas como blancos terapéuticos para el
tratamiento de la neoplasia trofoblastica gestacional.

PALABRAS CLAVE: ENFERMEDAD TROFOBLASTICA GESTACIONAL (ETG); ACIDO HIALURONICO (AH); CD44Y
RHAMM

SUMMARY

Expression of CD44 and RHAMM Hyaluronic Acid Receptors.
Activation of signaling pathways in Gestational Trophoblastic Disease

Gestational Trophoblastic Disease (GTD) comprises a group of trophoblast-related disorders with
abnormal growth of cells inside a woman’s uterus. GTD shows specific clinical and morphological
characteristics as well as pathogenesis. Some of them are benign lesions such as complete or partial
hydatiform mole while others are neoplasm like choriocarcinoma and placental-site trophoblastic tumors. It
is noteworthy that all variants of GTD differ genetically from the mother and therefore constitute an allograft
in maternal tissue. Hyaluronan (HA) is the major glycosaminoglycan present in the extracellular matrix. HA
has been associated with many important functions such as proliferation, wound healing, inflammation,
migration and invasion, multidrug resistance or senescence. HA exerts its functions upon interaction with
several receptors such as CD44 or RHAMM (principal receptors in cancer). Although HA-receptor interaction
has been studied in various types of tumors its participation in neoplasm associated with gestational disorders
is virtually unknown. In our laboratory we evaluated the role of hyaluronan and its receptors in the processes
of proliferation, migration and differentiation, including the signaling pathways involved, which could be used
as therapeutic targets for the treatment of Gestational Trophoblastic Neoplasia.

KEY WORDS: CD44 and RHAMM, Gestational Trophoblastic Disease (GTD), hyaluronan (HA).

CANCER

Durante las Ultimas décadas se ha realizado un gran esfuerzo para tratar de entender no sélo la forma
en que crecen los tumores sino también su evolucidn. El concepto de cancer se ha modificado desde su
definicion como una masa de células transformadas que proliferan de modo descontrolado para definirlo
como “tejidos complejos” e incluso “érganos”, compuestos por diversos tipos celulares que interaccionan
entre si. De esta forma, actualmente la biologia tumoral no se limita solo a las caracteristicas propias de las
células tumorales sino también a la contribucién del microambiente que lo rodea (Egeblad et al., 2010;
Marongiu et al., 2012).

Se han descrito ciertas caracteristicas distintivas y complementarias que permiten el crecimiento
tumoral y la diseminacidon metastdsica (Hanahan & Weinberg, 2011), a saber:
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Angiogénesis sostenida,

Evasion a la muerte celular,

Autosuficiencia en sefiales de crecimiento,

Falta de sensibilidad frente a sefales inhibitorias del crecimiento,
Invasién de tejidos y metastasis,

llimitado potencial de replicacion,

Evasion de la respuesta inmune,

© N o U A~ W NP

Desregulacion del metabolismo celular.

Por otra parte, la placenta humana contiene células trofobldsticas que comparten ciertas
caracteristicas con las células tumorales en relacion a su capacidad de proliferacidn, migracién e invasion y
activacion de vias de sefializacién, entre otras. Es interesante la comparacion e identificacién de moléculas
que participan en determinados eventos en ambos procesos, gestacional y tumoral, ya que puede proveer
nuevos blancos para el diagndstico y tratamiento tanto de patologias oncoldgicas como gestacionales (Ferretti
et al., 2007; Holtan et al., 2009).

é¢Qué es la Enfermedad Trofoblastica Gestacional?

La enfermedad trofoblastica gestacional (ETG) comprende un grupo heterogéneo de entidades
interrelacionadas y asociadas al trofoblasto con patogenia y caracteristicas clinicas y morfoldgicas especificas.
Algunas de ellas representan lesiones benignas mientras que otras son neoplasias. Es interesante destacar
que todas las variantes de ETG difieren genéticamente de la madre y por lo tanto constituyen un aloinjerto.

Si bien existen multiples clasificaciones para este grupo de enfermedades, la siguiente propuesta por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se enfoca desde el punto de vista histopatoldgico (Shih, 2007;
Mao, 2007; Cheung et al., 2009). Asi, la ETG estd compuesta por:

- Mola hidatiforme (MH), |a cual puede ser parcial o completa.

- Neoplasia trofobldstica gestacional (NTG), dentro de la cual se incluyen coriocarcinoma (CC),

tumor trofoblastico de sitio placentario (TTSP) y tumor trofobldstico epilelioide (TTE).

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

~ Mola Mola Parcial
Hidatiforme — | Mola Completa

[ Coriocarcinoma ]
Neoplasi - —
TErgff%rt:?éz?iig Tm?gﬁ:;ﬁa [ Tumor trofoblastico epitelioide ]
Gestacional Gestacional
Umor trofoblastico
de sitio
placentario
Lesiones Naédulo de sitio placental

Benignas — | Sitio placental exagerado

Figura 1. Clasificacion de ETG desde el punto de vista histopatolédgico (Modificada de Shih, 2007).
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Todas estas patologias tienen una alta probabilidad de cura luego del diagndstico y
seguimiento terapéutico adecuados. Sin embargo, aun quedan sin comprender aspectos de su biologia que
podrian permitir controlar los casos resistentes o recurrentes.

Epidemiologia

Los estudios epidemioldgicos en ETG son escasos y estan limitados a la definicion de la entidad (tipo
de gesta o tumor), la deteccidon del caso (ausencia de confirmacidn histopatoldgica) y el empleo de un
denominador comun (embarazo, parto, nacidos vivos) para calcular la incidencia de casos.

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

Entre los factores de riesgo de ETG se enumeran:

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

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

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

- la nutricién, asociado al estado socioecondmico y localizacidn geografica; se postula que una
dieta pobre en caroteno y proteinas y abundante en grasas podria constituir un factor de
riesgo.

Este trabajo se enfocard en las caracteristicas de mola hidatiforme, coriocarcinoma y tumor
trofobldstico de sitio placentario.

Mola Hidatiforme

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

Segun la hipdtesis mas aceptada, ya que no se conoce exactamente el mecanismo, la MH se produce
luego de la fertilizacidon de un dvulo por uno o dos espermatozoides. En la MH Parcial (MHP), el évulo con
carga genética haploide es fertilizado por un espermatozoide que luego endoduplica, o por dos
espermatozoides, pudiendo ser el cariotipo del producto triploide XXX, XXY o XYY. Asi, MHP contiene material
genético tanto materno como paterno. En cambio en MH Completa (MHC), el évulo carece de material
genético y es fertilizado por un espermatozoide que luego endoduplica, o por dos espermatozoides, siendo el
cariotipo del producto diploide pudiendo ser XX o XY. El producto YY no es viable (Cheung et al., 2009).

En determinados casos la MH puede coexistir con el embridn y concluir en un parto a término bajo
seguimiento médico. Este tipo de embarazo se denomina gemelar (MH + embarazo normal) (Sebire et al.,
2010). La importancia en el diagnéstico y diferenciacion de ambas entidades radica en el riesgo aumentado
de desarrollar posteriormente NTG (Sun et al., 2015).
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A Fertilizacion normal B Mola hidatiforme completa C Mola hidatiforme parcial

Presencia de cromosomas
materno y paterno

set haploide paterno

extra incluido

Todos los cromosomas derivan
del espermatozoide: androgénesis

Figura 2. Génesis de MH parcial y completa. (Adaptado de Cheung et al., 2009).

p57kip2

Aunque MHP y MHC son facilmente distinguibles en el examen histoldgico, el uso rutinario de técnicas
de ultrasonido en el control del embarazo ha llevado a un diagndstico clinico y evacuacidén mas temprano en
la gestacion, frecuentemente en las primeras semanas. Como resultado, las caracteristicas clasicas observadas
en edad gestacional mas avanzada no alcanzan a desarrollarse y el diagnéstico histopatoldgico se hace
dificultoso. El empleo de la tincién para p57kip2 (proteina producto del gen CDKN1C, cyclin-dependent kinase
inhibitor 1C), que participa en la regulacidn del ciclo celular, constituye una herramienta util y contribuye a la
clasificacion de MHC aunque no es ampliamente utilizada en la clinica.

Varios trabajos empleando inmunohistoquimica han demostrado que p57kip2 se encuentra
expresado en el nucleo de las células del mesénquima velloso y de la capa citotrofobldstica en placenta
humana y se ha demostrado su utilidad en la discriminacién de MHC versus embarazos no molares ya que en
MHC la expresion de p57kip2 es nula (porque no hay aporte genético materno). La exactitud de la tincidn de
p57kip2 en el diagndstico de MHC ha sido validado con estudios genéticos moleculares (Kipp et al., 2010;
Sarmadi et al., 2011). A pesar de las diferencias entre MHP y MHC mencionadas, ambas entidades tienen un
manejo clinico similar.

El diagndstico de este tipo de gestas, denominadas ETG benignas desde el punto de vista clinico, se
basa en el examen ecografico y en la cuantificacién de la subunidad beta (B) de hCG sérica cuyo nivel, en estos
casos, es muy superior al de un embarazo normal en edad gestacional similar. Una vez hecho el diagndstico,
se procede a la evacuacion de la mola, si no es que ya ocurrié una evacuacidn espontanea, y se remite el
material para su estudio anatomopatolégico y confirmacion del diagndstico.

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

Coriocarcinoma

El CC es un tumor epitelial altamente maligno. Se trata de la entidad mas frecuentemente observada
entre las NTG, capaz de invadir multiples érganos como pulmén, vagina, bazo, rifidn, sistema gastrointestinal,
higado y cerebro. El marcador tumoral por excelencia es la subunidad B hCG sérica el que se encuentra en
niveles muy altos. Se lo utiliza tanto para definir el diagndstico como para el seguimiento de la enfermedad
ya que correlaciona directamente con la masa tumoral.
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La presentacion clinica de esta enfermedad es variable y depende del estadio en que se detecte.
Aunque la mayoria de los casos de CC se desarrollan poco tiempo después de la gestacidén, cuanto mayor sea
la latencia entre ese desarrollo y el diagndstico, aumentara la posibilidad de metastasis. El sangrado uterino
anormal y el compromiso vaginal constituyen la forma de presentacion mas frecuente asi como también las
metastasis en pulmdn. Las metdstasis en higado y cerebro son de mal prondstico. En aquellos casos que
ademas presentan multiquimioresistencia puede verse comprometida la vida de la paciente.

A pesar del origen de este tumor y de su alta capacidad de proliferacidn e invasién, bajo tratamiento
y seguimiento médico adecuado la sobrevida de CC es aproximadamente 100%. La mayoria de las pacientes
conservan su capacidad reproductiva y pueden sostener a futuro un embarazo normal a término sin verse
comprometida la vida del neonato (Sebire and Lindsay, 2010).

Tumor trofoblastico de sitio placentario

EL TTSP es una entidad muy poco frecuente dado que existen poco mas de 100 casos en todo el
mundo?. La presentacidn clinica mas frecuente es el sangrado vaginal irregular con o sin amenorrea y puede
llegar a manifestarse varios afos después de la gestacion precedente. La mayoria de los TTSP estudiados se
limitan al Utero. El tumor invade miometrio hacia la serosa y puede causar perforacion. No obstante, algunos
TTSP pueden ser malignos y metastatizar a pulmdn, higado, cavidad abdominal y cerebro. Los TTSP con
multiples metastasis tienen mal pronéstico y las pacientes pueden morir a pesar de la multiquimioterapia.
Tanto el comportamiento como la quimiosensibilidad de esta patologia son variables y dificiles de predecir.
Los niveles de B hCG permanecen bajos y no correlacionan con la masa tumoral (Sebire & Lindsay, 2010).

En NTG el diagndstico se basa en la sospecha por la presentacion clinica sumado al dosaje de B hCG.
Dicha presentacidon es mas importante que el diagndstico histolégico e incluso, en ocasiones, el tratamiento
es llevado a cabo sin este ultimo.

MARCADORES TROFOBLASTICOS

El proceso de diferenciacidon trofoblastica tanto hacia sincitiotrofoblasto como a trofoblasto
extravelloso va acompafiado del cambio en el patrén de expresion de determinadas proteinas como las que
se detallan a continuacion:

Gonadotrofina coridonica humana (hCG)

La hCG es una proteina heterodimérica con un grado variable de glicosilacién. Esta formada por una
subunidad alfa de 92 aminoacidos, codificada por un Unico gen, comun a las gonadotrofinas pituitarias LH,
FSHy TSH, y por una subunidad beta de 145 aminoacidos que le confiere actividad bioldgica especifica. Existen
seis genes que codifican para la subunidad beta de los cuales CG beta 5 se expresa predominantemente en la
placenta. Tanto la variabilidad en el grado de glicosilacién, ya sea debido a la cantidad de cadenas laterales o
tipo de unién N- u O- como la combinacion de subunidades, libres o degradadas, confieren a esta hormona
una significante heterogeneidad en la estructura y como consecuencia en su funcion.

Entre las moléculas clinicamente importantes se encuentran la hCG intacta (o regular) y la hCG
hiperglicosilada (hCG-H) (Cole et al., 2011; Cole and Butler, 2012).

! Las muestras de TTSP estan nucleadas en una base de datos mundial para su estudio (The International Society for the
Study of Trophoblastic Diseases (ISSTD) global Placental Site Trophoblastic Tumour database).
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La hCG es sintetizada por el sincitiotrofoblasto luego de la implantacién del blastocisto. Es la primera
sefial que deriva del trofoblasto y puede ser detectada en la sangre materna en la primera semana de
gestacion (Guibourdenche et al., 2010). La hCG evita la regresion del cuerpo lUteo en el ovario y estimula la
produccién de progesterona favoreciendo el mantenimiento del embarazo. Ademads, estd involucrada en la
angiogénesis y en la diferenciacién trofoblastica. No sélo actia de modo enddcrino sino también autécrino
favoreciendo su propia sintesis a través del receptor LH/CG (Fournier et al., 2015). En cambio, hCG-H
(denominada también antigeno trofobldstico invasivo) es sintetizada por el trofoblasto extravelloso y
promueve la invasion trofoblastica de modo autdcrino en forma independiente del receptor LH/CG
(Guibourdenche et al., 2010; Lee et al., 2013).

En la enfermedad trofobldstica gestacional el nivel de hCG en circulacién es de suma importancia para
el diagndstico, junto con otros pardmetros clinicos (vigilancia y decision de la conducta terapéutica de la
enfermedad) constituyendo el marcador tumoral por excelencia. Tanto en MH como en CC el nivel de hCG
correlaciona directamente con la masa de tejido mientras que en TTSP los niveles de hCG se mantienen
relativamente bajos.

HLA-G

El antigeno leucocitario humano G (HLA-G) es una molécula no clasica del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) de clase I. Se la define como no cldsica debido al bajo polimorfismo comparado
con las moléculas clasicas del CHM (HLA-A y -B). La expresidn de HLA-G asi como la produccion de isoformas
truncadas y solubles derivadas de splicing alternativo es limitada y dependiente del contexto y del tipo celular.

HLA-G forma parte de un circuito molecular compartido entre células trofoblasticas y tumorales
constituyendo un factor beneficioso tanto para el desarrollo de la gestacién como para el proceso tumoral,
aunque es perjudicial para el paciente en este Ultimo caso. Se expresa en células de citotrofoblasto velloso y
extravelloso y es una importante molécula tolerogénica natural en el contexto de la interfase materno-fetal.
Sin embargo, también puede expresarse en algunos tipos de cancer y enfermedades inflamatorias. Desde el
punto de vista inmunoldgico, HLA-G desempefia un importante papel ya que las células que lo expresan puede
evadir el ataque del sistema inmune (Carosella et al., 2008).

Por otro lado, la expresidn de HLA-G en la poblacidon trofobldstica con capacidad invasiva correlaciona
con la importancia de esta molécula en dicho evento. Se ha descrito que HLA-G no sdlo induce un aumento
en la invasion en la linea JEG-3 sino que también induce el aumento de uPA y MMPs (Guo et al., 2013; Liu et
al., 2013a) mientras que su disminucidn produce el efecto contrario (Liu et al., 2013b). HLA-G también se
expresa en el trofoblasto extravelloso de embarazos molares en los que se reportd un incremento en
comparacién con placenta de primer trimestre (Rabreau et al., 2000; Goldman-Wohl, 2001) y en tumores
trofoblasticos compuestos por dicha poblacion como son CC, TTSP y TTE (Singer et al., 2002).

Sincitina-2

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

Sincitina-2 es una proteina codificada por un gen de la familia FRD de retrovirus endégenos humanos
(human endogenous retroviruses - HERV) cuyo gen también es denominado sincitina-2 o HERV-FRD (Blaise et
al., 2003). Tanto sincitina-2 como su receptor especifico, MFSD2 (major facilitator superfamily domain
containing 2), se expresan especificamente en la placenta humana (Blaise et al., 2003; Esnault et al., 2008).
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Sincitina-2 se expresa en citotrofoblasto velloso mientras que el receptor MFSD2 se expresa en
sincitiotrofoblasto, lo que llevd a proponer la participacidn de estas proteinas en la fusién célula-célulay como
consecuencia en la morfologia placentaria (Esnault et al., 2008; Vargas et al., 2009). Esto fue demostrado
tanto en células de citotrofoblasto velloso primario como en la linea celular BeWo donde se observd que el
aumento en la expresidén ARNm y proteina para sincitina-2 correlaciona directamente con la sincitializacién
(Vargas et al., 2009).

MICROAMBIENTE TUMORAL

El microambiente tumoral esta compuesto por células estromales tales como fibroblastos, células
endoteliales e infiltrado de células inmunes, ademas de las células tumorales, y de compartimentos no
celulares que incluyen factores solubles y otros componentes estructurales propios de la matriz extracelular
(MEC). Se ha demostrado que existe un importante crosstalk entre las células y los componentes de la matriz
extracelular y que esto favorece multiples procesos.

Las células tumorales sensan las sefiales del microambiente y se comunican bilateralmente con las
células del estroma. Durante la progresidon tumoral este didlogo celular se altera influenciado por los cambios
en la composicion celular y molecular del microambiente tumoral a fin de sostener la proliferacidn, migracion,
invasion y metastasis (Itano & Kimata, 2008; Hanahan et al., 2011).

ACIDO HIALURONICO: Estructura Simple, Funcion Compleja

El acido hialurénico (AH) es el glicosaminoglicano (GAG) mayoritario en la MEC. Esta compuesto por
unidades disacaridicas repetitivas de N-acetil-glucosamina y acido glucurénico: [(81,3)-GIcUA-(B1,4)-GIcNAc-
In (Figura 3). Su estructura es lineal y estad cargado negativamente. A diferencia de otros GAGs no estd
modificado quimicamente (por ejemplo: acetilacion, sulfatacion) ni estd unido covalentemente a un nicleo
(core) proteico. Su peso molecular varia entre 10° y 10’ Da.

CH,OH COOH
o o}

O

HO OH

NHCOCH, OH n
GIcNAc(B1, 4)GIcA(B1, 3)

Figura 3. Estructura disacaridica del AH (Tomado de Itano & Kimata, 2008)

El AH se encuentra distribuido de modo ubicuo en los tejidos de mamiferos aunque en mayores
concentraciones en el cordén umbilical, liquido sinovial, dermis, humor vitreo y en menor concentracién en
el suero sanguineo (Itano, 2008).

Fisiolégicamente, se lo encuentra como AH de alto peso molecular. En estas condiciones, debido a su
carga negativa y la capacidad de formar redes, es altamente higroscépico lo que deriva en una mayor
hidratacion, viscosidad y elasticidad. Estas propiedades biofisicas y mecanicas han conducido a su empleo en
el drea oftalmoldgica, cosmetoldgica, dermatolégica, en medicina regenerativa y en el tratamiento de lesiones
articulares (Tamer, 2013). Ademas, por ser un compuesto no inmunogénico, se lo esta estudiando como
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transportador de drogas principalmente para el tratamiento oncolégico (Karbownik et al., 2013; Dicker et al.,
2014). Las funciones del AH son pleiotrépicas y dependen de su tamafio y concentracion, las que son
reguladas de modo complejo a través de su metabolismo, unidn a otras moléculas extracelulares y activacion
de vias de sefializacion (Turley et al., 2016).

Metabolismo de AH

El recambio dinamico de AH se lleva a cabo a través de la modulacién de su metabolismo. Mientras
su sintesis estad regulada por sintasas de hialurénico (HAS), su catabolismo, que es donde se ejerce mayor
control, esta regulado por degradacion enzimatica mediada por hialuronidasas (Hyals) y/o estrés oxidativo.

Biosintesis mediada por HAS

Las sintasas de acido hialurdnico (HAS) son proteinas integrales de membrana encargadas de
sintetizar AH empleando como sustratos UDP-GIcUA y UDP-GIcNAc presentes en el citosol. Los sitios activos
de estas enzimas estan localizados en la cara interna de la membrana celular y el polimero es extruido hacia
la superficie celular a través de un poro central a medida que es sintetizado e incluso puede permanecer alli
retenido por la sintasa (Figura 4).

Espacio Polimero de AH
extracelular

Citoplasma
UDP-GlcA UDP-GleNAc
uDP O UDP O

Figura 4. Modelo de sintesis de AH por accién de HAS (Tomado de Itano & Kimata, 2008)

Existen tres isoformas de sintasas denominadas HAS1, HAS2 y HAS3, las que en el hombre residen en
3 cromosomas distintos, HAS1 se localiza en el cromosoma 19atq13.3—-13.4, HAS2 en el cromosoma 8
atq24.12 y HAS3 en el cromosoma 16atg22.1. De ellas, la deficiencia de HAS2 es letal durante el desarrollo
fetal. A pesar de que comparten una alta homologia en su secuencia aminoacidica y similares caracteristicas
hidrofdbicas, las distintas HAS difieren en su localizacién subcelular y actividad enzimatica. Se ha demostrado
recientemente que la actividad puede ser controlada por fosforilacién directa, glicosilacion y ubiquitinacién.
La expresion de las HAS es regulada a nivel transcripcional por la accidon de varias citoquinas y factores de
crecimiento (Tammi et al., 2011; Monslow et al., 2015). Se ha demostrado que las 3 isoformas forman
complejos homo- u hetero-diméricos y que existe una cooperacion funcional entre las distintas isoformas

Catabolismo del AH

Una vez sintetizado, la localizacién del AH puede ser extracelular, pericelular (particularmente en
estadios de proliferacién y migracién) o encontrarse en el interior celular (Toole, 2002). Posteriormente, su
catabolismo puede ocurrir localmente (in situ) y/o luego del drenaje por el sistema linfatico en los ganglios
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linfaticos regionales. Los vasos linfaticos drenan una considerable cantidad de AH a través de su unién a los
receptores HARE (HA receptor for endocytosis) o LYVE-1 (lymphatic vessel endothelial receptor-1) el cual
posteriormente es removido en el higado aunque una pequefia cantidad puede ser eliminada a través de los
rifiones (~10%) y excretada en la orina (1-2%) (Monslow et al., 2015). En los sitios donde la concentracion de
AH es muy elevada, el catabolismo in situ involucra el clivaje enzimatico mediado por Hyals e internalizacion
via el receptor CD44.

Hyally -2 son las principales hialuronidasas en tejidos somaticos mientras que PH20 es esencial para
la penetracion del espermatozoide en la zona pellcida. Mientras Hyall es una enzima lisosomal con pH
Optimo dacido que cliva el AH en oligosacaridos, Hyal2 se encuentra anclada a través de una unidn
glicosilfosfatidilinositol (GPI-) a la superficie de la membrana plasmatica y es capaz de degradar AH-APM a
unidades intermedias de 20KDa. Ambas enzimas pueden actuar de forma secuencial para la degradacién del
AH-APM y posterior internalizacion via CD44 (Harada and Takahashi, 2006). También hay que considerar que
el AH puede ser clivado por especies reactivas del oxigeno y/o nitrégeno en un proceso no selectivo
generando como producto fragmentos de diversos tamafios (Monzon et al., 2010).

HYALADHERINAS

Asi como la interaccion de AH con otras moléculas extracelulares (proteoglicanos) es crucial para el
ensamblaje y mantenimiento de las matrices peri y extracelulares, el AH es capaz de interaccionar
directamente con las células a través de la interaccion con hialadherinas. Estas constituyen un grupo
heterogéneo de proteinas cuya caracteristica en comun es la habilidad de unir AH: CD44, RHAMM, LYVE-1,
HARE, TSG-6 y TLRs. De este modo el AH es capaz de influenciar el comportamiento celular modulando vias
de sefializacién intracelular. Incluso las interacciones intracelulares AH-hialadherinas con importantes
quinasas llevan a la modulacién de la actividad de HAS, ciclo celular, migracion y diferenciacién (Toole, 2004;
Jiang et al., 2013). Entre ellas, CD44 y RHAMM son los principales receptores de AH involucrados en procesos
neopldsicos (Naor, 2016).

CD44
A 12 3 45 6 7 8 im 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

CD44 es una proteina integral de membrana i el ol 1l 3 oD vo

. . . , 12 3 4 6§ 16 17 18 19 20
cuyo principal ligando es AH. Como la mayoria de las . | ] .
hialadherinas, es capaz de unir AH mediante una CD44v

B .-

i inoAci i 58 Amino
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Carboxy
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ligandos conocidos. De esta forma, mediante
Figura 5. (A) Modelo de estructura génica de CD44
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interior celular que pueden conducir hacia la muerte celular programada o a la sobrevida y proliferacion

celular Takahashi (Johnson et al., 2009; et al., 2014; Misra et al., 2015; Naor, 2016).

RHAMM

RHAMM (receptor hyaluronan-mediated motility), a diferencia de CD44, es capaz de unir AH
mediante una secuencia de 9-11 aminodcidos conteniendo multiples aminoacidos basicos (Yang et al., 1994).
La forma de mayor tamafio ronda los 95 KDa aunque puede ser menor ya que estd sujeto a modificacién por
splicing alternativo de su ARNm dando origen a 3 isoformas. La estructura de RHAMM es super enrollada
(Figura 6), pierde el péptido sefial de exportacion en su paso por el reticulo endoplasmico/aparato de Golgi y
no contiene fragmento transmembrana. Sin embargo, exhibe multiples funciones intra y extracelulares

algunas de las cuales no pueden predecirse en base a su estructura (Turley et al., 2001).

Figura 6. (I) Estructura secundaria y dominios de RHAMM. D1 codifica un dominio proteico que regula
negativamente la capacidad de RHAMM de promover la activacion de ERK1; D2 codifica un cierre leucina imperfecto
requerido para mediar la motilidad mediada por RHAMM vy la formacién de podosomas; D3 es necesario para la
interaccién de RHAMM intracelular con MEK1; D4 contribuye a la unién de ERK1 a RHAMM intracelular; D5 codifica la
secuencia de unién a AH responsable de la interacciéon de AH con RHAMM extracelular y la union de ERK1 a RHAMM
intracelular. (I1) Representacion esquematica de las isoformas de RHAMM. Las secuencias delecionadas en las isoformas
B, C y D (indicadas con linea negra) corresponden a los exones 4 (en D1), 13 y 4+13, respectivamente. Adaptado de
(Assmann et al., 1999; Turley and Harrison, 1999). (lll) Modelo de sefializacion mediada por RHAMM. En la superficie
celular RHAMM interactia con CD44, AH y factores de crecimiento y a través de receptores tirosina quinasas activa
ERK. Esta sefializacion puede afectar la migracion celular independientemente de RHAMM intracelular. Ademas,
RHAMM intracelular se une a varias proteinas intracelulares y regula la dinamica de microtubulos, funcién y estructura
de centrosomas y expresion génica (ejemplo, PAI-1 y MMP9) contribuyendo a la progresiéon del ciclo celular, polaridad,
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migracion celular e integridad del polo mitdtico (Tomado de Tolg et al., 2014).
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Originalmente RHAMM fue descubierto en sobrenadantes de cultivo (Hardwick et al., 1992) y también
fue descrita su localizacidn en citoplasma, ntcleo (Wang et al., 1998; Assmann et al., 1999) y en la superficie
celular (Zhang et al., 1998). Se ha reportado que se asocia con receptores transmembrana como CD44 y con
receptores de factores de crecimiento EGFR, PDGFR y RON (Tolg et al., 2014; Turley et al., 2016). De este
modo RHAMM puede modular las vias de sefializacién asociadas a los receptores a los cuales se acopla y
controlar la expresion de genes asociados al ciclo celular (Savani et al., 2001; Maxwell et al., 2008;Twarock et
al., 2010; Tolg et al., 2014). Estudios clinicos sugieren que RHAMM podria cumplir una funcidn en la resistencia
a drogas, hecho que determinaria la evolucion del paciente. Tanto su expresién en superficie como la
intracelular contribuyen a incrementar la agresividad del tumor. Ademads, entre sus funciones intracelulares
RHAMM participa en la formacidn e integridad del centrosoma y del huso mitético (Turley et al., 2016).

ViAS DE SENALIZACION

La transduccion de sefiales a través de etapas secuenciales de fosforilacién representa el mecanismo
de control mas comun de la funcién celular. Mdltiples estimulos como factores de crecimiento, hormonas,
citoquinas o contacto célula-matriz extracelular inician la sefializacién como producto de la interaccién con
determinados receptores. Las vias de sefializacion de Ras-ERK y PI3K-Akt constituyen los principales
mecanismos para el control de la sobrevida celular, diferenciacién, proliferacion, metabolismo y motilidad en
respuesta a estimulos extracelulares.

Via Ras-ERK

ERK (quinasa regulada por sefales intracelulares) es una MAPK (proteina quinasa activada por
mitégenos) y el principal efector de la oncoproteina Ras. Las vias MAPK estan compuestas por una quinasa
regulada por una GTPasa inicial (MAPKKK), la cual fosforila y activa a una quinasa intermedia (MAPKK), quien
a su vez fosforila y activa a una quinasa efectora (MAPK). En la via ERK-MAPK, esos componentes son Ras
GTPasa y las proteinas Raf, MEK y ERK. Una vez que ERK esta activada, fosforila proteinas de sefalizacién
citoplasmaticas y efectores de punto final como son los factores de transcripciéon (Mendoza et al., 2011).

Via PI3K/Akt

Akt, también conocida como PKB, es una serina/treonina quinasa y el nodo central de la via de PI3K
(fosfatidil inositol 3-quinasa). La activacion de receptores tirosina quinasas (siglas en inglés, RTK) é acoplados
a proteinas G (siglas en inglés, GPCRs) por unién a su ligando inducen el reclutamiento en la membrana y
activacion de las subunidades de PI3K p85 y pl110, respectivamente. PI3K fosforila el sustrato PIP2 y lo
convierte en PIP3 (fosfatidil inositol 3,4,5 tri-fosfato). El aumento en los niveles de PIP3 induce el
reclutamiento de Akt en la membrana y posterior activacién de la misma por PDK1. Como consecuencia, se
desencadena la fosforilacién secuencial de un amplio rango de proteinas “rio abajo” (Manning et al., 2007;
Knofler, 2010; Mendoza et al., 2011).

Varios factores afectan la dindmica de las vias de sefializacién. No sélo dependen de la intensidad y
duracién de la activacion sino que también estan reguladas por la fuerza del estimulo y los circuitos de
retroalimentacion. Incluso, algunos agonistas involucrados en la activaciéon de una de las vias puede
superponerse parcialmente con la otra via de sefializacion. Ademas, el grado de activaciéon depende de la
disponibilidad de sustrato, la expresion y localizacidn en la superficie celular de los receptores y la expresion
de varias proteinas adaptadoras.
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La participacion de la via de Ras-ERK y PI3K/Akt en el control de la migracion e invasion se ha descrito
en diferentes modelos de trofoblasto humano normal. La estimulacion por diversos factores no sélo induce
la motilidad del trofoblasto a través del aumento en la fosforilacion de ERK, como se demostro tras la
inhibicion de MEK, sino que también algunos de ellos como EGF (factor de crecimiento epidérmico) y hCG
regulan la induccién de metaloproteasas MMP-2 y MMP-9, cruciales para la invasion trofoblastica (Haslinger
etal, 2013).

Funcidn del AH en la migracidn celular. Mecanismos de accion

La migracién es un pre-requisito indispensable para el establecimiento de las metastasis. En
determinados casos éstas aparecen luego de la remocidon quirdrgica del tumor primario e incluso pueden
subsistir luego de su regresion.

La matriz extracelular enriquecida en AH, al encontrarse altamente hidratada, es maleable y permite
un comportamiento celular dindmico, ya que las células pueden cambiar de forma durante la mitosis y
penetrar tejidos durante la migracion. A través de su interaccién con CD44 y RHAMM, el AH promueve la
migracion e invasién celular. Estos receptores pueden actuar asociados o independientemente uno del otro.
Como producto de esta interaccion pueden activarse diversas quinasas entre las que se encuentran PI3K y
MAPK (Zhu et al., 2013). Este mecanismo ha sido descrito en células de cancer de mama, pulmadn, eséfago,
fibrosarcomay en células de musculo liso vascular (Twarock et al., 2010; Nikitovic et al., 2013; Li et al., 2015).

En nuestro laboratorio hemos demostrado que la interaccion AH-CD44 induce migracidon en dos
modelos de células linfoides murinas (Alaniz et al., 2006; Cordo-Russo et al., 2010). En un modelo resistente
a multidrogas, este efecto depende de PI3K denotando un nexo entre la migracidén y la quimioresistencia.
Ademas hemos demostrado en un modelo murino que el aborto estd asociado a un aumento en la expresién
de acido hialurdnico en la interface materno-fetal (Cordo Russo et al., 2009) y por otra parte, que lineas
celulares leucémicas sintetizan acido hialurénico para evitar la senescencia y resistir la quimioterapia
(Lompardia et al., 2013).

Hay que destacar que el peso molecular del AH influye en la interaccidén con sus receptores y como
consecuencia en la intensidad de la sefial que sera traducida y el proceso celular que desencadenara. Se ha
reportado que oligosacaridos de AH (0AH) pero no AH de alto peso molecular, promueven la migracién celular
a través de RHAMM (Tolg et al., 2014, Turley et al., 2016).

Otro evento que promueve la migracion es el clivaje de CD44 de la superficie celular facilitando asi su
de-adhesion del AH. Dicho clivaje es mediado por la proteasa asociada a membrana MT1-MMP. Producto de
este clivaje, la region intracelular de CD44 se dirige al nucleo y activa la transcripcién de varios genes, incluido
aquél que codifica para CD44, a través de la activacién de PI3K (Toole, 2004).

En funcién de lo expuesto y teniendo en cuenta que: a) la mayoria de las pacientes con NTG se pueden
curar con quimioterapia adecuada bajo supervision médica experta, b) algunas pacientes pueden presentar
recidiva y quimioresistencia y c) en las pacientes con NTG de alto riesgo la quimioterapia multiple tiene como
efecto adverso a largo plazo la induccion de un segundo tumor, el objetivo general de nuestro trabajo
consistido en estudiar el papel del acido hialurénico y sus receptores en los procesos de proliferacion,
migracion y diferenciacidn celular asi como las vias de sefializacién involucradas, las que podrian ser utilizadas
como blancos terapéuticos para el tratamiento de la Neoplasia trofoblastica gestacional. Pudimos demostrar
por primera vez la expresion diferencial de AH y RHAMM en tejido de pacientes con enfermedad trofoblastica
gestacional asi como en las lineas celulares empleadas (BeWo, JEG-3, JAR). También demostramos que la
interaccion AH-RHAMM induce la migracién de las células de coriocarcinoma y que dicha migracidn esta
mediada por la via de ERK. Estos resultados son novedosos y contribuyen al conocimiento de la fisiopatologia
de la enfermedad trofoblastica gestacional.
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