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RESUMEN 
 

El desarrollo de resistencia a drogas durante la quimioterapia es una de las principales causas 

de recurrencia y mortalidad en cáncer. Las células tumorales modifican su microambiente (MAT) 

favoreciendo su crecimiento y diseminación, donde la matriz extracelular (MEC) induce señales intra 

e intercelulares anormales que modulan el comportamiento tumoral. El ácido hialurónico (AH) es el 

principal glicosaminoglicano que conforma dicha matriz. Su síntesis se incrementa durante el 

desarrollo tumoral y predominan las formas de bajo peso molecular (BPM), alterando mecanismos 

como la angiogénesis y la resistencia a drogas. El objetivo del trabajo fue analizar el rol del AH como 

modulador de la respuesta a drogas usadas en esquemas de quimioterapia. Específicamente, se 

buscó modificar el entorno tumoral con la adición de AH de BPM, o por alteración de su síntesis 

endógena durante el tratamiento con doxorrubicina (DOX) y epirrubicina (EPI) en distintos modelos 

tumorales.  

Un MAT con alta proporción de AH de BPM activó señales de sobrevida y progresión tumoral 

que afectaron la eficacia del tratamiento con DOX en modelos de linfoma T y adenocarcinoma 

mamario. Se observó también un efecto adicional sobre la angiogénesis y la remodelación de la 

MEC de cada tumor. El tratamiento con AH de BPM y DOX sobre las células tumorales activó 

señales pro-angiogénicas que aumentaron la migración de células endoteliales y la formación de 

vasos in vitro e in vivo. Este efecto fue independiente de la modulación de la secreción del VEGF, 

pero podría guardar relación con un aumento en la expresión de FGF-2 y de vías de señalización 

relacionadas. Por otro lado, la combinación de AH de BPM y DOX aumentó la secreción de AH 

endógeno en el modelo de linfoma T, resultado que no se observó en las células de adenocarcinoma 

mamario. Estos resultados indicarían que el rol modulador del AH sobre el tratamiento antitumoral 

sería diferencial considerando el origen y el entorno en el cual se desarrolla cada tipo de neoplasia.  

Por otro lado, estudiamos el rol de la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (UGDH) sintetiza el 

ácido-UDP-glucurónico, precursor necesario para la síntesis del AH y reacciones de inactivación de 

drogas como la EPI. Al silenciar la expresión de UGDH durante el tratamiento con EPI, las células 

de adenocarcinoma mamario acumularon más EPI en su interior, sin embargo, los niveles de 

apoptosis no se modificaron. Estos resultados estuvieron en concordancia con un aumento en la 

migración, angiogénesis y autofagia, mecanismos relacionados con fenotipos tumorales agresivos 

y la resistencia a drogas. Además, en tales condiciones, las células tumorales mostraron un 

aumento en su matriz pericelular principalmente compuesta por AH, asociado a con un desbalance 

entre la expresión de las enzimas que sintetizan y degradan el AH. Este trabajo presenta clara 

evidencia que un estroma tumoral adverso dado por la alteración de los niveles de AH, no solo 

afecta a las propias células tumorales, sino que puede modular el comportamiento de las células 

endoteliales asociadas y alterar la eficacia de los tratamientos quimioterapéuticos. Por lo tanto, 

modular la acumulación de AH en la MEC tumoral, utilizando fármacos que alteren su metabolismo, 

resultaría clave para evadir los mecanismos de “resistencia estromal” que a su vez promueven el 

desarrollo de resistencia a drogas y, así incrementar la eficacia de los tratamientos antitumorales. 
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ABREVIATURAS 
 

4-MU: 4-metilumbeliferona 

AH de APM: ácido hialurónico de alto peso molecular   

AH de BPM: ácido hialurónico de bajo peso molecular   

AH: ácido hialurónico  

CEs: células endoteliales  

CET: células endoteliales tumorales  

CsA: ciclosporina A 

CSC: células madre tumorales  

DOX: doxorrubicina  

EGFR: receptor de factores de crecimiento epidérmico 

EPI: epirrubicina 

FGF-2: factor de crecimiento de fibroblastos 2 

GAGs: glicosaminoglicanos  

HABP: proteína de unión a ácido hialurónico  

HAS: ácido hialurónico sintasa 

HIF1a: factor inducible por hipoxia 1a 

HYAL: hialuronidasa 

IL: interleuquina 

LDH: lactato deshidrogenasa 

MFI: intensidad media de fluorescencia 

MAT: microambiente tumoral 

MEC: matriz extracelular  

oAH: oligómeros de ácido hialurónico  

PI3K: fosfatidilinositol-3-quinasa 

RE: receptor de estrógeno 

ROS: especies reactivas del oxígeno 

RP: receptor de progresterona 

SFB: suero fetal bovino 

UDP: uridina difosfato 

UDP-GlcNAc: UDP-N-acetil-D-glucosamina 

UDP-GlcUA: ácido-UDP-glucurónico  

UGT2B7: UDP-glucuronosiltransferasa 2B7  

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular  
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CAPÍTULO I: INTRODUCCIÓN 
 

1. CÁNCER 

1.1. Definición y epidemiología 

El cáncer es una enfermedad que se origina como consecuencia del crecimiento celular 

anormal y descontrolado, el cual puede originarse en numerosas partes del cuerpo humano. 

El tumor en formación es capaz de invadir el tejido circundante y provocar metástasis en 

puntos distantes del organismo. El advenimiento de la genómica del cáncer ha permitido la 

validación de perfiles moleculares que han llevado a la reclasificación de la enfermedad, 

permitiendo dilucidar mecanismos de progresión o resistencia al tratamiento, la 

heterogeneidad entre tumores primarios y metastásicos y los cambios moleculares 

asociados, lo que ha conducido al desarrollo de terapias dirigidas exitosas. Sin embargo, a 

pesar de los notables avances, existe una brecha entre los resultados preclínicos y la 

obtención de terapias efectivas debido, principalmente, al desarrollo de mecanismos de 

resistencia a los tratamientos con fármacos.  

Según la Organización Mundial de la Salud, el cáncer es una de las principales causas 

de muerte poblacional a nivel mundial. Para 2040 se estima un 40% de aumento de muerte 

por cáncer a nivel mundial respecto del 2020 (sin tener en cuenta el impacto de la pandemia 

por COVID-19), y de ese porcentaje, el 64% se dará en países de medios ingresos y el 95% 

en países de bajos ingresos. Para estos países se prevé un aumento de incidencia 

acompañado de un aumento de la mortalidad por la falta de recursos disponibles para tratar 

la enfermedad. Respecto a la situación del cáncer en los países de Latinoamérica, el cáncer 

es la segunda causa de muerte poblacional, siendo el cáncer de mama el de mayor 

incidencia en mujeres, y el cáncer de colón unos de los tumores más frecuentes 

encontrados en adultos de ambos sexos 

(https://www.paho.org/hq/index.php?option=com_content&view=article&id=15716:country-

cancer-profiles-2020&Itemid=72576&lang=es). La situación es más compleja para los 

cánceres pediátricos/adolescentes, en particular el osteosarcoma, que representa el 3% a 

5% de los tumores en este sector de la población. Los datos indican que, a igual incidencia 

en comparación con Europa, la tasa de supervivencia a 5 años para la República Argentina 

es de casi la mitad (https://www.who.int/health-topics/cancer#tab=tab_1), lo cual hace 

pensar que es urgente buscar alternativas terapéuticas para esta población tan vulnerable 

en nuestra región.  
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Por esta razón, el estudio de marcadores o factores biológicos que favorezcan la 

progresión de la enfermedad y las posibles fallas al tratamiento es de suma importancia en 

el desarrollo de terapias antitumorales eficaces. Varias de las nuevas terapias están 

dirigidas a bloquear el crecimiento tumoral mediante la modulación de su entorno o 

microambiente formado por distintos tipos celulares, factores solubles y moléculas como se 

describe en la siguiente sección.    

 

1.2. Tratamientos antineoplásicos: ANTRACICLINAS 

Las antraciclinas se encuentran entre los agentes quimioterapéuticos más efectivos 

utilizados para distintos tipos de cáncer. Estos fármacos conforman una familia de 

moléculas con capacidad citotóxica extraídas de Streptomyces spp., entre las cuales se 

encuentran: daunorrubicina, doxorrubicina (DOX), epirrubicina (EPI), idarubicina, entre 

otras (Figura 1A). Dentro de los principales tipos de cáncer para los que se utilizan las 

antraciclinas como tratamiento quimioterapeútico se encuentran el cáncer de mama, 

pulmón, colon, osteosarcoma, cáncer de vejiga, así como también tumores  hematológicos 

como linfomas y leucemias, entre otros 1.   

Figura 1. Antraciclinas: estructura y metabolismo. (A) Las antraciclinas son fármacos citotóxicos extraídos de 
Streptomyces spp., dentro de los cuales se encuentran la daunarrubicina, doxorrubicina (DOX), epirrubicina (EPI) e 
idarrubicina. Los distintos fármacos presentan diferencias en su estructura química, lo que modifica su efectividad 
y toxicidad. Particularmente, la EPI es un derivado de la DOX obtenido por epimerización axial a ecuatorial del grupo 
hidroxilo en el resto daunosamina. (B) Debido a esa diferencia estructural, la DOX y la EPI presentan mecanismos de 
metabolización independientes. La DOX es principalmente metabolizada por aldocetoreductasas, para obtener 
doxorrubicinol. La EPI es conjugada a una molécula de UDP-GlcUA por acción de la glucuroniltransferasa 2B7. Figura 
modificada de Tripaydonis et al., Pediatric Anthracycline-Induced Cardiotoxicity: Mechanisms, Pharmacogenomics, 

and Pluripotent Stem-Cell Modeling, Clinical pharmacology and therapeutics, 2019. 
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Químicamente, todas las antraciclinas constan de una estructura de aglicona tetracíclica de 

cuatro cadenas de ciclohexano junto con un amino-azúcar (daunosamina) (Figura 1A). Las 

primeras antraciclinas identificadas fueron la daunorrubicina y la DOX, las cuales se 

aislaron a principios de la década de 1960 y siguen siendo de uso clínico generalizado en 

la actualidad. Sin embargo, debido a su alta toxicidad, los investigadores desarrollaron 

posteriormente los distintos análogos a estos fármacos, como la EPI, a fin de mejorar la 

actividad antitumoral y reducir su toxicidad 2. Generalmente, la principal vía de 

administración de estos fármacos es a través de inyección o por infusión intravenosa. Si 

bien las antraciclinas se encuentran entre los agentes quimioterapéuticos más utilizados 

para el tratamiento de tumores sólidos y neoplasias malignas hematológicas, su potencial 

terapéutico está limitado por su extenso perfil de eventos adversos que generan alta 

toxicidad en tejidos sanos como el tejido cardíaco, y por el desarrollo de resistencia del 

tumor 3,4. 

1.2.1. Mecanismos de acción 

La efectividad que presentan las antraciclinas para tratar distintos tipos de tumores se 

debe a que sus mecanismos de acción abarcan diversos procesos celulares que incluyen: 

el intercalado en el ADN, la formación de radicales libres, la peroxidación de lípidos, los 

efectos directos sobre la membrana y las interacciones enzimáticas (Tabla 1). A 

continuación, se detallan los principales mecanismos de acción:  

I. Intercalado en el ADN: Las antraciclinas tienen un resto cromóforo con características 

apolares que presenta una función intercalante entre pares de bases nitrogenadas 

adyacentes del ADN cuando se localiza en el núcleo de la célula. Esto genera en 

consecuencia la inhibición de la síntesis de ADN y ARN, lo que tiene como 

consecuencia el bloqueo del ciclo celular 5.  

II. Interacción e inhibición de la enzima topoisomerasa II: Las antraciclinas pueden unirse 

a la topoisomerasa II encargada de resolver los problemas de superenrrollamiento del 

ADN. El complejo formado por la antraciclina, el ADN y la topoisomerasa II impide el 

ligado de las roturas de doble cadena del ADN. Este hecho promueve la detención del 

crecimiento celular y la muerte celular programada por apoptosis 6. 

III. Generación de especies reactivas de oxígeno (ROS): Las reacciones de óxido-

reducción generan ROS, las cuales en exceso generan estrés oxidativo, daño en el 

ADN y peroxidación de lípidos que desencadenan la apoptosis celular 7. Durante el 

tratamiento con antraciclinas, parte de la droga se dirige a las mitocondrias, donde 
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interactúa directamente con la cadena de transporte de electrones mitocondrial, hecho 

que genera la formación de las ROS. Este mecanismo de acción es la principal causa 

de la toxicidad provocada por las antraciclinas en tejidos sanos 8. 

 

1.2.2. Doxorrubicina 

La DOX es un antibiótico citotóxico derivado de la bacteria Streptomyces peucetius 

ampliamente utilizado como agente quimioterapéutico. Comúnmente, la DOX es utilizada 

en el tratamiento de tumores sólidos tanto en pacientes adultos como pediátricos, 

incluyendo el tratamiento de sarcomas de tejidos blandos y huesos, cánceres de mama, 

ovario, vejiga, pulmón, colon y tiroides. También se usa para tratar distintos tipos de 

leucemias y linfomas lo que amplía aún más su campo de aplicación. Su principal vía de 

metabolización es la formación de doxorrubicinol, un alcohol secundario con actividad 

antineoplásica, el cual se obtiene mediante la reducción de dos electrones de la DOX, 

reacción catalizada por enzimas aldocetoreductasas dependientes de NADPH (Figura 1B) 

1. Estas reductasas están presentes en la mayoría de las células humanas, pero 

particularmente se encuentran en los eritrocitos, el hígado y los riñones. Si bien no está 

claramente establecido, el doxorrubicinol también podría ser responsable de los efectos 

cardiotóxicos del fármaco 9,10. 

 

1.2.3. Epirrubicina 

La EPI, también conocida como 4´-epidoxorrubicina, es una antraciclina derivada de la 

DOX por epimerización axial a ecuatorial del grupo hidroxilo de la daunosamina (Figura 1B). 
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Si bien se puede utilizar como tratamiento para diversos tipos de tumores, la EPI es uno de 

los fármacos más empleados contra el cáncer de mama hormona-resistente y como terapia 

adyuvante para el tratamiento de metástasis 11.  

En concordancia con otras antraciclinas, los principales efectos adversos de la EPI son 

la toxicidad hematológica aguda y la toxicidad cardiaca acumulativa. Sin embargo, estos 

efectos son menos severos en comparación con dosis equimolares de DOX 2. Esto se debe 

principalmente a un mecanismo de metabolización diferente al de la DOX. La EPI se 

metaboliza e inactiva ampliamente en el hígado, a través de su glucuronidación catalizada 

por la UDP-glucuronosiltransferasa 2B7 (UGT2B7), la cual adiciona una molécula de ácido-

UDP-glucurónico (UDP-GlcUA) a la EPI para formar glucuronil-epirrubicina 12. Por otro lado, 

la EPI se puede metabolizar en una primera reacción a epirrubicinol de forma análoga a lo 

que sucede con la DOX, para luego ser glucuronidada por la UGT2B7. Estas moléculas 

glucuronidadas producto del metabolismo de la EPI no presentan actividad citotóxica tan 

alta como la observada en otros metabolitos de las antraciclinas. Por lo tanto, esta 

metabolización puede resultar en una mejor tolerancia cardíaca de la EPI, lo que lo hace 

favorable su utilización sobre otras antraciclinas 2.  

 

2. MICROAMBIENTE TUMORAL 

En las últimas décadas se han logrado notorios avances en la comprensión de la biología 

tumoral. Los tumores ya no deben entenderse desde la simplicidad de las características 

propias de sus células, sino que debe abarcar las interacciones del propio tumor con 

diferentes células y factores atraídos hacia su entorno para brindar un  análisis integral de 

los mecanismos involucrados en el desarrollo tumoral, tal como fue descripto por Hananan 

y Weinberg 13 (Figura 2).  

Durante el desarrollo tumoral, las células tumorales pueden modificar el entorno tisular 

en el cual proliferan, lo que permite la formación de un microambiente tumoral (MAT) 

favorable a su establecimiento y crecimiento y a su potencial metastásico 14. El MAT está 

formado por componentes celulares, que son las células asociadas que rodean al tumor y 

cumplen un rol activo en su establecimiento y diseminación; y a su vez por componentes 

denominados acelulares, dentro de los que se incluyen factores de crecimiento, citoquinas 

y otros componentes de la matriz extracelular (MEC) (Figura 3). La activación de señales 

específicas asociadas al crecimiento tumoral es capaz de inducir la reprogramación de las 

células circundantes al tumor en desarrollo, como células endoteliales (CEs), fibroblastos, 
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y células del sistema inmune como macrófagos, células asesinas naturales (NK, por sus 

siglas en inglés: Natural Killer), linfocitos T, entre otros. Las células del sistema inmune 

contribuyen funcionalmente al crecimiento y progresión tumoral principalmente durante el 

proceso de evasión de la respuesta inmune. Esto ocurre a través de la liberación de factores 

solubles mediadores de respuestas inmunosupresoras y con características pro- 

angiogénicas como citoquinas y quemoquinas, enzimas degradantes de la MEC, especies  

reactivas del oxígeno y otras moléculas bio-activas 14.  

 

 

Por otro lado, ciertas alteraciones de la MEC promueven señales celulares anormales 

que pueden desencadenar una proliferación celular desregulada, la reorganización del 

citoesqueleto, un aumento en la capacidad de migración celular e incluso la modulación del 

sistema inmune 15. Dentro de estos componentes acelulares del MAT se encuentran 

diversos elementos de la MEC los cuales presentan una expresión y organización 

desregulada en el estroma tumoral 16.  

 

Figura 2. Mecanismos de progresión tumoral. Los “Hallmarks of Cancer” se propusieron como un conjunto de 
capacidades funcionales adquiridas por las células a medida que pasan a los estados de crecimiento neoplásico. 
Más específicamente, procesos celulares que son cruciales para su capacidad de formar tumores malignos. Figura 
modificada de Hananan y Weinberg. The hallmarks of cancer, Cell, 2011 - Hananan. Hallmarks of Cancer: New 

Dimensions, AACR J, 2022.  
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2.1. Componentes celulares del microambiente tumoral 

Como se mencionó anteriormente y se muestra en la Figura 3, en el MAT se encuentran 

diferentes células no tumorales que rodean al tumor y que en muchos casos contribuyen al 

crecimiento y mantenimiento del mismo. En esta sección se describirán a las CEs asociadas 

a tumor, sobre las cuales se estudiará en la presente tesis.  

2.1.1. Células endoteliales 

El desarrollo de los vasos sanguíneos implica la generación de nuevas CEs y su posterior 

organización en estructuras tubulares (vasculogénesis), además de la generación de 

nuevos vasos sanguíneos a partir de los ya existentes (angiogénesis) 17. Los tumores en 

crecimiento necesitan una gran cantidad de nutrientes y oxígeno así como también 

necesitan eliminar los restos metabólicos y dióxido de carbono 17. Para esto, se genera la 

neo-vasculatura asociada al tumor mediante el proceso de angiogénesis tumoral. Sin 

Figura 3. El microambiente tumoral. El microambiente tumoral está compuesto por células no tumorales que 

rodean al tumor y que en muchos casos contribuyen al crecimiento y mantenimiento del mismo, cómo células 

endoteliales, fibroblastos, células estromales mesenquimales y células inmunológicas infiltrantes. Además, 

contiene componentes acelulares, cómo es el caso del AH, un componente abundante de la MEC que recluta y 

activa a las células estromales para contribuir al desarrollo tumoral. Figura adaptada de Sevic et al., The Role of 

the Tumor Microenvironment in the Development and Progression of Hepatocellular Carcinoma, Hepatocellular 

Carcinoma, 2019. 
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embargo, a diferencia del proceso que ocurre en condiciones fisiológicas, la angiogénesis 

tumoral se encuentra activa continuamente, provocando la formación de nuevos vasos 

sanguíneos aberrantes que ayudan a mantener el crecimiento del tumor. Se ha demostrado 

que diversas señales oncogénicas estimulan la sobre-expresión de distintos factores 

angiogénicos como el factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) y el factor de 

crecimiento fibroblástico 2 (FGF-2), entre otros 18,19. Esto lleva a un desequilibrio entre las 

señales activadoras e inhibidoras de la angiogénesis, lo que produce en consecuencia la 

activación crónica de este proceso. Debido a este hecho, se han estudiado diferencialmente 

a las poblaciones de CEs asociadas a tumores o células endoteliales tumorales (CET) 

respecto de las CEs normales, ya que presentan fenotipos anormales y constituyen una 

población heterogénea dentro del MAT la cual puede favorecer la progresión de la 

enfermedad más allá de la implicancia en la angiogénesis 20. Particularmente, se ha 

determinado que las CET no sufren senescencia ni apoptosis a través la activación de vías 

de sobrevida celular, procesos que si suceden en CEs normales 21. Otro hecho interesante 

resalta la presencia de anomalías cromosomales en las CET de distintos tipos de tumores, 

las cuales se encuentran relacionadas con el desarrollo de resistencia a la quimioterapia 20 

y radioterapia 22 en estas células asociadas. En este sentido, se ha observado el desarrollo 

de resistencia a vincristina en CET derivadas de carcinoma renal 21, y a 5-fluorouracilo y 

DOX en carcinoma hepatocelular 23,24. 

Otro de los mecanismos por los cuales las CET adquieren resistencia a los fármacos 

empleados es la sobre-expresión de bombas de expulsión de drogas dependientes de ATP 

situadas en la membrana plasmática, tales como ABCB1, lo cual ha demostrado ser 

responsable de la resistencia a paclitaxel mediada por VEGF en hepatocarcinoma 24. Las 

CET también podrían promover activamente la metástasis de las células tumorales, debido 

a que estas células asociadas al tumor secretan citoquinas y factores como interleuquina 6 

(IL6), VEGF y FGF-2 al propio MAT, los cuales contribuyen a las etapas tempranas de la 

metástasis. En relación con la MEC, las CET presentan un pequeño PG rico en leucina 

llamado biglicano, el cual facilita la migración de las células tumorales a través de la 

activación de distintas vías de señalización 25. Estos antecedentes y más reportes 

contribuyen a la elucidación de la compleja biología de las CET en el MAT, lo cual 

proporcionaría un nuevo objetivo para la terapia y el diagnóstico contra el cáncer, puntos 

que se desarrollarán durante la tesis.  
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2.2. Matriz extracelular tumoral 

Además de las células que rodean al tumor, el MAT contiene componentes acelulares 

que forman lo que conocemos como MEC tumoral, característica del tipo de tejido donde 

se desarrolla el tumor. La MEC es una red compleja de proteínas fibrosas extracelulares 

(colágeno, elastina), proteoglicanos (PGs), glicosaminoglicanos (GAGs) y glicoproteínas 

que forman agregados supramoleculares por enlaces intermoleculares entre ellos. Además 

de su composición bioquímica, la MEC también se caracteriza por parámetros biofísicos 

característicos, tales como la densidad molecular, rigidez/resistencia y tensión, lo que la 

vuelve muy versátil y capaz de someterse a remodelaciones constantes como las que 

suceden durante la progresión tumoral 26.  

Esta compleja red tridimensional se puede clasificar en dos tipos principales, los cuales 

varían en sus propiedades físico-químicas y su localización: matriz intersticial y matriz 

pericelular. Las matrices intersticiales rodean principalmente a distintas células y tejidos, 

mientras que las matrices pericelulares están en estrecho contacto con las células 27. La 

MEC intersticial se encuentra normalmente en los grandes espacios intercelulares del tejido 

conectivo, y consiste en una red de fibrillas de colágeno, elastina, PGs, GAGs como el AH, 

minerales y agua en combinación con numerosos factores de crecimiento y citoquinas 27,28. 

Estos componentes interactúan entre sí creando una red tridimensional dinámica y 

compleja, donde las células circundantes interactúan con los componentes de la MEC 

mediante receptores de superficie celular específicos, PGs, entre otros 27. Por otro lado, la 

matriz pericelular se encuentra en la interfase entre el parénquima y el tejido conectivo, 

proporcionando el anclaje de las células y delimitando el estroma de otros tejidos 29. Dentro 

de este tipo de matriz se encuentran las membranas o láminas basales, constituidas por un 

polímero de laminina que proporciona sitios de adhesión para las células epiteliales y una 

red de colágeno tipo IV que estabiliza la estructura general de dicha lámina. Ambas redes 

interactúan con otros componentes de la matriz como GAGs y proteínas de adhesión que 

funcionan como moléculas enlazadoras que las interconectan, favoreciendo a su densidad 

y estructura característica 30. 

En el MAT, tanto las células tumorales como las células no tumorales asociadas al tumor 

(como los fibroblastos), contribuyen significativamente a la remodelación de la MEC 

secretando componentes específicos de la misma y alterando su composición 31,32. Como 

consecuencia de estas alteraciones bioquímicas, la MEC también sufre transformaciones 

biofísicas, como en la topografía, la resistencia y la tensión, ya que aumenta la deposición 
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de colágeno fibrilar y el entrecruzamiento de moléculas, lo cual causa el depósito fibrótico 

típico de la MEC tumoral y la gran acumulación de GAGs y su alta hidratación aumentan la 

tensión 33,34. Esta compleja matriz tridimensional es capaz de inducir señales inter e 

intracelulares anormales, las cuales pueden i) favorecer la proliferación celular 

desregulada, ii) promover la migración, invasión, proliferación y supervivencia de células 

endoteliales y otros tipos celulares 35, iii) modular la respuesta inmunológica y angiogénica, 

iv) afectar la distribución de fármacos al sitio tumoral; entre otras funciones 36,37. Dado que 

la acción de estas respuestas y el balance entre ellas puede evitar o favorecer la progresión 

tumoral, surge la hipótesis de la implicancia que tienen ciertos factores de la MEC en 

modular el desarrollo tumoral, inclusive como esa MEC impactaría en la respuesta del tumor 

al tratamiento quimioterapéutico. En esta sección se describirá a uno de ellos: el ácido 

hialurónico, junto con sus proteínas de unión y las respuestas que desencadena en el MAT. 

2.2.1. Ácido hialurónico 

Entre los componentes más abundantes de la MEC se encuentra la familia de los GAGs, 

definidos como heteropolisacáridos largos no ramificados, compuestos por disacáridos 

alternados de ácido urónico y aminoazúcares. Dentro de esta familia de GAGs, se han 

identificado seis tipos principales: heparán sulfato, heparina, condroitín sulfato, dermatán 

sulfato, queratán sulfato y el ácido hialurónico (AH).  

El AH es un GAG lineal no sulfatado formado por disacáridos repetidos de ácido-D-

glucurónico y N-acetil-D-glucosamina unidos entre sí mediante enlaces glicosídicos β (1à4) 

(Figura 4). El AH puede existir como un GAG libre o unido de forma no covalente a PGs, y 

se encuentra en la MEC intersticial y pericelular de la mayoría de los tejidos adultos 38. Este 

GAG es considerado un componente principal de la matriz pericelular de muchos tipos de 

células, donde se une a sus propias enzimas sintasas o a sus receptores celulares para 

modular varias funciones celulares y quedar retenido en esa porción de MEC. 

Curiosamente, el AH también se ha detectado intracelularmente, así como en el núcleo de 

células normales y tumorales 27. Además de contribuir a la organización, hidratación y 

sostén de los tejidos, el AH actúa como un importante modulador activo del comportamiento 

celular induciendo diferentes señales intra e intercelulares. Ello se debe a que el AH puede 

interactuar con diferentes receptores de superficie celular (CD44, RHAMM, TLR4, LYVE-

1), con proteínas de unión (HABP, TSG-6) y con otros PGs como versicano y agricano 

presentes en la MEC (27). Estas interacciones permiten al AH modular distintos procesos 
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celulares entre los que se incluyen el crecimiento, la adhesión, la migración y diferenciación 

celular, así como también el cierre de heridas (36). 

 

La complejidad que presenta el AH como señal molecular activa de sus distintos 

receptores y proteínas de unión es atribuible en gran medida a la longitud y la cantidad del 

polímero disponible en la MEC. Específicamente, las funciones del AH dependen de su 

peso molecular. En condiciones homeostáticas predominan las formas de AH de alto peso 

molecular (APM, de 0,5×106 a 2×106 Da), las cuales ofrecen alta viscoelasticidad a los 

tejidos y cumplen principalmente funciones hidrodinámicas y estructurales 39. Más aún, en 

tejidos con altas concentraciones de AH de APM, éste GAG forma una capa pericelular de 

MEC alrededor de las células que lo producen la cual juega un rol activo en la modulación 

de señales intra e intercelulares 40. No obstante, las interacciones entre el AH de APM y 

otros componentes de la MEC inducen diversas señales de homeostasis que contribuyen 

al mantenimiento de la integridad de tejidos, desarrollando a su vez una función inmuno-

moduladora y angio-moduladora 41. Por otro lado, durante diversos procesos inflamatorios 

y patologías como el cáncer, el AH está predominantemente presente en formas de bajo 

peso molecular (BPM, de 104 a 0,5×106 Da), ya que el AH de APM se cliva a fragmentos 

de menor tamaño, por acción de enzimas de degradación o radicales libres 42 (Figura 5). 

En este sentido, un desbalance en el metabolismo de AH y la interacción con sus receptores 

se relacionan estrechamente con la gravedad de enfermedades inflamatorias y la 

agresividad en cáncer 43. Particularmente en cáncer, la biosíntesis y la degradación de AH 

aumentan significativamente en comparación con los tejidos normales, lo que puede 

incrementar la formación de una matriz rica en AH y la producción simultánea de AH de 

Figura 4. Estructura del ácido hialurónico. El AH es un polisacárido del tipo de glicosaminoglicanos compuesto por 
repetitivos disacáridos poliméricos de ácido-D-glucurónico y N-acetil-D-glucosamina unidos por enlaces β (1→4). 

Figura adaptada de Kobayashi et al., Hyaluronan: Metabolism and Function, Biomolecules, 2020.  
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APM y sus fragmentos de menor peso molecular 44, lo que genera un MAT único donde co-

existen tanto el AH de APM como las formas de BPM.  

Por su lado, el AH de APM forma una MEC pericelular favorable para la proliferación y 

migración de las células tumorales. En contraparte, los fragmentos de distinto peso 

molecular generados por la degradación del AH promueven el crecimiento de las CEs 

asociadas al tumor y por lo tanto inducen la angiogénesis 45,46. Además, los fragmentos de 

AH de BPM poseen una actividad inmunomoduladora significativa, lo que resulta en una 

disminución de la vigilancia inmunológica del tumor 47,48. Por lo tanto, la remodelación del 

MAT por la producción excesiva y la producción excesiva y la degradación de AH contribuye 

a la supervivencia y progresión maligna de las células tumorales. 

2.2.1.1. Metabolismo del ácido hialurónico 

Se denomina metabolismo del AH al estricto y regulado balance entre su síntesis y 

degradación. El AH es sintetizado por enzimas llamadas AH sintasas (HASs, del inglés: HA 

synthases) y es fragmentado en moléculas bio-activas por enzimas hialuronidasas (HYALs, 

del inglés: hyaluronidases) o por especies reactivas del oxígeno (ROS) 49 (Figura 5).  

 

Figura 5. El metabolismo del AH y el microambiente tumoral. En los tejidos tumorales, el metabolismo de AH se 
encuentra desregulado, así como la interacción con sus proteínas de unión. La biosíntesis de AH es catalizada por la 
acción de las HASs. La cantidad y tamaño de las cadenas de AH presentes en un contexto tumoral depende de la 
actividad de degradación de las Hyals. Figura adaptada de Spinelli et at., Hyaluronan in the Tumor Microenvironment, 

Capítulo 3, Tumor Microenvironment – Extracellular Matrix Components – Part A, Springer. 
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I. Síntesis del ácido hialurónico 

La síntesis del AH difiere ampliamente de la síntesis de otros GAGs. A diferencia del 

resto de los GAGs que se sintetizan a nivel intracelular en el aparato de Golgi 50, las enzimas 

HASs encargadas de sintetizar el AH son proteínas situadas en la membrana plasmática 

de las células 49. Las mismas tienen la capacidad catalítica para sintetizar cadenas de AH 

de varios pesos moleculares en la cara interna de la membrana plasmática y luego secretar 

el AH neosintetizado a la MEC, aunque gran parte de este GAG también puede quedar 

anclado a la membrana plasmática. En mamíferos, el AH es sintetizado por tres diferentes 

isoenzimas llamadas HAS 1, 2 y 3 39. Se reportó que HAS1 y HAS2 producen AH de mayor 

peso molecular (200-2000 kDa), mientras que HAS3 es la  responsable de producir 

fragmentos más pequeños de AH (100-1000 kDa) 51 (Figura 6A).  

Numerosos trabajos han determinado que la biosíntesis de AH se encuentra finamente 

regulada en varias etapas mediante la regulación de la expresión de las enzimas HASs. 

Específicamente, se ha demostrado que la actividad y el recambio de HAS2 están 

controlados post-traduccionalmente por fosforilación, O-GlcNAcilación, ubiquitinación y 

dimerización 52–54. Además, se ha descubierto una regulación a nivel transcripcional de 

HAS2, dada por la estabilización del ARN mensajero (ARNm) de HAS2 y el ARN antisentido 

natural HAS2-1 (HAS2-AS1) 55. A su vez, se ha demostrado que el gen codificante de HAS2 

está sujeto a la regulación de factores de crecimiento, citoquinas y hormonas 56. 

 

Figura 6. Síntesis del AH. (A) Las moléculas de AH con diferentes pesos moleculares son liberadas desde el 
citoplasma a la matriz extracelular a través de los poros de las AH sintasas (HAS1-3), que unen el espacio intracelular 
con el extracelular. Peso molecular típico del AH sintetizado por las tres HASs diferentes. (B) Los sustratos 
precursores del AH deben estar unidos a una molécula de UDP para poder ser reconocidos por las HASs y sintetizar 
AH. Figura adaptada de Amorin, et al., Extracellular Matrix Mimics Using Hyaluronan-Based Biomaterials, Trends 

in Biotechnology, Cell Press, 2020 - Kobayashi et al., Hyaluronan: Metabolism and Function, Biomolecules, 2020.  
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En cáncer, una desregulación en la expresión de las enzimas HASs resulta en una 

producción anómala de AH, lo que promueve el desarrollo de procesos biológicos 

anormales como la transformación celular y la metástasis 57. Por otro lado, el silenciamiento 

de la enzima HAS2 en células de cáncer de mama suprimió su capacidad invasiva, lo cual 

fue rescatado al sobre-expresar dicha enzima 58. Más aún, estudios recientes demostraron 

una sobre-expresión de las enzimas HASs en cáncer de vejiga, pulmón, ovario y mama, en 

donde fue relacionado con un fenotipo tumoral maligno 59–62, indicando que HAS2 tendría 

un rol central en promover la proliferación tumoral, migración e invasión en varios tipos 

tumorales.  

Por otro lado, la síntesis de AH se encuentra estrictamente influenciada por la 

disponibilidad celular de los precursores que conforman este GAG (N-acetil-D-glucosamina 

y ácido-UDP-glucurónico), los cuales deben estar conjugados al nucleótido uridina difosfato 

(UDP) para ser sustratos reconocibles por las HASs (Figura 6B). La UDP-N-acetil-D-

glucosamina (UDP-GlcNAc) es un derivado de la fructosa-6-fosfato que se sintetiza a través 

de la vía de síntesis de hexosaminas y se utiliza además como sustrato donante para la 

glicosilación de proteínas y la O-GlcNAcilación 39. Por otro lado, el ácido-UDP-glucurónico 

(UDP-GlcUA) es un metabolito clave en la biosíntesis de GAGs y PGs 63 y se sintetiza a 

partir de glucosa-6-fosfato (metabolito intermedio de la glucólisis) a través de la síntesis de 

glucosa-1-fosfato y UDP-glucosa. Específicamente, el UDP-GlcUA es formado por la 

oxidación de una molécula de UDP-glucosa a través de la acción catalítica de la enzima 

UDP-glucosa deshidrogenasa (UGDH) 64. Además de ser precursor de la síntesis de 

diferentes GAGs, el UDP-GlcUA  puede intervenir en diversas reacciones de detoxificación 

de fármacos mediante la glucuronidación de las mismas, y representa un mecanismo 

protector para la eliminación de xenobióticos lipídicos del organismo 65, entre ellos drogas 

quimioterapéuticas como ciertas antraciclinas 66 y análogos de andrógenos 67 (Figura 7).  

Tal como se mencionó previamente, la regulación de la expresión y actividad de las HASs 

puede influir en la formación de una MEC celular rica en AH durante el desarrollo tumoral. 

No obstante, numerosos antecedentes mostraron que este hecho también se relaciona con 

la disponibilidad de UDP-azúcares en la célula y con el metabolismo de la glucosa. Por 

ejemplo, el inhibidor de la síntesis de AH llamado 4-metilumbeliferona (4-MU) inhibe la 

síntesis de AH al agotar la disponibilidad de UDP-GlcUA citoplasmático 68. De manera 

similar, el agotamiento de UDP-GlcNAc celular por el tratamiento con manosa (en vez de 

glucosa) redujo la síntesis de AH en queratinocitos epidérmicos 56.  
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También se ha determinado el rol activo de la enzima UGDH en cáncer 69,70, debido a su 

rol como enzima productora de uno de los precursores de AH (UDP-GlcUA), mostrando una 

estrecha relación entre alteraciones en su expresión, la progresión de la enfermedad y 

sobrevida. En cáncer de próstata se ha propuesto a la enzima UGDH como un nuevo 

biomarcador candidato para complementar la detección de la transformación tumoral dentro 

del tejido tumoral adyacente 71. Aspectos similares se han observado en cáncer de pulmón, 

determinando que la expresión y localización de la enzima UGDH son un marcador de 

diagnóstico serológico temprano además de un indicador de mal pronóstico en pacientes 

con cáncer de pulmón 72. Más aún, se ha determinado que la inhibición de la expresión de 

esta enzima en un modelo de carcinoma colorrectal retrasa la agregación celular 69, lo que 

propone firmemente a la UGDH como un objetivo potencial de estudio para distintos tipos 

de cáncer. 

 

Figura 7. Rutas biosintéticas de UDP-GlcA y UDP-GlcNAc. El UDP-GlcA se sintetiza a partir de glucosa-6-fosfato. La 
glucosa-6-fosfato se convierte en glucosa-1-fosfato y UDP-glucosa. Finalmente, UDP-GlcA se sintetiza a partir de 
UDP-glucosa por acción de la enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (UGDH). Este UDP-azúcar es precursor de la 
síntesis de GAGs como el AH y también participa en la detoxificación celular de fármacos liposolubles, como drogas 
antineoplásicas. Por otro lado, el otro precursor del AH, la UDP-GlcNAc se sintetiza a través de la vía biosintética de 
hexosaminas. Se puede observar la estrecha relación entre las vías de obtención de energía celular y la síntesis de 
AH. Figura adaptada de Kobayashi et al., Hyaluronan: Metabolism and Function, Biomolecules, 2020.  
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II. Degradación del ácido hialurónico 

El AH es normalmente degradado por endoglicosidasas específicas llamadas HYALs o 

bien, puede ser degradado de forma inespecífica en respuesta al estrés oxidativo generado 

por ROS. Las HYALs catalizan la hidrólisis del AH promoviendo la ruptura del enlace 

β(1à4). En humanos existen seis miembros pertenecientes a la familia de HYALs, siendo 

las isoformas HYAL1, HYAL2 y HYAL3 las que mayor actividad enzimática presentan, 

clivando un tercio del total de AH por día 73. La actividad de estas enzimas genera las 

especies de BPM de AH, o incluso fragmentos muy cortos de AH denominados oligómeros 

de AH (oAH), que pueden conducir, entre varias funciones, hacia un perfil inmunológico pro-

inflamatorio y pro- angiogénico 74,75. Específicamente, el AH de APM es escindido por 

acción de las HYALs presentes en la membrana plasmática (HYAL2 y HYAL3) para 

obtener formas de AH de BPM. Este luego puede internalizarse hacia los lisosomas donde 

se completará su clivaje por la HYAL1 para formar oAH que pueden redirigirse a la MEC 

nuevamente por exocitosis 39 (Figura 8). La degradación del AH mediada por las HYALs es 

la principal fuente de AH de BPM en los tumores; y la acumulación de AH de BPM produce 

la remodelación del MAT, lo que se asocia estrechamente con la agresividad del tumor 76–

78. En varios tipos de tumores se reportó una sobre-expresión de HYALs y en muchos de  

Figura 8. Mecanismos de degradación de AH. El AH es escindido por HYALs específicas. La HYAL-2 se encuentra en 
la membrana plasmática y genera AH de BPM. Este se internaliza hacia los lisosomas y se escinde en oligosacáridos 
por acción de la HYAL-1 lisosomal, para finalmente exponerse nuevamente en el espacio extracelular por exocitosis. 
En cáncer se ha demostrado que los oAH exhiben actividad biológica diferencial a otras especies de AH, son 
reconocido diferencialmente por los receptores de AH y pueden generar en consecuencia un entorno pro-
inflamatorio y pro-angiogénico. Figura adaptada de Krupkova et al. Expression and activity of hyaluronidases HYAL-

1, HYAL-2 and HYAL-3 in the human intervertebral disc, European Spine Journal, 2020. 



 

18 
 

ellos se han propuso como un biomarcador 79,80. Por ejemplo, se ha determinado que la 

expresión de HYAL1 y HYAL2 se encuentra elevada en melanoma 81, cáncer de vejiga 82, 

cáncer de próstata 83 y en carcinoma no microcítico de pulmón 84. En el caso de cáncer de 

mama, estudios previos reportaron que la hipoxia en el tumor y en su microambiente tiene 

un efecto positivo en la actividad de las enzimas HYALs, lo que resulta en la producción de 

fragmentos de AH de BPM que promueven la angiogénesis 85. Más aún, se observaron 

altos niveles de actividad de estas enzimas en metástasis cerebrales humanas 86 y cáncer 

de mama metastásico 87, lo que propone a las HYALs como indicadores prometedores de 

la progresión tumoral. 

2.2.1.2. Receptores de ácido hialurónico 

Como se mencionó anteriormente, el AH interacciona con distintos receptores de la 

membrana plasmática. El principal receptor que media las señalizaciones inducidas por el 

AH es CD44. CD44 es una proteína de adhesión que se expresa en varios tipos celulares, 

incluyendo leucocitos, fibroblastos, CEs, células epiteliales, macrófagos, entre otros. Si bien 

CD44 es el principal receptor de AH, éste también es capaz de unirse a otros componentes 

de la MEC como colágeno, fibronectina, condroitin sulfato, entre otros 88. CD44 media 

señales intracelulares cumpliendo un rol fisiológico en procesos de adhesión, proliferación 

y migración celular. Sin embargo, la unión del AH con CD44 también puede favorecer 

procesos asociados a condiciones no fisiológicas, como las observadas durante el 

desarrollo tumoral 41 (Figura 9). CD44 es capaz de reconocer selectivamente cadenas de 

AH de diferentes longitudes e iniciar respuestas de señalización al unirse a fragmentos de 

AH de un rango de tamaño específico 89. La expresión elevada de CD44 ha sido demostrada 

en distintos tipos de cáncer, y es considerado un marcador clave de células madre 

tumorales de distintos tipos de tumores 90,91. 

Otra molécula que actúa como receptor del AH es RHAMM (por sus siglas en inglés: 

Receptor for Hyaluronic Acid-Mediated Motility). En la membrana plasmática, RHAMM 

funciona como una proteína de unión al AH que se une y activa a CD44 desencadenando 

una vía de señalización relacionada a la proliferación celular. RHAMM ha sido asociado con 

muchas funciones que incluyen la regulación y movilidad de CEs y macrófagos, entre otras. 

De esta forma, muchos reportes son consistentes con el rol de RHAMM e el proceso 

inflamatorio y la migración de CEs, contribuyendo a la cicatrización de heridas y a la 

angiogénesis in vivo 92.  
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Se ha demostrado también que el AH tiene capacidad de unirse a otras moléculas y 

receptores, como lo son LYVE-1 y los receptores tipo toll, TLR2 y TLR4. LYVE-1 es una 

proteína estructuralmente similar a CD44 presente en células endoteliales linfáticas, el cual 

es necesario para respuestas de células T específicas de antígeno 93. Se ha determinado 

que la interacciones AH-LYVE-1 pueden influir en la inflamación y la administración de 

fármacos 94.  Además, el AH de BPM es capaz de unirse a receptores involucrados en la 

respuesta inmune tales como TLR2 y TLR4 95, lo cual puede inducir diversas señales 

intracelulares que estimulan la expresión de genes diana y la producción de citoquinas y 

chemoquinas pro-inflamatorias (Figura 9) 96.  

 

2.2.1.3. Modulación de señales en el microambiente tumoral a través del AH y CD44 

Tal como se mencionó anteriormente, una producción anómala de AH promueve 

diversos procesos biológicos patológicos como los observados durante el desarrollo 

tumoral. A través de la interacción con sus receptores, el AH favorece la proliferación 46, 

angiogénesis 97, resistencia a la apoptosis y a multidrogas 98,99, la modulación del sistema 

inmune 100, la invasión y la metástasis 101. Más aún, la concentración de AH en tumores 

malignos es más alta que en tumores benignos y que en tejidos normales, e incluso en 

ciertos tumores los niveles de AH se utilizan como posibles indicadores de diagnóstico y 

malignidad 102–106. Por otro lado, se ha estudiado ampliamente el rol de las formas de APM 

Figura 9. Principales cascadas de señalización mediadas por AH y sus receptores. La unión de HA a sus distintos 
receptores de membrana plasmática desencadena una variedad de eventos de señalización que generan la 
activación de efectores intracelulares como Akt, PI3K, ERK1/2 y NF-kB. Estos eventos de señalización impulsan 
finalmente la proliferación, la invasión y la angiogénesis. Figura adaptada de Amorim et al., Extracellular Matrix 

Mimics Using Hyaluronan-Based Biomaterials, Trends in Biotechnology, 2021. 
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y BPM de AH en contexto tumoral, determinando que ambas pueden coexistir en el MAT y 

unirse a los receptores de AH eficientemente. 

Todos los procesos en los cuales el AH presenta un rol clave dependen de la interacción 

de este GAG con sus receptores de membrana, principalmente CD44, el cual puede 

transmitir la señal generada hacia el interior celular y desencadenar una respuesta en la 

propia célula tumoral o en las células asociadas que forman parte de su microambiente. A 

continuación, se detallarán las vías de señalización más importantes activadas por la 

señalización AH-CD44, parte de las cuales se estudiarán en la presente tesis (Figura 10): 

 

I. AH-CD44 y Rho-GTPasas:  

La interacción AH–CD44 induce la activación de la señalización de RhoGTPasas, que 

produce cambios implicados en la sobrevida, migración e invasión de las células tumorales. 

CD44 está vinculado a pequeñas proteínas de unión a GTP como RhoA y Rac1. Se ha 

demostrado que la interacción AH de APM-CD44 conduce a la activación de Rac1 iniciando 

la formación de actina cortical y fortaleciendo la conexión entre CEs. Por otro lado, el AH 

Figura 10. Interacción AH-CD44. CD44 es una glicoproteína transmembrana presente en diversos tejidos. Tiene 
un dominio citoplasmático que se fosforila por unión al AH para transmitir la señal inducida al interior celular. 
Existen múltiples efectores intracelulares para dicha señal, como proteínas del citoesqueleto (ankirinas), Rho-
GTPasas, PI3-Kinasas, β-catenina; así como la liberación de enzimas degradantes de la MEC (MMPs). Estas 
interacciones generan múltiples funciones celulares como la adhesión, crecimiento e invasión, angiogénesis y 
metástasis. Figura adaptada de Spinelli et al. The immunological effect of hyaluronan in tumor angiogenesis, 

Clinical and translational Immunology, 2015. 
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de BPM se une a CD44 y promueve la formación del complejo RhoA-GTP, que estimula la 

serina/treonina quinasa, lo que lleva a la formación de fibras activas en estrés y la ruptura 

de la barrera endotelial. Estos eventos desencadenados por el AH de BPM causan la 

ruptura del endotelio, evento importante en la angiogénesis tumoral y la metástasis del 

cáncer 41. 

II. AH–CD44 y PI3K/Akt:  

El AH induce la formación de un complejo que contiene CD44, ErbB2, fosfatidilinositol-

3-quinasa (PI3K), ezrin y la proteína chaperona HASP90. Se encontró que este complejo 

se ensambla y permite la señalización a través de ErbB2 y la activación de PI3K. PI3K 

finalmente fosforila a la proteína Akt causando su activación, lo que se transduce en la 

expresión de genes diana que favorecen la sobrevida celular 107. La activación anormal de 

esta vía conduce a una respuesta proliferativa y anti-apoptótica sostenida que conduce a la 

supervivencia de las células tumorales y promueve el desarrollo de cáncer 108. Se ha 

determinado que el AH es capaz de modular la vía PI3K/Akt en diferentes tipos de tumores, 

tales como el linfoma, el carcinoma de colon y de pulmón 98. A su vez, la activación de esta 

vía en células tumorales puede aumentar la secreción de VEGF a través del factor inducible 

por hipoxia (HIF-1a) y modular la expresión de otros factores angiogénicos como el óxido 

nítrico y angiopoyetinas 109. Por esto, su estudio es parte crucial para el entendimiento de 

los procesos de carcinogénesis. 

III. AH–CD44 y Wnt/β-catenina:  

Otro punto interesante en la interacción AH-CD44 es la activación de la vía de 

señalización Wnt/β-catenina. La vía de señalización de Wnt controla la polaridad celular, la 

auto-renovación y la proliferación. En presencia de ligandos Wnt, β-catenina (no fosforilada) 

se transloca al núcleo y activa la transcripción de genes diana como la ciclina D1 y c-myc. 

Estos genes son importantes reguladores de ciclo celular y la proliferación 110, procesos 

claves relacionados estrechamente con la progresión de distintos tipos de cáncer 111. Se 

determinó que la tirosin-quinasa ErbB2, previamente descripta, se encuentra modulada por 

la interacción AH-CD44 y promueve también la fosforilación de β-catenina, lo que conduce 

a la disminución de la adhesión celular y la desregulación del ciclo celular en células de 

cáncer de ovario 112,113. A su vez, alteraciones en la vía Wnt disminuyen la expresión de 

CD44 y VEGF en diferentes tipos de tumores, lo que confirma el rol de la vía Wnt en la 

carcinogénesis y angiogénesis tumoral 114,115. 
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IV. AH-CD44 y SDF1a-CXCR4:  

La vía de señalización entre CXCR4 y su ligando SDF1a intervienen en la angiogénesis 

y la invasión; y se ha demostrado que dicha señal puede estar modulada por la unión del 

AH a CD44. SDF1a estimula la angiogénesis tumoral al actuar directamente sobre las CEs 

que expresan CXCR4. También participa en la metástasis, favoreciendo la migración, el 

establecimiento y la retención de células en microambientes específicos, donde las células 

metastásicas que expresan CXCR4 se alojan en órganos que expresan SDF1a 116. 

Particularmente, el eje SDF1a/CXCR4 es importante para la localización de células de 

cáncer de mama en sitios metastásicos, incluidos los huesos y los pulmones 117. En este 

sentido, se ha determinado que el AH de APM aumenta la señalización de CXCR4 inducida 

por SDF1a en células tumorales como en CEs asociadas a dicho tumor a través de la 

activación de la vía MAPK y la fosforilación de ERK, lo que condujo a una modulación 

positiva de la angiogénesis tumoral 118. 

2.2.1.4.  Efecto del AH sobre la angiogénesis tumoral, la resistencia a drogas y el 

metabolismo de las células tumorales  

I. Angiogénesis tumoral 

La angiogénesis es un proceso esencial en el crecimiento tumoral y la metástasis, el cual 

requiere eventos celulares secuenciales específicos, como la activación de las CEs, la 

degradación de la membrana basal, la migración de las CEs y la invasión del estroma 119. 

Además, no solo las células tumorales contribuyen en este proceso a través de la liberación 

de factores pro-angiogénicos, sino que las células inflamatorias, los fibroblastos estromales, 

las células perivasculares y otras células estromales asociadas a cada tumor contribuyen 

significativamente a la producción de factores pro-angiogénicos. Estos factores 

desencadenan una cascada angiogénica acompañada de la disociación de los pericitos de 

los vasos sanguíneos, la degradación de la membrana basal y la proliferación y migración 

de las CEs 120 (Figura 11). Por lo tanto, la MEC que rodea la vasculatura, ya sea proveniente 

de las células tumorales o de las células asociadas al tumor puede afectar la angiogénesis, 

ya sea positiva o negativamente 121. 

La MEC modula la formación de la red tubular de CEs y, por lo tanto, influye en la 

angiogénesis a través de múltiples mecanismos involucrados en la regulación del 

comportamiento de las CEs. En este sentido, el AH de BPM y los oAH son considerados 

factores pro-angiogénicos, ya que estimulan la proliferación, migración y formación de 
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capilares sanguíneos 122. A su vez, tal como se describió en la sección anterior, los 

fragmentos de AH pueden desencadenar diferentes cascadas de señalización a través de 

interacciones con CD44 las cuales culminan en la activación de la angiogénesis 116,123,124. 

Por otro lado, el AH de APM es considerado anti-angiogénico ya que inhibe la proliferación 

y migración de las CEs 125. Sin embargo, existe evidencia que indica que su rol seria 

controversial ya que puede presentar características pro-angiogénicas dependiendo de 

ciertas interacciones con otros componentes de la MEC. Específicamente, distintos 

estudios in vivo sugirieron que el AH de APM podría resultar pro-angiogénico por interacción 

con el PG versican, favoreciendo la movilización de células del estroma y la potenciación 

de la angiogénesis inducida por FGF-2 126.  

 

La modulación de la MEC del MAT no solo depende de la célula tumoral, sino que las 

distintas células asociados al tumor pueden alterar la MEC y favorecer aún más la 

angiogénesis. Por su parte, las CEs microvasculares expresan altos niveles de CD44, 

RHAMM y HYAL2 127–129 y se han considerado críticos para la formación de nuevos vasos 

Figura 11. Angiogénesis tumoral. Las células tumorales liberan factores pro-angiogénicos, como VEGF, que se 
difunden hacia los tejidos cercanos y se unen a receptores en las células endoteliales preexistentes. Esta interacción 
lleva a la activación de células endoteliales y secreción de diversas enzimas proteolíticas como MMPs. Estas 
proteasas solubles degradan la membrana basal y la matriz extracelular, permitiendo la proliferación de las células 
endoteliales activadas; y su posterior migración hacia el microambiente tumoral. Figura adaptada de Cristofanilli 

et al., Angiogenesis modulation in cancer research: novel clinical approaches, Nature Reviews Drug Discovery, 2002. 
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sanguíneos: CD44 es el principal receptor para la adhesión y proliferación de las CEs, 

mientras que RHAMM es esencial para la invasión de dichas células.  

Respecto a las células inmunes asociadas a tumores, los macrófagos asociados a 

tumores se infiltran preferentemente en los tumores mamarios de una manera dependiente 

de AH y de sus moléculas de unión, mejorando la neo-vascularización y el crecimiento 

tumoral 130,131. Por su parte, los fibroblastos asociados a tumor producen componentes de 

la MEC y sus enzimas degradantes, lo que los involucra en la remodelación de la MEC y la 

generación de un MAT favorable para la proliferación e invasión de células tumorales. 

Particularmente, la sobre-producción de AH en estos fibroblastos asociados a tumores 

mamarios espontáneos conduce a la acumulación de estos fibroblastos en el estroma 

tumoral, y a través de la activación de señalización paracrina vía CCL2 y VEGF contribuye 

al reclutamiento de progenitores de CEs, lo que favorece al proceso de angiogénesis 132–

134. 

II. Resistencia a drogas 

Tradicionalmente, las células tumorales se han estudiado como poblaciones 

mayoritariamente homogéneas hasta en estadios más avanzados de la progresión tumoral, 

cuando la proliferación descontrolada combinada con el aumento de la inestabilidad 

genética generaría distintas subpoblaciones clonales. Sin embargo, en los últimos años, se 

ha acumulado contundente evidencia que apunta a la existencia de una mayor 

heterogeneidad tumoral desde la carcinogénesis y a la diferenciación de subpoblaciones 

de células neoplásicas responsables de la aparición de resistencia a multidrogas. La 

aparición de resistencia implica que la efectividad de la terapia quimioterapéutica 

disminuya, lo que la convierte en la principal causa de recidivas y la aparición de metástasis. 

Dentro de los mecanismos por los cuales las células tumorales pueden desarrollar la 

resistencia a drogas se encuentran el aumento en la expresión de bombas de expulsión de 

drogas alojadas en la membrana plasmática de las células, la resistencia a la apoptosis y 

autofagia celular, la inducción de hipoxia y cambios epigenéticos, la reparación en el daño 

del ADN, cambios metabólicos, entre otros 135 (Figura 12).  

Uno de los factores clave en el desarrollo de resistencia a drogas es la existencia de una 

subpoblación de células tumorales denominadas células madre tumorales (CSC – del inglés 

cancer stem cells), las cuales pueden impulsar el crecimiento tumoral y la metástasis 136. 

Esta población celular se caracteriza por la expresión de distintos marcadores asociados a 

cada tipo celular tumoral. Sin embargo, CD44, el principal receptor del AH, es uno de los 
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marcadores encontrados en la mayoría de los tumores. A su vez, las CSC se caracterizan 

por una alta expresión de bombas de expulsión de drogas dependientes de ATP 

pertenecientes a la familia ABC, lo cual le confiere características clave 137. 

 

Si bien los fármacos disponibles actualmente pueden reducir los tumores metastásicos, 

estos efectos son transitorios y, a menudo no se extiende sensiblemente la vida del paciente 

138. Una de las razones del fracaso de estos tratamientos es la adquisición de mecanismos 

de resistencia a los fármacos por las células tumorales a medida que evolucionan; otra 

posibilidad es que las terapias existentes no eliminen a las células CSC de manera efectiva. 

Se han desarrollado terapias contra la población mayor de células tumorales debido a que 

a menudo se identifican por su capacidad para reducir la masa tumoral. Por estas causas, 

las terapias a desarrollarse a futuro tienen que dirigirse más específicamente contra las 

CSC, ya que favorecería respuestas efectivas en tumores primarios e incluso en tumores 

metastásicos. En relación con la MEC, se ha determinado que el AH promueve el 

Figura 12. Principales mecanismos de desarrollo de resistencia a multidrogas. La aparición de resistencia a 
multidrogas es una de las causas principales de la falla del tratamiento antineoplásico. Este proceso está relacionado 
con la combinación de diferentes mecanismos regulados por cascadas de señalización intracelulares, señales 
provenientes de la MEC, eventos epigenéticos y la reprogramación metabólica. Esto produce el mantenimiento y/o 
renovación de células progenitoras tumorales resistentes que pueden generar la reaparición del tumor. Figura 
adaptada de Wu et al., Multi-drug resistance in cancer chemotherapeutics: mechanisms and lab approaches, Cancer 

letters, 2014.  
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mantenimiento de las propiedades asociadas a las CSC a través de diversos mecanismos, 

entre los cuales se encuentran la aparición de resistencia a drogas, la transición epitelial-

mesenquimal, la reprogramación metabólica, la resistencia al estrés oxidativo, entre otros 

45,139.  

A su vez, otra de las causas de una alta resistencia a los agentes quimioterapéuticos es 

la sobre-expresión de diferentes transportadores de membrana tipo “bombas” dependientes 

de ATP (ABC), tales como como ABCB1 (glicoproteína-P, Gp-P), ABCC1, ABCG2 entre 

otros. Los mismos presentan un rol crucial en el eflujo de los fármacos desde el interior 

celular 140; por lo que un aumento en la expresión de los mismos implica mayor eflujo de las 

drogas quimioterapéuticas hacia el exterior celular, lo que disminuye su eficacia y favorece 

el desarrollo de resistencia. Se ha demostrado que la interacción AH-CD44 afecta la función 

de los transportadores de drogas mediante varios mecanismos, incluida la modulación de 

su expresión génica y su actividad 141,142. Por otro lado, se ha descubierto que los oAH 

pueden inhibir la interacción de CD44 con transportadores ABCG2 y Gp-P en la membrana 

plasmática y aumentan la sensibilidad de las células tumorales a agentes 

quimioterapéuticos como DOX y vincristina 143,144. 

Otro de los procesos celulares que ha sido recientemente asociado a la aparición de 

resistencia a drogas es la autofagia. La misma se caracteriza por la formación de vesículas 

denominadas autofagosomas las cuales engloban contenido celular citoplasmático u 

organelas, se fusionan con los lisosomas y su contenido es digerido por hidrolasas 

lisosomales. Las macromoléculas resultantes son recicladas y catabolizadas, generando 

energía utilizable por las células ante una disminución de nutrientes o en respuesta a estrés; 

y contribuyendo finalmente a la supervivencia celular. Respecto al cáncer, se ha 

demostrado que tanto la quimioterapia, radioterapia y la terapia endocrina activan la 

autofagia en las células tumorales 145 (Figura 13). Más aún, distintos estudios determinaron 

que la autofagia inducida por la quimioterapia promueve la supervivencia de diferentes 

modelos de cáncer de mama, colon y esófago 146–148. Recientemente, se informó que la 

autofagia facilita el desarrollo de resistencia a tamoxifeno y herceptina en células de cáncer 

de mama 149,150. De principal interés para esta tesis se observó que el tratamiento con la 

antraciclina EPI indujo la autofagia en un modelo de cáncer de mama humano sensible a la 

terapia hormonal, protegiendo a las células de la apoptosis inducida por EPI 146,151.  

En relación con el AH, se determinó que la presencia de oAH y su interacción con CD44 

provoca la muerte celular por autofagia a través del estrés del retículo endoplásmico en 
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leucemia linfoblástica aguda 152. Por otro lado, inhibir la expresión de HAS3, o bloquear al 

receptor CD44 inhibió la proliferación de células de glioma in vitro e in vivo debido a la 

inhibición de la autofagia y a la detención del ciclo celular en G1; efectos similares a los 

encontrados cuando se trataron las células con el inhibidor de la síntesis de AH 4-MU 153. 

 

Por otro lado, las células que forman parte del MAT (fibroblastos, CE, adipocitos, células 

inmunes y células madre derivadas de médula ósea) podrían favorecer la resistencia a la 

quimioterapia a través de diversos mecanismos. De particular interés resultan las CE, las 

cuales desarrollan sus propias vías específicas de resistencia durante el tratamiento 

quimioterapéutico. Dentro de los mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia se 

encuentran la resistencia a la muerte celular por apoptosis. Se ha observado que durante 

un tratamiento antitumoral y anti-angiogénico combinado, las CE adquirieron resistencia al 

fármaco sunitinib durante el tratamiento con DOX 154. En concordancia con lo anterior 

expuesto, se ha determinado que las CE son capaces disminuir la eficacia de la 

quimioterapia a través del incremento de la expresión de los transportadores ABC 155,156. 

Por esta razón, es crucial realizar un enfoque integral del MAT y buscar estrategias 

terapéuticas que promuevan la eliminación de los distintos tipos celulares asociados al 

tumor para minimizar la progresión del tumor y el riesgo de recurrencia.  

Figura 13. Autofagia en cáncer. La autofagia se activa en respuesta a diversas condiciones de estrés celular y 
distintas señales recibidas desde el interior o exterior celular. Una vesícula de doble membrana comienza a 
formarse y alargarse en un autofagosoma para contener los componentes dirigidos a la degradación intracelular, 
incluidas las mitocondrias, las organelas dañadas, etc. El autofagosoma maduro conteniendo los componentes de 
degradación intracelular luego se fusiona con el lisosoma y forma un autolisosoma, que proporciona un entorno 
ácido para que las enzimas hidrolíticas se activen y generen precursores sencillos aprovechables por la célula 
tumoral. Figura adaptada de White et al., Autophagy Regulates Stress Responses, Metabolism, and Anticancer 

Immunity, Trends in Cancer, 2021.  
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III. Perfil metabólico de las células tumorales 

Uno de los mecanismos estrechamente relacionado con la progresión tumoral es la 

adaptación del perfil metabólico de las células tumorales hacia un desbalance que favorece 

la glucólisis sobre la respiración celular mitocondrial, la cual sería teóricamente más 

eficiente energéticamente en términos de rendimiento de ATP. Sin embargo, las células 

tumorales logran re-programar su metabolismo a través del llamado “efecto Warburg” 157 

(Figura 14). La disfunción mitocondrial, el favorecimiento de un ambiente hipóxico y la re-

programación metabólica a través de oncogenes específicos son los procesos iniciales 

necesarios para la obtención anormal de energía. En este sentido, las células tumorales 

favorecen el metabolismo anaeróbico de la glucosa a través distintos procesos: i) la sobre-

expresión de los transportadores de glucosa que favorecen su ingreso a la célula, ii) la 

formación de lactato mediante fermentación láctica a partir del piruvato por acción de la 

enzima lactato deshidrogenasa (LDH), y iii) su liberación al exterior celular. Un aumento en 

la expresión y actividad de dicha enzima implica una mayor producción de lactato, lo que 

favorece a su vez la sobre-expresión de los transportadores de lactato en la superficie de 

la membrana plasmática. Como consecuencia, la concentración de lactato en el medio 

extracelular genera la acidificación del mismo, lo cual resulta favorable para la progresión 

tumoral. Un MAT ácido puede modular la migración celular, angiogénesis y el escape 

inmunológico ya que promueve la liberación de diversos factores de crecimiento tales como 

VEGF, TGFb, IL-1 y HIF1a incluso en condiciones normales de oxígeno 158,159. A su vez, un 

aumento en la concentración de lactato está positivamente correlacionado con la aparición 

de resistencia a la radioterapia 160. 

Tal como se ha descrito anteriormente, la reprogramación metabólica de las células 

tumorales está influenciada tanto por factores propios de la célula como por factores 

extrínsecos provenientes del MAT; uno de estos es la presencia de moléculas 

características de la MEC como el AH 44. Más aún, existe una estrecha relación entre el 

metabolismo del AH y el metabolismo celular, ya que sus precursores se obtienen a partir 

de la glucosa. En este sentido, se ha determinado que la síntesis de AH favorece las 

propiedades tipo CSC a través de la reprogramación metabólica y la vía biosintética de las 

hexosaminas, de la cual se obtiene la UDP-GlcNAc. En concordancia, un modelo animal de 

xenoinjerto generado con células que sobre-expresaban HAS3 demostró que la 

acumulación de AH en los tumores se correlacionó con un incremento en la hipoxia y la 

acidificación del tumor 161. A su vez se determinó que la sobre-producción de AH desplazó 

el metabolismo celular hacia la glucólisis y fermentación en las células de cáncer de mama 
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44, lo que indica que el AH actúa como un regulador clave del metabolismo celular. 

Interesantemente, la señalización a través de AH-CD44 también puede modular la 

liberación de lactato, gracias a la co-localización de CD44 con receptores anexos como 

CD147 que afecta la función de los transportadores de lactato 162.  

 

Por otro lado, la enzima UGDH se encuentra implicada estrechamente con la regulación 

del metabolismo celular y con la producción del otro precursor del AH, el UDP-GlcUA 64. Se 

ha determinado que en un modelo de cáncer de mama anular la expresión de UGDH o 

utilizar 4-MU inhibió la invasión celular a través de la reprogramación metabólica 163. De 

forma similar, se determinó una relación estrecha entre genes relacionados con la MEC y 

el metabolismo celular en cáncer colorrectal, entre los que se encontraban enzimas 

colagenasas, metaloproteinasas, LDH y UGDH, los cuales juegan un papel crucial en el 

desarrollo de la enfermedad 164. Por esto, es necesario un análisis integral del metabolismo 

de AH y sus precursores, considerando la relación estrecha existente con la reprogramación 

metabólica de las células y sus requerimientos energéticos.  

Figura 14. Reprogramación metabólica en células tumorales: efecto Warburg. Las células tumorales reprograman 
su metabolismo glucídico para obtener energía principalmente desde el proceso de glucólisis, independientemente 
de la presencia o ausencia de oxígeno. El piruvato producido por dicho proceso no se dirige a la matriz mitocondrial, 
sino que se acumula en el citoplasma para ser sustrato de la fermentación láctica, para producir lactato. Existe una 
retroalimentación positiva de todo el mecanismo, dado por la sobre-expresión de los transportadores de glucosa y 
lactato y las enzimas involucradas en la glucólisis y fermentación láctica. El lactato generado se libera al medio 
extracelular donde promueve la proliferación celular y la progresión tumoral. Figura adaptada de Kim et al., 

Regulation of Cancer Metabolism by Deubiquitinating Enzymes: The Warburg Effect, International Journal of 

Molecular Sciences, 2021.  
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CAPÍTULO II: HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
 

 

 

1. HIPÓTESIS 

El AH es un modulador del comportamiento tumoral en este microambiente, capaz de 

afectar la respuesta a antraciclinas y la respuesta angiogénica. Su efecto requiere de la 

interacción con sus receptores y de la activación de vías de señalización específicas. Por 

lo tanto, la modulación del metabolismo de AH es un blanco terapéutico a considerar 

según el tipo de cáncer. 

 

 

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1. Objetivo general  

El aumento del número de recidivas en cáncer es consecuencia de la aparición o 

existencia de células tumorales resistentes al tratamiento quimioterapéutico, entre ellas 

las células madres tumorales capaces de continuar en proliferación y regenerar el tumor. 

La desregulación de la matriz extracelular en microambiente tumoral es esencial para el 

proceso de metástasis y la adquisición de resistencia a drogas de uso clínico, por lo cual 

el estudio de la expresión del ácido hialurónico en distintos tumores permitirá considerar 

a esta molécula como un marcador o blanco a modular en los procesos patológicos del 

cáncer. En este sentido, el objetivo general del presente proyecto es evaluar al ácido 

hialurónico como modulador de la respuesta al tratamiento quimioterapéutico, con 

antraciclinas analizando la modulación de mecanismos implicados en la angiogénesis y la 

aparición de resistencia a drogas. 
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2.2. Objetivos específicos 
 

a) Evaluar el efecto del agregado de ácido hialurónico exógeno de bajo peso molecular 

en líneas celulares tumorales de diferente etiología sobre:  

  -Modulación de angiogénesis, proliferación celular y apoptosis 
  -Desarrollo de resistencia a drogas  
   
 
 

b) Identificar la presencia de células tumorales resistentes al tratamiento antitumoral en 

combinación con AH exógeno analizando: 

  -Expresión de marcadores de resistencia a drogas 
  -Análisis de vías de señalización involucradas en la aparición de resistencia 
 
  
 
c) Evaluar el efecto de la alteración de la síntesis de ácido hialurónico endógeno en 

líneas celulares tumorales sobre sobre el desarrollo de resistencia a drogas 

estudiando:  

  -Modulación de la proliferación celular, apoptosis y angiogénesis 
-Análisis de diferentes procesos implicados en la respuesta a la 

quimioterapia 
  -Cambios en la expresión de componentes de la matriz extracelular 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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CAPÍTULO III: MATERIALES Y MÉTODOS 
 

1. REACTIVOS GENERALES 

 

1.1. Ácido hialurónico 

El ácido hialurónico de bajo peso molecular utilizado para los experimentos in vitro e 

in vivo (AH de BPM, 1x105 Da – 3,3x105 Da) fue gentilmente provisto por Farmatrade 

Argentina (Contipro a.s.). 

 

1.2. Antraciclinas 

Las antraciclinas que se utilizaron en la presente tesis son la DOX y la EPI. Durante 

las últimas décadas, ambas se han utilizado para el tratamiento de enfermedades 

metastásicas  como terapia adyuvante, y son uno de los fármacos más activos empleados 

en el tratamiento de pacientes con distintos tipos de cáncer 1. La EPI es un derivado de 

la DOX que se obtiene mediante una epimerización axial a ecuatorial del grupo hidroxilo 

en C-4, lo cual genera cambios farmacocinéticos y metabólicos como el aumento del 

volumen de distribución y la eliminación por glucuronidación 2, obteniendo así una menor 

toxicidad. La DOX fue cordialmente donada por Laboratorios FILAXIS s.a. La EPI fue 

adquirida en la compañía Selleckchem. 

 

1.3. Anticuerpos y reactivos 

El anticuerpo anti-β-catenina se adquirió en Millipore. El anticuerpo específico contra 

la proteína gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fue comprado en 

NeoBioLab. El anticuerpo anti-Akt fosforilada (p-Akt: Ser473, Ser472 y Ser474) se 

adquirió en la compañía R&D System. El anticuerpo anti-CD44 conjugado al fluorocromo 

APC se compró en BD BioSciences y el AH conjugado al fluorocromo FITC fue de 

Calbiochem. Los anticuerpos secundarios correspondientes a cada anticuerpo primario 

fueron obtenidos en la compañía Santa Cruz Biotechnology. El kit de detección de 

apoptosis utilizado (Anexina V-FITC) fue adquirido en ImmunoTools. El kit para 

transfección Amaxa Cell Line Nucleofector® V se adquirió en Lonza Cologne AG. El kit 

de detección de citotoxicidad celular fue adquirido en Abcam. La ciclosporina A (CsA) 

fue proporcionada amablemente por Novartis Pharmaceuticals Corporation. 
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1.4. Líneas celulares 

La línea celular EL4 de linfoma T de origen murino (TIB-39™) y la línea celular MDA-

MB-231 de adenocarcinoma mamario humano (HTB-26™) se adquirieron en la 

compañía ATCC®. La línea celular K12 de osteosarcoma murino fue por la Dra. Marcela 

Bolontrade (Instituto de Medicina Traslacional e Ingeniería Biomédica, Hospital Italiano, 

Argentina). La línea celular HMEC-1 de endotelio humano fue proporcionada gentilmente 

por la Dra. Mariana García (Instituto de Investigaciones en Medicina Traslacional, 

Universidad Austral, Argentina). La línea celular MDA-MB-231 fue autenticada por la 

compañía Northgene Ltd. Company, utilizando pruebas de ADN altamente sensibles 

para repeticiones de microsatélites en tándem. Las líneas celulares murinas (EL4 y K12) 

también se analizaron para identificar cada línea celular y descartar contaminación con 

líneas celulares humanas por el Departamento de Control de Calidad del Instituto 

Nacional de Enfermedades Virales Humanas (INEVH, Pergamino, Argentina). 

Para el cultivo celular, las líneas celulares se mantuvieron en medio de cultivo DMEM 

con alto contenido de glucosa (Lab. Microvet) suplementado con 2 μmoles/l de glutamina 

(Lab. Microvet), 100 U/ml de penicilina (Lab. Microvet), 100 mg/ml de estreptomicina 

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

las líneas se mantuvieron en estufas a 37°C con una atmósfera húmeda de 5% de CO2. 

Durante los ciclos de cultivo celular se realizaron controles periódicos de la morfología 

celular, así como controles estrictos de los pasajes y la tasa de crecimiento de cada línea. 

Además, se descartó la presencia de contaminación por micoplasma mediante PCR. 

 

2. CÁLCULO DE IC50 

Para determinar las concentraciones de uso de DOX y EPI, se calculó la concentración 

inhibitoria 50% (IC50, de su sigla en inglés: half maximal inhibitory concentration), que se 

refiere a la concentración de DOX o EPI necesaria para inhibir en un 50% la viabilidad 

celular in vitro. Para ello, se realizaron tratamientos con distintas concentraciones de 

DOX o EPI (ensayo MTT). Los datos de absorbancia obtenidos para cada línea celular 

fueron analizados para calcular el valor IC50 interpolando el valor necesario para 

disminuir la viabilidad del 50% de las células analizadas con el software Prism 

(GraphPad).  
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3. REACTIVOS Y METODOLOGÍAS EMPLEADAS PARA CUMPLIR EL PRIMER Y 

SEGUNDO OBJETIVO PROPUESTOS 

3.1. Análisis de expresión de CD44 y capacidad de unión a AH 

Para determinar la capacidad de unión a AH y los niveles de expresión de su principal 

receptor CD44 en las líneas celulares estudiadas, 5x105 células de la línea EL4, MDA-

MB-231 y K12 fueron procesadas de la siguiente manera: a) para detectar la capacidad 

de unión a AH se incubaron con 20 μg/ml de AH-FITC en solución salina tamponada con 

fosfato (PBS) durante 1 hora a 4°C; b) para  determinar la expresión de CD44 en la 

superficie de la membrana plasmática, las células fueron incubadas con un anticuerpo 

monoclonal anti-CD44 acoplado a APC en una solución de albúmina sérica bovina al 1% 

(BSA) en PBS durante 1 hora a 4°C. Para ambos ensayos, una vez finalizado el tiempo 

de incubación, se lavó dos veces con 1% BSA-PBS. Las muestras se analizaron en un 

citómetro de flujo FACS Canto II (BD Biosciences). Posteriormente, los datos se 

analizaron utilizando el software FlowJo (LLC). 

 

3.2. Tratamientos con AH de BPM y DOX 

Para todos los experimentos se utilizó AH de BPM diluido en agua ultra pura hasta una 

concentración de 6 mg/ml. Según antecedentes propios del laboratorio y bibliografía de 

referencia, las concentraciones de AH de BPM seleccionadas para realizar los fueron 20 

µg/ml y 100 µg/ml (AH 20 y AH 100 respectivamente) 74. La DOX y la EPI se diluyeron en 

una solución salina estéril siguiendo las indicaciones de cada proveedor. Las 

concentraciones de DOX utilizadas en los ensayos fueron 0,5 µM, 1 µM y 2,5 µM (0,5D 

- 1D - 2,5D respectivamente) seleccionadas teniendo en cuenta una concentración de 

droga menor a la requerida para disminuir la viabilidad del 50% de las células (IC50).  

El esquema metodológico planteado para llevar a cabo los experimentos in vitro fue el 

siguiente: las tres líneas celulares (EL4, K12 y MDA-MB-231) se cultivaron con una 

densidad de 1x106 células/ml y fueron sometidas a quiescencia 12 horas previas al inicio 

de cada experimento. Al día siguiente, se adicionó AH de BPM al medio en las dos 

concentraciones de trabajo seleccionadas 20 µg/ml y 100 µg/ml (AH 20 - AH 100 

respectivamente) y luego de 12 horas del tratamiento con AH de BPM, se adicionó DOX 

(0,5D, 1D o 2,5D) para cumplir con un tratamiento de 12 horas en combinación con el AH 

de BPM. Posteriormente, se colectaron los medios condicionados y se conservaron a -



37 
 

80ºC hasta su uso. Las células fueron colectadas teniendo en cuenta cada ensayo a 

realizar una vez finalizado el tratamiento combinado con AH de BPM + DOX (Figura 15).  

 

 

3.3. Ensayo de detección de acumulación intracelular de antraciclinas 

Para evaluar si el tratamiento con AH de BPM podía modular el eflujo de antraciclinas 

a través de la membrana de las células tumorales, se utilizaron 5x105 células tratadas 

como se mencionó anteriormente para analizar la acumulación intracelular de dichas 

drogas. Las antraciclinas utilizadas (DOX y EPI) emiten fluorescencia en un espectro de 

emisión de 550-600 nm detectable por citometría de flujo. Por ello, se pudo cuantificar y 

diferenciar el eflujo de DOX o EPI midiendo  la acumulación intracelular de cada fármaco 

como se describió anteriormente 144. Para estudiar la presencia de bombas de expulsión 

funcionales, se analizó la acumulación de DOX en presencia o ausencia del tratamiento 

con una solución 100 µM de CsA. Las muestras se analizaron con el citómetro de flujo 

FACS Canto II (BD Biosciences) y los datos se evaluaron con el software FlowJo (LLC). 

 

 

Figura 15. Diseño experimental para evaluar in vitro el efecto del AH de BPM sobre el tratamiento con DOX en 
líneas celulares tumorales de diferentes etiologías. Brevemente, las líneas celulares EL4, K12 y MDA-MB-231 se 
cultivaron en condiciones estándar y se plaquearon. Luego de 12 horas de privación de SFB se realizaron los 
tratamientos con AH de BPM (AH 20 y AH 100). Pasadas 12 horas del tratamiento con AH de BPM, se adicionó 
DOX (0,5D; 1D; 2,5D) para completar 24 horas de tratamiento combinado. Una vez finalizados, las células y 
sobrenadantes se utilizaron para realizar los experimentos indicados. 
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3.4. Ensayo de detección de apoptosis con Anexina-V 

Para analizar si el tratamiento con AH de BPM ejercía un efecto modulatorio sobre la 

acción de la DOX en las células tumorales tratadas, se utilizó el ensayo de detección de 

apoptosis basado en la utilización de anexina-V acoplada al fluorocromo FITC 

(InmunoTools). Para ello, 5x105 células fueron tratadas como se mencionó 

anteriormente, y luego se siguieron las instrucciones brindadas por el fabricante para 

realizar la marcación. Las muestras se procesaron con un citómetro de flujo FACS Canto 

II (BD Biosciences) y los datos se evaluaron posteriormente con el software FlowJo 

(LLC). 

 

3.5. Ensayo de formación de tumorosferas 

Este tipo de ensayo se utiliza normalmente para investigar el rol de las interacciones 

entre las células tumorales y la MEC a través del crecimiento de esferas 3D 165. De esta 

manera, es posible simular en un ensayo in vitro la disposición de la MEC de una forma 

similar a la observada en tumores in vivo 166. Para llevarlo a cabo, se partió de 1x104 

células MDA-MB-231 colocadas en 20 µl de medio completo junto con la cantidad de AH 

de BPM necesaria para llegar a la concentración de 20 µg/ml o 100 µg/ml (AH 20 y AH 

100) y la cantidad necesaria de DOX para alcanzar la concentración de 0,5 µM (0,5D). 

Posteriormente, se las colocó en la parte superior de una placa de Petri con PBS en su 

interior para prevenir el efecto de la evaporación. Las células crecieron en forma invertida 

y se mantuvieron en condiciones estándar de cultivo durante 8 días, y una vez finalizado 

dicho tiempo, se tomaron varias micrografías de cada condición y se analizaron utilizando 

el software ImageJ 1.50b (NIH) para el cálculo del volumen de cada tumorosfera 166,167. 

A su vez se analizó la acumulación de DOX y la apoptosis inducida por citometría de flujo 

tal como se mencionó previamente (Figura 16). 

 

3.6. Extracción de proteínas y Western Blot 

Para analizar la expresión de proteínas intracelulares (β-catenina y p-Akt), las líneas 

celulares tumorales fueron tratadas con AH de BPM y DOX como se describió 

anteriormente y luego fueron lisadas con un buffer que contenía: Tris-HCl 0,02 M pH=8, 

NaCl 0,15 M, NaF 0,1M, PMSF 1 mM, Na3VO4 1mM pH=10, glicerol 10% y NP-40 1%; 

en presencia de inhibidores de proteasas (Sigma). Luego se centrifugó a 12000 rpm por 

30 minutos, se conservó el sobrenadante y se midió la concentración proteica utilizando 
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el método de Bradford. Los extractos se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

Posteriormente, cantidades iguales de proteína se resolvieron mediante una 

electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE) y se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Las membranas se incubaron con 

anticuerpos primarios específicos (anti-β-catenina, anti-p-Akt, anti-GAPDH) durante toda 

la noche a 4°C, y luego se incubaron con los correspondientes anticuerpos secundarios 

acoplados a peroxidasa durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se 

detectó la reacción de quimioluminiscencia utilizando una solución estable de peróxido 

de hidrógeno y luminol. Las imágenes se obtuvieron con un analizador de imagen mini 

bioluminiscente ImageQuant 4000 (GE HealthCare LifeSciences) y se analizaron 

densitométricamente utilizando el software ImageJ 1.50b (NIH). 

 

3.7. Ensayo de cierre de herida sobre células endoteliales 

El ensayo de cierre de herida realizado sobre células con capacidad angiogénica 

permite analizar la migración de dichas células bajo diferentes estímulos. En este caso, 

se utilizaron CEs correspondientes a la línea celular HMEC-1 las cuales fueron 

estimuladas con los medios condicionados provenientes de las células tumorales 

tratadas con AH de BPM y DOX, tal como se mencionó previamente. Este método se 

basa en la observación de que, al realizar una herida en una monocapa confluente de 

Figura 16. Ensayo de formación de tumorosferas. Las células MDA-MB-231 se plaquearon en la tapa de una p100 
en forma de gota con el tratamiento de AH de BPM y DOX (0,5D únicamente). Se dio vuelta la placa para que 
crezcan en forma tridimensional y se cultivaron hasta obtener tumorosferas (8 días). Una vez finalizado el 
experimento, se tomaron fotos y se analizó el volumen con el software ImageJ. Las células de cada condición 
fueron procesadas para analizar la acumulación intracelular de DOX y los niveles de apoptosis por citometría de 
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células con potencial angiogénico, las células situadas en el borde tienen la capacidad 

de movilizarse para cerrarla. Para ello, las células HMEC-1 (2,5x105) se cultivaron hasta 

llegar a confluencia total en placas de 24 pocillos, y 18 horas antes de comenzar el 

ensayo fueron sometidas a quiescencia por falta de SFB para evitar posibles efectos de 

proliferación. Para realizar las heridas en cada pocillo se empleó una punta de pipeta 

estéril de 100 µl, creando una línea de área libre de células endoteliales 168. En ese 

momento, las células HMEC-1 se expusieron a los medios condicionados provenientes 

de las células tumorales EL4, K12 o MDA-MB-231 previamente tratadas con AH de BPM 

y DOX. Para el control negativo, las células se expusieron a medio de cultivo DMEM sin 

SFB. También se realizaron controles para descartar posibles efectos residuales de DOX 

o AH de BPM sobre las CEs. En paralelo al cultivo de células tumorales tratadas con AH 

de BPM y DOX se realizaron controles que contenían únicamente el mismo medio de 

cultivo de cada línea celular tumoral con las mismas dosis de AH de BPM (AH 20 y 100) 

y DOX (0,5D, 1D y 2,5D) utilizadas para tratar a las células tumorales. Se respetaron los 

tiempos de cultivo e incubación y luego estos CR se utilizaron como medio de estímulo 

para las CEs HMEC-1. Se capturaron tres imágenes en el mismo punto de coordenadas 

a las 0, 4, 8 y 22 horas después de realizar la herida para el posterior cálculo del área 

libre de células (área libre tiempo 0 – área libre tiempo de ensayo). Las imágenes fueron 

analizadas con el software  ImageJ 1.50b (NIH). 

 

3.8. Ensayo de formación de tubos de células endoteliales 

Para evaluar la capacidad angiogénica de las CEs en un contexto tridimensional, se 

realizó un ensayo de formación de tubos utilizando una matriz de membrana basal 

reducida en factores de crecimiento Geltrex™ (GibcoTM Life Technologies) 169. Para ello, 

se sembraron 40 µl de Geltrex™/pocillo en una placa de 96 pocillos y se dejó polimerizar 

durante 30 minutos a 37ºC. Las células HMEC-1 se mantuvieron en quiescencia durante 

18 horas previas al ensayo, luego se sembraron en los pocillos con Geltrex™ y se 

expusieron a los sobrenadantes de las células EL4, K12 y MDA-MB-231 provenientes de 

los diferentes tratamientos con AH de BPM y DOX. Como control positivo, se utilizaron 

100 ng/ml de VEGF humano recombinante mientras que, como control negativo se utilizó 

solo el medio de cultivo DMEM sin SFB. Después de 4 horas de incubación a 37ºC, las 

células se tiñeron usando una solución de eosina. La cuantificación se realizó analizando 

el área sin células de cinco imágenes por pocillo con el software ImageJ 1.50b (NIH). 
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3.9. ELISA 

Los niveles de secreción de VEGF y FGF-2 de las células tumorales (humano y de 

ratón) se determinaron mediante el kit comercial de ELISA DuoSet (R&D System) a partir 

de los medios de cultivo condicionados colectados luego de los tratamientos con AH de 

BPM y DOX. Los niveles de expresión de FGF- 2 (humano y de ratón) se determinaron 

mediante el kit ELISA DuoSet (R&D System) a partir de los extractos proteicos de todas 

las líneas celulares tratadas con DOX y AH de BPM. Los ensayos se llevaron a cabo de 

acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante. Se detectó la 

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

 

3.10. Ensayo de exclusión de partículas 

Para analizar el efecto de los tratamientos con AH de BPM y DOX sobre los 

componentes de la MEC, se realizó un ensayo de exclusión de partículas. Este ensayo 

se utiliza para visualizar el área pericelular que está compuesta principalmente por AH. 

De esta forma, el ensayo permite detectar el AH pericelular aprovechando sus 

características de encapsulamiento de la célula y, en este caso, bloqueando partículas 

pequeñas y exógenas como los glóbulos rojos 170. Para ello, las células MDA-MB-231 se 

colocaron en una placa de 12 pocillos en baja densidad (3x104) y se trataron con AH de 

BPM y DOX tal como se describió anteriormente. Cuando se completaron los 

tratamientos, se realizó un lavado con PBS y se agregaron glóbulos rojos fijados en alta 

densidad (2x107) a cada pocillo para dejarlos decantar en estufa durante 30 minutos. 

Durante cada ensayo se realizaron controles con enzima hialuronidasa activa. 

Posteriormente, para visualizar el área pericelular compuesta principalmente por AH, se 

tomaron varias micrografías de cada condición y se analizaron utilizando el software 

ImageJ 1.50b (NIH) (Figura 17). 

 

3.11. Ensayo tipo ELISA para la detección de AH soluble 

Debido a que una fracción del AH sintetizado en la membrana plasmática puede ser 

secretado y no quedar anclado a la célula, también se decidió evaluar la concentración de 

este GAG en los sobrenadantes de las células MDA-MB-231 tratadas con AH de BPM y 

DOX. El protocolo de detección utilizado fue adaptado a partir de antecedentes previos 

171 y desarrollado por nuestro laboratorio durante esta tesis. Para realizar dicha técnica 

se eligió utilizar una estrategia tipo “sándwich” en la cual se emplea una proteína 
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específica de unión a AH (del inglés hyaluronan binding protein o HABP) para cubrir una 

placa de 96 pocillos. Posteriormente se colocaron las muestras de los sobrenadantes 

provenientes de las células MDA-MB-231 junto con soluciones de concentraciones 

conocidas de AH como curva estándar, y se adicionó la misma proteína HABP en su 

forma biotinilada. Finalmente se determinó la concentración de AH a través de la 

detección colorimétrica de la actividad de la enzima peroxidasa. Se detectó la 

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

 

3.12. Experimentos in vivo 

Para analizar la posible modulación de un MAT rico en AH BPM en un contexto in vivo, 

se realizaron diferentes modelos tumorales ectópicos murinos. Las células EL4 o K12 

(1x106) fueron inoculadas subcutáneamente en el flanco derecho de ratones C57BL/6 

(EL4) o BALB/c (K12) de cuatro a seis semanas de edad. Para los experimentos in vivo 

con las células MDA-MB-231 se utilizaron ratones Nu/Nu los cuales fueron inoculados 

con 1x107 células para garantizar el desarrollo tumoral en la mayoría de los animales. 

Posteriormente se controló diariamente el crecimiento tumoral y el bienestar general de 

los animales. El tamaño tumoral se calculó midiendo el diámetro menor (d) y el diámetro 

mayor (D) del tumor con un calibre automático, y utilizando la siguiente fórmula para 

Figura 17. Ensayo de exclusión de partículas. Este ensayo se utiliza para visualizar el área pericelular que está 
compuesta principalmente por AH. Las células MDA-MB-231 se colocaron en una placa de 12 pocillos en baja 
densidad (3x104) y se trataron con AH de BPM y DOX tal como se describió anteriormente. Cuando se 
completaron los tratamientos, se realizó un lavado con PBS y se agregaron glóbulos rojos fijados en alta densidad 
(2x107) a cada pocillo para dejarlos decantar en estufa durante 30 minutos. Durante cada ensayo se realizaron 
controles con HYAL activa. Posteriormente, para visualizar el área pericelular compuesta principalmente por AH, 
se tomaron varias micrografías de cada condición (objetivo 40X) y se calculó el área pericelular como la relación 
entre el contorno externo y el contorno interno de cada célula analizada.  
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obtener el volumen en mm3: V = D x d2 x 0,52 47. Cuando los tumores alcanzaron 

aproximadamente un volumen de 85 mm3, se realizaron los tratamientos con AH de BPM 

y DOX de forma intratumoral. A fin de reducir al máximo posible el número de animales 

utilizados, cumpliendo con el principio de las 3R en la utilización de animales de 

experimentación, se decidió utilizar una única concentración de DOX para cada tumor 

establecido, determinada por los resultados obtenidos in vitro. Después de cuatro días o 

al alcanzar un tamaño tumoral máximo de 500 mm3 (punto final humanitario) los animales 

fueron sacrificados y se extrajeron los tumores formados (Figura 18).  

 

Se procesó una sección de cada uno para la realización de tinciones tisulares, para lo 

cual se fijaron en formalina al 4% y se incluyeron en parafina. Con un micrótomo se 

cortaron secciones de 3 µm, las cuales se desparafinaron con xileno y se rehidrataron 

con concentraciones decrecientes de alcohol para luego realizar las tinciones que se 

explicarán en los siguientes ítems. Por otro lado, otra sección de los tumores obtenidos 

se colectó en TriReagent (Molecular Research Center, Inc.) para realizar análisis de PCR 

tal como se mencionará posteriormente. 

 

Figura 18. Diseño experimental para evaluar in vivo el efecto del AH de BPM sobre el tratamiento con DOX. 
Brevemente, se inocularon las células tumorales (EL4, K12 o MDA-MB-231) subcutáneamente en el flaco derecho 
de cada ratón. Las cepas y cantidad de células a utilizar se determinaron según cada tipo celular. Cuando los 
tumores alcanzaron aproximadamente un volumen de 85 mm3, se realizaron los tratamientos con AH de BPM y 
DOX de forma local. Luego de 4 días, se sacrificaron los ratones, se extrajeron los tumores y se los procesó para 
luego realizar los experimentos indicados.  
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3.12.1. Tinción con hematoxilina y eosina 

Las secciones fueron teñidas con hematoxilina-eosina (H-E) para el respectivo análisis 

histológico. Mediante esta tinción se observó la arquitectura general del tejido tumoral y 

las zonas necróticas 172. 

 

3.12.2. Tinción con GSL-I para detección de células endoteliales 

Los cortes histológicos obtenidos del ítem 3.2.12 se tiñeron con 20 µg/ml de lectina I 

proveniente de Griffonia Simplicifolia (Bandeiraea) marcada con fluoresceína (GSL-I, 

Vector Laboratories), la cual se une específicamente a células endoteliales murinas 173, 

y con DAPI (0,3 µg/ml) para detectar los núcleos. Las micrografías se tomaron con un 

microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E800. Las imágenes fueron analizadas con 

el software ImageJ 1.50b (NIH). 

 

3.12.3. RT-qPCR  

Los tumores obtenidos del ítem 3.2.12 recolectados en el reactivo TriReagent 

(Molecular Research Center, Inc.) fueron procesados para la extracción de ARN total. La 

cantidad de ARN obtenido y la integridad del mismo se evaluaron mediante 

espectrofotometría midiendo la densidad óptica a 260-280 nm en un instrumento 

Picodrop®. La síntesis de la cadena complementaria de ADN copia (ADNc) se realizó 

mediante PCR en transcriptasa reversa (RT-PCR) empleando un termociclador Veriti 

(Applied Byosystems) con 200 U de transcriptasa reversa MMLV (Promega) y 2,5 pmol/µl 

de cebadores oligos dT (GenBiotech). Los ADNc se sometieron luego a PCR cuantitativa 

en tiempo real (RT-qPCR) utilizando la estrategia de detección con SYBR Green y 200 

nM de cada cebador específico (Invitrogen) para los ARNm de interés a detectar (Tabla 

2). Las condiciones de reacción fueron las siguientes: 90 segundos a 94°C y luego 40 

ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 60°C y 30 segundos a 72°C. Los niveles 

relativos de ARNm se expresaron como el "cambio de veces" en relación con el gen 

GAPDH. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se añadió 

correspondientemente un control sin plantilla (NTC) durante cada ensayo. 
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3.13. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se determinaron los intervalos de confianza (IC) del 95% 

mediante el cálculo de los valores de la media aritmética y la varianza (error estándar de 

la media o EEM) de tres experimentos realizados de forma independiente. La distribución 

normal de datos y la homogeneidad de la varianza se probaron en todos los casos.  Para 

evaluar si las diferencias entre los valores obtenidos fueron significativas, se utilizó la 

prueba T de Student en el caso de comparaciones entre dos grupos. Se utilizó el análisis 

de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias entre los valores de más de dos grupos 

experimentales. Se utilizó el software Prism (GraphPad), considerando un valor p como 

estadísticamente significativo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001. Es importante 

aclarar que cuando se coloca la significancia encima de cada barra corresponde a 

aquella en comparación con el control basal, mientras que la significancia entre los 

tratamientos se señaliza mediante líneas que van de barra a barra. 

 

 

4. REACTIVOS Y METODOLOGÍAS EMPLEADAS PARA CUMPLIR EL TERCER 

OBJETIVO PROPUESTO 

4.1. Análisis bibliográfico y bioinformático: datos de expresión de UGDH en 

TCGA y análisis de sobrevida 

Para determinar en primera medida el rol de la enzima UGDH en cáncer, se realizó 

una búsqueda bibliográfica en diferentes bases de datos y herramientas bioinformáticas 

para determinar los niveles de expresión de UGDH en distintos tipos de cáncer y su 

relación con la sobrevida de pacientes con cáncer de mama triple negativo (Figura 19). 

Para determinar los datos de expresión génica, se utilizó la sección The Pathology Atlas 

del Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org/) 174, utilizando los datos de expresión 

génica de The Cancer Genome Atlas (TCGA, https://www.cancer.gov/tcga). Los datos 

de RNA-seq en distintos tipos de cáncer se informan como la mediana del número de 

fragmentos por kilobase de exón por millón de lecturas. La distribución normal en el 

conjunto de datos se visualiza con diagramas de caja, que se muestran como la mediana 

y los percentiles 25 y 75. 

Para evaluar el valor pronóstico de la UGDH y otros genes vinculados funcionalmente, 

se empleó la herramienta en línea kmplot.com 174, que permite un metanálisis de la 
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expresión génica en relación con la supervivencia de pacientes con cáncer de mama. 

Los datos de expresión génica se obtuvieron a través del análisis de microarrays 

ampliamente utilizadas de la base de datos GEO y se convirtieron en diagramas de 

Kaplan-Meier 175. Para distinguir entre expresión alta y baja, se seleccionó la mediana 

como valor de corte para reducir el impacto de los valores atípicos y producir números 

iguales en ambas categorías para mostrar solo correlaciones fuertes 176 y se eliminaron 

muestras redundantes para mejorar la calidad de la muestra. Los pacientes fueron 

estratificados por estado de RE, PR y HER2, analizando solo pacientes que tenían 

tumores triple negativos y recibían algún tratamiento de quimioterapia (n = 181). Se 

analizó la expresión de UGDH, HASs, HYALs, factores pro-angiogénicos (VEGF, EGF, 

FGF-2), bombas ABC (ABCC1, ABCC2 y ABCG2) y marcadores de autofagia (ATG16L1 

y LC3-II). La correlación con la supervivencia se visualizó dibujando diagramas de 

supervivencia de Kaplan-Meier. Los ID de Affymetrix correspondientes son: 

203342_at_UGDH; 207316_en_HAS1; 206432_en_HAS2; 223541_en_HAS3; 

210619_en_HYAL1; 206855_en_HYAL2; 211728_en_HYAL3; 210512_en_VEGF; 

204422_en_FGF-2; 206254_en_EGF; 209735_en_ABCG2; 202804_en_ABCC1; 

205887_en_ABCC2; 232612_en_ATG16L1 y 208786_en_LC3-II. Los cocientes de 

riesgos instantáneos mostrados no están invertidos (HR < 1 favorable). 

 

4.2. Silenciamiento del ARNm de UGDH y tratamiento con EPI 

Con el fin de analizar el efecto de la modulación de la expresión de UGDH sobre el 

tratamiento con la antraciclina EPI y la síntesis de AH, se realizaron ensayos combinando 

el silenciamiento de UGDH con el posterior tratamiento con EPI. Para ello, las células de 

adenocarcinoma mamario MDA-MB-231 fueron colocadas en placas de 6 pocillos (1x106) 

y se transfectaron con 50 nM de un ARN pequeño de interferencia (del inglés small 

interference RNA - siRNA) específico contra el ARNm de la enzima UGDH (siUGDH) o 

con un siRNA de control negativo de secuencia aleatoria (del inglés scrambled RNA – 

scr RNA) mediante electroporación usando el kit Nucleofector™ (Amaxa). Después de 

24 horas de incubación, se añadió 1 µM de EPI (1 EPI) para completar 48 horas de 

incubación desde la transfección. Posteriormente, se colectaron los medios 

condicionados de cada tratamiento y se conservaron a -80ºC hasta su uso y las células 

fueron colectadas teniendo en cuenta cada ensayo a realizar posteriormente (Figura 19). 

Es importante destacar que la concentración de EPI utilizada en los ensayos se 
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seleccionó teniendo en cuenta una concentración de droga menor a la requerida para 

disminuir la viabilidad del 50% de las células (IC50) y en base a los resultados obtenidos 

previamente para DOX. 

 

4.3. Ensayo de viabilidad 

Para evaluar la viabilidad celular una vez finalizada la transfección con el siRNA para 

UGDH y el tratamiento con EPI se utilizó la técnica MTT. Para ello, las células MDA-MB-

231 (1x103) se colocaron en placas de 96 pocillos y se incubaron a 37°C con una 

atmósfera de 5% de CO2 durante 24 horas. Todas las muestras se trataron con el 

reactivo MTT y se incubaron a 37°C durante 4 horas. Se detectó la absorbancia 

utilizando el lector de placas iMark™ (Bio-Rad). 

 

4.4. Ensayo de citotoxicidad 

Después de la transfección y el tratamiento con EPI, se evaluó la citotoxicidad celular 

midiendo la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada de las células 

dañadas utilizando el kit de ensayo de citotoxicidad LDH (Abcam). La enzima LDH 

presente en los sobrenadantes celulares es capaz de oxidar el lactato a piruvato, que 

reacciona con una sal de tetrazolio (INT) para formar formazán, un compuesto coloreado 

Figura 19. Esquema metodológico propuesto para evaluar el efecto de la alteración de la síntesis de AH sobre 
el desarrollo de resistencia a EPI. Flujo de trabajo llevado a cabo para estudiar el rol de la enzima UGDH en la 
progresión del cáncer de mama y la resistencia a EPI. Se realizó un análisis integral que incluye análisis 
bioinformático, experimentos in vitro con líneas celulares y el estudio de la expresión de UGDH en muestras de 
pacientes oncológicos.  
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capaz de ser detectado. Los sobrenadantes de las células MDA-MB-231 transfectadas y 

tratadas con EPI se analizaron siguiendo el protocolo del fabricante. Se detectó la 

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

 

4.5. Ensayo de detección de acumulación intracelular de antraciclinas 

Tal como se mencionó previamente, es posible detectar la acumulación intracelular 

de las antraciclinas por citometría de flujo. Con el fin de evaluar si el silenciamiento de la 

enzima UGDH era capaz de modular el eflujo de EPI a través de la membrana de las 

células tumorales, se utilizaron 5x105 células MDA-MB-231 transfectadas y tratadas con 

EPI tal como se mencionó anteriormente a fin de determinar la acumulación intracelular 

de EPI 144. Las muestras se analizaron con el citómetro de flujo FACS Canto II (BD 

Biosciences) y los datos se evaluaron con el software FlowJo (LLC). 

 

4.6. Ensayo de detección de apoptosis con Anexina-V 

Para analizar si la transfección con el siRNA contra UGDH ejercía un efecto 

modulatorio sobre la acción de la EPI en las células tumorales MDA-MB-231, se utilizó 

el ensayo de detección de apoptosis basado en la utilización de anexina V-FITC 

(InmunoTools). Para ello, las células MDA-MB-231 fueron tratadas como se mencionó 

anteriormente y se siguieron las instrucciones brindadas por el fabricante para realizar la 

marcación. Las muestras se procesaron con un citómetro de flujo FACS Canto II y los 

datos se evaluaron posteriormente con el software FlowJo (LLC). 

 

4.7. Procesamiento de conjuntos de datos provenientes de microarrays 

Para investigar la expresión de UGDH en diferentes modelos de cáncer de mama, 

decidimos utilizar conjuntos de datos de microarrays disponibles públicamente de cuatro 

líneas de células tumorales con diferentes estados de expresión de los receptores RE, 

RP y HER2. Se utilizó un conjunto de datos de microarrays disponible públicamente 

(GSE54326) para comparar los niveles de expresión diferencial de UGDH en células de 

cáncer de mama resistentes a antraciclinas y células control. Se utilizó la herramienta 

NCBI GEO2R (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) para analizar los niveles de 

expresión de ARNm de UGDH. 
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4.8. RT-qPCR a partir de muestras celulares 

Luego de la transfección con el siRNA para UGDH y el tratamiento con EPI, se extrajo 

el ARN total utilizando PureLink® RNA Mini Kit Life Technologies (Life Technologies). La 

cantidad de ARN obtenido y la integridad del mismo se evaluaron mediante 

espectrofotometría, midiendo la absorbancia a 260-280 nm en un instrumento 

Picodrop®. La síntesis de la cadena complementaria de ADN copia (ADNc) se realizó 

mediante PCR en transcriptasa reversa (RT-PCR) empleando un termociclador Veriti 

(Applied Byosystems) con 200 U de transcriptasa reversa M-MLV (Promega) y 2,5 

pmol/µl de cebadores oligo dT (GenBiotech). Los ADNc se sometieron luego a PCR 

cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) utilizando la estrategia de detección con SYBR 

Green o sondas Taqman ® según corresponda (Tabla 2). Los niveles relativos de ARNm 

se expresaron como el "cambio de veces" en relación con el gen GAPDH. Todas las 

determinaciones se realizaron por duplicado y se añadió correspondientemente un 

control sin plantilla (NTC) durante cada ensayo. 

 

4.9. Extractos de Proteínas y Western Blot 

Para analizar la expresión de las proteínas citoplasmáticas, las células MDA-MB-231 

(1×106) se transfectaron y se trataron con EPI como se describió anteriormente, para 

luego ser lisadas con un buffer de lisis RIPA (NaCl 150 mM, Tris 50 mM pH: 8, NP-40 

1%, desoxicolato de sodio 0,5% y SDS 0,1%) durante toda la noche (ON) a 4°C. Después 

de una centrifugación a 12000 rpm durante 30 minutos, se conservaron los 

sobrenadantes y se midió la concentración de proteínas utilizando el ensayo de proteínas 

de Bradford. Los extractos proteicos se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

Posteriormente, se resolvieron cantidades iguales de proteína mediante electroforesis 

desnaturalizante en gel de poliacrilamida al 10%-SDS al 0,1% (SDS-PAGE) y se 

transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. Para las proteínas LC3, utilizamos un 

SDS-PAGE de tricina con gel de urea 6M de poliacrilamida al 16% 177. Las membranas 

se incubaron con anticuerpos específicos anti-β-catenina, anti-p-Akt, anti-LC3-I, anti-

LC3-II y anti-GAPDH ON a 4°C, y luego se incubaron con cada anticuerpo secundario 

específico durante 1,5 h a temperatura ambiente acoplado a peroxidasa. Finalmente, se 

detectó la reacción de quimioluminiscencia utilizando una solución estable de peróxido y 

luminol. Las imágenes se obtuvieron con un mini analizador de imágenes bioluminiscente 
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ImageQuant 4000 (GE HealthCare LifeSciences) y se analizaron con el paquete de 

software ImageJ 1.50b (NIH). 

 

4.10. Ensayo de migración celular por cierre de herida 

Tal como se mencionó previamente, el ensayo de cierre de herida permite analizar la 

capacidad de migración de células cultivadas en una monocapa estimuladas con 

distintos tratamientos. Para ello, una vez que las células MDA-MB-231 cumplieron el 

esquema de transfección y posterior tratamiento con EPI, se realizaron heridas en cada 

pocillo creando una línea de área libre de células 168. Se capturaron tres imágenes en el 

mismo punto de coordenadas a las 0, 4, 8 y 22 horas después de realizar la herida para 

el posterior cálculo del área libre de células. Las imágenes fueron analizadas con el 

software ImageJ 1.50b (NIH). 

 

4.11.  ELISA 

Los niveles de secreción de VEGF en los sobrenadantes de las células MDA-MB-231 

se determinaron mediante el kit comercial de ELISA DuoSet (R&D System) a partir de 

los medios de cultivo condicionados colectados. Los niveles de expresión de FGF-2 se 

determinaron mediante el kit ELISA DuoSet (R&D System) a partir de los extractos 

proteicos obtenidos. Los ensayos se llevaron a cabo de acuerdo con las instrucciones 

proporcionadas por el fabricante. Se detectó la absorbancia utilizando el lector de placas 

iMark™ (Bio-Rad). 

 

4.12. Ensayo de exclusión de partículas 

Para analizar el efecto del silenciamiento de la enzima UGDH y el tratamiento con EPI 

sobre los componentes de la MEC, se realizó un ensayo de exclusión de partículas 

utilizando glóbulos rojos 170,178. Las células MDA-MB-231 (3x104) se colocaron en una 

placa de 12 pocillos y se transfectaron y trataron con EPI tal como se describió 

anteriormente. Cuando se completaron los tratamientos, se realizó un lavado con PBS y 

se agregaron glóbulos rojos fijados (2x107) a cada pocillo para dejarlos decantar en estufa 

durante 30 minutos. Durante cada ensayo se realizaron controles con enzima HYAL 

activa. Posteriormente, se tomaron varias micrografías de cada tratamiento y se 

analizaron utilizando el software ImageJ 1.50b (NIH) (Figura 17). 

 



 

51 
 

4.13. Ensayo tipo ELISA para la detección de AH soluble 

Debido a que una fracción del AH sintetizado en la membrana plasmática puede ser 

secretado y no quedar anclado a la célula, se decidió evaluar la concentración de este 

GAG en los sobrenadantes de las células transfectadas con el siRNA para UGDH y 

posteriormente tratadas con EPI. El protocolo de detección utilizado fue descripto 

previamente en la sección 3.11.  

 

4.14. Microscopía confocal para la localización subcelular de LC3 

Las células MDA-MB-231 se sembraron en cubreobjetos y se co-transfectaron con 

siRNA contra UGDH (siUGDH) o siRNA de control negativo (siSCR) más 2 µg de EGFP-

LC3 (# 11546, Addgene). 24 horas después de la transfección, las células tumorales se 

trataron con 1 µM de EPI como se describió anteriormente. Después del tratamiento, se 

retiró el medio de cultivo y las células se montaron en portaobjetos de vidrio y se fijaron 

en formaldehído al 4% durante 30 minutos. El experimento también se realizó tratando 

cada pocillo con cloroquina 20 µM como control negativo (un inhibidor de la autofagia). 

Se añadió cloroquina a las células junto con EPI. La localización subcelular de LC3 se 

analizó mediante microscopía confocal utilizando un instrumento Leica TCS SP5 (Leica) 

y se analizaron las imágenes obtenidas utilizando el software ImageJ 1.50b (NIH). 

 

4.15. Obtención de muestras de pacientes oncológicos 

Cuatro pacientes con cáncer de mama fueron seleccionados para el análisis (Figura 

19). Se incluyeron en el estudio mujeres mayores de 18 años del Servicio de Cirugía del 

Hospital Interzonal General de Agudos “Abraham Piñeyro” (HIGA) y la Clínica Centro de 

la ciudad de Junín, Buenos Aires, Argentina. Los pacientes habían firmado previamente 

un consentimiento informado, aprobado por el comité de ética del Hospital Austral, 

Provincia de Buenos Aires (17-006). Este trabajo se ha realizado siguiendo el Código de 

Ética de la Asociación Médica Mundial. Las investigaciones se llevaron a cabo siguiendo 

las normas de la Declaración de Helsinki de 1975, revisada en 2013. Se utilizaron dos 

tipos de muestras: tejido tumoral (TT) descartado en el momento de la cirugía y tejido no 

tumoral adyacente al tumor (NAT). Las muestras de tejido se recogieron en el quirófano 

y fueron evaluadas por un patólogo. Los pacientes seleccionados no recibieron 

previamente tratamiento antineoplásico para la enfermedad actual. Los pacientes con un 

estadio avanzado de cáncer o metástasis fueron excluidos de este estudio. Los pacientes 
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eran todos mujeres con una edad media de 61,50 ± 6,6 años. El diagnóstico 

histopatológico para todas las pacientes con cáncer de mama fue carcinoma invasivo de 

ningún tipo especial (NST). Los estadios TNM fueron determinados por un patólogo y el 

estado de marcadores específicos como PR, ER, HER2 y Ki67 se analizaron 

previamente en nuestro laboratorio 179. 

 

4.15.1. Extracción de ARN de tejidos y RT-qPCR 

El ARN del tejido tumoral (TT) o del tejido no tumoral adyacente (NAT) se extrajo con 

el reactivo Tri-reagent (Molecular Research Center, Inc.). Se realizó un tratamiento con 

ADNsa para degradar el ADN contaminante y posteriormente la transcripción inversa con 

cebadores oligo dT (Genbiotech) y transcriptasa reversa MMLV (Promega) para obtener 

ADNc. Teniendo en cuenta que el ARN se degrada fácilmente, para su conservación se 

utilizó una solución de conservación RNAhold previo a la extracción (TransGen Biotech 

Co). El rendimiento y calidad del ARN se determinó mediante Picodrop tal como se 

mencionó anteriormente. Para evaluar la expresión de UGDH, se amplificó el ADNc 

previamente preparado mediante PCR en tiempo real (RT-qPCR) utilizando SYBR Green 

y cebadores específicos de 200 nM (Invitrogen) (Tabla 2). Las condiciones de PCR 

fueron 90 s a 94°C y luego 40 ciclos de 30 s a 94°C y 30 s a 60°C. Los niveles relativos 

de ARNm se expresaron como el "cambio de veces" en relación con el gen GAPDH. 

Todas las determinaciones se realizaron por duplicado y se añadió 

correspondientemente un control sin plantilla (NTC) durante cada ensayo. 

 

4.16. Análisis in silico de interacción de proteínas 

Se utilizó la herramienta STRING v11 (http://string-db.org/) para generar redes de 

interacción de proteínas in silico para los principales mediadores de los mecanismos 

estudiados: UGDH, UGT2B7, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1, HYAL2, HY-AL3, VEGF, 

EGF, PI3K, AKT, β-catenina, ABCC1, ABCC2, ABCG2, ATG16L1 y LC3-II. Todas las 

interacciones se predijeron con un umbral de confianza alto y se permitieron todos los 

métodos predictivos activos. Para el análisis de enriquecimiento, STRING implementa 

sistemas de clasificación bien conocidos como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes) 180. 
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4.17. Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico se determinaron los intervalos de confianza (IC) del 95% 

mediante el cálculo de los valores de la media aritmética y la varianza (error estándar de 

la media o EEM) de tres experimentos realizados de forma independiente. La distribución 

normal de datos y la homogeneidad de la varianza se probaron en todos los casos.  Para 

evaluar si las diferencias entre los valores obtenidos fueron significativas, se utilizó la 

prueba T de Student en el caso de comparaciones entre dos grupos. Se utilizó el análisis 

de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias entre los valores de más de dos grupos 

experimentales. Se utilizó el software Prism (GraphPad), considerando un valor p como 

estadísticamente significativo: (*) p<0,05, (**) p<0,01 y (***) p<0,001. Es importante 

aclarar que cuando se coloca la significancia encima de cada barra corresponde a 

aquella en comparación con el control basal, mientras que la significancia entre los 

tratamientos se señaliza mediante líneas que van de barra a barra. 
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CAPÍTULO IV: RESULTADOS 
 

SECCIÓN 1: EFECTO DEL AH de BPM SOBRE LA RESPUESTA A DOX Y LA 

RESISTENCIA A DROGAS IN VITRO E IN VIVO 
 

1.1. Efecto del AH exógeno de BPM en líneas celulares tumorales de diferente 

etiología sobre la respuesta a DOX 

 

1.1.1. Análisis de expresión de CD44 y capacidad de unión a AH 

Inicialmente para evaluar si las tres líneas celulares utilizadas como modelos de 

estudio, EL4 (linfoma T murino), K12 (osteosarcoma murino) y MDA-MB-231 

(adenocarcinoma mamario humana) presentaban la capacidad de responder al 

tratamiento con AH de BPM, y por la falta de antecedentes, hemos decidido analizar la 

capacidad de unión al AH y la expresión de su principal receptor CD44 en estas líneas 

celulares tumorales como punto de partida para nuestro estudio. Al observar en conjunto 

los resultados obtenidos a través del análisis de citometría de flujo, pudimos determinar 

que todas las líneas celulares mostraron elevados niveles de expresión de CD44, 

presentado un alto porcentaje de células positivas. Sin embargo, las tres líneas celulares 

utilizadas no mostraron la misma capacidad de unir AH mediante la técnica empleada 

para tal análisis. 

En el caso de la línea celular EL4 de linfoma T, se hallaron dos poblaciones con 

diferente intensidad media de fluorescencia o MFI (del inglés mean fluorescence intensity) 

para la expresión de CD44, lo que indica que dichas poblaciones celulares presentan 

diferente grado de intensidad de expresión de este receptor. Se observó una población 

mayoritaria con alta expresión de CD44 (CD44alta, MFI: 641) y una pequeña población 

con menor expresión de este receptor (CD44baja, MFI: 219) (Figura 20A). De forma similar, 

la línea celular K12 de osteosarcoma presentó dos poblaciones bien diferenciadas en la 

intensidad de expresión de CD44 (CD44alta, MFI: 12500 y CD44baja, MFI: 1347) (Figura 

20C). Finalmente, si bien existen numerosos antecedentes que han estudiado la 

expresión de CD44 y la capacidad de unión  a AH en la línea celular MDA-MB-231 181, 

nuestros resultados han demostrado que el 98,9% de las células expresan CD44, 

observándose una única población homogénea con alta intensidad de expresión de 

CD44 (CD44alta, MFI: 41800) (Figura 20E).  



57 
 

 

Figura 20. Análisis de la expresión de CD44 y la capacidad de unión a AH en líneas celulares EL4, K12 y MDA-MB-
231. Los gráficos de puntos muestran frecuencias de líneas EL4 (A), K12 (C) y MDA-MB-231 (E) que expresan CD44 
en la membrana plasmática y la capacidad de unión a AH (B), (D) y (F). Las barras muestran la intensidad de 
fluorescencia media (del inglés Mean Fluorescent Intensity o MFI) de las distintas poblaciones con niveles 
diferenciales de expresión de CD44 en la membrana plasmática celular y la capacidad de unión a AH. Los gráficos 
de puntos muestran el experimento representativo de tres experimentos realizados de forma independiente. 
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Además, dado que la simple expresión de CD44 no implica capacidad de unión del 

AH a este receptor, se determinó la capacidad de unión a AH utilizando este GAG 

acoplado al fluoróforo FITC. En la línea celular EL4 hallamos tres poblaciones celulares 

que se unieron al AH fluorescente con diferentes niveles de MFI (AHalta, MFI: 14300; 

AHmedia, MFI: 2144 y AHbaja, MFI: 460) (Figura 20B). Por su lado, la línea celular K12 

también demostró que es capaz de unir AH de forma diferenciada en dos poblaciones 

nuevamente (AHmedia, MFI: 2144 y AHalta, MFI: 6941) (Figura 20D). Finalmente, la línea 

celular MDA-MB-231 mostró una gran capacidad de unión a AH, donde también pudieron 

distinguirse dos poblaciones celulares con distinta MFI (AHmedia, MFI: 972 y AHalta, MFI: 

8027) (Figura 20F). Estos resultados en conjunto nos indican que en el estudio de esta 

molécula no es posible considerar las líneas celulares como modelos de estudio 

homogéneos, es importante tener en consideración que puede existir distinto grado de 

heterogeneidad dentro de cada una de ellas, lo que podría estar afectando a los 

resultados posteriormente obtenidos cuando se evaluó la respuesta biológica-funcional 

al AH.  

 

1.1.2. Efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la acumulación de DOX, 

la expresión de transportadores ABC y la muerte celular 

Trabajos previos han demostrado la capacidad de ciertos componentes de la MEC, tales 

como    el AH, de modular la resistencia a drogas ampliamente utilizadas en la terapia 

antitumoral, como la vincristina y DOX. Los estudios se han enfocado mayoritariamente en 

la comparación entre diversos modelos tumorales resistentes y sensibles a dichas 

drogas, evaluando los mecanismos implicados en la regulación de muerte celular y en la 

regulación de la expresión de genes de la familia MDR-1, que codifican los 

transportadores proteicos responsables de la expulsión de las drogas desde el interior 

celular, disminuyendo la concentración intracelular y por lo tanto su citotoxicidad 

144,182,183. Tomando estos datos previos como punto de partida, y continuando con el 

análisis de mecanismos que favorecen el desarrollo tumoral, se decidió estudiar el 

potencial efecto del AH de BPM exógeno como modulador del eflujo de DOX y de la 

capacidad de inducir apoptosis en las distintas líneas celulares tumorales.  

Si bien cada tipo tumoral se suele asociar a un tratamiento farmacológico específico, 

se decidió utilizar el fármaco antineoplásico DOX ya que se emplea para tratar un amplio 

espectro de tumores sólidos (adenocarcinoma de mama, osteosarcoma, carcinoma de 
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pulmón y neuroblastoma) así como neoplasias malignas hematológicas (linfomas y

leucemias agudas) 184. Más aún, como la DOX es capaz de emitir fluorescencia 

detectable a través de citometría de flujo, se pudo determinar la acumulación de la misma 

en el interior celular. Para ello las tres líneas tumorales seleccionadas fueron tratadas 

con diferentes dosis de DOX (0,5D: 0,5 µM; 1D: 1 µM; 2,5D: 2.5 µM) en combinación con 

distintas concentraciones de AH de BPM (AH 20: 20 µg/ml y AH 100: 100 µg/ml), como 

se explicó detalladamente en la sección de materiales y métodos. Además, durante el 

mismo ensayo se analizó en conjunto el nivel de apoptosis inducida por el tratamiento 

de DOX en combinación con el AH de BPM. Las dosis de DOX finalmente utilizadas en 

los ensayos funcionales se seleccionaron considerando valores inferiores al IC50 para 

cada línea celular (IC50EL4: 2,4 µM; IC50K12: 6,8 µM; IC50MDA-MB-231: 4,9 µM) a fin de evitar 

posibles efectos de altos niveles de muerte celular por un exceso de DOX (Figura 21).  

 

 

Figura 21. Cálculo de la concentración de doxorrubicina (DOX) inhibitoria del 50% de la sobrevida celular (IC50). 
Para determinar las dosis de DOX a utilizar en los ensayos posteriores, se determinó el valor IC50 para cada línea 
celular estudiada. Para ello, las células EL4 (A), K12 (B) y MDA-MB-231 (C) fueron tratadas con dosis crecientes 
de DOX por 12 horas y posteriormente se realizó un ensayo tipo MTS para determinar la viabilidad celular. El valor 
IC50 para DOX se calculó interpolando el dato necesario para disminuir en un 50% la viabilidad celular. 
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En la línea celular EL4 observamos una reducción significativa de los niveles 

intracelulares de DOX sólo cuando el tratamiento con 1D se combinó con el tratamiento 

con AH 100, respecto del tratamiento que contenía DOX únicamente (*p<0,05). Sin 

embargo, no se observaron diferencias significativas en la acumulación de DOX en las 

células K12 ni MDA-MB-231 (Figura 22A). Por último, el tratamiento con 2,5D mostró ser 

una concentración saturante de la intensidad de fluorescencia, ya que alrededor del 

100% de la población celular de cada línea tumoral resultó ser positiva para DOX y se 

dificultaría observar algún efecto mediado por el AH de BPM. Por lo tanto, para los 

experimentos a futuro se decidió no continuar utilizando esta dosis. De acuerdo con los 

resultados anteriores, no hallamos diferencias significativas en la apoptosis inducida por 

DOX después de combinar el tratamiento con AH de BPM en ninguna de las líneas 

celulares (Figura 22B), al menos en las condiciones experimentales establecidas.  

Figura 22. Efecto del AH de BPM sobre la acumulación de DOX y la muerte celular. Análisis de citometría de 
flujo para la acumulación de doxorrubicina (DOX) (A) y apoptosis (B) evaluado en las líneas EL4, K12 y MDA-MB-
231. Las células se incubaron con 0,5; 1 y 2,5 µM de DOX (0,5D, 1D y 2,5D) o en combinación con 20 o 100 µg/ml 
de AH de BPM (AH 20 y AH 100). Los niveles de acumulación de DOX se detectaron midiendo la fluorescencia 
emitida a través del detector FL2 del citómetro de flujo. Para medir los niveles de apoptosis inducida post-
tratamiento, las células fueron incubadas con anexinaV-FITC y analizadas también mediante citometría de flujo. 
Los valores se expresan como las medias aritméticas ± el error estándar de la media (EEM) evaluados en tres 
experimentos independientes. * p<0,05. 
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Debido a que no hallamos una modulación en la respuesta a DOX por parte del AH 

de BPM en las células de adecarcinoma mamario MDA-MB-231 cultivadas en monocapa, 

se decidió utilizar una estrategia de crecimiento tridimensional en tumorosferas en donde 

se tienen en cuenta otros factores que pudieran afectar la respuesta a la droga. Si bien 

las células MDA-MB-231 presentan el mismo tipo de crecimiento en monocapa que las 

células K12 de osteosarcoma murino, a estas últimas no se las consideró para realizar 

este tipo de ensayos. Esto se debe a que hasta el momento solo hemos obtenido 

muestras de tejido tumoral de pacientes de cáncer de mama, con las cuales se podrían 

realizar comparaciones con el modelo in vitro, hecho que no podríamos tener en cuenta 

al tratarse del estudio de osteosarcoma.  

Este tipo de ensayo permite determinar las estrechas relaciones entre la MEC y las 

células tumorales, simulando un entorno tridimensional que mimetiza el contexto tisular 

donde se desarrolla la enfermedad. Para ello, las células MDA-MB-231 se trataron con 

0,5D y sus combinaciones con AH de BPM y se cultivaron para formar tumorosferas. Una 

vez finalizado el experimento, se analizó el crecimiento de las tumorosferas calculando 

su volumen y se analizó la acumulación de DOX y la inducción de apoptosis por 

citometría de flujo. Al determinar el volumen de los esferoides formados, no observamos 

diferencias significativas bajo ninguna de las dos dosis de AH de BPM con las cuales se 

trataron a las células. Sin embargo, como era esperable, bajo el tratamiento con la droga 

DOX (con o sin el agregado de AH de BPM) se observó una reducción significativa del 

volumen de las tumorosferas (*p<0,05) (Figura 23A y 23B), lo que indicaría en primera 

medida que el tratamiento con DOX afectó la capacidad de formación de tumorosferas y 

el crecimiento de las mismas.  

Por otro lado, al evaluar el porcentaje total de células que acumularon DOX en su 

interior bajo el tratamiento con AH de BPM no hallamos diferencias estadísticamente 

significativas respecto al tratamiento solo con DOX, efecto que también se observó al 

estudiar los niveles de apoptosis inducida en esas mismas condiciones (Figura 23D y 

23E).  Sin embargo, se pudo determinar un aumento en la tendencia de los niveles de 

apoptosis que permiten suponer que podría haber cierta modulación de este proceso no 

detectada en las condiciones del ensayo. No obstante, el comportamiento de las células 

tumorales tratadas con 0,5D fue diferencial a las células no tratadas, debido a que se 

observó la presencia de dos poblaciones bien diferenciadas respecto a la acumulación 

de DOX (Figura 23C).  
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Una población celular se caracterizó por presentar mayor MFI para DOX respecto de 

la otra (población DOX+ MFI: 1337 vs. población DOX- MFI: 229) (Figura 1 - Anexo), lo 

que indicaría una mayor acumulación de la droga en el interior de dichas células, 

mientras que la otra población se mantuvo negativa para dicho parámetro. Este hecho 

se mantuvo aún con el tratamiento combinado de AH de BPM + DOX, lo que determinaría 

la existencia de poblaciones celulares con capacidad diferencial para acumular DOX. 

Figura 23. Efecto del AH de BPM sobre la acumulación de DOX y la muerte celular en un modelo tridimensional 
de cultivo celular de células MDA-MB-231. Las células tumorales MDA-MB-231 se cultivaron para formar 
tumorosferas tridimensionales sin tratamiento (Control Basal CB) y se incubaron con 0,5 µM de DOX (0,5D) o en 
combinación con 20 o 100 µg/ml de AH de BPM (AH 20 y AH 100 respectivamente). Luego de 8 días de cultivo se 
tomaron diferentes micrografías de los esferoides obtenidos y se calculó el volumen (A). Los niveles de 
acumulación intracelular de DOX y la apoptosis inducida (anexina-V) se detectaron mediante citometría de flujo. 
Los valores se expresan como las medias aritméticas ± el error estándar de la media (EEM) evaluados en tres 
experimentos independientes. *p<0,05. Los gráficos de puntos muestran el experimento representativo de tres 
experimentos realizados de forma independiente. 
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Sorprendentemente, dichas poblaciones presentaron valores similares de MFI para la 

inducción de apoptosis, lo que nos indicaría que, si bien existen células con mayor 

capacidad de acumular DOX que otras, esas mismas células no están activando el 

proceso de apoptosis en dichas condiciones, hecho que podría haber afectado al 

resultado del porcentaje total de células apoptóticas. 

Debido a que únicamente observamos diferencias significativas en la acumulación de 

DOX luego del tratamiento con AH de BPM y DOX en la línea EL4, decidimos continuar 

analizando en este modelo tumoral la expresión de ciertos transportadores ABC 

específicamente involucrados en la expulsión de DOX desde el interior celular. Al analizar 

los niveles de expresión de la bomba ABCG2 durante el tratamiento conjunto con DOX 

y AH de BPM, no se encontraron diferencias significativas en la expresión del ARNm de 

dicho transportador (Figura 24B). Sin embargo, cuando se estudió la expresión de la 

bomba ABCB1 en las mismas células, la adición de AH 100 al tratamiento con 1D 

incrementó la expresión del ARNm con respecto al tratamiento con DOX sola (1D vs. 1D 

+ AH 100, * p<0,05) (Figura 24A). A su vez, confirmamos la presencia de bombas de 

expulsión de drogas funcionales utilizando el inhibidor específico ciclosporina A (CsA) 

(Figura 24C). Estos datos concuerdan con la disminución de la acumulación intracelular 

de DOX observada en las células EL4 en esta condición. Estos resultados en conjunto, 

nos indican que el AH de BPM no desempeñaría una función moduladora sobre la 

acumulación de DOX y la inducción de apoptosis en líneas celulares derivadas de 

tumores sólidos, tales como osteosarcoma y cáncer de mama en las condiciones de 

ensayo utilizadas. Sin embargo, un aumento en la presencia de AH de BPM en el 

microambiente tumoral de tumores malignos hematopoyéticos, podría afectar la 

disponibilidad intracelular de DOX mediante la inducción de la expresión de bombas de 

expulsión que favorecen la eliminación de la droga previo a que esta pueda ejercer su 

efecto. 

1.1.3. Efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la modulación de la 

proliferación celular y vías de señalización moduladas por AH 

Durante la tumorogénesis y el desarrollo de resistencia a drogas es crucial la activación 

exacerbada de diferentes vías de señalización celulares implicadas en la sobrevida y la 

proliferación celular, dentro de las cuales se encuentran las vías Wnt y PI3K/Akt. Por tal 

motivo, decidimos analizar la expresión proteica de β-catenina y p- Akt, ambas 
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moduladores positivos de dichas vías, en las condiciones de tratamiento combinado con

AH de BPM y DOX. 

 

En la línea celular EL4 de linfoma T, observamos un incremento de la expresión de β-

catenina como resultado del tratamiento con ambas concentraciones de AH de BPM en 

ausencia de DOX, lo cual confirma el conocido rol del AH de BPM como molécula 

estimuladora de la progresión tumoral. En particular, encontramos diferencias 

significativas en la expresión de β-catenina cuando las células EL4 fueron tratadas con 

AH de BPM 20 respecto a las condiciones basales (CB *p<0,05). En adición a lo 

mencionado anteriormente, el AH de BPM demostró ser capaz de modular la expresión 

Figura 24. Efecto del AH de BPM sobre la expresión y funcionalidad de bombas de expulsión dependientes de 
ATP (ABC) implicadas en la expulsión de DOX. Las células EL4 se incubaron con 1D o en combinación con AH 20 y 
AH 100. Luego los ADNc se sometieron a PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) usando la estrategia SYBR Green. 
Los resultados se normalizaron utilizando GAPDH como gen de referencia y todas las determinaciones se 
realizaron como duplicados en tres experimentos independientes (A y B). Análisis de citometría de flujo para la 
acumulación de doxorrubicina (DOX) evaluado en presencia del inhibidor específico de bombas de expulsión ABC 
ciclosporina A (CsA) (C). Los niveles de acumulación intracelular se detectaron midiendo la fluorescencia emitida 
a través del detector específico FL2 del citómetro de flujo empleado. Los valores se expresan como las medias 
aritméticas ± el error estándar de la media (EEM) evaluados en tres experimentos independientes. 
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de dicha proteína aún en presencia de DOX, específicamente, al combinar 100 µg/ml de

AH de BPM con el tratamiento de 1D (1D + AH 100, *p<0,05) (Figura 25A). Al analizar el 

efecto del AH de BPM per se sobre la expresión de β-catenina en las células K12, no 

observamos ninguna diferencia significativa. Sin embargo, la expresión de β-catenina 

aumentó cuando las células K12 se trataron conjuntamente con 0,5D y AH 100, en 

comparación con el tratamiento con 0,5D (**p<0,01). De la misma forma, el tratamiento 

con 1D también favoreció el incremento de la expresión de β-catenina, pero la adición de 

AH de BPM no mostró cambios significativos (Figura 25A). Por último, en el caso de la 

línea MDA-MB-231, los tratamientos con AH 20 y AH 100 (en ausencia de DOX) 

aumentaron significativamente la expresión de β-catenina (*p<0,05). Asimismo, la 

expresión de β-catenina fue significativamente mayor luego de tratar a las células con 

0,5D y AH 20 (*p<0,05) (Figura 25A).  

Figura 25. Efecto del AH de BPM y el tratamiento con DOX sobre la modulación de la expresión de β-catenina 
y p-Akt. La expresión de las proteínas β-catenina (A) y p-Akt (B) se evaluó en las líneas celulares tumorales EL4, 
K12 y MDA-MB-231 mediante Western blot. Los extractos de proteínas totales se prepararon a partir de células 
no tratadas (control basal: CB) o tratadas con AH de BPM, DOX o la combinación AH de BPM + DOX. Los 
resultados obtenidos se relativizaron a la expresión de la proteína GAPDH como control de carga. Se realizó un 
análisis de densitometría de las bandas obtenidas en el Western blot y los resultados se expresan como las 
medias aritméticas ± EEM de unidades arbitrarias obtenidas en tres experimentos independientes. *p<0,05, 
**p<0,01. 
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Numerosos antecedentes han demostrado que el AH produce la activación de la vía 

PI3K/Akt por fosforilación específica del mediador Akt en varias líneas de células 

tumorales.  Sin embargo, no se ha demostrado la existencia de una modulación de dicha 

vía aún bajo el tratamiento con drogas antitumorales. Por eso, decidimos evaluar la 

expresión de la proteína Akt en su forma fosforilada: (p-Akt) en las tres líneas celulares 

estudiadas, ya que su activación desempeña una función sumamente importante en la 

respuesta a la quimioterapia 185. 

Tal como se esperaba, el tratamiento con AH 100 aumentó significativamente la 

expresión de p-Akt en ausencia de DOX en la línea celular EL4 de linfoma T (AH 100 vs. 

CB, *p<0,05).  Por otro lado, no se observaron diferencias en los niveles de p-Akt cuando 

las células fueron tratadas con DOX (0,5D y 1D). No obstante, cuando el tratamiento con 

0,5D se combinó con el AH de BPM, hallamos un incremento significativo en la expresión 

de p-Akt en comparación con el tratamiento con 0,5D (0,5D vs. 0,5D + AH 20, **p<0,01 y 

0,5D vs. 0,5D + AH 100, **p<0,01). Resultados similares se observaron con el tratamiento 

con 1D en combinación con ambas concentraciones de AH de BPM, sin embargo, no se 

encontraron diferencias estadísticamente significativas (Figura 25B). En el caso de la 

línea celular K12, no se observamos niveles detectables de p-Akt en las condiciones 

experimentales utilizadas significativas (Figura 25B). Finalmente, cuando analizamos la 

expresión de p-Akt en las células MDA-MB-231, se observó un ligero aumento en la 

expresión de p-Akt en respuesta al tratamiento con AH 20 y AH 100 respecto a las 

condiciones basales (CB). Sin embargo, no observamos diferencias en los niveles de p-

Akt durante el tratamiento combinado con AH de BPM y DOX significativas (Figura 25B) 

(p>0,05). En conjunto, estos resultados demostraron que el AH de BPM es capaz de 

modular la expresión de β-catenina y p-Akt en las líneas tumorales EL4 y MDA-MB-231, 

activando en consecuencia, dos vías de señalización cruciales durante el tratamiento con 

DOX en los distintos modelos tumorales estudiados. 

 

1.1.4. Modulación del comportamiento de células endoteliales en respuesta al 

tratamiento con AH de BPM y DOX 

Generalmente, el tratamiento con DOX es eficaz para inducir la muerte de las células 

tumorales. Sin embargo, el MAT y los componentes de la MEC pueden generar distintas 

respuestas que alteren su acción, como por ejemplo, la modulación del comportamiento 

de  células endoteliales (CEs) y, consecuentemente la angiogénesis tumoral 186,187. Con 
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el objetivo de evaluar si el tratamiento con AH de BPM y DOX era capaz de afectar la 

capacidad angiogénica de las células tumorales, se realizaron diferentes ensayos sobre 

CEs estimuladas con los medios condicionados provenientes de las tres líneas 

celulares tumorales tratadas con AH de BPM y DOX y de las células tumorales sin tratar 

(CB). Específicamente, se realizaron ensayos de cierre de herida y de formación de tubos 

utilizando la línea celular HMEC-1 las cuales fueron estimuladas con los sobrenadantes 

de las células tumorales tratadas con DOX y AH de BPM.  

Al realizar el ensayo de cierre de herida utilizando los medios condicionados de las 

células de linfoma T (EL4), observamos que los provenientes del tratamiento con AH 20 

indujeron un aumento significativo en la migración de las CEs en comparación con las 

condiciones basales de las células tumorales sin tratar (CB), evidenciado por una 

reducción en el área libre de células (AH 20 vs. CB, *p<0,05). Cuando las CEs fueron 

estimuladas con los sobrenadantes derivados de los tratamientos con DOX, los niveles 

de migración fueron similares a los del control basal (CB), lo que sugiere que la DOX per 

se no modula la respuesta angiogénica en las células EL4. Sin embargo, se observó una 

disminución en la capacidad de migración de las CEs bajo el estímulo con el 

sobrenadante que provenía de las células EL4 tratadas con 1D + AH 100 en comparación 

con el tratamiento con AH de BPM solo (AH 100 vs. 1D + AH 100, *p<0,05) (Figura 26A). 

Para confirmar estos resultados, realizamos un ensayo de formación de tubos 

estimulando a las CEs con las mismas condiciones que fueron utilizadas para el ensayo 

de cierre de herida. El tratamiento con AH de BPM (AH 20 y AH 100) no mostró tener un 

potencial efecto pro- angiogénico sobre las células tumorales EL4 (Figura 27A). Por otro 

lado, el tratamiento con DOX y su combinación con el AH de BPM tampoco mostró un 

aumento en la formación de tubos en las CEs, lo que indica que este tratamiento no 

estaría afectando al comportamiento angiogénico de las CEs in vitro en un contexto de 

linfoma T (Figura 27A). Cuando se evaluó el comportamiento de las CEs usando como 

estímulo los sobrenadantes de las células K12 tratadas únicamente con AH de BPM, 

observamos un efecto pro-angiogénico sobre las CEs. Durante el ensayo de cierre de 

herida, se encontró un aumento en la migración de las CEs en respuesta al medio 

condicionado proveniente del tratamiento con AH 100 (AH 100 vs. CB, **p<0,01) (Figura 

26B). 
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Figura 26. Modulación de la migración de células endoteliales en respuesta al tratamiento con AH de BPM y DOX. 
Las células microendoteliales humanas HMEC-1 se estimularon con los medios de cultivo condicionados 
provenientes de las células EL4 (A), K12 (B) o MDA-MB-231 (C) luego de ser tratadas con AH de BPM y DOX. Se 
realizó una herida en el centro de cada pocillo y se tomaron micrografías cada 4 horas para evaluar el cierre de 
dicha herida como medida de la capacidad migratoria de las células HMEC-1. Los gráficos muestran el área libre de 
células generada durante el ensayo, medida cada 4 horas. Las micrografías muestran el experimento más 
representativo de los tres realizados en forma independiente. Los valores se expresan como la media aritmética ± 
EEM de tres experimentos independientes. C-: células HMEC-1 sin estimular. CB: células HMEC-1 estimuladas con 
los sobrenadantes de las células tumorales sin tratar. * p<0,05, ** p<0,01. 
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A su vez, el mismo sobrenadante (AH 100) estimuló significativamente la formación de 

tubos en las CEs, demostrado por un aumento en el número de estructuras tipo vasos 

con respecto al control basal (CB) cuando se realizó el ensayo de formación de tubos 

(Figura 27B).  

Sorprendentemente, el tratamiento con DOX sin el agregado de AH de BPM mostró 

tener una acción pro-angiogénica, ya que los sobrenadantes de los tratamientos con 0,5D 

y 1D indujeron niveles más altos de migración (Figura 26B) y de formación de tubos sobre 

las CEs (Figura 27B). Al analizar los resultados obtenidos a partir de los medios 

condicionados derivados del tratamiento combinado con DOX y AH de BPM en las 

células K12, hallamos diferencias significativas en el comportamiento de las CEs. 

Durante el ensayo de cierre de herida, los sobrenadantes que provenían del tratamiento 

con 0,5D + AH 20 estimularon significativamente la migración de las CEs (*p<0,05) 

(Figura 26B). En concordancia con lo anterior, dicho efecto se mostró aún más acentuado 

durante el ensayo de formación de tubos, donde se pudo observar un aumento 

significativo en la formación de tubos cuando las CEs fueron estimuladas con los medios 

condicionados derivados de los tratamientos con 0,5D y 1D combinados con ambas 

concentraciones de AH de BPM: 0,5D vs. 0,5D + AH 20 y 0,5D + AH 100 (***p<0,001) y 

1D vs. 1D + AH 20 y 1D + AH 100 (**p<0,01) (Figura 27B). 

Finalmente, las CEs fueron estimuladas con los medios condicionados derivados de los 

tratamientos con DOX y AH de BPM realizados sobre las células de cáncer de mama MDA-

MB-231. Cuando las CEs se cultivaron con los sobrenadantes del tratamiento con AH de BPM, 

ambas dosis del mismo (AH 20 y AH 100) aumentaron significativamente la capacidad de 

migración de las CEs durante el ensayo de cierre de herida respecto de las condiciones 

basales (AH 20 y AH 100 vs. CB, ***p<0,001) (Figura 26C). Por otro lado, al utilizar los 

sobrenadantes de las células MDA-MB-231 tratadas con DOX, las tres dosis empleadas 

(0,5D; 1D y 2,5D) favorecieron la migración de las CEs en comparación con los niveles basales 

(CB). No obstante, al analizar los resultados obtenidos luego de exponer a las CEs a los 

sobrenadantes de las células MDA-MB-231 tratadas con la combinación de DOX y AH de 

BPM, solo se encontraron diferencias estadísticamente significativas en la migración de las 

CEs con una dosis de 0,5D combinada con AH 100 respecto al control basal (0,5D + AH 100 

vs. CB *p<0,05) (Figura 26C). De acuerdo con los efectos vistos en el ensayo de cierre de 

herida, el tratamiento con AH de BPM sobre las células MDA-MB-231 promovió un perfil pro-

angiogénico confirmado por una mayor formación de estructuras similares a tubos en 
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comparación con sobrenadantes de células MDA-MB-231 no tratadas (CB) (*p<0,05) (Figura 

27C). Más aún, al estimular a las CEs con los medios provenientes de los tratamientos con 

Figura 27. Ensayo de formación de tubos sobre células endoteliales. Las células microendoteliales humanas 
HMEC-1 fueron plaqueadas en un soporte Geltrex™, simulando la MEC. Posteriormente, se estimularon con los 
medios de cultivo condicionados provenientes de las células tumorales EL4 (A), K12 (B) o MDA-MB-231 (C) luego 
de ser tratadas con AH de BPM y DOX. Las micrografías representativas muestran la formación de redes 
endoteliales después de 6 horas de siembra y estímulo. Los gráficos muestran la media ± EEM de la formación de 
tubos en las CEs de tres experimentos independientes. C-: células HMEC-1 sin estimular. CB: células HMEC-1 
estimuladas con los sobrenadantes de las células tumorales sin tratar.  C+: CEs estimuladas con 100 ng/ml de VEGF; 
CB: sobrenadante de células tumorales no tratadas. * p<0,05 *** p<0,001. 
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0,5D más ambas dosis de AH de BPM, encontramos un aumento en la formación de tubos 

en comparación al tratamiento con DOX sola (0,5D + AH 20 y 0,5D + AH 100 vs. 0,5D; 

***p<0,001) (Figura 27C). Durante el ensayo de cierre de herida fueron incluidos 

controles específicos para descartar el efecto residual de la DOX o el AH de BPM sobre 

las CEs.  

En dichas condiciones se observaron resultados similares o inferiores en la capacidad 

de migración de las CEs respecto a las condiciones basales (Figura 2 - Anexo), lo que 

nos indica y confirma que el efecto pro-angiogénico observado sobre las CEs depende 

específicamente de la activación de señales y factores con potencial angiogénico 

provenientes de las células tumorales tratadas con AH de BPM y DOX. 

 
1.1.5. Efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la expresión de factores 

angiogénicos  

VEGF es uno de los factores más importantes implicados en la angiogénesis tumoral 

18,188,189. Para continuar estudiando la modulación de la angiogénesis por parte del 

tratamiento con AH de BPM y DOX, se decidió evaluar si VEGF sería uno de los factores 

solubles involucrados en la modulación de la angiogénesis inducida en las células 

tumorales bajo el tratamiento combinado con AH de BPM y DOX. Para ello, se analizó la 

biosíntesis y secreción de VEGF en los medios condicionados de las células tumorales 

obtenidos después de los tratamientos con AH de BPM y DOX utilizados como estímulo 

de las CEs mediante la técnica de ELISA.  

Al determinar la concentración de VEGF en las células EL4 de linfoma T (Figura 28A), 

no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos realizados. En 

contraste, en las células K12 de osteosarcoma se observó una disminución significativa 

de los niveles de VEGF secretados en todos los tratamientos, en comparación con las 

condiciones basales (CB) (Figura 28A). Por último, cuando se evaluaron los niveles de 

VEGF en los sobrenadantes de las células MDA-MB-231, tampoco se observó ninguna 

diferencia en la concentración de dicho factor (Figura 28A), lo que indicaría que los 

niveles de VEGF no explicarían las diferencias en el efecto pro-angiogénico observado 

sobre las CEs en nuestro modelo experimental.  

Dado que no se hallaron diferencias en la secreción de VEGF en los medios 

condicionados de las células tumorales tratadas, surgió la hipótesis de que otros factores 

pro-angiogénicos podrían verse modulados por los tratamientos y estar relacionados con 
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fenotipos agresivos  de los diferentes tipos de células tumorales 190,191. FGF-2 es otro de 

los factores importantes de supervivencia celular involucrado en la angiogénesis tumoral 

192,193, y por ello, decidimos continuar nuestro estudio evaluando la expresión de este 

factor como un potencial modulador del proceso angiogénico en nuestro modelo.  

 

 

Primero, analizamos los niveles de FGF-2 secretado por ELISA, utilizando los medios 

condicionados de las líneas tumorales tratadas con AH de BPM y DOX. Sin embargo, no 

encontramos niveles detectables de FGF-2. Esto puede deberse a que, frecuentemente 

durante su secreción, FGF-2 permanece asociado con PGs de heparán sulfato de la 

superficie celular 46,194, lo que dificulta su detección en los sobrenadantes celulares. Por 

tal motivo, realizamos el ensayo nuevamente utilizando como muestras los extractos 

proteicos totales de cada línea celular, que contienen la fracción de membrana 

citoplasmática además de la fracción intracelular. 

Al evaluar la síntesis de FGF-2 en los extractos proteicos de las células EL4, el 

tratamiento con AH 20 mostró una tendencia de aumento los niveles de expresión de tal 

Figura 28. Análisis de la expresión de factores pro-angiogénicos en respuesta al tratamiento combinado con 
AH de BPM y DOX. Los niveles de concentración de VEGF (A) y FGF-2 (B) (pg/ml) se detectaron en sobrenadantes 
(A) o extractos proteicos (B) de las líneas celulares tumorales EL4, K12 y MDA- MB-231 sin tratar, tratadas con 
AH de BPM o tratadas con la combinación AH +DOX mediante ELISA. Los resultados se expresan como las medias 
aritméticas ± EEM obtenidos en tres experimentos independientes. *p<0,05 **p<0,01. 
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factor, aunque no se encontraron diferencias significativas (Figura 28B). Al analizar los 

niveles de síntesis de FGF-2 en la línea K12, no se hallaron cambios significativos en la 

expresión de este factor cuando las células fueron tratadas con AH de BPM. Sin embargo, 

cuando las células fueron tratadas con 1D + AH 20, los niveles de FGF-2 aumentaron 

respecto al tratamiento con 1D (Figura 28B).  

A continuación, se realizó el mismo análisis para las células de adenocarcinoma 

mamario (MDA-MB-231. Observamos que el tratamiento con AH 20 produjo un 

incremento en tendencia en la expresión de FGF-2. Sin embargo, no resultó significativo 

estadísticamente. De acuerdo con nuestros resultados obtenidos en los otros tipos de 

células, el tratamiento con DOX per se no mostró ninguna acción pro-angiogénica. Sin 

embargo, cuando se combinó con el AH de BPM (0,5D + AH 100), la expresión de FGF-

2 aumentó significativamente en comparación con el tratamiento con 0,5D (*p<0,05) 

(Figura 28B). Estos resultados podrían explicar el efecto pro-angiogénico observado 

sobre las CEs detectadas en los ensayos in vitro utilizando los medios condicionados 

provenientes de las células tratadas con AH de BPM y DOX. Los datos previamente 

expuestos nos demuestran que el efecto modulador del AH de BPM durante el 

tratamiento con DOX, podría depender y deberse, a favorecer la expresión de FGF-2. Un 

aumento en la expresión de este factor clave en la angiogénesis tumoral, es un potencial 

responsable del efecto pro-angiogénico observado sobre las CEs tanto en los ensayos 

in vitro.  

1.1.6. Efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la MEC tumoral 

endógena 

A fin de corroborar el efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre los 

componentes propios de la MEC tumoral, específicamente el AH, se analizó la fracción 

de AH soluble y adherida a la membrana plasmática en las células EL4 y MDA-MB-231. 

Para determinar la fracción de AH soluble presente en los sobrenadantes de las células 

tumorales EL4 y MDA-MB-231 se utilizó una estrategia de ensayo tipo ELISA 

desarrollado en el laboratorio durante la presente tesis. En este caso, no se encontraron 

diferencias significativas en los niveles de AH secretados de las células MDA-MB-231 

bajo los tratamientos con AH de BPM, con DOX o la combinación de ambos (Figura 29A). 

Por el contrario, en el caso de la línea tumoral EL4, el tratamiento con AH 100 logró 

estimular la secreción de AH respecto a las condiciones basales (CB vs. AH 100, 

*p<0,05) (Figura 29B). Más aún, efectos similares se observaron al tratar a las células 
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EL4 con el tratamiento combinado con 1D + AH 100, donde se determinó mayor 

secreción de AH respecto al tratamiento que únicamente contenía 1D (1D vs. 1D + AH 

100, *p<0,05) y en comparación con las condiciones basales (CB vs. 1D + AH 100, 

*p<0,05) (Figura 29B). Cabe destacar que durante este ensayo se agregaron controles 

residuales de AH 20 y 100 para descartar una señal inespecífica por parte del AH 

utilizado como tratamiento (Figura 3 Anexo).  

 

Como parte del AH sintetizado queda retenido en la matriz pericelular de las células 

en estrecha relación con otros componentes de la MEC, se realizó un ensayo de 

exclusión de partículas sobre las células MDA-MB-231. Cabe destacar que este tipo de 

Figura 29. Evaluación de las variaciones de la MEC tumoral como consecuencia del tratamiento con AH de BPM 
y DOX en las células EL4 y MDA-MB-231. Las células tumorales EL4 y MDA-MB-231 se trataron con AH de BPM 
o con la combinación AH de BPM + DOX. Una vez finalizado el tratamiento se colectaron los sobrenadantes para 
determinar la concentración de AH secretado mediante un ensayo tipo ELISA (A y B). Para realizar el ensayo de 
exclusión de partículas sobre las células MDA-MB-231, una vez cumplido el tiempo de tratamiento y colectado 
el sobrenadante, se lavaron las células y se añadieron a cada pocillo 2 x 107 glóbulos rojos fijados. Después de 
permitir la decantación, se capturaron y analizaron múltiples imágenes utilizando el software ImageJ (C). Las 
micrografías muestran el más representativo de tres experimentos independientes (D). N=3, como media ± EEM 
*p<0,05. 
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ensayo no se realizó sobre las células EL4 debido a que su crecimiento en suspensión 

impidió la realización del mismo. En este ensayo no se observaron diferencias 

significativas en la matriz pericelular de las células MDA-MB-231 al ser tratadas con AH 

de BPM, DOX o la combinación de ambos tratamientos (Figura 29C y 29D). Estos 

resultados nos indican que el AH de BPM y la DOX no modificarían la MEC propia de las 

células tumorales en el modelo de adenocarcinoma mamario, en particular la fracción de 

AH de dicha matriz, por lo que el efecto observado dependería propiamente de dichos 

tratamientos exógenos. No obstante, no se podría descartar un efecto modulatorio del 

tratamiento con AH de BPM exógeno y DOX sobre la síntesis y/o secreción de AH propio 

hacia la MEC en el modelo tumoral de linfoma T, hecho que podría estar relacionado con 

las características diferenciales de estos dos tipos de modelos tumorales. 

 

1.2. Efecto del tratamiento antitumoral combinado de AH de BPM y DOX en 

modelos tumorales in vivo 

 
1.2.1. Efecto del tratamiento combinado con AH de BPM y DOX sobre la 

angiogénesis tumoral 

En línea con los resultados obtenidos en un contexto in vitro, y a fin de aproximar las 

condiciones de los ensayos a un contexto tisular y orgánico, se decidió continuar los 

estudios generando tres modelos tumorales murinos ectópicos in vivo, correspondientes 

a cada línea celular tumoral utilizada en los ensayos in vitro. Para eso, diferentes cepas 

de ratones se inocularon subcutáneamente con las células EL4, K12 y MDA-MB-231 

según correspondiera por la etiología de cada línea, tal como se detalló en la sección de 

materiales y métodos (Figura 17). En el caso de la línea tumoral K12 no se logró el 

establecimiento ni crecimiento de tumores palpables en ninguno de los animales 

utilizados dentro de cada grupo experimental, por lo tanto, no se continuó trabajando con 

dicha línea. Los modelos ectópicos subcutáneos de linfoma T (EL4) y de 

adenocarcinoma mamario (MDA-MB-231) pudieron ser establecidos correctamente. Una 

vez que el tumor se estableció subcutáneamente, se realizaron diferentes tratamientos 

locales con AH de BPM (AH 20 y AH 100), DOX o la combinación de ambos tratamientos 

(DOX + AH de BPM). Siguiendo el principio de las 3R para la utilización de animales para 

investigación, se decidió realizar los experimentos in vivo utilizando únicamente una 

concentración de DOX para cada modelo tumoral, seleccionándose acorde a los 
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resultados observados in vitro (1D para EL4 y 0,5D para MDA-MB-231). Luego del 

sacrificio de los animales y la extracción de los tumores, se usó una tinción fluorescente 

para determinar la presencia de CEs murinas en el tejido tumoral, así como la presencia 

de vasos.  

En el caso del modelo tumoral de linfoma T (EL4), se pudo determinar un aumento en 

la presencia de CEs en el MAT in vivo, así como mayores estructuras similares a vasos 

durante el tratamiento con ambas dosis de AH de BPM (AH 20 y AH 100) respecto a los 

tejidos tumorales que no recibieron tratamiento (Control) (***p<0,001) (Figura 30A-30C). 

Contrariamente a los resultados obtenidos in vitro, cuando se combinó el tratamiento de 

1D con ambas dosis de AH de BPM (1D + AH 20 y 1D + AH 100), se observó un aumento 

en la presencia de CEs y de vasos en el tejido tumoral en comparación con los tumores 

tratados con 1D únicamente (***p<0,001) (Figura 30A-30C). Por otro lado, resultados 

similares se encontraron al estudiar el modelo de adenocarcinoma mamario in vivo. Los 

tumores ectópicos de las células MDA-MB-231 tratadas con AH 100 mostraron mayor 

presencia de CEs en el contexto tumoral y mayor formación de estructuras tipo vasos 

confirmada por hematoxilina-eosina en comparación con los tumores sin tratar (C) 

(*p<0,05) (Figura 30D-30F). 

A su vez, los tumores tratados con 0,5D y 0,5D + AH 20 mostraron efectos similares, 

determinando un aumento en la angiogénesis tumoral aún bajo el tratamiento con DOX 

(*p<0,05) (Figura 30D-30F). Estos resultados hallados en un contexto tumoral in vivo 

determinan el rol de AH de BPM como un modulador de la respuesta a DOX, afectando 

su eficacia antitumoral y promoviendo la activación de mecanismos pro-tumorales como 

la angiogénesis. Si bien la modulación angiogénica por parte del AH de BPM no se 

observó en los experimentos in vitro, el AH de BPM logró alterar la acción antitumoral de 

la droga DOX en el contexto tumoral in vivo. Este efecto no solo podría estar mediado 

por las células tumorales, sino que también el AH de BPM puede remodelar o alterar la 

MEC del MAT y otros tipos de células asociados, efecto que no se puede contemplar en 

los experimentos in vitro. 
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Figura 30. Angiogénesis en modelo in vivo de linfoma T y adenocarcinoma mamario. Ratones C57BL/6 o Nu/Nu 
se inocularon s.c. con 1x106 células EL4 y 1x107 células MDA-MB-231 para establecer modelos tumorales 
ectópicos. Los tumores formados se trataron localmente con solución salina, AH de BPM, o la combinación AH de 
BPM + DOX según correspondiera. Una vez sacrificados los animales, los tumores se fijaron y se tiñeron con GSL1-
FITC (verde, células endoteliales) y DAPI (azul, núcleos) y se analizaron mediante microscopía de fluorescencia (A 
y D). Por otro lado, se realizó la evaluación histológica del tejido tumoral (B y E). Las micrografías muestran el más 
representativo de tres experimentos independientes. Las barras representan las medias de las células GSL1-
FITC+/campo ± EEM de diez campos visuales representativos (C y F). *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. 
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1.2.2. Efecto del tratamiento combinado con AH de BPM y DOX sobre la 

modulación de diferentes vías de señalización implicadas en la progresión 

tumoral 

Continuando con el estudio de la modulación del AH de BPM sobre el tratamiento con 

DOX en un contexto tumoral in vivo, se decidió analizar la expresión génica de distintos 

mediadores de importantes vías de señalización activadas en la progresión tumoral y la 

respuesta a drogas.  

Para llevarlo a cabo, luego del sacrificio de los animales y la extracción de los tumores, 

una porción de los mismos se destinó a la extracción de ARN total y la realización de RT-

qPCR para detectar niveles de expresión de los genes: VEGF, bombas de expulsión ABC 

dependientes de ATP, HAS2, HYAL1, SDF1 y CXCR4.  

En el tumor de adenocarcinoma mamario proveniente de las células MDA-MB-231, se 

observó una notoria disminución en los niveles de expresión de dichos ARNm en 

presencia del tratamiento con 0,5D respecto de los tumores control (Figura 31A), efecto 

que resultaría esperable al tratarse de un tratamiento antitumoral. Sorprendentemente 

cuando el tratamiento con 0,5D se combinó con ambas dosis de AH de BPM, muchos de 

estos ARNm mostraron un aumento en su expresión en comparación con el tratamiento 

único con 0,5D (ABCC1, ABCC2, CXCR4). Más aún, ciertos ARNm revirtieron sus 

niveles a las condiciones basales del tumor sin tratar (VEGF, HAS1, HYAL1, SDF1) 

(Figura 31A), determinando así que la presencia del AH de BPM revertiría el efecto 

antitumoral de la DOX sobre estos mecanismos y promueve la activación de procesos 

celulares que favorecen la resistencia a drogas, la angiogénesis y la migración e invasión 

in vivo.  

Al analizar la integridad y cantidad del ARN obtenido a partir de los tumores 

provenientes de las células EL4, encontramos dificultades técnicas para utilizar dichas 

muestras y obtener resultados detectables en los ensayos de RT-qPCR en varias de las 

muestras tumorales utilizadas. Si bien en los tumores control (no tratados) obtuvimos 

niveles de expresión basales de todos los ARNm analizados (Figura 31B), al faltar 

información del resto de las muestras empleadas, se dificultó realizar comparaciones 

entre cada condición y concluir sobre los resultados obtenidos.  
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Figura 31. Modulación de la expresión génica en modelo in vivo de linfoma T y adenocarcinoma mamario. 
Ratones C57BL/6 o Nu/Nu se inocularon s.c. con 1x106 células EL4 o 1x107 células MDA-MB-231 respectivamente 
para establecer modelos tumorales ectópicos. Los tumores formados se trataron localmente con solución salina, 
AH de BPM, o la combinación AH de BPM + DOX según correspondiera en cada caso. Una vez sacrificados los 
animales, una sección de cada tumor se procesó para extraer ARN y sintetizar ADNc mediante RT-PCR. Luego se 
determinó el nivel de expresión de diferentes genes implicados en la progresión tumoral (MDA-MB-231 – A y 
EL4 – B) qPCR. Los resultados fueron normalizados usando β-actina (MDA-MB-231) o GAPDH (EL4) como gen de 
referencia y todas las determinaciones fueron procesadas como duplicados. Las barras representan las medias ± 
EEM obtenidos en tres experimentos independientes. N/D: niveles de transcriptos no detectables. *p<0,05. 
**p<0,01. 
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SECCIÓN 2: EFECTO DE LA ALTERACIÓN DE LA SÍNTESIS DE AH ENDÓGENO 

SOBRE LA RESPUESTA A EPIRRUBICINA 
 

La enzima UDP-glucosa deshidrogenasa (UGDH) es la responsable de sintetizar el 

ácido UDP-glucurónico (UDP-GlcUA) en las células. Una vez producido, el UDP-GlcUA 

actúa como precursor para la síntesis de diversos PGs y GAGs de la MEC. En particular 

y para nuestro interés, por acción de las enzimas HASs, usando como sustratos a la 

UDP-N-acetil-D-glucosamina (UDP-GlcNAc) y este UDP-GlcUA, cataliza la síntesis de 

AH 195. A su vez, el UDP-GlcUA está implicado en la eliminación de diferentes drogas 

quimioterapéuticas a través de reacciones de glucuronidación. Más aún, se ha 

determinado el rol de la enzima UGDH en cáncer 69,70, mostrando una estrecha relación 

entre alteraciones en su expresión, la progresión de la enfermedad y sobrevida. En 

cáncer de próstata se ha propuesto a la enzima UGDH como un nuevo biomarcador 

candidato para complementar la detección de la transformación tumoral dentro del tejido 

tumoral adyacente 71. Aspectos similares se han observado en cáncer de pulmón, 

determinando que la expresión y localización de la enzima UGDH son un marcador de 

diagnóstico serológico temprano además de un indicador de mal pronóstico en pacientes 

con cáncer de pulmón 72. Más aún, se ha determinado que la inhibición de la expresión 

de esta enzima en un modelo de carcinoma colorrectal retrasa la agregación celular 69, 

lo que propone firmemente a la UGDH como un objetivo potencial de estudio para 

distintos tipos de cáncer. 

Dentro de la familia de las antraciclinas, y a diferencia de la DOX, la epirrubicina (EPI) 

sufre inactivación en el hígado principalmente por una reacción de glucuronidación que 

adiciona una molécula de UDP-GlcUA generando glucuronil-epirrubicina 12 y permitiendo 

de esta forma la eliminación de la droga. A su vez, la EPI es uno de los principales 

fármacos destinados para el tratamiento del cáncer de mama triple negativo o resistente 

a la terapia hormonal. Por dichas causas, hemos considerado importante investigar el 

efecto del silenciamiento de la enzima UGDH sobre la actividad de la antraciclina EPI, la 

composición de la MEC y la expresión de AH en un modelo de adenocarcinoma mamario 

humano triple negativo (MDA-MB-231). Además, nos propusimos determinar la 

asociación con mecanismos de resistencia a esta droga en los modelos tumorales 

estudiados.  
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2.1. Expresión de UGDH y genes asociados con el metabolismo de AH, la 

angiogénesis y la expulsión de drogas en pacientes con cáncer de mama  

En primer lugar, para tener una visión general de la expresión de la enzima UGDH en 

diferentes tipos de tumores sólidos, analizamos su expresión en muestras del Atlas del 

Genoma del Cáncer (TCGA), lo cual demostró que la enzima UGDH se sobre-expresa 

en cáncer de pulmón, hígado, próstata y mama, donde se pueden observar alta 

expresión de esta proteína (Figura 32A).  

Además, nuestro objetivo también se centró en establecer si esta enzima podría ser 

propuesta como un nuevo biomarcador de pronóstico en pacientes con cáncer de mama, 

teniendo en cuanta su estadificación y clasificación molecular según la expresión de los 

receptores hormonales y HER2. Observamos que, niveles más altos de expresión de 

UGDH se correlacionaron con un peor pronóstico en pacientes con cáncer de mama 

triple negativo (RE- RP- HER2-) que habían recibido quimioterapia (HR: 1,54 Figura 

32B).  

Continuamos analizando las asociaciones entre la expresión de UGDH y los roles de 

diferentes genes relacionados con la progresión tumoral para el pronóstico de sobrevida 

de los mismos pacientes con cáncer de mama mediante el análisis de gráficos de Kaplan-

Meier. Específicamente, estudiamos diferentes genes implicados en el desarrollo de 

resistencia a drogas como los transportadores ABC dependientes de ATP, genes que 

codifican factores pro-angiogénicos y enzimas implicadas en el metabolismo de AH. Se 

observó que, el aumento en la expresión de HAS2, HYAL1, HYAL2, VEGF y ABCC2 se 

relacionaron con peor pronóstico de pacientes con cáncer de mama triple negativo (HR: 

1,11 – 1,14 - 1,24 – 1,83 y 1,09 respectivamente, Figura 32B). Por otro lado, el resto de 

los genes analizados (HAS1-3; HYAL3; FGF-2; EGF; ABCG2; ABCCC1) no mostró 

ningún efecto marcado sobre la sobrevida del paciente, o tuvieron algún efecto protector 

sobre la misma (Figura 32B).  

Teniendo en cuenta el concepto de MAT abordado durante este trabajo, el entorno 

donde se desarrolla un tumor se altera para favorecer su progresión, diseminación y 

escape inmunológico, siendo el propio tumor o las células asociadas capaces de inducir 

cambios en este microambiente. En este sentido, tal como se mencionó en la sección 

materiales y métodos, nuestro laboratorio ha tenido y tiene acceso a muestras de 

pacientes con cáncer de mama, las cuales fueron previamente clasificadas según el 

estado expresión de RE, RP, HER2 y Ki67 en nuestro laboratorio (Figura 33) 179.  
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Figura 32. Análisis TCGA de la expresión de UGDH en diferentes tipos de cáncer (A). Los datos de RNA-seq en 17 tipos de 
cáncer se representan como fragmentos por Kb de exón por millón de fragmentos mapeados (FPKM) generadas por The 
Cancer Genome Atlas (TCGA). Análisis de sobrevida relacionado con la expresión de los principales genes implicados en 
el metabolismo de AH (UGDH, HASs y HYALs), angiogénesis (VEGF, FGF-2, EGF) y resistencia a drogas (transportadores 
ABC) (B). Las curvas de sobrevida Kaplan-Meier libre de recaídas se trazan en función de la expresión de cada gen en 
pacientes con cáncer de mama triple negativo tratados con quimioterapia (n = 181). Se muestran los valores p de rango 
logarítmico y los cocientes de riesgos (HR; intervalo de confianza del 95 % entre paréntesis). Los ID de las bases de datos 
Affymetrix correspondientes son: 203342_at_UGDH; 207316_en_HAS1; 206432_en_HAS2; 223541_en_HAS3; 210619_en_HYAL1; 
206855_en_HYAL2; 211728_en_HYAL3; 210512_en_VEGF; 204422_en_FGF-2; 206254_en_EGF; 209735_en_ABCG2; 
202804_en_ABCC1 y 205887_en_ABCC2. 
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Tomando en consideración que el diagnostico histopatológico de las muestras

determinó que se trataban de carcinoma tipo invasivo y entendiendo el rol activo del 

entorno tisular donde se desarrolla cada tumor en la adquisición de características pro-

invasivas, continuamos analizando la expresión del ARNm de UGDH en muestras 

obtenidas de tejido tumoral (TT) y tejido no tumoral adyacente (NAT) de pacientes con 

cáncer de mama. Para ello se procesaron los tejidos obtenidos durante la cirugía, se 

extrajo el ARN total y se analizó como se describió en la sección de materiales y métodos. 

Todos los resultados muestran la expresión de UGDH en el TT y el NAT. En las pacientes 

1, 3 y 4, que se definieron como pacientes HER2−, observamos un aumento en la 

expresión de UGDH en TT en comparación con NAT (Figura 33). Por otro lado, la 

paciente número 2, que se definió como PR− y HER2+, mostró una disminución en los 

niveles de UGDH en TT respecto a NAT (Figura 33), lo que también se relacionó con 

niveles bajos de AH y HAS-2, tal como se observó previamente en nuestro laboratorio 

179. Los resultados observados tanto en estudios in silico como en pacientes con cáncer 

de mama permitieron plantear la hipótesis de que la enzima UGDH está implicada en la 

progresión del cáncer de mama triple negativo, incluso en los casos que han recibido 

tratamiento quimioterapéutico. Por ello decidimos seguir estudiando los mecanismos 

implicados en la aparición de resistencias a EPI en los que podrían estar implicadas la 

enzima UGDH y su producto, el UDP-GlcUA.  

Figura 33. Análisis de la expresión de UGDH en pacientes con cáncer de mama. Los niveles de ARNm de la enzima 
UGDH se analizaron mediante RT-qPCR normalizándose al gen GAPDH. Los resultados se muestran como la expresión 
de UGDH en tejido tumoral (TT) en comparación con el tejido no tumoral adyacente al tumor (NAT) de cuatro 
pacientes con cáncer de mama caracterizados según distintos parámetros clínicos y al estado de RE, RP y HER2 (A y 
B).  
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2.2. Análisis de la expresión de UGDH y la sobrevida celular después del 

silenciamiento de la enzima UGDH y el tratamiento con EPI en la línea celular 

de cáncer de mama MDA-MB-231 

 
El análisis bibliográfico, bioinformático y las determinaciones realizadas sobre 

muestras de pacientes con cáncer de mama nos permitieron confirmar el potencial rol de 

la enzima UGDH durante el desarrollo de la enfermedad y la posible modulación del MAT 

durante el tratamiento quimioterapéutico. Por lo cual, para determinar los posibles 

mecanismos moleculares implicados en la función de la enzima UGDH en la progresión 

del cáncer de mama triple negativo y la resistencia a la EPI, continuamos nuestro estudio 

realizando experimentos in vitro utilizando la línea celular MDA-MB-231. Para ello, las 

células de dicha línea celular tumoral fueron transfectadas utilizando un siRNA específico 

contra UGDH (junto con un siRNA control), y luego de 24 horas post-transfección, se 

adicionó un tratamiento con una dosis de 1 µM de EPI durante 24 horas tal como se 

explicó detalladamente en la sección de materiales y métodos. La dosis de EPI utilizada 

en los ensayos se seleccionaron considerando valores inferiores al IC50 (IC50 MDA-MB-

231: 2,59 µM) a fin de evitar posibles efectos de altos niveles de muerte celular por un 

exceso de EPI utilizada (Figura 34). 

 

En primer lugar, como se usó un sistema de transfección basado en siRNAs para el 

silenciamiento de la expresión de UGDH, se comprobó que el sistema de transfección 

utilizado funcionara correctamente. Para ello, se decidió analizar los niveles de expresión 

Figura 34. Cálculo de la concentración de epirrubicina (EPI) inhibitoria del 50% de la sobrevida celular (IC50). 
Para determinar las dosis de EPI a utilizar en los ensayos posteriores, se determinó el valor IC50   para la línea celular 
MDA-MB-231, las cuales fueron tratadas con dosis crecientes de EPI por 24 horas y posteriormente se realizó un 
ensayo tipo MTS para determinar la viabilidad celular. El valor IC50 para EPI se calculó interpolando el dato 
necesario para disminuir en un 50% la viabilidad celular. 

Log [EPI] uM 
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de UGDH tras completar el esquema de transfección con el siRNA específico para UGDH 

y el post-tratamiento con EPI tal como se describió en la sección de materiales y métodos 

(Figura 19). Como era de esperar, después de 48 horas post-transfección, las células 

MDA-MB-231 transfectadas con el siRNA específico contra UGDH mostraron una 

reducción significativa en el nivel de expresión de UGDH (siUGDH, 90% respecto al 

control). Sorprendentemente, encontramos un aumento significativo en la expresión de 

UGDH en respuesta al tratamiento con 1 µM EPI (EPI) en las células sin transfectar (CB 

vs. EPI, ***p<0,001). Sin embargo, el silenciamiento de UGDH combinado con el 

tratamiento con EPI (siUGDH + EPI) produjo una reducción significativa de los niveles 

de ARNm de UGDH respecto a EPI, lo que indica que el sistema de silenciamiento 

funcionó correctamente aún en presencia de EPI, donde se había observado un aumento 

en la expresión de este gen (Figura 35A). 

Una consideración importante durante los experimentos de transfección es monitorear 

posibles alteraciones en la integridad celular durante el cultivo celular debido a la 

nucleofección y al tratamiento antitumoral con EPI. Por esa razón, decidimos evaluar los 

efectos de la transfección y el tratamiento con EPI sobre la viabilidad celular, la 

citotoxicidad y la apoptosis. Como era de esperar, solo el tratamiento con EPI disminuyó 

la viabilidad celular en un 40%, ya que utilizamos una concentración cercana al valor de 

IC50 para obtener células viables para ensayos posteriores (*p<0,05) (Figura 35B). Por 

otro lado, cuando se evaluó la citotoxicidad mediante la liberación de la enzima LDH, 

observamos niveles aumentados en todas las condiciones en las que se transfectaron 

las células. Sin embargo, los resultados obtenidos no fueron estadísticamente 

significativos (Figura 35C). El ligero efecto observado sobre la citotoxicidad estuvo dentro 

del rango esperado ya que el método de transfección implica la electroporación de la 

membrana celular, hecho que puede liberar la enzima LDH al medio de cultivo. Como 

era esperable, observamos mayor apoptosis después del tratamiento único con EPI en 

comparación con las condiciones basales (CB vs. EPI, **p<0,01). Sin embargo, la 

inducción de apoptosis al combinar el silenciamiento de UGDH con el tratamiento con 

EPI arrojó resultados distintivos. Particularmente, se redujo significativamente la 

inducción de apoptosis en comparación con las células transfectadas con siUGDH que 

no recibieron tratamiento con EPI (siUGDH + EPI vs. siUGDH *p<0,05). Más aún, los 

niveles de apoptosis en esas condiciones (siUGDH + EPI) permanecieron por debajo de 

los niveles obtenidos con el tratamiento con 1 µM EPI (EPI) (Figura 35D y 35E). Por lo 
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tanto, el silenciamiento de la enzima UGDH durante el tratamiento con EPI rescató a las 

células MDA-MB-231 de la inducción de apoptosis causada por EPI.  

 

Para complementar los experimentos in vitro sobre las células MDA-MB-231, se aplicó 

la herramienta GEO2R (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/) para evaluar cómo se 

expresan los ARNm de la enzima UGDH en diferentes líneas celulares de cáncer de 

Figura 35. Análisis de las células tumorales MDA-MB-231 tras silenciamiento del gen UGDH y el tratamiento con 
EPI. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con un siRNA específico contra el gen UGDH (siUGDH) utilizando un 
siRNA de secuencia aleatoria como control negativo (siSCR). Después de 24 horas, se añadió una solución 1 µM de 
EPI (1 EPI) para completar las 48 horas de incubación. Los niveles de ARNm de UGDH se obtuvieron mediante RT-
qPCR utilizando sondas Taqman® (A). La viabilidad celular se midió realizando un ensayo MTT (B) y la citotoxicidad 
se determinó evaluando la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en sobrenadantes celulares (C). La 
apoptosis temprana (D y E) se detectó mediante citometría de flujo utilizando anexinaV-FITC. Los histogramas (E) 
muestran el experimento más representativo de tres experimentos independientes realizados con 50.000 
eventos/condición. N=3, como media ± EEM *p<0,05 **p<0,01. Se utilizó el conjunto de datos GSE54326 específico 
para diferentes líneas celulares de cáncer de mama para comparar los niveles de expresión diferencial de UGDH en 
células resistentes al tratamiento con antraciclinas y células control. En cada caso, se utilizó la herramienta NCBI 
GEO2R para analizar los niveles de UGDH (F).  

AnexinaV - FITC  AnexinaV - FITC  
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mama ampliamente utilizadas, con diferentes fenotipos agresivos y expresión de 

receptores hormonales. En este análisis, incluimos resultados de bases de datos 

públicas de distintas líneas celulares de cáncer de mama (MDA-MB-231, MCF-7, SK-

BR-3 y ZR-75) tratadas o no tratadas con antraciclinas, bajo condiciones de tratamiento 

similares a las realizadas en nuestro trabajo. Como se mencionó anteriormente, las 

células MDA-MB-231 son uno de los modelos más utilizados de cáncer de mama triple 

negativo, con un fenotipo tipo basal y características metastásicas. La línea MCF-7 es 

una línea celular poco agresiva, no invasiva y caracterizada como RE+ y RP+. La línea 

celular SK-BR-3 sobre-expresa el producto del gen HER2 (Neu/ErbB-2) y las células ZR-

75 se consideran RE+, RP+ y HER2+, con un fenotipo del tipo luminal 196. En este 

análisis, encontramos que las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 parecen expresar 

niveles más altos del gen UGDH en comparación con las otras líneas celulares (Figura 

35F). Este resultado podría estar relacionado con el hecho de que estas dos líneas 

celulares son HER2-. Resultados similares se encontraron al evaluar la expresión de 

UGDH en pacientes con cáncer de mama, según el estado de HER2 (Figura 33). 

Además, analizamos la expresión de UGDH cuando las diferentes líneas celulares se 

expusieron a diferentes concentraciones de EPI (nM) para obtener clones resistentes. 

En respuesta a EPI, las células de cáncer de mama alteraron la expresión de UGDH, lo 

que indica que podría actuar como un marcador asociado a este tipo de cáncer. 

Específicamente, detectamos un aumento significativo en los niveles de UGDH al 

comparar fenotipos resistentes y no resistentes de la línea celular MCF-7, y en MDA-MB-

231 donde se observó una mayor expresión en condiciones de control (Figura 35F). 

 

2.3. Efecto del silenciamiento de la enzima UGDH sobre la acumulación 

intracelular de EPI  

La EPI es una molécula capaz de emitir fluorescencia en el espectro visible rojo, que 

es detectable en ensayos de citometría de flujo. Esto permitió el análisis de la 

acumulación intracelular de EPI en las células MDA-MB-231 tras la transfección con 

siUGDH o siSCR. En este sentido, observamos una mayor acumulación intracelular de 

EPI en las células tumorales que se habían transfectado con siUGDH en comparación 

con las células no transfectadas que habían sido tratadas con EPI (siUGDH + EPI vs. 

EPI *p<0,05) (Figura 36A y 36B). Además, se observaron dos poblaciones bien 

diferenciadas de células MDA-MB-231 en términos de acumulación de EPI cuando las 
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células se transfectaron con siUGDH antes de ser tratadas con EPI (siUGDH + EPI). Este 

efecto no se encontró en el resto de las condiciones que presentaban tratamiento con 

EPI (EPI) (Figura 36C). Más aún, esta condición (siUGDH + EPI) condice con una menor 

activación de la apoptosis celular respecto a las condiciones basales (Figura 35D). Esto 

nos indica que, aún con mayor acumulación intracelular de EPI, las células MDA-MB-231 

no lograron aumentar los niveles de apoptosis y que existen sub-poblaciones de células 

MDA-MB-231 capaces de responder diferencialmente a la EPI, favoreciendo una menor 

acumulación del fármaco y evitando la apoptosis en dichas condiciones. 

  

Figura 36. Evaluación de la respuesta tumoral a EPI en células MDA-MB-231 bajo el silenciamiento de UGDH. Las 
células MDA-MB-231 se transfectaron con un siRNA específico contra el gen UGDH (siUGDH) utilizando un siRNA 
de secuencia aleatoria como control negativo (siSCR). Después de 24 horas, se añadió una solución 1 µM de EPI (1 
EPI) para completar las 48 horas de incubación. La acumulación intracelular de EPI se midió por citometría de flujo 
con el detector FL2. Las barras muestran el porcentaje de células EPI+ determinado por comparación con un 
control negativo (A). Los histogramas (B) y los diagramas de puntos (C) muestran los más representativos de cuatro 
experimentos independientes realizados. N = 4, como media ± EEM *p<0,05. Para evaluar la expresión de ABCG2 
(D), ABCC1 (E), ABCC2 (F) y UGT2B7 (G), las bombas de expulsión de drogas ABC y la transferasa específica para 
EPI UGT2B7, se utilizó RT-qPCR utilizando SYBR Green. Los resultados se normalizaron usando β-actina como gen 
de referencia y todas las determinaciones se realizaron por duplicado. N = 3, como media ± EEM *p<0,05 **p<0,01 

***p<0,001. 
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Hipotetizamos que este efecto es causado por la heterogeneidad intrínseca de la línea 

celular MDA-MB-231 y su fenotipo agresivo. Además, descartamos que fuera efecto del 

sistema de transfección ya que el control con siSCR no arrojó los mismos resultados. 

Teniendo en cuenta estos resultados anteriores, decidimos continuar evaluando los 

posibles mecanismos involucrados en el desarrollo de la resistencia a drogas que 

podrían verse involucrados en este efecto observado. 

 

2.4. Modulación de la expresión de genes transportadores de eflujo de drogas 

ABC y su inactivación después del silenciamiento de UGDH y el tratamiento 

con EPI 

Para comprender los posibles mecanismos que implican la evasión de los efectos 

antitumorales de la EPI a pesar de su mayor y diferencial acumulación celular, 

analizamos la expresión de diferentes genes relacionados con la inactivación de esta 

antraciclina. Dado que el silenciamiento de UGDH afectó la acumulación intracelular de 

EPI, esto podría estar relacionado con posibles cambios en la expresión de las bombas 

de eflujo de drogas implicadas en la expulsión de EPI del interior celular. Por ello, 

comenzamos analizando la expresión de diferentes transportadores de drogas ABC 

implicados en el eflujo de EPI: ABCG2, ABCC1 y ABCC2. En dichas condiciones 

encontramos un aumento significativo en los niveles de ARNm de dichas bombas en 

respuesta al tratamiento con EPI en comparación con las condiciones basales (CB vs. 

EPI: ABCG2 y ABCC1 *p<0,05; ABCC2 **p<0,01). Sin embargo, el silenciamiento de 

UGDH y la combinación con el tratamiento EPI (siUGDH + EPI) no indujeron ninguna 

modulación significativa de su expresión en comparación con las condiciones basales o 

el tratamiento con EPI (Figura 36D, 36E y 36F). Estos datos podrían explicar que no se 

produzca un mayor eflujo de la EPI después de la transfección con siUGDH y que la 

modulación de su expresión depende de la presencia de EPI.  

Por otro lado, la enzima UGT2B7 es la transferasa exclusiva responsable de 

glucuronidar a la EPI por transferencia del GlcUA desde el sustrato UDP-GlcUA. Como 

se informó anteriormente 12, después del tratamiento con EPI encontramos una 

regulación positiva significativa en la expresión de UGT2B7 en comparación con las 

condiciones basales (CB vs. EPI **p<0,01) (Figura 36G). Aún más, observamos niveles 

aumentados en la expresión de UGT2B7 cuando las células de cáncer de mama se 

transfectaron con siUGDH antes de tratarlas con EPI (siUGDH + EPI) (Figura 36G). Este 
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resultado indicó que, aunque el eflujo de EPI no se activó por completo, las células 

tumorales aumentaron la expresión de esta enzima en respuesta al tratamiento con EPI, 

como un nuevo mecanismo de resistencia al fármaco, induciendo su inactivación por 

glucuronidación y favoreciendo su eliminación. 

 
2.5. Efectos del silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI sobre la 

angiogénesis tumoral, la proliferación celular y la migración 

Entre los mecanismos involucrados en la resistencia a drogas, las células tumorales 

pueden modular la angiogénesis al alterar el comportamiento de las células endoteliales. 

Las células tumorales pueden secretar diferentes factores pro-angiogénicos, como 

VEGF, FGF-2 y EGF, entre otros 18,189,197, capaces de promover la migración de CEs y 

la formación de vasos sanguíneos. Por esa razón, comenzamos analizando los niveles 

de expresión de ARNm de VEGF y EGF en las células MDA-MB-231 después del 

silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI. Observamos un aumento significativo 

en la expresión de VEGF en las células tumorales que habían sido tratadas únicamente 

con EPI respecto de las condiciones basales de cultivo (CB vs. EPI **p<0,01 Figura 37A). 

A su vez, se encontraron niveles aún más altos de ARNm de VEGF cuando las células 

MDA-MB-231 se transfectaron primero con siUGDH y luego se trataron con EPI (EPI vs. 

siUGDH + EPI **p<0,01 (Figura 37A). En el caso de EGF, encontramos una tendencia 

similar de regulación positiva en respuesta al tratamiento con EPI; sin embargo, solo 

obtuvimos diferencias estadísticamente significativas cuando las células se transfectaron 

con siUGDH y se trataron con EPI respecto a las células transfectadas que no fueron 

tratadas con EPI (siUGDH + EPI vs. siUGDH *p<0,05 (Figura 37B).  

Posteriormente, analizamos los niveles de biosíntesis y secreción de VEGF por 

ELISA, donde no observamos cambios significativos en la concentración de VEGF 

presente en los sobrenadantes de las células MDA-MB-231 transfectadas con siUGDH 

+ EPI (Figura 37C). A su vez, FGF-2 es un potente factor de sobrevida celular implicado 

en la angiogénesis tumoral 192,198. Por lo tanto, a continuación, decidimos evaluar la 

biosíntesis de FGF-2 mediante la misma técnica. Primero, analizamos la expresión de la 

proteína FGF-2 usando sobrenadantes de MDA-MB-231 que se transfectaron con 

siUGDH y se trataron con EPI. Sin embargo, no se encontraron niveles detectables por 

ELISA en estas condiciones. Dado que el FGF-2 con frecuencia no se detecta en los 

medios de cultivo de células ya que permanece asociado con PGs de heparán sulfato de 

la superficie celular 199–201, realizamos un ELISA utilizando los extractos proteicos 
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celulares y logramos detectarlo. Sin embargo, no se hallaron diferencias significativas 

entre el tratamiento y las condiciones basales en el momento del ensayo (Figura 37D).  

 

Por otra parte, las células tumorales pueden generar resistencia a drogas mediante la 

modulación de vías de señalización específicas relacionadas con la sobrevida y la 

proliferación celular. En este sentido, decidimos analizar la posible modulación en las 

Figura 37. Evaluación de la respuesta angiogénica, proliferación y migración celular tras el silenciamiento de la 
enzima UGDH y el tratamiento con EPI. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con un siRNA específico contra 
el gen UGDH (siUGDH) utilizando un siRNA de secuencia aleatoria como control negativo (siSCR). Después de 24 
horas, se añadió una solución 1 µM de EPI (1 EPI) para completar las 48 horas de incubación. La expresión de 
VEGF (A) y EGF (B) se determinó mediante RT-qPCR usando SYBR Green. Los resultados se normalizaron usando 
β-actina como gen de referencia y todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Los niveles de VEGF 
secretado en sobrenadantes celulares (C) y los niveles intracelulares de FGF-2 en lisados celulares (D) se midieron 
mediante ELISA. Se extrajeron las proteínas totales y se detectó la expresión de β-catenina (E) y p-AKT (F) por 
Western blot. Las imágenes muestran el más representativo de los tres experimentos independientes realizados. 
Para describir la capacidad de migración celular, se hicieron heridas de forma uniforme durante la transfección y 
el tratamiento con EPI. Se capturaron tres imágenes a las 0, 4, 8 y 22h en las mismas coordenadas. El tamaño de 
la brecha de las heridas se analizó utilizando el software ImageJ para determinar un área libre de células (G). Las 
micrografías muestran el más representativo de tres experimentos independientes (H). N = 3, como media ± 
EEM. *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. 
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vías Wnt/β-catenina y PI3K/Akt tras el silenciamiento de la enzima UGDH y el tratamiento 

con EPI. La expresión de las proteínas β-catenina y p-Akt se analizó mediante Western 

blot a partir de extractos celular de proteínas totales. Cuando se evaluó la expresión de 

β-catenina se observó una tendencia a aumentar los niveles de expresión en respuesta 

al silenciamiento de la enzima UGDH. Sin embargo, no encontramos diferencias 

significativas en comparación con las condiciones basales o el tratamiento con EPI 

(Figura 37E). Finalmente, cuando estudiamos la expresión de la forma activa de la 

proteína Akt (p-Akt), no encontramos diferencias significativas entre los distintos 

tratamientos (Figura 37F). 

En paralelo, se ha determinado la capacidad de migración de las células tumorales 

como otro proceso indicador del desarrollo de resistencia a drogas y la capacidad de 

diseminación durante la quimioterapia. Observamos que, en respuesta al tratamiento con 

EPI, las células MDA-MB-231 aumentaron su migración en comparación con las 

condiciones basales (EPI vs. CB ***p<0,001) (Figura 37G y 37H). El mismo efecto se 

observó cuando analizamos el silenciamiento de UGDH y el posterior tratamiento con 

EPI (siUGDH + EPI vs. CB *p<0,05) (Figura 37G y 37H). Estos resultados indican que, 

contrariamente a lo esperado, el tratamiento con EPI promueve la migración de las 

células tumorales incluso en condiciones en las que se inhibió la enzima UGDH. Estos 

hallazgos concuerdan con las características agresivas de esta línea celular y su 

capacidad para desarrollar resistencia a EPI. 

 
2.6. El efecto del silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI en la autofagia 

Varios estudios han demostrado que la autofagia puede proteger a las células 

tumorales de la muerte inducida por drogas antineoplásicas, por lo que la autofagia 

podría estar relacionada con el desarrollo de resistencia a estas drogas 200. Dado que 

observamos que, a pesar del incremento de la acumulación intracelular de EPI después 

del silenciamiento de UGDH no se hallaron niveles mayores de apoptosis, decidimos 

estudiar la modulación de la autofagia como un posible mecanismo involucrado en la 

resistencia a EPI en las células de cáncer de mama transfectadas con siUGDH. Primero, 

evaluamos la expresión del ARNm del marcador de autofagosoma, LC3-II (Figura 38A), 

donde observamos una regulación positiva en los niveles de LC3-II en respuesta al 

tratamiento con EPI en comparación con las condiciones basales (CB vs. EPI 

***p<0,001). También encontramos un aumento en la expresión de LC3-II cuando las 
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células MDA-MB-231 se transfectaron con siUGDH y luego fueron tratadas con EPI, en 

comparación con la transfección con siUGDH (Figura 38A). 

Dado que las diferencias encontradas en la expresión de LC3-II indican una posible 

modulación positiva de la autofagia en respuesta al tratamiento con EPI, decidimos 

continuar analizando la formación de autofagosomas en las células tumorales tras el 

silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI. Se llevó a cabo un sistema de co-

transfección con los siRNA específicos (UGDH o SCR) en conjunto con un vector de 

expresión de una proteína de fusión LC3-II-GFP (proteína fluorescente verde) (Figura 

38C, 38D). En línea con los resultados anteriores, detectamos un aumento en la 

formación de autofagosomas en respuesta al tratamiento antitumoral con EPI en 

comparación con el control basal (EPI vs. CB ****p<0,0001). Además, encontramos 

niveles aumentados de autofagosomas positivos para LC3-II en las células MDA-MB-231 

que primero habían sido silenciadas para UGDH y luego tratadas con EPI. Estos 

resultados se confirmaron mediante el análisis de la expresión proteica de LC3-I y LC3-

II por Western blot. En tal condición, observamos que los niveles de proteína LC3-II eran 

relativamente aún más altos cuando se silenciaba la enzima UGDH antes de tratar las 

células tumorales con EPI (Figura 38B). En conjunto, estos resultados indicarían que las 

células de cáncer de mama responden al tratamiento con EPI favoreciendo la sobrevida 

del tumor y la adaptación al estrés generado por el tratamiento antitumoral. Además, 

observamos que la falta de UGDH podría favorecer el desarrollo de resistencia a EPI a 

través del proceso de autofagia. Cabe destacar que tanto el western blot como los 

experimentos de GFP-LC3 se realizaron utilizando cloroquina, un inhibidor específico de 

la autofagia, como control negativo.  

Con el fin de establecer si la expresión de los marcadores de autofagia podría tener 

un impacto en el pronóstico del cáncer de mama, investigamos su relación con la 

sobrevida libre de recaídas de pacientes con tumores del tipo triple negativos bajo 

tratamiento quimioterapéutico (Figura 38E y 38F). Los datos de expresión génica de 

muestras tumorales de pacientes con cáncer triple negativo que recibieron quimioterapia 

(n = 181) se analizaron utilizando la herramienta en línea Kaplan-Meier Plotter 174. 

Específicamente, observamos que la expresión de marcadores de autofagia específicos 
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como ATG16L1 y LC3-B se asoció con una menor sobrevida libre de recaídas (HR 1,58 

y 1,04) (Figura 38E y 38F). 

Figura 38. Análisis de la autofagia como mecanismo implicado en la resistencia a EPI. Las células MDA-MB-231 
se co-transfectaron con un siRNA específico contra el gen UGDH (siUGDH) o un siRNA de secuencia aleatoria 
como control negativo (siSCR) y un vector de construcción específico para LC3-GFP. Después de 24 h, se añadió 
1 µM de EPI (1 EPI) para completar 48 h. La expresión de ARNm de LC3-II se determinó por RT-qPCR (A). Los 
resultados se normalizaron usando β-actina como gen de referencia y todas las determinaciones se realizaron 
por duplicado. La transformación de LC3-I en LC3-II se evaluó mediante western blot, comparando ambas con 
la proteína de referencia GAPDH (B). Para analizar la formación de autofagosomas, se evaluó la fluorescencia 
emitida por GFP mediante microscopía confocal (D). El análisis de puntos LC3-II+ se realizó utilizando el software 
ImageJ (C). N=3, como media ± EEM *p<0,05 ***p<0,001. Relación entre la sobrevida de pacientes con cáncer 
de mama triple negativos y la expresión de ATG16L1 (E) y LC3-II (F). Las curvas de sobrevida Kaplan-Meier se 
trazan en función de un grupo de pacientes triple negativos y tratados con quimioterapia (n = 181). Se muestran 
los valores p de rango logarítmico y los cocientes de riesgos (HR; intervalo de confianza del 95 % entre 
paréntesis). Los ID de Affymetrix correspondientes son: 232612_at_ATG16L1 y 208786_at_LC3-II. 
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2.7. Efectos del silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI en la matriz 

extracelular y la expresión de AH 

Continuamos estudiando los efectos del silenciamiento de UGDH y el tratamiento con 

EPI sobre la MEC tumoral y sus componentes, como el AH. Es bien sabido que la MEC 

tumoral modula el mecanismo de resistencia a drogas 36,37,202. Además, el UDP-GlcUA 

es un precursor para la síntesis de varios GAGs y PGs, y el silenciamiento de UGDH 

puede modular la  producción por depleción de sustrato 203. Para evaluar la capacidad 

de las células tumorales de generar una matriz intersticial o pericelular, se realizó un 

ensayo de exclusión de partículas sobre las células MDA-MB-231 durante la transfección 

con el siUGDH y el tratamiento con EPI.  

Sorprendentemente, observamos que el área pericelular de las células MDA-MB-231 

permaneció similar a las condiciones basales cuando se silenció la enzima UGDH (CB 

vs. siUGDH). Cuando las células tumorales se trataron únicamente con EPI como control, 

se observó un aumento significativo del área pericelular en comparación con las 

condiciones basales (CB vs. EPI ***p<0,001) (Figura 39A y 39B). Este efecto también se 

observó cuando las células tumorales se trataron con EPI luego del silenciamiento de la 

enzima UGDH, en comparación con el efecto producido por EPI (siUGDH + EPI vs. EPI 

***p<0,001) (Figura 39A y 39B). El agregado de un control específico con una enzima 

hialuronidasa (HYAL) durante el ensayo nos permitió estimar qué fracción de esta matriz 

pericelular está compuesta en gran proporción por AH. En este caso, cuando las células 

tumorales fueron tratadas con HYAL antes de la adición de los glóbulos rojos, se observó 

una pequeña área pericelular, con una disminución estadísticamente significativa con 

respecto a las condiciones basales (CB vs. HYAL ***p<0,001) (Figura 39A y 39B). Todos 

estos datos indican que después del silenciamiento de la enzima UGDH, si bien las 

células MDA-MB-231 tenían una disponibilidad disminuida de la enzima UGDH para 

sintetizar UDP-GlcUA, igualmente se favoreció la síntesis de componentes de la MEC en 

esta condición.  

Por otro lado, no todo el AH sintetizado permanece retenido en la membrana 

plasmática. Por lo cual, para determinar los niveles de AH que se secretaron al medio 

celular, realizamos un ensayo similar a ELISA utilizando una proteína de unión a AH 

específica (HABP). En este caso, no observamos diferencias significativas en la 

secreción de AH bajo el silenciamiento de UGDH o el tratamiento con EPI (Figura 39C). 
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2.8. Modulación del metabolismo de AH: un equilibrio entre HASs y HYALs 

 
Para continuar analizando la modulación de la síntesis del AH bajo el silenciamiento 

de UGDH y tratamiento con EPI, decidimos investigar una posible asociación entre los 

resultados obtenidos anteriormente y el metabolismo del AH, en cuanto a la modulación 

Figura 39. Evaluación de alteraciones en la MEC como consecuencia del silenciamiento de UGDH y el 
tratamiento con EPI. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con un siRNA específico contra el gen UGDH 
(siUGDH) utilizando un siRNA de secuencia aleatoria como control negativo (siSCR). Después de 24 horas, se 
añadió una solución 1 µM de EPI (1 EPI) para completar las 48 horas de incubación. Para realizar el ensayo de 
exclusión de partículas, se añadieron a cada pocillo 2x107 glóbulos rojos fijados. Después de permitir la 
decantación, se capturaron y analizaron múltiples imágenes utilizando el software ImageJ (A). Las micrografías 
muestran el más representativo de tres experimentos independientes (B). La concentración de AH secretado en 
los sobrenadantes celulares se midió mediante un ensayo tipo ELISA (C). La expresión de HAS2 (D), HAS3 (E), 
HYAL1 (F), HYAL2 (G) y HYAL3 (H) se obtuvo mediante RT-qPCR utilizando SYBR Green o sondas Taqman® según 
correspondiera en cada caso. Los resultados se normalizaron usando β-actina como gen de referencia y todas las 
determinaciones se realizaron por duplicado. N=3, como media ± EEM *p<0,05 **p<0,01 ***p<0,001. 
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de sus enzimas involucradas en su síntesis y degradación. Por esa razón, evaluamos la 

expresión de ARNm de (i) las enzimas sintasas del AH: HAS2 (Figura 39D) y HAS3 

(Figura 39E); y (ii) enzimas degradantes del AH: HYAL1 (Figura 39F), HYAL2 (Figura 

39G) y HYAL3 (Figura 39H). Cuando analizamos los niveles de expresión de HAS2 y 

HAS3, observamos un aumento en la expresión de ambas enzimas en respuesta al 

tratamiento con EPI (CB vs. EPI *p<0,05). A su vez, el silenciamiento de la enzima UGDH 

combinado con el tratamiento con EPI aumentó aún más los niveles de expresión de 

ambas enzimas en comparación con el control basal (Figura 39D y 39E). 

Además, se analizaron los niveles de expresión de las principales enzimas 

degradantes del AH. En todos los casos, observamos un patrón similar de aumento en 

la expresión de las tres enzimas, donde EPI per se pudo regular el aumento en la 

expresión de las tres HYALs en comparación con las condiciones basales. Más aún, 

encontramos niveles de expresión aún más altos de las enzimas HYALs cuando las 

células MDA-MB-231 se transfectaron primero con siUGDH y luego se trataron con EPI 

(Figura 39F, 39G y 39H). Tomando estos resultados en conjunto, podemos concluir que 

incluso bajo el silenciamiento de la enzima involucrada en la producción del sustrato de 

las HAS/HYALS para la síntesis de AH y un tratamiento antitumoral como la EPI, las 

células de cáncer de mama MDA-MB-231 fueron capaces de favorecer la síntesis de 

este GAG. Aún más, las células tumorales respondieron a ambas condiciones 

aumentando la acumulación de MEC como otro mecanismo de resistencia a drogas. 

 

2.9. Análisis de enriquecimiento funcional para proteínas relacionadas con UGDH 

 
Debido a la importancia de analizar la funcionalidad a nivel de proteína de la UGDH y 

sus posibles interacciones con otros efectores celulares, utilizamos la herramienta 

bioinformática en línea STRING 180 para encontrar redes de interacción funcional de la 

enzima UGDH y los productos de los distintos mediadores génicos  analizados in vitro 

hasta este punto. La herramienta STRING generó redes de interacción de proteínas in 

silico para UGDH, UGT2B7, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1, HYAL2, HYAL3, VEGF, EGF, 

PI3K, AKT, β-catenina, ABCC1, ABCC2, ABCG2, ATG16L1 y LC3-II. El análisis STRING 

mostró que la enzima UGDH tiene interacciones cercanas solo con las enzimas UGT2B7, 

HAS2 y HAS3, lo que indica que está directamente involucrada en la síntesis de AH y las 

reacciones de glucuronidación. De hecho, la transferasa UGT interactúa con las bombas 
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de expulsión de drogas estudiadas, mostrando una relación entre las respuestas a la 

quimioterapia que requiere glucuronidación y la expulsión de dichas drogas (Figura 40A).  

Figura 40. La compleja red de genes involucrados en la resistencia a drogas, el metabolismo del AH y la 
angiogénesis. Salida de la base de datos STRING® que muestra interactores físicos y funcionales de UGDH, 
UGT2B7, HAS1, HAS2, HAS3, HYAL1, HYAL2, HYAL3, PI3K (PIK3CA), AKT1, b-CATENINA (CTNNB1), VEGF, EGF, LC3-
II (MAP1LC3B), ABCC1, ABCC2 y ABCG2 obtenidos de http://string-db.org/. Análisis GO (ontología de genes) (A). 
Análisis de la vía KEGG (B). 
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Como era de esperar, las enzimas relacionadas con el metabolismo de AH (HASs y 

HYALs) se interrelacionaron entre sí, mostrando una regulación estricta. El resto de las 

moléculas también demostraron estar interconectadas. Además, observamos que tanto 

las vías de señalización PI3K/AKT como Wnt sirven como enlaces entre los mecanismos 

evaluados en el presente trabajo: autofagia, angiogénesis, resistencia a drogas y 

metabolismo de AH (Figura 40A). A su vez, STRING implementa sistemas de 

clasificación conocidos como KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Esta 

herramienta nos permitió analizar y comparar estadísticamente los diferentes procesos 

celulares en los que están implicados los efectores proteicos analizados por STRING. 

Curiosamente, el análisis KEGG nos permitió identificar vías de señalización vinculadas 

a tipos de cáncer altamente agresivos, como la angiogénesis (HIF-1 y VEGF), PI3K/Akt 

y la expresión diferencial de PGs y GAGs, y transportadores de drogas ABC (Figura 40B). 
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CAPÍTULO V: DISCUSIÓN 
 

SECCIÓN 1: EFECTO DEL AH DE BPM SOBRE LA RESPUESTA A DOX Y LA 

RESISTENCIA A DROGAS IN VITRO E IN VIVO 
 

En el cáncer, el desarrollo de resistencia a las drogas utilizadas durante el tratamiento 

quimioterapéutico es una de las principales causas de progresión, recurrencia y 

mortalidad de la enfermedad. El MAT es un factor clave regulador del crecimiento y la 

progresión del tumor. Este MAT está formado por diferentes poblaciones de células 

(tumorales y células asociadas) así como por diversos componentes de la MEC, cuyas 

interacciones influyen en la sensibilidad a la muerte celular. Estos afectan 

consecuentemente a la respuesta farmacológica a drogas quimioterapéuticas, lo que 

involucra la aparición de mecanismos de resistencia 193. 

En el presente estudio, primero nos propusimos dilucidar si la interacción del AH, como 

componente de la MEC, con células tumorales de diferente origen histológico afectaba 

la respuesta al fármaco antineoplásico DOX. Para este fin, utilizamos líneas celulares 

tumorales derivadas de células hematológicas (células EL4 de linfoma T), 

adenocarcinoma basal de mama triple negativo (células MDA-MB-231) y tumores 

mesenquimales (células K12 de osteosarcoma) tratadas con AH de BPM y DOX. El 

agregado de AH de BPM se utilizó para adaptar la MEC tumoral al contexto 

mayoritariamente encontrado durante el desarrollo y progresión tumoral, donde las 

formas de BPM del AH son predominantes 39,42,44. En ese contexto, se decidió estudiar 

cómo este entorno tumoral afectaría al tratamiento antineoplásico con la antraciclina 

DOX, y más aún, su impacto en el proceso de angiogénesis.  

En primera instancia, analizamos la expresión del principal receptor del AH, CD44, y 

la capacidad de unión a AH que presentaban todas las líneas de células tumorales 

utilizadas, para descartar un comportamiento diferencial como consecuencia de la falta 

de expresión de CD44, o de una capacidad distinta de unirse al AH. En este sentido, se 

ha reportado que la interacción AH-CD44 está estrechamente asociada con las 

características tumorales agresivas de las células MDA-MB-231 181 y que la expresión 

de CD44 contribuye a la agresividad en el osteosarcoma 204, así como en las neoplasias 

malignas hematológicas 205,206. En el presente trabajo, las líneas celulares tumorales 

evaluadas mostraron altos niveles de expresión de CD44, detectando dos poblaciones 
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diferenciales en base a la intensidad de expresión del receptor (con expresión de CD44 

alta y baja). Cabe destacar, que si bien existen otros receptores de membrana los cuales 

son capaces de unir AH eficientemente, solo nos centramos en la interacción con CD44 

debido a que es considerado el principal receptor involucrado en los procesos mediados 

por AH que favorecen la progresión tumoral y la resistencia a drogas 46,194. A su vez, 

CD44 es uno de los principales marcadores de CSC de distintos tipos de tumores 139,140, 

por lo cual el estudio de su expresión en poblaciones tumorales puede ser un gran 

indicador del tipo celular utilizado para los estudios. No obstante, también se ha 

estudiado el rol del receptor de AH llamado RHAMM durante procesos inflamatorios y 

distintos tipos de cáncer 207 como colorrectal 208, de pulmón 209, estómago 210, páncreas 

211, mama 212, y también de origen hematológico como linfomas 213. En dicho contexto, 

se ha demostrado que RHAMM puede mediar procesos como la migración celular y la 

reparación de heridas, así como también promover la transición epitelial-mesenquimal, 

mecanismos implicados estrechamente en la capacidad de invasión de las células 

tumorales y metástasis 214. Interesantemente, se ha propuesto que RHAMM actúa 

generando interacciones con distintas proteínas y receptores de membrana, 

particularmente con el complejo AH-CD44 mediando así los procesos mencionados 

previamente 92. Es por este hecho que no se puede descartar un potencial rol de este 

receptor, el cual influir en los resultados hallados. Si bien su estudio no ha sido punto 

central en el presente estudio, podría ser clave para futuras investigaciones.  

En nuestro análisis observamos también que las células tumorales usadas se unen al 

AH eficientemente, observándose también sub-poblaciones celulares que se unían a 

este GAG de forma diferencial. Si bien la importancia biológica de este hallazgo no se ha 

abordado en profundidad en el presente trabajo, esta heterogeneidad en la capacidad 

de unión a AH podría explicar el comportamiento diferencial de las células tumorales al 

ser tratadas con AH de BPM, pudiendo afectar la activación de las señales intracelulares 

(Wnt, PI3K, Rho-GTPasas) y el comportamiento celular. Otro aspecto importante a tener 

en cuenta es descartar la interferencia con el AH intrínseco sintetizado por cada tipo 

celular, el cual podría estar afectando los resultados obtenidos. Distintos antecedentes 

han mostrado que, al tratar diferentes líneas celulares tumorales con inhibidores de la 

síntesis de AH, se reduce la capacidad pro-angiogénica y proliferativa de dichas células 

101,215,216. Estos datos indicarían que no sólo puede intervenir el AH exógeno agregado 

durante el tratamiento, sino que el AH sintetizado por cada célula puede tener su efecto 

propio en el microambiente analizado. Por esta razón, decidimos evaluar las posibles 
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alteraciones de la MEC intrínseca de cada tipo tumoral al realizar el tratamiento 

combinado con AH de BPM y DOX. En este punto, observamos que no se modificó la 

expresión, la secreción ni la acumulación del AH intrínseco de las células tumorales 

provenientes de un contexto tisular de adenocarcinoma mamario, hecho que permite 

determinar que los efectos encontrados a posteriori estuvieron relacionados con el 

agregado del AH de BPM exógeno. Sin embargo, el tratamiento combinado con AH de 

BPM y DOX mostró ser capaz de aumentar la secreción de la fracción de AH soluble en 

el modelo de linfoma T en forma dosis dependiente. Esto no nos permite asegurar el AH 

endógeno propio de las células EL4 no pudiera estar interfiriendo en los resultados 

obtenidos posteriormente. Este hecho podría estar relacionado con la etiología 

diferencial de cada línea celular, así como con el método de crecimiento en cultivo. Las 

células MDA-MB-231 derivan de un tejido glandular mamario mientras que las células 

EL4 presentan características linfocíticas. Además, se ha demostrado que la interacción 

AH-CD44 está implicada en la capacidad de migración de linfocitos, tanto en condiciones 

fisiológicas o patológicas como el cáncer 217, por lo cual la modulación de la expresión 

del AH podría estar sujeta a regulaciones características de este tipo celular. Más aún, 

se ha determinado un incremento en la concentración sérica de AH en pacientes con 

linfoma, siendo más altos los mismos en pacientes con enfermedad recurrente/resistente 

218, hecho que también concuerda con la modulación positiva de los niveles de AH 

secretados en las células EL4 de linfoma T ante el tratamiento con AH de BPM y DOX. 

A su vez, es importante destacar que la MEC que generan las células tumorales es 

mixta y específica de cada tipo tumoral, en la cual pueden coexistir moléculas de AH en 

distintos rangos de PM, las cuales pueden cumplir funciones diferenciales dentro de 

dicho entorno asociadas al rango de PM que presentan 41. Igualmente, considerando 

esta posibilidad, el uso de AH de BPM mimetiza el contexto tumoral in vivo, donde ocurre 

una degradación de las formas de AH de APM. Además, las formas de AH de BPM 

compiten activamente por sitios de unión a sus receptores específicos con la forma de 

AH de APM. Por ello, en nuestros experimentos hemos utilizado AH considerado de BPM 

(1 x 105 Da – 3,3 x 105 Da), capaz de interactuar con CD44 e inducir señalización per se 

asociada a un contexto tumoral, la cual es específica y distinta a la inducida por el AH de 

APM 43.  

En nuestro trabajo, las células tumorales fueron expuestas al tratamiento con DOX 

debido a que esta droga se usa ampliamente como un fármaco antineoplásico para un 
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gran espectro de tumores 6. Para descartar una acción citotóxica exacerbada del fármaco 

durante los tratamientos, utilizamos dosis de DOX menores al valor IC50 determinado 

para cada línea celular en las que los cambios de apoptosis inducida fueron mínimos. La 

resistencia a drogas desarrollada por las células tumorales puede surgir gracias a 

múltiples procesos, ya sea a través de la disminución del ingreso de las drogas, la 

activación de mecanismos de reparación y desintoxicación, el aumento del eflujo del 

fármaco por proteínas transportadoras dependientes de ATP, entre otros; eventos 

asociados al desarrollo de  fenotipos tumorales resistentes 219,220. Se ha demostrado que 

componentes de la MEC tales como el AH, son capaces de modular la respuesta a 

drogas afectando específicamente la expresión y función de diferentes bombas de 

expulsión de fármacos 148,221. En el presente trabajo, el tratamiento con AH de BPM 

indujo una disminución en los niveles intracelulares de DOX solo en las células de linfoma 

T (EL4), sin impactar significativamente en la sobrevida celular ya que, en las condiciones 

evaluadas, los niveles de apoptosis se mantuvieron similares a las condiciones basales. 

Sin embargo, pudimos observar que estos resultados se encontraron en relación al 

aumento de la expresión de transportadores de membrana dependientes de ATP 

involucrados en el eflujo de la DOX, en particular de la bomba ABCB1, donde se pudo 

observar un aumento en 2 a 2,5 veces cuando se trataron con DOX en presencia del AH 

de BPM. Los resultados en conjunto sugieren que los componentes de la MEC de 

tumores de origen hematopoyético, específicamente el AH, podría impactar en la 

respuesta a la DOX, generando sub-poblaciones de células resistentes. Más aún, el AH 

podría estar involucrado en la transformación de células tumorales diferenciadas hacia 

un perfil de CSC 182,222, caracterizadas por una alta expresión de transportadores 

dependientes de ATP de la familia ABC y otros marcadores asociados como CD44 140.  

En contraste, nuestros resultados indicaron que el AH de BPM no modularía 

directamente la acumulación de DOX en células derivadas de tumores sólidos. Estos 

resultados apoyan la idea de que, dependiendo del contexto celular o tisular estudiado, 

las respuestas al tratamiento pueden ser diferentes, y que la MEC presenta un rol activo 

en dicha función. Cabe destacar que se ha definido el concepto de “resistencia estromal” 

durante el tratamiento antitumoral, dándole un rol clave a la MEC como mediadora de 

procesos fisicoquímicos que afectarían a la biodistribución y eficacia de los fármacos 

utilizados. Por un lado, se ha hallado que un aumento en la presión intersticial de los 

fluidos cuando la MEC es densa y compacta, efecto que genera que el fármaco no arribe 

a toda la masa tumoral 223. Además, la MEC tumoral ha mostrado ser responsable de 
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inducir mecanismos de sobrevida claves que evaden la respuesta a dicha droga, y 

generan en última instancia la reaparición del tumor 224,225. En este sentido, debido a que 

el efecto modulatorio sobre la acumulación de DOX fue únicamente observado en las 

células EL4, las cuales presentan crecimiento en suspensión, decidimos realizar el 

mismo esquema de experimento en las células MDA-MB-231 siguiendo una estrategia 

de crecimiento tridimensional en tumorosferas, para simular de forma más acertada el 

contexto tumoral in vivo y contemplar en nuestro estudio a las interacciones entre células 

tumorales y su MEC. En estas condiciones tridimensionales de cultivo tampoco se 

encontraron diferencias en la acumulación intracelular de DOX ni en la inducción de 

apoptosis bajo el agregado de AH de BPM. Sin embargo, observamos una reducción 

significativa del tamaño de las tumorosferas en dichas condiciones. Este efecto era 

esperable debido a que el tratamiento con DOX debería estar alterando las señales de 

sobrevida y el crecimiento celular. Además, hallamos poblacionales diferenciales con 

distinta capacidad de acumular DOX, las cuales nos permiten hipotetizar un efecto 

compensatorio entre ambas que no refleja la modulación de este proceso en el 

porcentaje total de células analizadas. Si bien dichas poblaciones presentaron una 

capacidad diferencial para acumular DOX (alta y baja acumulación), las mismas 

mostraron valores similares de inducción de apoptosis. Este hecho nos indicaría que, si 

bien existen células con mayor capacidad de acumular DOX que otras, esas mismas 

células no están activando el proceso de apoptosis en tales condiciones, hecho que 

podría haber afectado al resultado del porcentaje total de células apoptóticas y que 

indicaría un grado de activación de mecanismos de resistencia mediados por el AH. 

Si bien no se pudo determinar un rol activo significativo del AH de BPM durante el 

tratamiento con DOX en cáncer de mama, recientes estudios determinaron que el uso 

de nanopartículas cargadas con AH y DOX favoreció la biodistribución y eficacia de la 

DOX, demostrando marcados efectos antitumorales y antimetastásicos tanto in vitro 

como in vivo. Más aún, se ha observado que el tratamiento favoreció la polarización de 

macrófagos asociados a tumor hacia un perfil pro-inflamatorio, el cual contribuyó al 

incremento de la eficacia del tratamiento con DOX 226,227. Estos estudios destacan la 

importancia del MAT donde se desarrolla la enfermedad, ya que demuestran que el uso 

de nanopartículas no solo direcciona el tratamiento favoreciendo la distribución de la 

droga empleada hacia el sitio tumoral, sino que también colabora teniendo un rol activo 

en la modulación del entorno, lo que favorece aún más el efecto antitumoral. Resultados 
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semejantes se hallaron al estudiar la distribución y eficacia del tratamiento con DOX 

conjugado a nanopartículas de AH en distintos modelos de osteosarcoma 228,229.  

Otro de los mecanismos involucrados en la aparición de resistencia a drogas y la 

tumorogénesis es la modulación de vías que activan la sobrevida, la proliferación celular 

y la muerte celular por apoptosis 144,230–232. Teniendo en cuenta estos conocimientos, 

estudiamos el efecto del tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la activación de las 

vías Wnt/β-catenina y PI3K/Akt. La primera controla la polaridad celular y la auto-

renovación, el ciclo celular y la proliferación 111, mientras que la vía PI3K/Akt regula el 

crecimiento celular, la proliferación y la angiogénesis entre otras funciones celulares 233. 

A su vez, se ha demostrado que la vía de señalización Wnt favorece la angiogénesis 

mediante la regulación de la expresión de VEGF 234 e IL8 235. Además, se ha observado 

que tras la quimioterapia con DOX en un modelo de cáncer gástrico, se produce la 

activación de dicha vía lo que promueve la invasión y metástasis 236. Más aún, la sobre-

expresión de β-catenina estaría asociado a un fenotipo más agresivo y metastásico 

gracias a la activación de mecanismos de migración, observándose características 

asociadas a CSC 110,237,238. Nuestros resultados indicaron que el tratamiento con DOX 

en combinación con el agregado de AH de BPM incrementó la expresión de β-catenina 

en las células EL4 y MDA-MB-231. Cabe destacar que, en las mismas líneas celulares, 

tanto el AH de BPM y la DOX presentaron la capacidad de modular la expresión de β-

catenina cuando se trataron las células de forma aislada con cada uno, mientras que el 

tratamiento conjunto con ambos intensificó aún más dicho efecto. Sin embargo, en las 

células K12 de osteosarcoma, solo el tratamiento combinado produjo aumentos en la 

expresión de β-catenina. Como se mencionó anteriormente, esto podría ser una 

consecuencia de la expresión diferencial de CD44 y la capacidad de unión a AH 

observada en las diferentes líneas celulares estudiadas. No obstante, estos hallazgos 

mostraron que el AH está involucrado en la respuesta de DOX, lo que altera la acción de 

la droga y favorece la progresión tumoral mediada por la señalización vía β-catenina.  

Además, nos propusimos investigar los niveles de activación de la proteína Akt, 

evaluando su forma fosforilada, ya que se ha determinado que una activación aberrante 

y continua de esta vía está relacionada con la progresión y la resistencia a la 

quimioterapia en distintos tumores humanos 239,240. Tal como fue demostrado y en 

concordancia con trabajos previos del propio laboratorio, el tratamiento con AH de BPM 

generó un aumento en la expresión de p-Akt, lo que demuestra la acción positiva de este 
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GAG sobre esta vía en las células tumorales EL4 y MDA-MB-231. Sin embargo, cuando 

las células tumorales se trataron con DOX, estas mostraron un comportamiento 

diferenciado. En el caso de las células EL4, el AH de BPM fue capaz de revertir la acción 

antitumoral de la DOX evidenciado por un aumento en la expresión de p-Akt. Sin 

embargo, no observamos una modulación en las células MDA-MB-231 tratadas con DOX 

en combinación con AH de BPM. Estos resultados podrían verse relacionados con el 

hecho de que el tratamiento con AH de BPM y DOX aumentó la síntesis y secreción de 

AH en el modelo de linfoma T, el cual podría estar induciendo una señalización diferencial 

que active dicha vía intracelularmente; hecho que no ocurrió en el modelo de 

adenocarcinoma mamario. En concordancia con lo expuesto anteriormente, se ha 

reportado que el tratamiento con AH fue capaz de favorecer la migración y la invasión de 

células de linfoma resistentes a DOX y vincristina por un mecanismo dependiente de 

PI3K 99. En el caso de las células K12, la expresión de p-Akt no se logró detectar en 

nuestras condiciones experimentales, aunque utilizamos un anticuerpo capaz de 

detectar todas las isoformas activas posibles de p-Akt. Por lo tanto, no podemos dilucidar 

el papel de la vía de señalización PI3K/Akt en la línea celular de osteosarcoma en 

asociación con el tratamiento combinado con AH de BPM y DOX. Existe evidencia que 

ha demostrado que en el perfil de “quinoma” (conjunto completo de proteínas quinasas 

codificadas en el genoma) de líneas celulares de osteosarcoma, la vía PI3K/Akt está 

activa y que su inhibición podría reducir la proliferación celular 241. Sin embargo, los 

resultados expuestos no especifican si la inhibición de la señalización a través de p-Akt 

puede ser efectiva en el osteosarcoma, dado que se requieren más estudios para 

determinar si esta vía está activa en sub-poblaciones de este tumor considerado 

altamente heterogéneo. Más aun, considerando que la línea K12 de osteosarcoma 

murino se caracteriza por un bajo índice de crecimiento y de generación de metástasis 

in vivo 242, se podría sugerir que el nivel de activación de p-Akt es bajo y no pudo 

detectarse en las condiciones de nuestros experimentos a diferencia de las otras líneas 

celulares donde si fue detectada. 

Tal como se mencionó previamente, el MAT es un entorno propicio para el desarrollo 

y diseminación tumoral caracterizado por la presencia de distintos tipos celulares con 

roles activos y determinantes dentro de dicho microambiente. Entre las células reclutadas 

al MAT se encuentran las CEs, mediadoras claves de la angiogénesis tumoral 20. A su 

vez, ciertos estudios han demostrado que las células tumorales protegen a las CEs 

asociadas de la apoptosis causada post-radioterapia a través de la secreción de VEGF 
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y la posterior activación de vías de sobrevida 243. Más aún, ha sido reportado que el 

tratamiento con DOX en una amplia variedad de tumores es capaz de inducir distintas 

respuestas en la célula tumoral para revertir su efecto, incluyendo la modulación de la 

angiogénesis tumoral 187,244. Sin embargo, la implicancia de los componentes de MEC 

en dicha modulación no ha sido estudiada en profundidad. 

Teniendo en consideración estos antecedentes, nuestros estudios no se basaron 

únicamente en el análisis del comportamiento de las células tumorales bajo el tratamiento 

con AH de BPM y DOX, sino que también se evaluó el efecto de dicho tratamiento sobre 

las CEs asociadas a cada modelo tumoral in vitro e in vivo, donde hallamos un efecto no 

buscado en primera instancia durante el tratamiento quimioterapéutico: la modulación de 

la angiogénesis tumoral. En el MAT, el AH de la MEC regula la angiogénesis, y 

específicamente, las moléculas de BPM tienen una acción pro-angiogénica 245,246. En 

nuestro trabajo, presentamos resultados que afirman que el AH de BPM del estroma 

tumoral también podría afectar la acción anti-angiogénica de la droga DOX observada 

en las CEs 247,248. Diferentes investigaciones han demostrado que la DOX induce una 

resistencia diferencial en las CEs asociadas a tumores 186,249. Sin embargo, los 

mecanismos involucrados en dicho proceso no han sido ampliamente explorados. Como 

se esperaba, el AH de BPM optimizó la acción angiogénica propia de las células 

tumorales y, sorprendentemente, la DOX per se mostró un efecto similar. Cuando se 

combinó el tratamiento utilizando AH de BPM y DOX, se incrementó significativamente 

tanto la migración como la formación de vasos in vitro de las CEs estimuladas. Esto 

sugiere que el AH de BPM podría favorecer la progresión tumoral y alterar una respuesta 

al tratamiento quimioterapéutico con DOX aumentando la angiogénesis en tumores de 

origen epitelial y mesenquimal, como es el caso de osteosarcoma y adenocarcinoma 

mamario. Estos resultados observados in vitro se detectaron también en el modelo de 

adenocarcinoma mamario in vivo, donde se observó un aumento en la formación de 

vasos en el entorno tumoral cuando los animales fueron tratados con la combinación de 

DOX y AH de BPM. En el caso de las células K12, no fue posible establecer un modelo 

tumoral in vivo, en concordancia con las características poco tumorogénicas de dicha 

línea celular 242. Por otro lado, al evaluar la modulación del comportamiento de las CEs 

estimuladas en un entorno in vitro de linfoma T, el tratamiento con AH de BPM y DOX no 

activó mecanismos en las células tumorales que afecten consecuentemente el 

comportamiento angiogénico de las CEs in vitro. No obstante, la detección de la formación 

de vasos en nuestro modelo in vivo reveló que la DOX también podría afectar la 
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angiogénesis en presencia de AH de BPM en tumores de linfoma T. Este importante 

hallazgo confirma que la MEC que rodea al tumor puede afectar y reducir el éxito de la 

quimioterapia con antraciclinas en diferentes tipos de tumores por mecanismos 

asociados a la angiogénesis y, en consecuencia, favorecer la diseminación del tumor 

como una acción no deseada de la droga. 

Para determinar el mecanismo mediante el cual las células tumorales eran capaces 

de estimular a las CEs bajo el tratamiento con AH de BPM y DOX, y debido a que VEGF 

es uno de los factores claves involucrados en la angiogénesis tumoral; primero decidimos 

investigar si el AH de BPM era capaz de modular los niveles de secreción de VEGF en 

las células tumorales. Sin embargo, no se halló una modulación positiva significativa en 

la secreción de dicho factor para las líneas EL4 y MDA-MB-231. De hecho, se observó 

una disminución en los niveles de secreción de VEGF en todas las condiciones de 

tratamiento utilizadas en las células K12. Estos resultados podrían explicarse por dos 

hallazgos. En primer lugar, VEGF165 presenta diferentes isoformas, cuya expresión y 

proporción son modulables: VEGF165a, la cual se ha demostrado que presenta un rol 

pro-angiogénico y VEGF165b, con actividad anti-angiogénica. Dado que el ensayo de 

ELISA utilizado para evaluar la biosíntesis de VEGF detecta indistintamente ambas 

isoformas sin poder diferenciar una de otra, podemos hipotetizar que los resultados 

observados en los medios condicionados podrían relacionarse con una compensación 

entre las isoformas pro y anti-angiogénicas detectadas por la técnica empleada. Más 

aún, se ha observado que distintas isoformas de VEGF pueden unirse selectivamente a 

GAGs sulfatados, como el heparán sulfato, interacción necesaria para la activación de 

receptores específicos y la transducción de la señal mediada por estos factores 250. 

Además, la unión selectiva de VEGF165a a una forma de AH sulfatado afecta la acción 

de este factor por retención a la MEC, lo que aumenta el efecto anti-angiogénico de la 

isoforma VEGF165b 251. Este hecho podría indicar la posible unión de este tipo de 

factores a otros GAGs o PGs sulfatados de la MEC, hecho que afectaría su acción e que 

impediría observar la modulación de la secreción de este factor en los sobrenadantes 

tumorales.   

En segundo lugar, existen otros factores angiogénicos liberados por las células 

tumorales que pueden modular el comportamiento de las CEs independientemente de la 

biosíntesis de VEGF, tales como la familia de FGF, EGF, ILs, entre otros 190. Por lo tanto, 

el efecto pro-angiogénico observado podría deberse a algún otro factor capaz de 
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estimular a las CEs. Particularmente en osteosarcoma, factores específicos como la 

prolil-hidroxilasa-4, CCL3 y 5, IL34 e IL6 cumplen un importante rol en la angiogénesis y 

no fueron evaluadas en este trabajo 252. Este hecho podría explicar que las terapias 

centradas en la disminución de la expresión de VEGF o las señales celulares mediadas 

por este factor fallen como consecuencia de los cambios en el MAT y la biodisponibilidad 

de otros factores pro-angiogénicos importantes durante el proceso de angiogénesis 

188,190. 

En continuidad con lo anteriormente expuesto, se ha demostrado que FGF1 y el FGF-

2 están sobre-expresados en tumores que recurren luego del tratamiento con un 

anticuerpo anti-VEGFR 253, probablemente como un mecanismo compensatorio 

activador de la angiogénesis. En el presente trabajo, pudimos observar que el tratamiento 

con DOX en combinación con el AH de BPM causó una regulación positiva de la 

biosíntesis de FGF-2, hecho que podría estar asociado con el efecto pro-angiogénico 

observado sobre las CEs. Como es sabido, la mayor parte de la fracción de FGF-2 

sintetizada por las células tumorales se secreta hacia el exterior celular y permanece 

unida a los PGs de heparán sulfato en la membrana plasmática 200. Por lo tanto, es 

factible detectar este factor en extractos derivados de lisis celular en lugar de 

sobrenadantes. Por este hecho analizamos la biosíntesis de FGF-2 tanto en 

sobrenadantes como en extractos celulares de las células tumorales tratadas con DOX 

y AH de BPM para descartar que la adición del AH de BPM exógeno haya afectado la 

interacción entre los PGs y FGF-2, liberando a éste último al medio extracelular. 

Únicamente encontramos niveles detectables de FGF-2 solo en el ensayo realizado a 

partir de extractos celulares, por lo tanto, nuestros resultados podrían relacionarse con 

la retención de ciertas isoformas de FGF-2 en la membrana plasmática en interacción 

con otros componentes de la MEC, hecho que evidenciaría aún más el importante rol de 

la MEC tumoral. Además del efecto pro-angiogénico de FGF-2, se ha investigado que 

ciertas isoformas de FGF-2 no se secretan de la célula y se transportan al núcleo donde 

regulan el crecimiento o el comportamiento celular 254,255. Por otro lado, distintos estudios 

revelaron que las células tumorales promueven la angiogénesis secretando vesículas 

extracelulares que pueden ser capturadas por las CEs. Estas vesículas extracelulares 

derivadas de tumores pueden transportar varios factores de crecimiento como FGF-2, 

VEGF, IL8 que activan la señalización pro-angiogénica en las CEs. Por lo cual, en este 

punto no podríamos descartar que el efecto pro-angiogénico observado in vitro sobre las 

CEs estimuladas con los sobrenadantes de las células tumorales estuviera mediado por 
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la secreción de vesículas extracelulares cargadas con factores de crecimiento, los cuales 

no es posible detectarlos por las técnicas utilizadas 256–258. 

En concordancia con los resultados hallados en un contexto tumoral in vitro, se siguió 

la misma estrategia de tratamiento en modelos tumorales ectópicos in vivo para 

determinar la modulación de vías de la progresión tumoral, migración, angiogénesis y 

resistencia a drogas bajo el tratamiento combinado con AH de BPM y DOX. En este 

sentido, en el MAT propio de adenocarcinoma mamario bajo el tratamiento con AH de 

BPM y DOX se observó el favorecimiento del proceso de angiogénesis, la resistencia a 

drogas y la capacidad de diseminación tumoral. Particularmente, observamos la 

activación de la expresión de VEGF, efecto que no habíamos podido observar en las 

condiciones in vitro. Más aún, hallamos un incremento en la expresión de bombas de 

expulsión de antraciclinas dependientes de ATP, previamente asociadas a perfiles 

tumorales resistentes y menor sobrevida de pacientes con distintos tipos de cáncer 259. 

Este efecto también se observó al analizar diferentes perfiles de mutaciones presentes 

en dichos transportadores de membrana sobre-expresados 260,261, hecho que resultaría 

de interés para futuros estudios. En línea con distintos reportes, observamos también un 

aumento en la expresión de mediadores del eje SDF1/CXCR4 in vivo, determinante de 

la capacidad de migración y diseminación celular 262. En este sentido, se ha demostrado 

que fibroblastos asociados a cáncer endometrial promovieron la progresión de tumoral 

mediante señalización parácrina o autócrina dependiente de SDF1/CXCR4. A su vez, se 

ha definido a SDF1α como un nuevo factor de mal pronóstico de sobrevida para dichos 

pacientes 263. Más aún, se ha observado que CD44 y CXCR4 interactúan físicamente en 

presencia de SDF1, lo cual evidencia que la señalización de CXCR4 inducida por SDF1 

depende de la unión de AH a CD44 y que consecuentemente interviene en la activación 

de la migración celular 116. Finalmente, también se encontró una regulación positiva de 

enzimas implicadas en el metabolismo de AH, lo cual ha sido estrechamente relacionado 

con la capacidad de invasión en cáncer de mama 181, y el pronóstico y la sobrevida de 

pacientes con cáncer de vejiga 264, próstata 265 y colon 266. Por lo cual, tomando en 

conjunto los resultados obtenidos, estos nos brindan valioso conocimiento acerca del 

comportamiento del MAT in vivo, observando ciertas discrepancias con los resultados 

obtenidos in vitro. En estas condiciones no podemos descartar un efecto modulatorio del 

tratamiento con AH de BPM y DOX sobre la propia MEC tumoral en un contexto in vivo, 

ya que se observó un aumento en la expresión de enzimas HASs/HYALs. Teniendo en 

cuenta los antecedentes propios y de otros autores, resultará interesante evaluar la 
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biosíntesis y características del AH presente en la MEC tumoral in vivo, estudio que se 

retomará en continuidad a este trabajo de tesis. 

Los datos previamente expuestos, hallados a partir de experimentos in vitro 

bidimensionales, tridimensionales y experimentos in vivo con modelos murinos nos 

demuestran que existe un efecto modulador del AH de BPM durante el tratamiento con 

la antraciclina DOX. El hecho de que el MAT fuera un entorno con alta proporción de AH 

de BPM logró favorecer la activación de señales de sobrevida y progresión tumoral que 

culminaron afectando la eficacia del tratamiento antineoplásico. Específicamente, el 

efecto modulador del AH de BPM sobre el tratamiento con DOX demostró ser 

independiente de una modulación en la biosíntesis de VEGF y mostró favorecer la 

expresión de factores pro-angiogénicos como FGF-2. Un aumento en la expresión de 

dicho factor resultaría clave en la angiogénesis tumoral, siendo un potencial responsable 

del efecto pro-angiogénico observado sobre las CEs tanto en los ensayos in vitro e in 

vivo (Figura 41). Finalmente, estos resultados nos reafirman el rol activo que presenta la 

MEC en el entorno de desarrollo tumoral, no solo afectando las propias células tumorales 

sino otros tipos celulares asociados los cuales pueden alterar la eficacia de los 

tratamientos clásicos generando la llamada “resistencia estromal”.  
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Figura 41. Resumen de los resultados obtenidos bajo el tratamiento tumoral in vitro e in vivo 

con AH de BPM y DOX 
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SECCIÓN 2: EFECTO DE LA ALTERACIÓN DE LA SÍNTESIS DE AH ENDÓGENO 

SOBRE LA RESPUESTA A EPIRRUBICINA 
 

La EPI es considerada uno de los fármacos más activos utilizados en el tratamiento 

del cáncer de mama resistente a la terapia hormonal o cáncer de mama triple negativo 

11. Esta antraciclina es un derivado semisintético de la DOX la cual produce una eficacia 

similar a dosis equimolares con menos efectos adversos. Este efecto está dado por 

mecanismo de eliminación diferencial a la observada para la DOX, a través de una 

reacción de 4-O-glucuronidación 2,267. Dicha reacción se produce principalmente 

mediante la adición de una molécula de UDP-GlcUA a la EPI, a través de la acción de 

una única enzima UGT-transferasa llamada UGT2B7 12,268. La enzima UGDH es la 

encargada de catalizar la oxidación de UDP-glucosa para formar el UDP-GlcUA, el cual 

no solo participa en reacciones de glucuronidación de fármacos sino también que actúa 

como sustrato para la síntesis de distintos GAGs y PGs. Por lo cual, la actividad de esta 

enzima UGDH está indirectamente influenciada por el nivel de glucosa celular y la 

síntesis de componentes de la MEC 163,195,269.A su vez, diferentes estudios han analizado 

el rol de la UGDH como un marcador de progresión tumoral durante la quimioterapia con 

fármacos que se eliminan por glucuronidación. 

En distintos trabajos se han planteado estrategias de silenciamiento de la UGDH en 

células de cáncer de mama para evaluar el rol como modulador del comportamiento 

tumoral 270, considerando que este hecho reduciría la disponibilidad de UDP-GlcUA 

intracelular. Esta reducción en la disponibilidad de UDP-GlcUA alteraría la composición 

de la MEC tumoral y las reacciones de glucuronidación que dependen del mismo, lo que 

consecuentemente podría afectar las respuestas a diferentes terapias tumorales. En el 

presente trabajo estudiamos por primera vez el nivel de expresión de la enzima UGDH y 

el silenciamiento de su expresión utilizando como modelo tumoral la línea celular de 

adenocarcinoma de mama MDA-MB-231 271. Además, se buscó evaluar el rol de dicha 

enzima durante la terapia antitumoral realizada con EPI y postular a la enzima UGDH y 

los genes asociados al metabolismo de AH como posibles biomarcadores pronósticos en 

cáncer de mama. 

En primer lugar, analizamos la frecuencia de expresión de la enzima UGDH a nivel de 

ARNm en diferentes tipos de tumores sólidos con el objetivo de evaluar la relevancia de 

esta molécula y validar el uso de nuestro modelo de estudio. Por ello, investigamos en 

bases de datos públicas el valor pronóstico de sobrevida de pacientes con cáncer de 
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mama triple negativo en relación con la expresión de la enzima UGDH y de los principales 

genes implicados en el metabolismo del AH (HASs y HYALs), la angiogénesis (VEGF, 

FGF-2, EGF) y la resistencia a drogas (transportadores de fármacos ABC). Hemos 

observado que niveles más altos de expresión de la enzima UGDH se correlacionaban 

con un peor pronóstico (menor sobrevida) de pacientes con cáncer de mama triple 

negativo que habían recibido quimioterapia. Estos resultados pueden resultar 

controversiales con nuestros resultados, dado que el análisis de sobrevida realizado in 

silico se efectuó con un grupo de pacientes que habían recibido algún tipo de 

quimioterapia, sin poder especificar ni distinguir entre los fármacos utilizados para el 

tratamiento. Por lo cual, la estrategia de quimioterapia seguida en cada paciente no fue 

necesariamente realizada con antraciclinas o EPI, la cual se inactiva específicamente 

por glucuronidación y requiere de la acción de la enzima UGDH. Por otro lado, no hay 

que descartar el hecho de que los experimentos fueron llevados a cabo con una línea 

celular obtenida de una muestra proveniente de un único paciente con cáncer de mama 

triple negativo, lo que podría profundizar los resultados hallados. Por estos motivos, es 

posible encontrar discrepancias entre los resultados in silico y los obtenidos en nuestro 

estudio a partir de la línea MDA-MB-231. Cuando analizamos la asociación entre la 

expresión de genes relacionados con la enzima UGDH y la sobrevida de los pacientes, 

encontramos que, aumentos en la expresión de HAS2, HYAL1-2, VEGF y ABCC2 se 

relacionaban con un peor pronóstico. Estos resultados denotan la importancia de los 

procesos estudiados en el presente trabajo durante la progresión y el tratamiento 

antitumoral. 

Ampliamos el estudio empleando muestras obtenidas de pacientes con cáncer de 

mama, donde analizamos la expresión del ARNm de UGDH en muestras tumorales y de 

tejido adyacente no tumoral obtenidas de cuatro pacientes con cáncer de mama 

caracterizados previamente en nuestro laboratorio según el estado de RE, RP, HER2 y 

Ki67 179. En tres de las cuatro pacientes, que fueron definidas como HER2-, observamos 

un aumento en la expresión de UGDH en el tejido tumoral en comparación con la 

expresión de esta enzima en el tejido adyacente no tumoral. Este resultado estuvo en 

concordancia con el aumento en los niveles de expresión de AH, HAS2 y BRCA1 y con 

datos publicados previamente por nuestro grupo de trabajo 179. Resultados opuestos se 

observaron en la única paciente estadificada como HER2+, donde hallamos una 

disminución en la expresión de UGDH en el tejido tumoral respecto al tejido adyacente 

no tumoral, hecho que estuvo relacionado con una disminución en la expresión de AH y 
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en los niveles de HAS2 179. Si bien comprendemos que será necesario ampliar la cohorte 

de pacientes estudiadas para confirmar los resultados, este análisis complementa 

nuestros ensayos in vitro y propone un punto de partida para ampliar el estudio a más 

pacientes con cáncer de mama e incluso extenderlo a otros tipos de cáncer 272. 

Además, para ampliar el estudio a otros modelos in vitro de cáncer de mama, 

investigamos la expresión de ARNm de UGDH a partir de bases de datos públicas de 

microarrays de cuatro líneas celulares de cáncer de mama con diferente agresividad y 

estado de expresión de receptores hormonales y HER2. La mayor expresión de la 

enzima UGDH se observó en las células MDA-MB-231, mostrando además una 

regulación positiva de la expresión de UGDH en respuesta al tratamiento con EPI. Este 

hecho se relacionaría estrechamente con el fenotipo tumoral agresivo que presentan 

estas células (triple negativo - basal), ya que se ha demostrado previamente que en este 

tipos de pacientes una expresión incrementada de UGDH se relaciona con menor 

sobrevida 273. Además, las líneas celulares MDA-MB-231 y MCF-7 (ambas estadificadas 

como HER2-) mostraron niveles más altos de expresión del gen UGDH en comparación 

con las otras líneas celulares consideradas HER2+. Todos los análisis realizados 

anteriormente respaldan nuestro trabajo con estas células como modelo para el estudio 

del cáncer de mama triple negativo. Y si bien se requieren más estudios para comprender 

la función de la enzima UGDH en pacientes con cáncer de mama y su relación con el 

metabolismo del AH, estos resultados en conjunto nos indican que la enzima UGDH se 

expresa diferencialmente en los distintos tipos de cáncer de mama y que los mecanismos 

en los que interviene esta enzima podrían estar alterados durante la progresión, el 

tratamiento y la diseminación de la enfermedad. 

En relación con estos resultados, existen antecedentes que relacionaron la expresión 

de UGDH con distintos perfiles de expresión de HER2 en cáncer de mama. En un estudio 

realizado a través de datos obtenidos de microarrays con muestras de pacientes de 

cáncer de mama HER2-, se observó un aumento en la expresión de la enzima UGDH, 

resultado que se relacionó con la reprogramación metabólica de las células 274. Por otro 

lado, se reportó un aumento en la expresión de la enzima UGDH en células MCF-7 

resistentes a la terapia con paclitaxel a través del análisis proteómico de proteínas 

relacionadas con el desarrollo de resistencia 275. Estos resultados denotan una relación 

entre la expresión de HER2 y UGDH. En este sentido, es importante recordar que la 

señalización AH-CD44 puede activar la familia de receptores de EGF (EGFR - dentro de 
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los cuales se encuentra HER2) e inducir la activación de la vía PI3K/Akt, mediadora de 

procesos claves en la progresión tumoral 239. Más aún, se determinó que la activación 

del receptor HER1 favorece la activación de UGDH por fosforilación en cáncer de 

pulmón, hecho que favoreció la metástasis 163. Por lo cual podría existir algún mecanismo 

compensatorio que aumente la expresión de UGDH ante la carencia de HER2 en cáncer 

de mama, hecho que aún no ha sido abordado en profundidad en nuestra investigación. 

Luego, continuamos evaluando el rol de la enzima UGDH durante el tratamiento con 

EPI utilizando la línea celular tumoral MDA-MB-231. Hemos observado que las células 

MDA-MB-231 expresan la enzima UGDH, y hemos encontrado un efecto similar al 

informado anteriormente 69, donde la expresión de UGDH se reguló positivamente en 

respuesta al tratamiento con EPI. La sobre-expresión de UGDH podría promover la 

eliminación de este fármaco citotóxico de las células tumorales, hecho que podría estar 

relacionado con una mayor demanda de UDP-GlcUA, el cual es crucial para conjugar 

EPI y promover su eliminación de las células tumorales. 

El punto clave de nuestro estudio fue investigar el efecto del silenciamiento de la 

enzima UGDH sobre la actividad antitumoral de EPI, estudiando procesos como la 

apoptosis, la proliferación, la migración, la autofagia y la angiogénesis. De hecho, 

distintos antecedentes han planteado que la resistencia a la EPI puede ocurrir a través 

de diferentes mecanismos relacionados, incluida la resistencia mediada por aumento de 

la expresión de bombas de expulsión dependientes de ATP, cambios en la actividad de 

la topoisomerasa II, la inducción de proteínas de choque térmico y la inhibición de vías 

apoptóticas 276–280. Sin embargo, son escasos los estudios que asocian el silenciamiento 

de la enzima UGDH con la generación de una MEC que favorezca el desarrollo y la 

resistencia del tumor, afectando la actividad antitumoral de la antraciclina EPI. En este 

sentido, observamos que el silenciamiento de la enzima UGDH combinado con el 

tratamiento con EPI no modificó la viabilidad celular ni la citotoxicidad, por lo que una 

posible modulación en el comportamiento de las células MDA-MB-231 podría ser 

consecuencia únicamente del efecto de la reducción de la expresión de UGDH y no de 

la mortalidad de las células. Contrariamente a nuestras expectativas, encontramos una 

disminución significativa en la inducción de apoptosis en las células de cáncer de mama 

MDA-MB-231 que habían sido silenciadas para UGDH y luego tratadas con EPI. Aunque 

las células tumorales transfectadas con el siUGDH acumularon una mayor cantidad de 

EPI, este hecho no fue suficiente para aumentar los niveles de apoptosis observados en 
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las mismas condiciones. Resulta importante destacar que mediante el análisis de 

citometría de flujo encontramos dos poblaciones bien diferenciadas de células tumorales 

MDA-MB-231 con diferente capacidad de acumular EPI tras silenciar la enzima UGDH, 

efecto que no fue observado en las condiciones basales ni durante la transfección con 

un siRNA control. Específicamente se observó una población celular con mayor 

acumulación de EPI que la otra, resultado que podría indicar algún grado de desarrollo 

resistencia por parte de la población que acumuló menor EPI. Esta población podría ser 

la responsable de la disminución del nivel de apoptosis observado en dichas condiciones. 

Estos resultados podrían relacionarse con el hecho de que después de silenciar la 

expresión de la UGDH, habría menos enzima disponible para producir UDP-GlcUA, y el 

UDP-GlcUA podría encontrarse en una proporción reducida dentro de las células 

tumorales. Por ello, habría menos glucuronidación de EPI de la necesaria para eliminar 

el fármaco. Sin embargo, en este punto se hubiera esperado un aumento en los niveles 

de apoptosis inducida en esas condiciones, por lo cual podríamos pensar que, si bien las 

células acumularon más EPI, algún proceso celular estaría impidiendo su efecto 

antitumoral. Existen diferentes aspectos y antecedentes a tener en cuenta que soportan 

esta conjetura. En primer lugar, el análisis de la acumulación intracelular de EPI mediante 

citometría de flujo no refleja directamente la actividad de este fármaco ni el grado de 

glucuronidación, ya que tanto las formas activas como inactivas de esta droga presenta 

igual capacidad de producir fluorescencia 281,282. Por otro lado, al no haber realizado 

algún protocolo de fraccionamiento celular, la técnica empleada no nos permite 

determinar la localización intracelular de la EPI donde debería ejercer su acción. Por lo 

tanto, podemos plantear la hipótesis de que la droga podría estar fuera del núcleo 

evitando su principal mecanismo de acción sobre el ADN y, por lo tanto, afectando sus 

efectos citotóxicos. Otra hipótesis podría ser que la EPI se encuentre en su forma 

inactiva, ya conjugada al UDP-GlcUA pero que aún no haya sido detectada su 

eliminación de las células tumorales por los tiempos de ensayo empleados. Este UDP-

GlcUA podría provenir de una fuente que no dependa directamente de la enzima UGDH; 

por ejemplo, a partir de la degradación del AH presente en la MEC tumoral. Además, es 

necesario tener en cuenta que el silenciamiento del gen UGDH no implica que las 

enzimas previamente sintetizadas y aún disponibles en dicho momento de la vida de la 

célula no puedan continuar ejerciendo su acción, produciendo UDP-GlcUA en forma 

compensatoria a la inhibición de su expresión. Por lo cual, el análisis de los niveles 
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proteicos y la actividad de la enzima UGDH disponible en las células sería un punto clave 

para futuros estudios. 

Tal como se mencionó anteriormente, unos de los mecanismos celulares implicados 

en el desarrollo de resistencia a la EPI es la regulación positiva de la expresión de 

distintos transportadores de membrana asociados al eflujo de fármacos, los cuales son 

dependientes de ATP. De hecho, el tratamiento de EPI llevado a cabo durante el 

silenciamiento de la enzima UGDH favoreció un aumento en la expresión de los 

transportadores ABCC1, ABCC2 y ABCG2 implicados en la expulsión de la EPI desde 

interior celular. Retomando la idea de que se encontró mayor acumulación de EPI y 

menor inducción de apoptosis en dichas condiciones, el aumento de la síntesis de las 

bombas de expulsión podría reforzar la hipótesis de que no se haya logrado visualizar 

esta modulación positiva del eflujo de EPI por los tiempos de ensayo utilizados. Si bien 

en el presente estudio no analizamos posibles cambios en la expresión proteica ni la 

funcionalidad de las bombas, existen antecedentes en cáncer de vejiga que indican que 

un aumento en la expresión de estas bombas está relacionado con la funcionalidad de 

las mismas. Más aún, se demostró la estrecha implicancia de la sobre-expresión y 

funcionamiento de las bombas de expulsión de drogas ABC en el desarrollo de 

resistencia a EPI empleando la misma metodología empleada en este estudio 283 

A su vez, se observó un incremento en la expresión de la transferasa UGT2B7 

(encargada de inactivar a la EPI por transferencia de UDP-GlcUA) bajo el silenciamiento 

de la enzima UGDH y el tratamiento con EPI. Este resultado se mostró en relación con 

antecedentes en que demuestran que la sobre-expresión de UGT2B7 en cáncer de 

hígado resultó ser dependiente de EPI y de la activación de la vía p53, hecho que podría 

contribuir a la resistencia a la quimioterapia y a la cardiotoxicidad reducida de EPI 268. 

Otro estudio propone estudiar a esta transferasa como un marcador pronóstico de la 

eficacia y la toxicidad de la EPI en pacientes con estadios tempranos de cáncer de mama 

284. Estos antecedentes expuestos en conjunto con los resultados obtenidos en nuestro 

modelo de estudio nos indica que bajo el silenciamiento de la enzima UGDH se produjo 

la activación de un mecanismo de resistencia ante el incremento de la acumulación 

intracelular de EPI y la falta de activación del proceso apoptótico. No obstante, queda 

por evaluar cuál es el estado fármaco-bioquímico de la molécula de EPI en el interior 

celular, que sería responsable de su inactividad y su mayor acumulación.  
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Es importante destacar que se hallaron resultados similares en cáncer de próstata, 

donde los andrógenos utilizados como tratamiento antitumoral se inactivan mediante el 

mismo mecanismo de glucuronidación que la EPI. Particularmente, se observó que las 

células resistentes al tratamiento con andrógenos mostraban mayor expresión de UGDH 

y de las transferasas UGT2B15 y UGT2B17 responsables de la glucuronidación en 

páncreas. Más aún, se informó que el silenciamiento de la enzima UGDH aumentó la 

producción de UDP-GlcUA, lo cual activó la glucuronidación de los andrógenos 

intracelulares y su expulsión, observándose mayores niveles de andrógenos 

glucuronidados en los sobrenadantes de las células tumorales. Este hecho promovió el 

crecimiento de las células tumorales y el desarrollo de resistencia a dichas drogas 269. 

Los autores también observaron una remodelación de la MEC tumoral ya que el UDP-

GlcUA y otros UDP-azúcares promovieron la expresión alterada de PGs y GAGs en la 

superficie celular 70,269. 

Continuamos evaluamos el rol de la enzima UGDH en la angiogénesis y la migración 

celular. Al analizar los niveles de ARNm de VEGF y EGF, las células MDA-MB-231 

regularon positivamente la expresión de ambos bajo el silenciamiento de la enzima 

UGDH y el tratamiento con EPI. No obstante, no logramos encontrar una modulación 

positiva en los niveles de biosíntesis y secreción de VEGF. Este hecho podría 

relacionarse con que las muestras procesadas para obtener ARN y sobrenadantes 

fueron tomadas al mismo tiempo, por lo que tal vez el efecto de activación transcripcional 

no lograría verse al mismo tiempo a nivel proteico. Además, tal como fue discutido 

previamente, la técnica de ELISA empleada en el trabajo es capaz de detectar las 

isoformas pro-angiogénicas y anti-angiogénicas de VEGF165a, lo que podría ejercer un 

efecto compensatorio en los resultados encontrados. A su vez, podrían verse 

involucrados mecanismos de regulación post-transcripcionales que afecten 

consecuentemente la síntesis de dichos factores; eventos que no fueron estudiados en 

el presente trabajo 285. Paralelamente, se observó un aumento en la migración de las 

células tumorales bajo el silenciamiento de UGDH y el tratamiento con EPI, efecto 

promotor de la progresión tumoral. En relación con este resultado, tal como se mencionó 

previamente, a través de la activación de EGFR (familia de los receptores Erbb) la UGDH 

se fosforila y se activa, lo cual aumenta el consumo de UDP-Glc en la célula. Este 

mecanismo atenúa la inhibición mediada por UDP-Glc del ARNm del factor SNAI1 

involucrado en la transición epitelial-mesenquimal, favoreciendo su traducción, y 

activando la invasión y metástasis 163. 
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Por otro lado, uno de los procesos recientemente relacionados con la resistencia a 

drogas es la autofagia 286. Este proceso se activa bajo estrés celular y permite el reciclaje 

de macromoléculas y organelas, inhibiendo la apoptosis de las células tumorales 287. En 

el presente estudio se demostró una modulación positiva de la autofagia dada por un 

aumento en la expresión de marcadores de este proceso (LC3-II) y la presencia de 

autofagosomas en respuesta al tratamiento con EPI. Dichos efectos también se 

observaron en respuesta al silenciamiento de UGDH y al posterior tratamiento con EPI. 

Aún más, observamos que incrementos en la expresión de los marcadores de autofagia 

ATG16L1 y LC3-II se asociaron con una menor sobrevida libre de recaídas en pacientes 

con cáncer de mama triple negativo (in silico). De acuerdo con los resultados obtenidos, 

existe evidencia que la autofagia protegió a las células MCF-7 de la apoptosis inducida 

por EPI y facilitó el desarrollo de resistencia 151. A su vez, se ha demostrado que la 

inhibición de la autofagia mejoró la respuesta a EPI en líneas celulares de cáncer de 

mama triple negativo sensibles y resistentes, por lo que inhibir este proceso podría 

proponerse como una nueva estrategia de tratamiento eficaz para esta enfermedad 288. 

Teniendo en consideración lo anteriormente expuesto, la autofagia es un proceso clave 

involucrado en la respuesta a drogas, la progresión tumoral y la sobrevida de los 

pacientes con cáncer de mama. Por lo cual, estos resultados y antecedentes indican que, 

a pesar de estar bajo tratamiento antitumoral con EPI y con menor disponibilidad de la 

enzima UGDH, las células tumorales fueron capaces de activar varios mecanismos 

directamente relacionados con la progresión tumoral y la resistencia a drogas, incluida la 

autofagia. 

Por otro lado, consideramos importante resaltar que las células tumorales son 

capaces de modular sus MAT para evitar la acción de los fármacos utilizados como 

quimioterapia 289. De acuerdo con la relación entre la enzima UGDH y la síntesis de AH, 

existen datos controversiales sobre la modulación de la expresión de este GAG. Primero, 

se ha demostrado que una función disminuida de la enzima UGDH (ya sea por la 

utilización de un siRNA o por el fármaco 4-MU, que afecta los niveles de UDP-GlcUA) en 

células de músculo liso aórtico 37,195 y queratinocitos humanos 290 redujo 

significativamente la producción de AH de la MEC. En concordancia, Wang et al. 

demostraron que la inhibición de la expresión de UGDH disminuyó significativamente la 

capacidad invasiva de las células de carcinoma colorrectal HCT-8 en combinación con 

una reducción en la expresión de diferentes GAGs 69. Sin embargo, los experimentos se 

llevaron a cabo sin el uso de un agente quimioterapéutico como una antraciclina. 
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Teniendo en cuenta la relevancia de la enzima UGDH sobre la expresión de 

componentes de la MEC, se analizó el efecto del silenciamiento de la UGDH durante el 

tratamiento con EPI sobre el metabolismo del AH y la matriz pericelular de las células 

tumorales. Si bien observamos que las células MDA-MB-231 tenían menor disponibilidad 

de UGDH para sintetizar UDP-GlcUA, las células presentaron una mayor MEC pericelular 

en dichas condiciones, la cual estaba compuesta principalmente por AH. Sin embargo, 

no encontramos diferencias en la secreción del AH al medio extracelular de dichas 

células. Teniendo en cuenta estos resultados, podría existir algún mecanismo 

compensatorio activado ante el silenciamiento de la enzima UGDH y el tratamiento con 

EPI que favoreciera la síntesis de los componentes de la MEC que quedan retenidos en 

el área pericelular de las células tumorales. 

Continuamos el estudio analizando la expresión de las enzimas HASs y HYALs como 

componentes esenciales del metabolismo de AH. El silenciamiento de la UGDH 

combinado con el tratamiento con EPI incrementó los niveles de expresión de HAS3, 

pero no de HAS2, guardando estrecha relación con los datos obtenidos al analizar el 

área pericelular y el AH secretado al medio celular. Esto nos permite hipotetizar y 

relacionar el hecho de que la enzima HAS3 presenta un rol clave en la síntesis del AH 

que queda anclado a nivel de la membrana plasmática celular, mientras que HAS2 se 

encuentra en relación con el AH solubilizado al medio celular 36,291. En este sentido, se 

correlacionaron mayores niveles de expresión de HAS3 con el aumento en el área 

pericelular de las células. En el caso de la HAS2, donde observamos menor modulación, 

correspondiente a que no hallamos una modulación de los niveles de AH solubles. A su 

vez, resultaría interesante estudiar el peso molecular del AH producido por las células 

tumorales debido a que las distintas isoformas de las HASs sintetizan diferencialmente 

cadenas de AH de distintos pesos moleculares 51 y que según el rango del mismo, el AH 

podría ejercer funciones bien diferenciadas en el MAT 36. 

Si bien fue sorpresivo el incremento en la expresión de las HYALs considerando una 

mayor área pericelular, estos resultados podrían explicarse teniendo en cuenta que, en 

ausencia de UGDH, las células de cáncer de mama requieren una nueva fuente de UDP-

GlcUA para sintetizar AH (y otros GAGs y PGs). Este efecto sobre la síntesis de las 

enzimas HYALs que degradan el AH podría favorecer este proceso compensatorio, ya 

que se degradaría el AH y se obtendrían los precursores del mismo (UDP-GlcUA y UDP-

GlcNAc), dejándolos nuevamente disponibles para que puedan ser utilizados en 
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procesos como la glucuronidación de EPI y la síntesis de GAGs y PGs de la MEC. A su 

vez, el aumento en la expresión de las enzimas HYALs puede estar relacionado con la 

modificación del peso molecular del AH, más que en su degradación propiamente dicha. 

Esto concuerda con un aumento en el área pericelular a pesar de un incremento en la 

expresión de las HYALs; y con el favorecimiento de formas de AH de BPM altamente 

promotoras de la resistencia tumoral. No obstante, el aumento en la expresión de dichas 

enzimas no necesariamente implica un aumento en la actividad de las mismas. Nuestros 

resultados concuerdan con antecedentes publicados en cáncer de próstata, donde se 

demostró que, al sobre-expresar la enzima UGDH durante el tratamiento con 

andrógenos, la síntesis de AH no se vio estimulada 269. Por lo cual, sería sumamente 

importante determinar el grado de actividad de las enzimas HASs y HYALs más allá de 

estudiar su expresión, como también el análisis de los UDP-azúcares disponibles en las 

células MDA-MB-231 de forma de determinar si el aumento en la expresión implica un 

aumento en la actividad de las enzimas involucradas en el metabolismo de AH.  

Si bien en el presente trabajo no se analizó la expresión de UGDH a nivel proteico, se 

realizó una aproximación mediante herramientas bioinformáticas. Por ello, se realizó el 

análisis con la herramienta STRING el cual analiza y predice las interacciones y/o 

relaciones entre distintos efectores proteicos. El mismo mostró que las vías de 

señalización de PI3K/Akt y Wnt interrelacionan proteínas en la autofagia, angiogénesis, 

resistencia a drogas y metabolismo del AH evaluados en el presente trabajo. La UGDH 

está directamente involucrada en la síntesis del AH y en reacciones de glucuronidación. 

De hecho, la transferasa UGT2B7 mostró interactuar con las bombas de eflujo 

estudiadas, mostrando una relación entre la respuesta a la quimioterapia que requiere 

glucuronidación y el eflujo de fármacos. Como era de esperar, las enzimas relacionadas 

con el metabolismo de AH (HASs y HYALs) se interrelacionaron entre sí, mostrando una 

regulación estricta.  No obstante, sabemos que es necesario realizar más investigaciones 

para confirmar estos nuevos hallazgos, no solo en cáncer de mama sino en otros tipos 

de tumores. 

En resumen, el resultado esperado luego de disminuir la disponibilidad de la enzima 

UGDH era obtener una reducción en la MEC y aumentar la sensibilidad de las células 

tumorales a la EPI, reduciendo el efecto mencionado como “resistencia estromal”. Por el 

contrario, observamos que el silenciamiento de UGDH no logró reducir la MEC; y más 

aún cuando las células carentes de UGDH fueron expuestas al tratamiento con la 
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antraciclina EPI. Esto nos indica que las células tumorales presentaron un mecanismo 

de compensación para la producción de AH y para el desarrollo de resistencia a la EPI, 

activando mecanismo tales como la autofagia, la angiogénesis y la migración celular, y 

conduciendo a la reorganización de los componentes de la MEC como el AH, eventos 

que consecuentemente favorecen la progresión tumoral (Figura 42).  

En este proceso, el rol de la UGDH es crucial, por lo que se puede proponer como un 

potencial marcador de progresión tumoral durante la quimioterapia en pacientes con 

cáncer de mama. 

 

 

 

 

Figura 42. Resumen de los resultados obtenidos bajo el silenciamiento de la enzima UGDH y el 
tratamiento con EPI en contexto de adenocarcinoma mamario. 
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CONCLUSIÓN FINAL 

Este trabajo aporta nueva y consistente evidencia de que la alteración de los niveles del 

GAG AH en el MAT de tumores de diversas etiologías, es capaz de generar efectos 

cruciales que modificarían el tratamiento quimioterapéutico con antraciclinas. En 

particular, un MAT en el cual hay mayor presencia de formas de AH de BPM (demostrado 

por la utilización de AH exógeno), favorecería el desarrollo de un fenotipo resistente 

durante la terapia, lo cual guarda relación con la modulación de la angiogénesis y la 

activación de vías de señalización que promueven la sobrevida celular y la progresión 

tumoral. El efecto de agregar AH de BPM durante el tratamiento con DOX mostró estar 

en relación con la modulación positiva de la expresión del factor FGF-2, que finalmente, 

favorece un comportamiento pro-angiogénico en las CEs del MAT. Por otro lado, 

demostramos que al modular negativamente la expresión de la enzima UGDH 

(directamente relacionada con la síntesis de AH) durante el tratamiento 

quimioterapéutico con EPI, las células tumorales pudieron compensar esta deficiencia 

mediante la regulación positiva de la expresión de componentes de la MEC y la 

activación de mecanismos implicados en el desarrollo de resistencia, como la migración 

celular, angiogénesis y autofagia, estrechamente relacionados con fenotipos tumorales 

agresivos y la aparición de resistencia a drogas. Por lo tanto, impedir la acumulación del 

AH en la MEC tumoral, a través de la utilización de fármacos que alteren su metabolismo, 

resultaría clave para evadir los mecanismos de “resistencia estromal” que promueven el 

desarrollo de resistencia a drogas y, para lograr incrementar la eficacia de los 

tratamientos antitumorales ampliamente utilizados en nuestra región y país.  
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ANEXO 
 

  

Figura 1 Anexo. Efecto del AH de BPM sobre la acumulación de DOX y la apoptosis en diferentes 
subpoblaciones de un modelo tridimensional de cultivo. Las células tumorales MDA-MB-231 se 
cultivaron para formar tumorosferas tridimensionales y se incubaron con 0,5 µM de DOX (0,5D) o en 
combinación con 20 o 100 µg/ml de AH de BPM (AH 20 y AH 100 respectivamente). Los niveles de 
acumulación intracelular de DOX y la apoptosis inducida (anexina-V) se detectaron mediante 
citometría de flujo, determinando la intensidad media de fluorescencia (MFI) para cada parámetro 
en poblaciones celulares diferenciadas. 
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Figura 2 Anexo. Modulación de la migración de células endoteliales. Efecto directo observado 
sobre controles residuales de AH de BPM y DOX. Las células microendoteliales humanas HMEC-
1 se estimularon con los medios de cultivo condicionados provenientes de las células EL4, K12 y 
MDA-MB-231 que habían sido tratadas con AH de BPM y DOX. En paralelo se realizaron controles 
residuales (CR) para descartar cualquier efecto directo del AH de BPM o la DOX residual que pudiera 
haber quedado presente en los sobrenadantes de las células tumorales. Para ello, se utilizaron controles 
con medio de cultivo que contenían las mismas dosis de AH de BPM (AH 20 y 100) y DOX (0,5D, 1D y 
2,5D) utilizadas para tratar a las células tumorales. Se respetaron los tiempos de cultivo e incubación y 
luego se utilizaron como medio de estímulo para las CEs HMEC-1. Se realizó una herida en el centro 
de cada pocillo y se tomaron micrografías cada 4 horas para evaluar el cierre de dicha herida como 
medida de la capacidad migratoria de las células HMEC-1. Los gráficos muestran el área libre de 
células generada durante el ensayo, medida cada 4 horas. Los datos obtenidos se compararon a 
las condiciones basales de cierre de herida (CB) como referencia.  
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Figura 3 Anexo. Ensayo tipo ELISA para determinar la concentración de AH en sobrenadantes. 
Análisis de controles residuales con ambas dosis de AH de BPM. Se realizaron controles 
residuales (CR) para descartar cualquier señal inespecífica del AH de BPM que pudiera haber 
quedado presente en los sobrenadantes de las células tumorales utilizados para realizar el ensayo 
tipo ELISA para AH. Para ello, se utilizaron controles con medio de cultivo que contenían las mismas 
dosis de AH de BPM (AH 20 y 100) utilizadas para tratar a las células tumorales. Se respetaron los 
tiempos de cultivo e incubación y luego se utilizaron como controles durante los ensayos.  
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