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RESUMEN

INTERACCION ENTRE LECTINAS Y GLICANOS EN PROCESOS DE
NEOVASCULARIZACION TUMORAL: IMPLICANCIAS EN ESTRATEGIAS DE
INMUNOTERAPIA EN CANCER

Uno de los desafios de la biologia tumoral consiste en la busqueda de mecanismos que
vinculen fendmenos de hipoxia y angiogénesis. En funcion del papel critico de galectina-
1 (Gall) en la progresion tumoral investigamos su relevancia en fenémenos de
neovascularizacion. El andlisis funcional del perfil de glicosilacion de células
endoteliales revel6 una amplificacion preferencial del repertorio de glicanos criticos
para la union de Gall en células endoteliales expuestas a estimulos tolerogénicos,
proliferativos e hipoxicos tipicos de microambientes tumorales. De acuerdo a estos
hallazgos, observamos que Gall interacciona con células endoteliales principalmente en
N-glicanos promoviendo proliferacion, migraciéon/invasion y tubulogénesis a través de
mecanismos dependientes de las vias de sefializacion de VEGFR2, PI3K-Akt y Erk1/2,
mimetizando de este modo el efecto bioldgico del factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF). Por otro lado, verificamos que Gall se encuentra asociada a N-
glicanos presentes en VEGFR2 e induce su activacién y segregacion en estructuras tipo
"lattices". En tal sentido, los fendbmenos de migracion y tubulogénesis inducidos por
Gall fueron bloqueados al utilizar anticuerpos anti-VEGFR2 o al inhibir la disponibilidad
de N-glicanos complejos en células endoteliales. A los fines de evaluar la regulacién de
la expresion de Gall en células tumorales se incubaron células de Sarcoma de Kaposi
(KS) en condiciones de hipoxia (1% O2), observandose un incremento marcado en la
expresion de esta lectina a través de mecanismos dependientes de la activacion del
factor de transcripcion NF-kB y especies reactivas del oxigeno (ROS) e independientes
del factor inducible por hipoxia (HIF)-1a. Dicha expresion fue critica para el crecimiento
y la neovascularizacion de tumores humanos KS y murinos B16 in vivo. La relevancia

fisiopatologica de estos hallazgos fue determinada a través de la inhibicion de la



expresion de Gall utilizando estrategias de silenciamiento (shRNA). El bloqueo de la
expresion génica de Gall logro inhibir la capacidad pro-angiogénica de tumores KS in
vivo e in vitro. El andlisis por inmunohistoquimica de diversas patologias vasculares
humanas revelé que Gall se expresa selectivamente en patologias malignas,
confirmando el impacto clinico de nuestros hallazgos. Finalmente, y con el objetivo de
validar una estrategia terapéutica basada en el bloqueo de Gall en el microambiente
tumoral, desarrollamos un panel de anticuerpos monoclonales anti-Gall blogqueantes los
cuales lograron neutralizar los efectos pro-angiogénicos e inmunosupresores de esta
lectina in vitro e in vivo. En forma notable, el bloqueo de Gall en tumores B16 logré
remodelar la vasculatura tumoral e inducir un marcado incremento en el infiltrado
inflamatorio, el cual fue capaz de montar respuestas antitumorales dependientes de
células Thl y Thl7. Este efecto fue asociado no solo al bloqueo de la capacidad
inmunosupresora de Gall sino también a un efecto ‘normalizador’ sobre el endotelio
permitiendo la maduracion de pericitos y el influjo de células T al parénquima tumoral.
En conjunto, los resultados del presente trabajo de tesis demuestran que Gall
participaria activamente en la generacién de un microambiente tumoral pro-angiogénico
e inmunosupresor, en el cual la hipoxia, a través de la expresion de esta lectina y sus
glicanos, modularia compartimientos inmunoldgicos y vasculares, favoreciendo
fendmenos de angiogénesis y crecimiento tumoral. De este modo, el presente estudio
permite vincular, a partir del reconocimiento de lectinas y sus ligandos especificos
fendmenos de hipoxia con programas inmunolégicos y de neovascularizacion. A su vez
sugiere nuevos enfoques en el diagnostico y tratamiento de tumores, dando luz a la
primera herramienta terapéutica capaz de modular en forma especifica la interaccion
entre Gall y sus glicanos interrumpiendo simultdneamente fendmenos de angiogénesis

y escape tumoral.



SUMMARY

LECTIN-GLYCAN INTERACTIONS IN THE CONTROL OF TUMOR ANGIOGENESIS:
INPLICATIONS IN CANCER IMMUNOTHERAPY

Novel strategies are needed to circumvent resistance to anti-angiogenic therapies.
Here we identify a glycosylation-regulated mechanism, based on arrangements of
lectin-glycan lattices, which links tumor hypoxia to VEGFR2-mediated angiogenesis
through HIF-1la- and VEGF-independent pathways. Concomitant with selective
remodeling of endothelial cell surface glycans, hypoxia promoted ROS/NF-kB-
dependent up-regulation of tumor-derived galectin-1 (Gall), which signaled
angiogenesis through binding to complex N-glycans on VEGFR2. Targeted disruption
of Gall-glycan lattices, using shRNA strategies, mAb-mediated blockade or interruption
of N-glycan elongation, attenuated hypoxia-driven angiogenesis, while promoting
pericyte maturation and vascular remodeling, thereby favoring influx and expansion of
immune cells and suppression of tumor growth. Thus, hypoxia-regulated interactions
between endogenous lectins and complex N-glycans on cognate receptors can create
functional signaling clusters that substitute for canonical ligands to modulate
endothelial cell biology and preserve angiogenesis. These findings highlight the
versatility of endogenous lectins and the dynamics of the ‘glycome’ during cancer
progression and provide the first evidence of a multitargeted agent capable of
promoting vascular remodeling and overcoming tumor immunosuppression through

specific interruption of lectin-glycan lattice formation.
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1.INTRODUCCION

1.1 ANGIOGENESIS EN LA SALUD Y EN LA ENFERMEDAD:
MECANISMOS DE NEOVASCULARIZACION NORMAL Y
TUMORAL, IMPLICANCIAS CLINICAS EN CANCER

1.1.1 MECANISMOS DE ANGIOGENESIS FISIOLOGICA

Las células de nuestro organismo requieren oxigeno (O;) y nutrientes para su
crecimiento y supervivencia. En metazoos primitivos y en la mayoria de los
celenterados no existe un sistema circulatorio propiamente dicho. La difusion de los
nutrientes tiene lugar de una célula a otra sin grandes inconvenientes (Carmeliet,
2005). Los organismos multicelulares con tamafios mayores al limite de difusién del
O, debieron desarrollar mecanismos de transporte mas complejos para asegurar un
suministro adecuado de O, a sus células. La mayoria de los invertebrados posee un
sistema circulatorio abierto, en el que la hemolinfa circula a través de un sistema de
canales o senos. Muchos invertebrados poseen ademas estructuras pulsatiles para
dirigir la circulacién de la hemolinfa. En algunos grupos, estas estructuras de bombeo
no son mMas que simples vasos con cierta capacidad contractil; no obstante existen
grupos de animales que poseen Organos mas especializados y complejos. Los
vertebrados y algunos grupos de invertebrados poseen sistemas circulatorios cerrados

con auténticos vasos sanguineos con endotelio de origen mesodérmico. Los sistemas
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circulatorios cerrados presentan siempre un Organo impulsor de sangre bien

diferenciado.

Durante la embriogénesis de vertebrados los vasos sanguineos no so6lo poseen
funciones nutritivas, sino también constituyen la forma de transporte de factores
troficos encargados de promover morfogénesis (Carmeliet & Jain, 2000). En los
primeros estadios del desarrollo, los vasos sanguineos se originan a partir de células
precursoras endoteliales (angioblastos), que tienen su origen en progenitores
hematopoyéticos. Los angioblastos proliferan y se ensamblan en un laberinto vascular
primitivo o plexo vascular, a través de un proceso llamado vasculogénesis (Papetti &
Herman, 2002; Risau, 1997) (Figura 1.1) . Ademas de formar vasos sanguineos en su
lugar de origen, algunos angioblastos migran largas distancias, formando plexos
vasculares en érganos lejanos (Folkman, 2006; Risau, 1997). Las moléculas de la
familia del factor de crecimiento fibroblastico (FGFs) liberados por el mesodermo, y la
sefalizacién mediada por el factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y sus
receptores (VEGFRS) son esenciales en la generacién y mantenimiento de estas redes
vasculares (Risau, 1997). Luego de la formacion del plexo vascular primario, mas
células endoteliales son generadas o reclutadas con el objetivo de formar nuevos
capilares a partir de los ya existentes por division o brote, mecanismo denominado
angiogénesis (Folkman, 2006). Existen al menos dos tipos de angiogénesis: la
propiamente dicha, o formada por brote de una vaso pre-existente, o la que no se
origina por brote. En la primera, la degradacion proteolitica de la matriz extracelular es
secundada por la migracién y proliferacion de las células endoteliales (CEs), la
formacion del lumen vascular y la maduracion del endotelio. La angiogénesis que no
se origina a partir del brote de un vaso ya existente puede ocurrir por proliferacién de
CEs dentro del vaso, produciendo un ensanchamiento del lumen vascular que puede
llevar a la divisiébn de los vasos capilares formando asi nuevos vasos (Risau, 1997)

(Figura 1.1). A través de la generacién de ratones mutantes para diversos factores
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angiogénicos se ha identificado a los factores de la familia de VEGF como esenciales
en ambos tipos de angiogénesis (Carmeliet y col., 1996; Ferrara y col., 1996). También
han sido asociados a estos procesos los receptores de tirosina quinasa de
angiopoyetina (Tie-1y 2) y el receptor del factor de crecimiento transformante- 3 (TGF-
BR) (Risau, 1996) (Figura 1.1). La red vascular en formacion es rapidamente
remodelada hasta llegar a formar un sistema maduro con vasos de distinto calibre y
con un patrén estructural establecido, proceso llamado “poda” por la similitud del
resultado a las ramas de un arbol. Finalmente, la vasculatura termina su maduracion
en funcién de las necesidades estructurales del 6rgano o tejido que irriga. En este
proceso de maduracion participan varios factores solubles como el factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), TGF-B o VEGF; proteinas como
fibronectina e integrinas que juegan un papel crucial tanto en la vasculogénesis como
en la angiogénesis; y células encargadas de dar soporte y proveer factores pro-

angiogénicos como los pericitos (Folkman, 2006) (Figura 1.1) .
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Figura 1.1. Mecanismos de angiogénesis normal.
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Procesos (rojo) y estructuras (negro) participantes del
fendmeno de desarrollo de la vasculatura normal. En
etapas tempranas de la embriogénesis se diferencian
angioblastos a partir de precursores hemangioblasticos
pluripotentes. Estas células migran a los érganos donde
proliferan dando lugar a la formaciéon de plexos
vasculares que posteriormente maduran en vasos
sanguineos (vasculogénesis). Este proceso se halla
estrictamente regulado por el balance entre factores de
crecimiento y receptores en CEs. El resultado final del
remodelado y maduracion depende del érgano donde se
desarrolle la vasculatura y es coordinado por la
produccidén de factores tréficos del érgano
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1.1.2 MECANISMOS DE LA ANGIOGENESIS TUMORAL

La historia, occidental al menos, del estudio de la neovascularizacion se remonta a los
primeros tiempos de nuestra era; en el afio 160 d.c. Galeno postulé que la sangre no
circula por el organismo sino que se regenera in situ en funcién de su demanda en los
organos (Folkman, 2008). Recién en 1682, luego de la ruptura de los dogmas
aristotélicos, Willian Harvey describi6é al corazén como una bomba que hace circular la
sangre por el organismo a través de las arterias retornando por las venas. Unos afios
antes, en 1661 Marcelo Malphighi identific6 a los capilares como los vasos mas
pequefios encargados de cerrar el circuito entre arterias y venas. Simultdneamente,
Caspar Aselius descubri6 otro tipo de vasos, los linfaticos, encargados de devolver el

plasma que se escapa de los capilares nuevamente a la circulacién (Risau, 1997).

El primer investigador en utilizar la expresion “angiogénesis tumoral” fue un
cirujano inglés John Hunter, en el afio 1787 mientras estudiaba necropsias de
pacientes con cancer. No obstante durante los siguientes 150 afios, hubo muy pocos
estudios sobre la vasculatura de los tumores (Folkman, 2008). Los primeros datos
experimentales acerca de la angiogénesis tumoral datan hacia finales de la década de
1930, cuando Ide, Algire y sus colaboradores demostraron que una sustancia difusible
producida por los tumores, estimulaba el crecimiento de nuevos vasos. Hasta fines de
1960 la creencia predominante establecia que la angiogénesis tumoral era un efecto
secundario a la muerte de células tumorales (Folkman, 2008). En esa misma época,
Folkman y sus colegas encontraron, mientras estudiaban la posibilidad de usar
hemoglobina como sustituto de la sangre, que tumores implantados en glandulas
tiroideas cultivadas in vitro y perfundidos con hemoglobina detenian su crecimiento
cuando alcanzaban un volumen aproximado de 1 mm?® Cuando esos tumores eran
trasplantados en ratones singeneicos, crecian hasta 1000 veces su volumen original.

Los tumores resultantes, a diferencia de los que provenian de érganos aislados in
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vitro, presentaban un alto grado de vascularizacién. Esta diferencia, sugirié que la
ausencia de vascularizaciéon en los tumores detiene el crecimiento de los mismos

(Folkman, 2008)

Hacia 1971 se postuld la hip6tesis que propone que el crecimiento tumoral es
dependiente de la angiogénesis (Folkman, 1971; Folkman y col., 1971). Esta hipotesis,
sienta las bases del estudio actual de la angiogénesis tumoral y hace algunas
predicciones que hoy son sustento de un gran nimero de lineas de investigacion en
todo el mundo. La hipétesis de Folkman establece que: (1) El crecimiento de
virtualmente todos los tumores se limitaria a unos pocos milimetros en ausencia de
angiogénesis; (2) Los tumores deberian secretar moléculas angiogénicas solubles; (3)
Existe una fase de “latencia” debido al bloqueo de la angiogénesis. En funcién de
estas evidencias Folkman propuso el término “anti-angiogénesis” y predijo la
existencia de inhibidores “end6genos” de la angiogénesis fisiol6gica. Sin embargo,
durante los primeros 10 a 15 afios luego de su publicacién, la hipétesis fue
desestimada en funcidn de la idea dominante que establecia que la angiogénesis
tumoral era causada inespecificamente por la inflamacion (Coussens & Werb, 2002).
Actualmente, la hip6tesis de la inflamacién como causa de la neovascularizacién se
halla en debate y la teoria del crecimiento dependiente de la neovascularizacion es
ampliamente aceptada y ha sido extensamente corroborada con evidencias genéticas

y funcionales (Bergers & Hanahan, 2008; Carmeliet, 2005; Folkman, 2006).

“SWITCH ANGIOGENICO"” Y PROGRESION TUMORAL

Es facil olvidar que el cancer no es una, sino muchas enfermedades. En las
dltimas décadas, la complejidad del cancer se ha vuelto mas tangible gracias al
creciente numero de trabajos que identificaron los principios basicos de la patogénesis
de esta enfermedad. La mayoria de los modelos proponen la teoria de los “multi-

eventos” en la tumorigénesis, en la cual cambios secuenciales a nivel genético y
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epigenético pueden explicar la transformacion de una célula normal en una célula
tumoral (Bergers & Benjamin, 2003). Sin embargo, estos cambios no son suficientes
para el desarrollo de un tumor clinicamente detectable. Uno de los eventos “no
genéticos” mas importantes necesarios para que los tumores progresen y se
propaguen, es la induccion de procesos de vascularizacion o “switch angiogénico”
(Bergers & Benjamin, 2003; Hanahan & Weinberg, 2000). Este proceso depende del
balance de sefales pro-angiogénicas como VEGF, FGF, IL-8, TGF-3, PDGF, factor de
crecimiento placentario (PIGF), factor de crecimiento epidérmico (EGF), pleiotropinas
entre otros (Ribatti y col., 2007) y anti-angiogénicas como endostatina y angiostatina.
Estos factores pueden provenir de las células tumorales, endoteliales o de la matriz
extracelular (Carmeliet, 2005). La contribucién relativa de cada una de estas moléculas
al proceso de neovascularizacion, como asi también su regulacién temporal y espacial
puede variar en funcién del tipo de tumor y del estado de progresion (Bergers &
Benjamin, 2003). Sin embargo, cual es la importancia relativa de cada factor y cémo el
switch angiogénico puede afectar la progresién tumoral son algunos de los

interrogantes claves a resolver en la actualidad.

Al igual que los tejidos normales, los tumores necesitan un constante
suministro de oxigeno, nutrientes y una via efectiva para eliminar productos de
desecho metabdlico (Papetti & Herman, 2002). De hecho, la tasa metabdlica de las
células transformadas es muchas veces mayor al de una célula normal. Por este
motivo, para que un tumor progrese de un estado de latencia limitado a un tamafo de
pocos milimetros a un tumor establecido es esencial que se produzca un desbalance
entre factores pro y anti-angiogénicos y se genere el switch angiogénico. Una
interesante observacion clinica que confirma este concepto, es el hecho de que en
autopsias realizadas a personas de 50-70 afios de edad fallecidas por traumas, se
encontré que el 98% de los individuos poseen carcinomas in situ; sin embargo sélo el

0,1% de los mismos se diagnostica durante la vida de los individuos (Ribatti and
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Vacca, 2008). Esto indica que los tumores crecen mas alla de un tamafio critico de 1-2

mm solo si son capaces producir el switch angiogénico.

Los tumores pueden obtener su propio suministro de oxigeno y nutrientes de
diversas maneras. Pueden co-optar por los vasos pre-existentes y crecer alrededor de
ellos (Figura 1.2) (Carmeliet & Jain, 2000) o pueden formar nuevos vasos a partir de
los ya existentes a través de un proceso muy similar al de la angiogénesis normal
(Figura 1.2) (Papetti & Herman, 2002). De hecho, la mayoria de los tumores expresan
varios factores pro-angiogénicos, entre los cuales FGF y VEGF son los mas
importantes (Mc Donald, 2008). Ademas, los tumores son capaces de reclutar
progenitores endoteliales de medula 6ésea (angioblastos) para inducir vasculogénesis a
través de mecanismos que involucran la expresion de factores como VEGF, PIGF, y

Angl (Hattori y col., 2001; Hattori y col., 2002). Otro proceso usado por los tumores es

D. Mimetismo vascular
y vasos en mosaico

A. Co-opcion B. Switch angiogénico

Célula
entotelial

Célula
tumoral

Pericito

* S, 98
@k [ Bie)

Plexo vasculogénico microvasculatura
primitivo

Angioblastos

Figura 1.2. Mecanismos de la angiogénesis tumoral. Durante procesos de tumorigénesis, las células neoplasicas
necesitan abastecerse de nutrientes y oxigeno para crecer. A) Los tumores pueden co-optar por los vasos normales
presentes en el tejido adyacente y crecer alrededor de ellos. Cuando los tumores desarrollan un tamafio critico donde
la difusidon de O, no alcanza a todas las células, deben generar sus propios vasos sanguineos, proceso conocido como
switch angiogénico. B) La angiogénesis (crecimiento de vasos a partir de otros ya existentes) es el proceso mas comun
por el cual los tumores generan vasculatura. C) Los tumores también pueden reclutar precursores de células
endoteliales y formar vasos a partir de ellos, proceso conocido como vasculogénesis. D) Algunas células tumorales
como las de melanomas pueden formar vasos entremezcldndose con las células endoteliales (vasos en mosaico) o
generando canales por donde circula la sangre (mimetismo vascular).
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el fendmeno de “mimetismo vascular”, a través del cual las células tumorales forman
canales vasculares sin la participacion del endotelio (Hendrix y col., 2003; Maniotis y
col., 1999; Paulis y col., 2010). Otra posibilidad es que las células endoteliales que
revisten los vasos sean parcialmente reemplazadas por células tumorales, dando
como resultado vasos en “mosaico” donde células endoteliales y tumorales

contribuyen a la formacion de tabulos vasculares (Ribatti & Vacca, 2008).

No obstante, cualquiera sea el mecanismo a través del cual los tumores
generan neovascularizacion, la vasculatura resultante es morfolégica vy
fisiol6gicamente aberrante (Jain, 2005). Los vasos sanguineos tumorales son
irregulares, fenestrados, tortuosos, dilatados y las células endoteliales poseen
morfologia aberrante (Bergers & Benjamin, 2003). Los vasos no estan organizados en
vénulas, capilares y arteriolas como ocurre en los vasos normales y ademas las
células perivasculares (pericitos), las cuales normalmente estan en estrecho contacto
con las células endoteliales, parecen estar menos asociadas y en menor cantidad en
los vasos tumorales.(Morikawa y col., 2002) (Figura 1.5). Estas anormalidades
estructurales, causan una gran heterogeneidad temporal y espacial en el flujo
sanguineo, el cual se torna lento y a menudo oscilante provocando microambientes
tumorales caracterizados por la hipoxia y la acidosis (Jain, 2005). En gran medida, las
causas de esta irregularidad y tortuosidad vascular se deben a la ausencia de pericitos
en los vasos asociados a los tumores. La vasculatura tumoral, al igual que la normal
necesita que las paredes vasculares sufran eventos de estabilizacion y maduracion
(Helfrich y col., 2010); estos procesos son realizados en gran medida por los pericitos
(Abramsson y col., 2003). Finalmente, durante los Ultimos afios un creciente nimero
de evidencias indica que los cambios morfolégicos y estructurales en la vasculatura
tumoral afectan la eficacia de terapias anti-tumorales al provocar un acceso ineficiente
de drogas y oxigeno (requeridos por la quimioterapia) al tumor. (Helfrich et al., 2010).

Por otro lado, la hipoxia y la disminucion del pH provocados por el flujo sanguineo
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ineficiente, confieren a las células tumorales mayor resistencia a la radiaciéon y a la
mayoria de los agentes citotéxicos, induciendo inestabilidad genémica y afectando la
funcionalidad de células efectoras de la inmunidad anti-tumoral (Jain, 2005). En
esencia, la vasculatura aberrante de los tumores genera microambientes anormales lo
cual constituye una formidable barrera para la distribucion y eficacia de las terapias

contra el cancer.

ROL DE LA HIPOXIA EN LA NEOVASCULARIZACION TUMORAL

Durante la progresiéon tumoral se genera un compromiso entre el tamafo del
tumor y la capacidad de difusién del O,, lo cual conduce a situaciones de hipoxia
(Pugh & Ratcliffe, 2003). La hipoxia tumoral, es el principal factor disparador de
mecanismos que alteran el balance de factores pro- y anti-angiogénicos a favor de la
generacion de nuevos vasos sanguineos que proveen O,, nutrientes y vias de escape
a las células tumorales confiriéndoles mayor capacidad de crecimiento y metastasis
(Bergers and Benjamin, 2003; Fong, 2009) (Figura 1.3). El mecanismo molecular
mejor estudiado por el cual la hipoxia es capaz de regular la neovascularizacién
tumoral, es el mediado por la acumulacion del factor inducible por hipoxia (HIF). HIF es
un factor de transcripcion heterodimérico constituido principalmente por dos
subunidades, HIF-1a y HIF-1B. Si bien la expresion de estos factores es constitutiva
en todas las células, los factores a son altamente sensibles a los cambios en los
niveles de O, (Pugh & Ratcliffe, 2003). En condiciones de O, normales (nhormoxia)
HIF-1la es rapidamente hidroxilado principalmente por prolil-hidroxilasas dependientes
de O, (PHD) (Fong, 2009; Pugh & Ratcliffe, 2003) lo cual marca al factor de
transcripcién que es posteriormente ubiquitinado y degradado en el proteosoma. En
condiciones de hipoxia, las PHD son inactivas lo cual permite la formacion del dimero
HIF-10/B; esta molécula regula la expresién de numerosos genes a través de la unién
a sitios de respuesta a hipoxia (HRE) en el ADN. Entre estos factores sobre-

expresados en condiciones de hipoxia, se encuentran numerosos genes involucrados
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en el metabolismo de azlcares, en la respuesta hacia el stress, en la glicélisis y en la
angiogénesis. En este Ultimo proceso, la estabilizacion de HIF-1a induce la expresion
de VEGF, VEGFR1, PDGF, eritropoyetina, DLL4 (sefializacion via Notch), TGF-q,
TGF-B y metaloproteinasas (MMPs) entre otros (Charlesworth & Harris, 2008; Fong,

2009; Fraisl y col., 2009; Mizukami y col., 2007) (Figura 1.3) .
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Figura 1.3.Rol de la hipoxia tumoral en la progresion tumoral y la neovascularizacién. La generacién de zonas de baja
presion de O, (hipoxia) en el tumor genera la activacién de factores de transcripcion (principalmente HIF-1a y NF-kB)
que regulan la expresion de numerosos genes asociados a fendmenos de progresidon tumoral. Entre ellos, genes
asociados a eventos de proliferaciéon (verde), inmunosupresion (azul), invasién y metdastasis (violeta) y
neovascularizacion (rojo).

No obstante la importancia que reviste la activacion de HIF en fenémenos de
neovascularizacion inducidos por hipoxia, estudios moleculares llevados a cabo en
pacientes no siempre han demostrado una asociacién directa entre la induccion de
angiogénesis y la estabilizacion de HIF-1la (Pugh & Ratcliffe, 2003). Es mas,
evidencias recientes sugieren que la hipoxia es capaz de promover neovascularizacion
en ausencia de HIF-1a. Estudios in vivo usando tumores HIF-1a” mostraron que pese
a una reduccién parcial del crecimiento, no se observaron cambios en la
neovascularizacién (Mizukami et al., 2005). Mas aun, en este modelo, la expresion de
VEGF no fue completamente revertida en tumores HIF1a™, sugiriendo que HIF-1a no

es el unico factor regulador de la respuesta angiogénica en hipoxia. Los mecanismos
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moleculares que gobiernan la regulacion de la expresion de VEGF independiente de
HIF1-a permanecen oscuros. No obstante, varios mecanismos que involucran vias de
sefalizacibn mediadas por RAS han sido propuestos como responsables de este
fenébmeno. Por ejemplo, la expresion de K-ras en combinacion con hipoxia puede
aumentar en forma sinérgica los niveles de VEGF (Mizukami y col., 2004). Por otro
lado, la hipoxia es capaz de activar multiples vias asociadas a RAS, incluyendo Erk

1/2, INKs, p38 Akt y Rho (Mizukamiy col., 2005).

Otro importante factor de transcripcion activado por la hipoxia es el factor
nuclear-kB (NF-xB); sin embargo los mecanismos que median esta activacion aun no
han sido completamente dilucidados. Se ha reportado que cambios en el potencial
redox durante la hipoxia llevan a la generacion de especies reactivas del O, (ROS) en
la mitocondria las cuales podrian a su vez gatillar la activacion de NF-xB (Karin y col.,
2002). Algunas evidencias sugieren que la activacién de NF-kB en hipoxia podria estar
mediada por la inhibicion de la activacién de las PHDs. En este sentido, recientes
evidencias identificaron una conexion reciproca entre la via de NF-xB y HIF-1a en

hipoxia (Rius y col., 2008).

Ademas de VEGF, otros factores pro angiogénicos incrementados durante la
hipoxia a través de mecanismos independientes de HIF-1a han sido reportados. Por
ejemplo, en células de carcinoma de ovario, la hipoxia es capaz de inducir la
expresion de interleuquina (IL)-8 a través de la activacion de NF-kB mediada por vias
dependientes de Ras (Xu et al., 2004). Por otro lado, en cancer de colon, un
mecanismo mediado por ROS y NF-xB controla la expresion de IL-8 inducida por
hipoxia en ausencia de activacion de HIF-1a (Mizukami et al., 2005). Adicionalmente,
la activaciéon de cicloxigenasa-2 (COX-2), prostaglandina E2 (PGE2) y angiopoyetina-2
(Ang-2) son otros factores pro angiogénicos que pueden ser regulados por hipoxia a

través de mecanismos que no requieren la activaciéon de HIF-1a (Mizukami et al.,
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2005). En resumen, la hipoxia es uno de los principales estimulos activadores del
switch angiogénico; sin embargo los mecanismos moleculares por los cuales la
hipoxia es capaz de mediar este fendmeno son mas complejos de lo previsto, por lo
cual aun son necesarios estudios profundos tendientes a caracterizar nuevos

mediadores que vinculen eventos de hipoxia y neovascularizacion tumoral.

1.1.3 TERAPIAS ANTIANGIOGENICAS: EXITOS, FRACASOS Y PERSPECTIVAS

Aunque la induccién de neovascularizacién tumoral no constituye el factor iniciador de
la tumorigénesis, este fendmeno es clave a los fines de promover la progresiéon y
metastasis del tejido tumoral. De todas la moléculas pro-angiogénicas conocidas,
diversos estudios sefialaron a VEGF como un blanco terapéutico excelente cuyo
bloqueo podria inhibir la neovascularizacion tumoral (Ferrara y col., 2004). En este
sentido, las terapias mas avanzadas clinicamente estan dirigidas hacia el bloqueo de

VEGF, o de la sefializacién de VEGFR2 (Tabla 1).

Tabla 1. Estrategias clinicas tendien tes a bloquear la via VEGF/VEGFRs

DROGA

Bevacizumab

MECANISMO DE ACCION
CLINICA
Anticuerpo monoclonal

APLICACION/FASE

En combinacién con

(Avastin) blogueante anti-VEGF quimioterapia, incrementa la
sobrevida de pacientes con
varios tipos tumorales
Aprobado por FDA

Inhibidor de la actividad Tumores sélidos

(PTK 787/ZK222584) quinasa de VEGFR1, 2,3y Fase Il

PDGFRp y c-Kit

AE-941 Inhibe la union de VEGF a Amplio espectro de tumores

(Neovastat) VEGFR Fase lll

Sorafinib Inhibidor de amplio espectro ~ Cancer renal

(BAY-43-9006)

de receptores tirosina
quinasa (RTK)

Fase lll

Sunitinib Inhibidor de amplio espectro  Cancer gastro-intestinal
(SU11248) de RTKs Aprobado por FDA
Pegaptanib Aptamero neutralizante de Degeneracion macular
(Macugen) de VEGF asociada a la edad.
Aprobado por FDA
Ranibizumab Fragmento Fab neutralizante  Degeneracién macular
(Lucentis) de VEGF asociada a la edad.

Adaptado de (Olsson y col., 2006)

Aprobado por FDA
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Bevacizumab, un anticuerpo monoclonal blogueante de VEGF, es el agente anti-
angiogénico aprobado por la Food anf Drug Administration (FDA) mas usado para el
tratamiento de cancer de colon, mama, y carcinomas de células pequefias de pulmoén,
en todos los casos en combinacién con quimioterapia. Los inhibidores farmacolégicos
de la actividad de receptores RTKs, Sorafinib y Sunitinib, fueron aprobados para el
tratamiento del carcinoma renal altamente vascularizado y hepatocarcinoma. No
obstante, numerosos ensayos clinicos estan buscando expandir las aplicaciones de
estos agentes bloqueantes de la sefializacion VEGF a otros tipos de tumores. Sin
embargo, un creciente nimero de evidencias demuestran que los tumores pueden
evadir las terapias anti-VEGF (ver préoxima seccién) impulsando la busqueda de
nuevos blancos terapéuticos tanto a nivel celular como molecular a los fines de
bloquear la neovascularizacién tumoral.

INHIBICION DE ANGIOGENESIS A TRAVES DE LA MODULACION DE LA FISIOLOGIA DE
CELULAS ENDOTELIALES

A diferencia de las células tumorales, las CEs asociadas a tumores son genéticamente
estables, esto hace que sean menos propensas a desarrollar resistencia y por lo tanto
las convierte en blanco ideal de las terapias anti-angiogénicas (Ferrara & Kerbel,
2005). En este sentido, la mayoria de los esfuerzos iniciales estuvieron enfocados en
el desarrollo de agentes que blogueen la proliferacién y migracion de dichas células.
Los agentes que han mostrado mejores efectos en la clinica en este sentido son el
anticuerpo monoclonal anti-VEGF (Bevacizumab) y varios inhibidores de receptores
tipo tirosin-quinasa (RTK) incluidos los VEGFRs (Olsson y col., 2006). Esta clase de
agentes no so6lo inducen arresto de las CEs en proliferacion, sino que ademas

promueven la regresion de la vasculatura al inducir apoptosis del endotelio.

Més alla de los efectos sobre la biologia de las CEs, los inhibidores de VEGF
han mostrado efectos positivos como sensibilizadores a las quimioterapias (Jain, 2005)

ya que al inducir la normalizacion de la vasculatura mejoran la llegada de las drogas al
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sitio de crecimiento tumoral (ver seccién 1.5). La modulacién de otros factores pro-
angiogénicos con potencial terapéutico en tumores, estdn siendo estudiados
intensamente, entre ellos el bloqueo de PIGF mediante anticuerpos monoclonales
revel6 resultados alentadores en tumores resistentes al bloqgueo de VEGFR2, sin
embargo, algunos autores proponen que estos efectos son inespecificos e
independientes de la unién de PIGF a VEGFR1 en células endoteliales. Esto motivd
un intenso debate alin no resuelto acerca del uso terapéutico del anticuerpo
monoclonal anti-PIGF (Bais et al., 2010; Fischer et al., 2007).

INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS A TRAVES DE LA MODULACION DE LA FISIOLOGIA
DE CELULAS ESTROMALES Y PERICITOS

Las células del estromales no son simples espectadores del fendmeno de progresion
tumoral; en realidad son protagonistas claves que contribuyen a procesos de
malignizacion. Los fibroblastos asociados a los tumores, y las células del infiltrado
tumoral son una importante fuente de factores pro-angiogénicos que promueven
neovascularizacion (Coussens & Werb, 2002; Ferrara, 2010b; Pollard, 2004) . La
vasculatura tumoral posee pericitos que presentan un fenotipo diferente al de aquéllos
gue recubren los endotelios normales. Estos pericitos caracterizados por la expresion
de los marcadores fenotipicos c-Kit, VEGFR1, RGS5 y PDGFR-B son movilizados
desde médula 6sea en respuesta a PDGF (Song y col., 2005) y constituyen una fuente
local importante de VEGF y Angl que promueven la estabilizaciéon vascular. La
combinacién de inhibidores de VEGFRs y PDGFR-B en tumores aumenta los
beneficios terapéuticos en comparacion a las monoterapias anti-VEGFRs, en parte a

causa de un efecto inhibitorio sobre la funcién de los pericitos (Bergers y col., 2003).

INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS A TRAVES DE LA MODULACION DE LA FISIOLOGIA
DE CELULAS HEMATOPOYETICAS

En 1863, Virchow postulé que la inflamacion estimula la progresion tumoral. Poco mas

de un siglo después se reveld que las células tumorales y las estromales asociadas
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son capaces de secretar numerosos factores quimioatractantes para macréfagos,
neutrélifos, células dendriticas (DCs), monocitos, células T y progenitores
hematopoyéticos (Coussens & Werb, 2002). La mayoria de estas células fueron
extensamente asociadas a fendémenos de neovascularizacion. Por ejemplo,
macrofagos asociados a los tumores (TAM) que se acumulan en regiones hipéxicas
son capaces de producir factores pro-angiogénicos como VEGF, IL-8 e IL-6
(Condeelis & Pollard, 2006; Pollard, 2004) en respuesta a la carencia de oxigeno,
facilitando la neovascularizacion tumoral. Un subtipo de monocitos caracterizados por
la presencia del receptor de angiopoyetina Tie2, participa activamente en la
generacién de angiogénesis tumoral (Coffelt y col., 2010; De Palma y col., 2005). La
expresion en células mieloides CD11b" Gr1® de la proteina Bv8, un mitégeno de CEs,
es clave para la movilizacién de las mismas al tumor y participa en la generacion de
neovascularizacién (Shojaei y col., 2007). Por otro lado, en modelos de carcinogénesis
en cancer pancredtico, se demostré6 que los neutréfilos asociados al tumor son la
principal fuente de MMP-9, una enzima clave en el proceso de activacion de la
vasculatura (Nozawa et al., 2006). Ademas, se observé en cancer de mama que el
bloqueo de la quimioquina SDF-1 (CXCL12) tanto como el de PIGF, ambas moléculas
involucradas en el reclutamiento de neutréfilos y monocitos al tumor, disminuye la

neovascularizacién del mismo (Orimo y col., 2005).

En los dltimos afios, un creciente nimero de evidencias asignan a las células
dendriticas (DCs) funciones claves en fendbmenos de neovascularizacion (Sozzani y
col., 2007). Entre ellas, se observé que DCs inmaduras son capaces de producir y
liberar numerosas citoquinas pro-angiogénicas como VEGF (Riboldi et al., 2005), IL-8
y factor de necrosis tumoral (TNF) que actian como moduladoras de la
neovascularizacion tumoral (Curiel y col., 2004; Fainaru y col., 2008). Por otro lado, se
observo que, a diferencia de las células inmaduras, las DCs maduras producen

citoquinas anti-angiogénicas como IL-12 (Curiel y col., 2004; Sozzani y col., 2007)
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sugiriendo que la modulacién de la maduracién de DCs en microambientes tumorales
es un fendmeno clave no sdélo en la regulacion de la respuesta inmune, sino también
en la neovascularizacién. En este sentido, se demostré que por un lado el bloqueo de
PIGF y VEGFR1 mejora la funcionalidad de DCs maduras (Sozzani y col., 2007) y por
el otro VEGF afecta la respuesta inmune anti-tumoral promoviendo la generacién de
microambientes tolerogénicos (Gabrilovich y col, 1996; Ohm y col., 2003; Rabinovich y
col., 2007a). En suma, estas evidencias estimulan la posibilidad de nuevas estrategias
terapéuticas que afecten a los compartimientos vascular e inmunolégico
simultdneamente (Jinushi & Dranoff, 2007) y sefialan la importancia del estudio de la

interfase tumor-endotelio-sistema inmune en la generacion de las mismas.

INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS A TRAVES DE LA MODULACION DE LA FISIOLOGIA
DE CELULAS TUMORALES

Diversas estrategias terapéuticas tendientes a destruir las células tumorales,
destruyen también, directa o indirectamente, la vasculatura. Ha sido demostrado que
la disminucion del volumen tumoral luego de terapias citotéxicas descomprime
mecéanicamente la vasculatura mejorando el flujo y la llegada de drogas al tumor
(Carmeliet, 2005). Por otro lado, las células tumorales liberan numerosos factores pro-
angiogénicos y receptores de factores de crecimiento (VEGF, VEGFRs, EGFRs, NRP-
1, etc.) que pueden afectar la biologia vascular. De este modo, el bloqueo de alguna
de estas moléculas podria servir para inhibir la proliferacién y crecimiento de ambos
compartimentos, endotelial y tumoral, simultaneamente. Es este sentido, el anticuerpo
monoclonal bloqueante del receptor de EGF (Herceptin; Roche) normalmente utilizado
para bloquear el crecimiento de tumores epiteliales, ha sido demostrado que actia
también como factor anti-angiogénico al desviar el balance de factores pro- y anti-
angiogénicos que liberan las células tumorales hacia la inhibicion de la angiogénesis
(lzumi y col.,, 2002). Estos datos enfatizan la complejidad del sistema, con la

participacion de diversos factores involucrados en el proceso de angiogénesis, lo cual
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reduce la eficacia de estrategias terapéuticas dirigidas hacia blancos moleculares
unicos, sugiriendo la necesidad de integrar sistemas complejos a la hora de disefiar

nuevas terapias anti-tumorales.

En resumen, la idea utépica de bloquear especificamente una molécula o via
de sefalizacion, y afectar un solo compartimiento celular esta siendo desplazada por
la hipotesis que postula a los ‘agentes de accidbn mudaltiple’ como herramientas

terapéuticas racionales para el tratamiento de tumores.

1.1.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA A LA TERAPIA ANTI-

ANGIOGENICA

Las vias de sefializacion de VEGF y sus receptores son, sin dudas, las mas conocidas
y mejor validadas en el proceso de angiogénesis (Ferrara, 2010a; Ferrara y col., 2003;
Olsson y col., 2006). No obstante los agentes anti-angiogénicos tendientes a bloquear
estas vias (Tabla 1), no prolongan la sobrevida de los pacientes como se esperaba y
en muchos casos se han reportado efectos adversos serios durante el tratamiento
(Chen & Cleck, 2009; Ebos y col., 2009; Paez-Ribes y col., 2009). La posibilidad de los
tumores de co-optar por otras vias pro-angiogénicas puede inducir resistencia a la
monoterapia con inhibidores de VEGF. En este sentido, se han descripto numerosos
mecanismos a través de los cuales los tumores escapan a las terapias anti-
angiogénicas (Figura 1.4) (Bergers & Hanahan, 2008). Entre ellos. la seleccién de
variantes de células tumorales capaces de resistir la hipoxia (Ferrara, 2010a), el
reclutamiento de progenitores de médula 6sea (Ferrara, 2010b; Shojaei y col., 2007),
la modulacion de la maduracién de los pericitos asociados a los vasos tumorales
(Helfrich y col., 2010) y la capacidad de las células del tumor de suplantar la funcién de
las CEs (Hendrix et al., 2003; Tang et al., 2009). Estos mecanismos de resistencia
adaptativa que desarrollan los tumores para evadir las terapias anti-angiogénicas se

resumen en la Figura 1.4.
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En este contexto, resulta crucial la generacion de nuevos conocimientos que
nos permitan contrarrestar los mecanismos de resistencia a la terapia anti-angiogénica
y ampliar el espectro de potenciales blancos terapéuticos, tanto a nivel celular como
molecular, con el fin de desarrollar nuevas estrategias tendientes a bloquear la

neovascularizacion tumoral.
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Figura 1.4. Mecanismos de resistencia a las terapias anti-angiogénicas. La mayoria de las terapias anti-angiogénicas
son, en el mejor de los casos, parcialmente exitosas. Las causas radican en la capacidad de los tumores de ser
refractarios a ellas (resistencia intrinseca) o de generar mecanismos de evasion de las mismas (resistencia adquirida).
Dentro del segundo grupo han sido reportados diversos mecanismos responsables. A) La induccidn de factores y vias
pro-angiogénicas alternativas es el mecanismo de resistencia adquirida mas comun en la terapia anti-VEGF. B) El
reclutamiento de progenitores endoteliales y células mieloides inmaduras con capacidad pro-angiogénica que
sustentan la neovascularizacion tumoral fue reportado luego del tratamiento con anti-VEGFR2. C) La hipoxia generada
luego de los tratamientos anti-angiogénicos actia como factor de seleccidn de variantes de células tumorales capaces
de crecer en condiciones extremas, las cuales ademas, son generalmente mas agresivas y metastasicas. D) Los tumores
establecen una estrecha comunicacién con las células del estroma. De hecho, en respuesta a factores del
microambiente tumoral estas células son capaces de alterar su fenotipo y actuar como soporte del tumor induciendo
activamente neovascularizacion.
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1.1.5 NUEVOS ENFOQUES EN LA TERAPIA ANTI-ANGIOGENICA:

NORMALIZACION VASCULAR

En los tejidos normales, un exquisito balance entre moléculas pro- y anti-angiogénicas
mantiene a la vasculatura en un constante estado de quiescencia. La ruptura de este
balance desencadena fenédmenos de angiogénesis patologica al desviar el equilibrio
de factores pro- y anti-angiogénicos en favor de la generacién de nuevos vasos
sanguineos. La mayoria de las terapias actuales tienden a torcer este desbalance
hacia el lado opuesto, generando microambientes con mayor volumen de factores anti-
angiogénicos, a los fines de favorecer la regresion de la vasculatura y
concomitantemente del tumor. Paraddjicamente, en numerosas ocasiones la
destruccién de la vasculatura compromete la terapia anti-tumoral al disminuir la
distribucion de oxigeno (esencial para la radioterapia), alterar la llegada de drogas al
tumor y antagonizar los efectos de la quimioterapia. Con el fin de reconciliar las
observaciones diametralmente opuestas de algunas terapias en ensayos clinicos y
pre-clinicos, en el aflo 2005 Rakesh Jain postulé la teoria de la “Normalizacion
vascular” la cual estipula que la administracién regulada de agentes anti-angiogénicos
puede, mas que destruir, normalizar la vasculatura aberrante en los tumores
mejorando y potenciando los efectos de las terapias convencionales (Jain, 2005)
(Figura 1.5). Por otro lado, la normalizacion de la vasculatura podria impedir la
liberacion de células del tumor a la circulacion, ya que los vasos “normalizados” no
estan fenestrados y poseen ademas de una correcta distribucion de la membrana
basal y, una mejor organizacién y maduracion de los pericitos asociados (Figura 1.5) .
El sustento tedrico de esta propuesta se basa en la naturaleza aberrante de la
vasculatura tumoral la cual constituye una formidable barrera para la accién de

agentes radio y quimioterapéuticos.
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= intensidad de la terapia

Normalizado Inadecuado

Figura 1.5.Teoria de la normalizacion vascular en la terapia anti-angiogénica. A) la vasculatura tumoral es estructural
y funcionalmente aberrante. Ha sido propuesto que las terapias anti-angiogénicas inicialmente mejoran la estructura y
funcidn de los vasos. Sin embargo, los protocolos agresivos y/o sostenidos eventualmente pueden destruir los vasos lo
que genera una vasculatura inadecuada que hace a los tumores resistentes a futuras terapias al obstaculizar la llegada
de oxigeno y drogas al tumor. B) Imagenes de microscopia de dos fotones que muestra la dindmica de la normalizacion
vascular inducida por el bloqueo de VEGFR2 en carcinoma de colon. Tomado de (Tong et al., 2004). C) Diagrama que
representa los cambios en la cobertura de pericitos (rojo) y la membrana basal (azul) durante el proceso de
normalizacion. D) Los cambios en la vasculatura se ven reflejados por cambios en el balance de factores pro-y anti-
angiogénicos. Adaptado de (Jain, 2005).

En los ultimos afios, se ha incrementado sustancialmente la blusqueda de estrategias y
mediadores tendientes a normalizar la vasculatura. En este sentido, el uso de bajas
dosis de Bevacizumab mostré ser efectivo a los fines de incrementar la eficacia de la
gquimioterapia en pacientes con cancer colorectal (Hurwitz et al., 2004). Mas aun, se

encontré que el bloqueo de VEGFR2 mediante el uso del anticuerpo monoclonal
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DC.101 induce la normalizacién de la vasculatura en cancer colorectal lo que provoca
un aumento de la presion hidrostatica en el tumor que permite un mayor influjo de
moléculas (Tong y col., 2004). Otro interesante estudio del mismo grupo mostré que el
blogueo de VEGFR2 crea una “ventana de normalizacion” que mejora los efectos de
la radioterapia en tumores cerebrales al aumentar la oxigenacién del tumor,
requerimiento clave para la eficacia de esta terapia (Winkler y col., 2004). Por otro
lado, el bloqueo del factor de crecimiento placentario (PIGF) inhibe el crecimiento
tumoral y la neovascularizaciéon en tumores resistentes al tratamiento anti-VEGFR2 al
incrementar la eficacia de la quimioterapia y disminuir la hipoxia tumoral (Fischer y
col., 2007). La busqueda de blancos terapéuticos y mediadores responsables de los
fendmenos de normalizacién trascendi6 las fronteras de los factores pro-angiogénicos
y lleg6 hasta el estudio de proteinas intracelulares encargadas de llevar a cabo otras
funciones independientes a la neovascularizacion. Por ejemplo, un exhaustivo estudio
llevado a cabo por Hamzah y col. identific6 a la proteina G reguladora de la
sefializacién-5 (RGS5) como gen responsable del fenotipo aberrante de la
vasculatura. En este sentido, la pérdida de RGS5 resulta en una marcada reduccién
de la hipoxia tumoral acompafiada de un incremento en la presencia de pericitos
maduros asociados a los vasos, y un mayor influjo de células efectoras de la

respuesta inmunoldgica en el parénquima tumoral (Hamzah y col., 2008).

En resumen, la normalizacion de la vasculatura tumoral permite incrementar la
eficacia de las terapias convencionales y ampliar el rango de posibilidades de
utilizacion de las mismas. En este sentido, la teoria de la normalizacion vascular abre
un nuevo espectro de posibilidades terapéuticas y reaviva la blsqueda de nuevos
mediadores moleculares que permitan normalizar la vasculatura tumoral con el fin de

mejorar la terapéutica de los tumores.
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1.2 BIOLOGIA TUMORAL Y RESPUESTA INMUNE

En la Argentina, asi como en la mayoria de los paises de Latinoamérica, el cancer es
la segunda causa de muerte por enfermedad luego de las patologias cardiovasculares.
En los Ultimos afios se ha reportado una tasa bruta de mortalidad por cancer de 145,5
por cada 100.000 individuos (cifras informadas por el Ministerio de Salud de la
Nacién). Desde los estudios pioneros de Paul Ehlrich en los albores del siglo XX hasta
la actualidad, una gran cantidad de evidencias sugieren que el sistema inmune juega
un papel fundamental en la eliminacion de cierto tipo de tumores. Sin embargo, una de
las mayores paradojas de la Inmunologia consiste en el crecimiento de tumores y
establecimiento de metastasis, a pesar de la existencia de células T potencialmente
capaces de reconocer antigenos tumorales y de erradicar dichos tumores (Dunny col.,
2004) Mudltiples evidencias indican que la mayoria de los tumores han generado
durante su desarrollo diversas estrategias para evadir o re-editar la respuesta inmune
especifica promoviendo la existencia de un microambiente tumoral inmunosupresor

(Bui & Schreiber, 2007).

Diversos mecanismos han sido postulados para explicar el fenébmeno de
escape 0 evasion de la respuesta inmune anti-tumoral (Rabinovich y col., 2007a).
Estos mecanismos incluyen defectos en la maquinaria de procesamiento y
presentacion de péptidos antigénicos (Croci y col., 2007; Drake y col., 2006) (Figura

1.6) y la producciéon de factores inmunosupresores como el factor de crecimiento



INTRODUCCION | 23

transformante-p (TGF-B), IL-10 y Fas ligando los cuales imponen un bloqueo de la
actividad y sobrevida de células T efectoras (Figura 1.6). Contribuyen a estos
mecanismos, sefales tolerogénicas caracteristicas de microambientes tumoral tales
como PD-L1 (Dong y col.,, 2002) la enzima indoleamina 2,3-deoxigenasa (IDO)
(Uyttenhove y col., 2003) y el factor de transcripcion STAT3 (Wang et al., 2004). Al
conjunto de estos eventos tolerogénicos contribuyen procesos de inmunosupresion
mediados por células T regulatorias naturales o inducibles capaces de silenciar la
respuesta efectora anti-tumoral (Sakaguchi, 2004, Rabinovich y col., 2007) (Figura

1.6).
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Figura 1.6. Mecanismos de evasion de la respuesta inmune anti-tumoral. Los tumores desarrollan mudltiples
estrategias de inmunosupresion con el fin de frenar la respuesta inmune anti-tumoral y evadir la inmunovigilancia.
Entre ellos, se destacan los defectos en la sefializacion del TCR y la maquinaria de presentacién antigénica, que
acompafiado de la activacion de sefiales co-estimulatorias negativas (CTLA-1/B7, PD-1/PD-L1), generan anergia y/
apoptosis de células T especificas contra el tumor. La produccién de factores inmunosupresores (IL-10, TGF-B1, PGE2, y
Gall), la activacidon de vias pro-apoptéticas (FAS-L, TRAIL, IDO, RCAS1), la inhibicién de la citotoxicidad mediada por
células NK y la inhibiciéon de la diferenciacion y maduracién de DCs, son otras herramientas que utilizan los tumores
para generar microambientes inmunosupresores. Por otro lado, el reclutamiento de células Treg (CD4CD25FoxP3"),
DCs plasmocitoides (pDCs) y células mieloides supresoras (MDSC) ha mostrado ser estrategias frecuentes en fendmenos
de escape tumoral.
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La existencia de dichos circuitos tolerogénicos e inmunosupresores obstaculiza
y limita la efectividad de estrategias de inmunoterapia y la generacion de vacunas
contra el cancer, lo cual constituye uno de los mayores desafios de la Ciencias
Biomédicas de este milenio (Drake y col., 2006). Notablemente, varias de estas
citoquinas y moléculas inhibitorias han sido asociadas en forma independiente a
fendmenos de neovascularizacion, sugiriendo una intima asociacién entre fenémenos
de tolerancia y angiogénesis (Kortylewski y col., 2005). Multiples avances en los
ultimos afios han demostrado que la inmunoterapia frente al cancer no esta lejos de
ser una realidad tangible. Sin embargo, y a pesar de estos importantes avances un
alto porcentaje de estrategias de vacunacién e inmunoterapia han fracasado en
ensayos clinicos. En este sentido, el disefio de nuevas estrategias terapéuticas en
cancer debera contemplar no sélo la potenciacion de la respuesta inmune sino

ademas el bloqueo de mecanismos de escape o contra-ataque tumoral.
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1.3- GLICOSILACION Y LECTINAS

La superficie de las células de mamiferos y las proteinas de la matriz extracelular con
la cual interaccionan se hallan “decoradas” por diversos tipos de azlcares (glicanos)
unidos a proteinas (glicoproteinas) y lipidos (glicolipidos) cuya composicion varia de
acuerdo al estado de diferenciacion y activacion de las células. El proceso de
biosintesis de glicoproteinas esta mediado por glicosiltransferasas y glicosidasas que
actian en forma coordinada a medida que las proteinas son sintetizadas en el reticulo
endoplasmico y transportadas por el aparato de Golgi hacia la superficie celular (van
Kooyk & Rabinovich, 2008; Rabinovich & Toscano, 2009). Las glicosiltransferasas son
enzimas que catalizan la transferencia de un monosacarido de un nucleétido dador a
un sustrato aceptor. Las glicosidasas catalizan la hidrélisis de un enlace glicosidico en
un glicano precursor. Estas enzimas actdan en conjunto con chaperonas y cofactores
en el reticulo endoplasmico/ Golgi, a los fines de agregar y/o eliminar azlcares de una
glicoproteina o glicolipido y asi determinar su estructura final (Bertozzi &

Sasisekharan, 2009; Varki, 2009).

1.3.1 INTRODUCCION A LAS DIFERENTES VIiAS DE GLICOSILACION:

UNA PERSPECTIVA FUNCIONAL

La maquinaria de glicosilacion representa un 1% del total del genoma y a la fecha se
han clonado méas de 100 glicosiltransferasas y glicosidasas (Ohtsubo & Marth, 2006).
Curiosamente, el perfil de glicosiltransferasas que expresa una célula se halla

altamente regulado y varia sensiblemente frente a numerosos estimulos externos. En
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consecuencia, una misma célula en dos contextos diferentes puede presentar
variaciones en el patron de glicosilacion que afectan y modulan la funcionalidad de las
glicoproteinas de la membrana, constituyendo un nivel de regulacion adicional de los
procesos celulares. Es interesante destacar la complejidad del sistema, ya que
debemos no soélo considerar la variabilidad a nivel de la estructura proteica
(proteémica) sino a su vez la variabilidad creada a nivel del patron de glicosilacion
(glicomica). En este sentido, durante el proceso de biosintesis de un glicano, la
diversidad de monosacaridos (fucosa, galactosa, N-acetilgalactosamina, glucosa, N-
acetilglucosamina, acido glucurénico, manosa, &cido sidlico y xilosa), las distintas
uniones posibles entre dos monosacéridos y la potencialidad de ramificaciones en la
estructura sacaridica, resultan en una inmensa diversidad de estructuras de glicanos
posibles (Bertozzi & Sasisekharan, 2009). Dentro de las distintas vias de glicosilacion
de mamiferos podemos destacar las vias de N-glicosilacién y O-glicosilacion. Los N-
glicanos estan covalentemente unidos al residuo asparragina de la secuencia
consenso Asn-X-Ser/Thr. Por el contrario los O-glicanos se hallan unidos
covalentemente a un residuo Ser/Thr de la secuencia primaria y no estan

determinados por la presencia de secuencias consenso (Bertozzi & Kiessling, 2001).

Una de las funciones biolégicas mas relevantes de los N-glicanos esta
relacionada con la regulacién y control del plegado de proteinas que se sintetizan en el
RE. En este sentido, cabe destacar que todas las células eucari6ticas sintetizan N-
glicanos y que los primeros pasos de la via de biosintesis se hallan altamente
conservados. No obstante, en las Ultimas etapas de su biosintesis, los N-glicanos
adquieren una gran diversidad estructural a medida que transitan por el aparato de
Golgi. En los vertebrados, las proteinas secretadas o de la membrana plasmatica
pueden presentar N-glicanos del tipo alta manosa, hibridos o complejos, siendo estos

ultimos los mas abundantes (Figura 1.7 ) (Paulson y col., 2006).
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Las vias de O-glicosilacion comienzan con la unién de un monosacarido como
a-NAcGal a un residuo de serina o treonina. A partir de este monosacéarido pueden
sintetizarse diversas estructuras como los core 1, core 2, core 3 y core 4 O-glicanos. A

su vez estos core O-glicanos pueden ser extendidos para formar estructuras mas
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Figura 1.7. Biosintesis y diversidad estructural de N-glicanos. Se esquematizan N-glicanos de alta manosa, hibridos y
complejos. A su vez se detallan las distintas enzimas que participan en la sintesis. Adviértase, que en un N-glicano dado
no se encuentran todos los productos de las enzimas detalladas ya que algunas compiten por un mismo sustrato.

complejas. Por lo tanto, el nimero de posibles sitios de N- y O-glicosilacion en una
secuencia primaria asi como las enzimas presentes en el sistema RE/Golgi son
elementos claves que determinan el grado y tipo de glicosilacion de una proteina

(Gagneux & Varki, 1999).

Considerando la amplia diversidad y distribucion que poseen los
glicoconjugados (glicoproteinas, glicolipidos y proteoglicanos), resulta sencillo
visualizar que estas estructuras median una amplia variedad de efectos bioldgicos.
Estos efectos en general se pueden agrupar en dos tipos: (1) funciones estructurales
del glicano en si mismo o la modulacién de la molécula a la cual estan covalentemente
unidos y (2) funciones relacionadas al reconocimiento de la estructura sacaridica por
proteinas con dominios de reconocimiento de carbohidratos (lectinas). Se han
descripto diversos tipos de lectinas involucradas en la regulacion de mdltiples
procesos biolégicos (ej., fertilizacion, embriogénesis y reconocimiento de patégenos).
Respecto a su participacidbn en procesos inmunoldgicos, se ha observado que
diferentes familias de lectinas (ej: colectinas, selectinas, siglecs, galectinas) cumplen

papeles criticos en procesos diversos como reconocimiento de patdgenos, activacion y
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diferenciacion linfocitaria y procesos de regulacion homeostatica. En el presente

trabajo de tesis focalizaremos nuestra atencion en la familia de las galectinas.

1.3.2 GALECTINAS

Las galectinas constituyen una familia de proteinas altamente conservadas a través de
la evoluciébn con capacidad de unir residuos sacaridicos presentes en diferentes
glicoproteinas de la membrana plasmética y la matriz extracelular (Leffler y col., 2004).
Estas proteinas reconocen en forma especifica unidades repetitivas [Galp1-4-NAcGlIc]
o poli-LacNAc, presentes en N- y O-glicanos, a través de un dominio altamente
conservado de 135 aminoacidos, denominado dominio de reconocimiento de
carbohidratos (CDR) (Cooper, 2002). Se han identificado 15 galectinas en mamiferos,
las cuales se clasifican de acuerdo a su estructura en galectinas “proto-tipo”, “tipo

quimera” y “repeticiones en tandem” (Figura 1.8) (Yangy col ., 2008).
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Figura 1.8. Clasificacion de estructural de las galectinas. De acuerdo a su estructura bioquimica las galectinas se
clasifican en tres grupos diferentes. Las galectinas prototipo contienen un sitio de reconocimiento de carbohidratos
(CRD) por subunidad, a su vez, éstas pueden homodimerizar. Los dimeros a través de la unién a carbohidratos en las
glicoproteinas de la membrana formarian estructuras complejas dando lugar a rearreglos de la membrana (lattices) las
cuales estarian implicadas en los efectos bioldgicos y la sefializacion disparada luego de la unién de las galectinas.
Galectina-3 (la Unica tipo quimera) posee un CDR en el extremo C-terminal y un dominio no relacionado (BH3) en el
extremo N-terminal. Este Ultimo es responsable de los efectos intracelulares de esta lectina. Las galectinas del tipo
“repeticiones en tandem” son un grupo de galectinas bivalentes formadas por dos mondmeros con CRDs de distinta
afinidad unidos por un péptido conector.
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Las galectinas pueden localizarse en diferentes tejidos y compartimientos celulares de
diferentes especies animales y se han descripto para las mismas diversas funciones
intracelulares y extracelulares (Rabinovich & Toscano, 2009; Rabinovich y col., 2007b)
(Figura 1.9). Si bien estas proteinas se encuentran en el medio extracelular, en su
secuencia primaria no poseen péptido lider lo cual impide su secrecion por la via

clasica dependiente del RE y el aparato de Golgi; en cambio estas proteinas son

liberadas al medio extracelular por un mecanismo atipico denominado ectocitosis
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Figura 1.9.Efectos de diversas galectinas en la fisiologia del sistema inmune y los tumores. Diferentes funciones han
sido atribuidas a los diversos miembros de esta familia de proteinas de unién a carbohidratos, en esta figura se
muestran algunas de las mas relevantes. (Adaptado de Yang et al, 2008)

(Yang y col ., 2008).

Durante los uUltimos afios se ha involucrado a esta familia de lectinas en diversos
procesos biolégicos como reguladores de la homeostasis de la respuesta inmune

(Rabinovich & Toscano, 2009), de la progresién tumoral (Liu & Rabinovich, 2005) y la
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neovascularizacién (Cardenas Delgado et al., 2011; Markowska et al., 2010; Thijssen
et al., 2006). Algunas galectinas como galectina-1 y -3, se expresan en una amplia
variedad de tejidos mientras que otras poseen un patron de expresién mas restringido
como galectina-4 en el sistema gastrointestinal, galectina-10 en eosindfilos, galectina-

12 en tejido adiposo y galectina-7 en queratinocitos (Cerliani y col., 2011).

GALECTINA-1 (Gal1)

Durante la ultima década numerosas evidencias asignan a galectina-1 (Gall), un
miembro ‘proto-tipo’ de la familia de galectinas, una funcién critica en la homeostasis
de la respuesta inmune (Rabinovich y col., 2007b; Yang y col., 2008). Esta proteina es
capaz de inhibir la proliferacién y expansién clonal de linfocitos T activados, mediante
mecanismos que involucran bloqueo de la activacién (Chung y col., 2000) , arresto del
ciclo celular (Blaser y col., 1998; Rabinovich y col., 2007a) e induccion de apoptosis
(He & Baum, 2004; Rabinovich y col., 2000; Rabinovich y col., 1998). A su vez se ha
demostrado que esta proteina, a bajas concentraciones, posee propiedades
inmunosupresoras independientes de su efecto pro-apoptético ya que es capaz de
inhibir la adhesiéon de linfocitos T activados a diferentes proteinas de la matriz
extracelular, tales como laminina y fibronectina, y la secrecion de citoquinas pro-

inflamatorias como TNF-a e IFN-y (Rabinovich y col., 1999).

Las propiedades anti-inflamatorias de Gall han sido ampliamente demostradas
en numerosos modelos experimentales de inflamacion cronica y autoinmunidad como
la artritis inducida por colageno I, la colitis inducida por acido sulfénico-trinitrobenzeno
(TNBS), la hepatitis inducida por concanavalina A, la diabetes espontanea en ratones
NOD vy la uveitis autoinmune experimental entre otros (revisado en Rabinovich &
Toscano, 2009). Mas aun, recientemente se ha demostrado que Gall se expresa en
forma incrementada en células T regulatorias CD4'CD25"FoxP3" contribuyendo a su
potencial inmunosupresor (Garin y col., 2007). Sin embargo, uno de los hallazgos mas

consistentes en esta area de investigacion se halla asociado a la expresion abundante
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de Gall en diversos tipos de tumores tales como prdstata, melanoma, ovario, y mama.
Ademas en la mayoria de estos tumores la expresion de Gall se asocia a la
malignidad y al potencial metastatico de los mismos (Danguy y col.,, 2002; Liu &
Rabinovich, 2005). En este contexto, en los ultimos afios en nuestro laboratorio
demostramos que Gall juega un papel critico en fendbmenos de escape tumoral al
modular la producciéon de citoquinas anti-inflamatorias y la sobreviva de células T
(Rubinstein y col., 2004) En un modelo singeneico de melanoma, el bloqueo de la
expresion génica de Gall generd un incremento de la respuesta inmune antitumoral
mediada por células CD8 y CD4 del tipo T helper (Th)1 (Rubinstein y col., 2004). Este
fendmeno fue confirmado en linfoma clasico Hodgkin donde observamos que Gall,
presente en células de Reed-Sternberg, confiere privilegio inmunolégico a estas
células a través de un mecanismo dependiente del factor de transcripcion AP1
(Juszczynski y col., 2007). Por otro lado, en biopsias de pacientes con carcinoma de
cabeza y cuello se logré establecer una conexion causal entre la expresion de Gall en
sitios hipoxicos y el escape tumoral (Le y col.,, 2005). Recientemente Kuo y
colaboradores confirmaron estos hallazgos demostrando que células de carcinoma de
pulmén escapan de la respuesta inmunoldgica a través de la secrecion de Gall la cual

modula vias dependientes de IL-10 y del factor de transcripcion 1d3 (Kuo y col., 2011).

En basqueda de mecanismos celulares y moleculares involucrados en la accion
inmunosupresora de esta proteina, nuestro laboratorio demostré que Gall es capaz de
unirse en forma diferencial a células T efectoras y ejercer en forma selectiva su
actividad regulatoria. Mientras que células Thl y Th1l7 comparten el repertorio de
glicanos especificos de Gall, células Th2 son resistentes a la union y accion pro-
apoptética de esta proteina debido a un glicofenotipo ‘no permisivo’ rico en acido
sialico en posicion a2-6 (SAa2-6) (Toscano y col., 2007). Asimismo, en un modelo
experimental de rechazo fetal inducido por stress, observamos que la administracion

de Gall restaura la tolerancia mediante el desvio de la respuesta inmune hacia un
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perfil Th2 y la expansién de células T regulatorias (Blois y col., 2007). Por otro lado,
recientes evidencias de nuestro laboratorio revelaron que Gall a través de su
interaccion con glicanos especificos es capaz de iniciar en DCs un circuito
tolerogénico mediado por las citoquinas IL-27 e IL-10 (llarregui y col., 2009). Este
circuito permitiria controlar procesos autoinmunes y neoplasicos, activando en forma

jerarquica mecanismos de inmunosupresion (Figura 1.10).
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Figura 1.10. Rol de Gall en la progresiéon tumoral. La expresion de Gall ha sido reportada en numerosos tipos
tumorales y se encontrd asociada a numerosos eventos de la cascada que lleva a la progresion y metastasis de los
mismos. A) la expresidn de Gall en tumores puede desviar la respuesta inmune hacia perfiles tolerogénicos que frenan
la respuesta anti-tumoral. En este sentido, Gall es capaz de inducir la generacidn de células dendriticas tolerogénicas
que disparan una respuesta regulatoria mediada por IL-27 e IL10. Contribuyendo a la generacidn de inmunosupresion
B) La presencia de Gall desvia la respuesta de células T hacia perfiles Th2 al inducir apoptosis especificamente a células
Th1ly Th17. Esto lleva a fendmenos de escape a la respuesta inmune anti-tumoral. C) La expresidon de Gall en células
tumorales y en el estroma regula fendmenos de agregacién homotipica y heterotipica ademds de promover la
migracién de células tumorales in vitro.D) Los efectos de Gall sobre la migracidn estan acompafiados de una mayor
capacidad invasiva lo que hace a las células potencialmente metastaticas con capacidad de colonizar érganos distantes.
No obstante el rol de Gall en la neovascularizacién, otro evento clave de la progresiéon tumoral, no ha sido
extensamente explorado.
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1.3.3 LECTINAS Y GLICANOS EN PROCESOS DE NEOVASCULARIZACION

Una gran variedad de glicanos, decoran la superficie de las células de nuestro
organismo (Ohtsubo & Marth, 2006). La glicosilacion diferencial permite controlar
procesos criticos de la respuesta inmune incluyendo la activacion de células T
(Demetriou y col., 2001), la migracion linfocitaria (van Kooyk & Rabinovich, 2008) y la
sintesis de citoquinas (Morgan y col., 2006) al crear o enmascarar ligandos para
lectinas endbgenas (Paulson y col.,, 2006; van Kooyk & Rabinovich, 2008).
Recientemente estudios que involucraron manipulacion genética de la vias de N- u O-
glicosilacién revelaron que las lectinas poseen importantes funciones en el control de
la activacion y sefializacion de receptores de factores de crecimiento (Dam & Brewer,
2010; Dennis y col., 2009; Ohtsubo & Marth, 2006). Interesantemente, estudios de
Lau y col. identificaron un mecanismo de regulacién metabdlica que involucra la
modulacion de N-glicanos complejos en receptores de factores de crecimiento
altamente N-glicosilados (EGFR, PDGFR, FGFR, IGFR) en respuesta a los niveles de
hexosaminas, el cual determina si una célula entra en reposo o ingresa en una fase
proliferativa (Lau y col., 2007). Estos hallazgos ponen en evidencia la capacidad del
sistema lectina-glicanos de sintonizar respuestas celulares a través de la modulacion

de la actividad de receptores de membrana.

La regulacion de la glicosilacion también es capaz de modular fenomenos de
neovascularizacién. La presencia de diferentes estructuras sacaridicas en el receptor
Notch puede afectar la unién a sus ligandos Delta-like 4 (DLL4) o Jaggedl controlando
en forma positiva 0 negativa procesos de angiogénesis (Benedito y col., 2009).
También ha sido demostrado que la glicosilacion del co-receptor de VEGFR2,
neuropilina-1 (NRP-1) regula la union del ligando VEGF. Mas aun, modificaciones en
glicosaminoglicanos de NRP1 modulan diferencialmente las funciones de VEGFR2 en
CEs y en pericitos (Shintani y col., 2006). Recientes evidencias indican que la

presencia de SAa2-6 regula la agregacion homotipica entre CEs al retener en
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membrana la molécula de adhesion PECAM (Kitazume vy col., 2010).
Interesantemente, el glicoma de las CEs estaria sujeto a fluctuaciones en funcién de
diferentes condiciones de cultivo (Garcia-Vallejo y col., 2006; Willhauck-Fleckenstein et
al., 2010). En este sentido, un trabajo reciente estudidé la expresion de genes
relacionados a la modulaciéon del glicoma en CEs activadas con VEGF o TNF.
(Willhauck-Fleckenstein et al., 2010). Estos datos revelan una fina regulacién de la
glicosilaciéon de CEs en diferentes condiciones microambientales, sugiriendo una

activa participacion de los glicanos en la regulacién de la angiogénesis.

Recientemente se demostr6 que Gall se expresa en CEs activadas en
respuesta a estimulos inflamatorios y en endotelios tumorales, pudiendo estar
implicada en diversos etapas de la progresion tumoral (Thijssen y col., 2007). Otras
evidencias sugieren un posible rol del Gall en la biologia de CEs al vincular la
expresion de esta lectina en las mismas con fendmenos de migracion de estas células
(Hsieh y col., 2008; Thijssen y col., 2006). Estudios transcripcionales en tumores de
células pequerias de cabeza y cuello identificaron a Gall como parte del transcriptoma
inducido por hipoxia (Le y col., 2005). En este estudio, la expresion tumoral de Gall
fue asociada en forma positiva a la expresiéon de CA IX (marcador de hipoxia) y
negativamente a la presencia de células CD3" (Le y col., 2005), poniendo en evidencia
la posible vinculacién entre la hipoxia tumoral y fenémenos de escape mediados por
esta lectina. En este sentido, estudios recientes en cuatro lineas celulares de cancer
colorectal mostraron que la sobreexpresion ectépica de HIF-1a incrementa los niveles
de expresion de Gall (Zhao y col, 2010). Ademas, la sobreexpresion de Gall restaura
la capacidad migratoria de lineas celulares deficientes en HIF-1a (Zhao y col., 2010).
Estos resultados sugieren un posible rol de HIF-1a en la expresion hipoxica de Gall.
Ma&s aun, en una serie de trabajos recientes, Thijssen y col. buscando receptores para
un péptido con propiedades anti-angiogénicas (Anginex) identificaron a Gall como

posible receptor del mismo en CEs (Thijssen y col., 2006). Mas aun, estos autores
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encontraron que las CEs pueden “captar’” Gall proveniente de tumores la cual
promueve especificamente la activacion de la via de sefalizacion de H-Ras/Raf
(Thijssen y col., 2010). Sin embargo, aun no se ha develado la relevancia biolégica del
‘glicoma’ de CEs en fendbmenos de neovascularizacion y el papel critico de Gall y sus
glicanos especificos en estos procesos. En este escenario, son necesarias mayores
evidencias in vitro e in vivo acerca del mecanismo de accién de las galectinas y la
importancia del reconocimiento sacaridico en relacion a procesos de
neovascularizacién tumoral e inmunosupresion a los fines de comprender el rol clave
de la glicosilacién de receptores de superficie en fendbmenos de sefalizacion celular y
disefiar estrategias terapéuticas mas racionales capaces de modular en forma

simultanea compartimientos vasculares e inmunolégicos.

El disefio de estrategias de inmunoterapia contra el cancer debera contemplar
en un futuro, no sélo la potenciacion de la respuesta inmune, sino ademas, el bloqueo
de los mecanismos de escape y neovascularizacion de manera integrada (Jinushi &
Dranoff, 2007). Dadas las propiedades inhibitorias de Gall en la respuesta inmune
antitumoral (Juszczynski y col., 2007; Rubinstein y col., 2004; Salatino y col., 2008) y
la observaciones acerca del posible rol de Gall en la biologia vascular, nos
propusimos en el transcurso de esta tesis, investigar por un lado el papel de Gall y
sus glicanos especificos en fenpémenos de neovascularizaciéon focalizando en las
vias celulares y moleculares involucradas, y por el otro en el disefio de estrategias
terapéuticas tendientes a inhibir la interaccion entre Gall y glicanos en tumores a los
fines de transferir nuestros hallazgos basicos generados en los Ultimos afios a posibles

ensayos clinicos.

De este modo, los resultados obtenidos en esta tesis permitiran aportar
informacién critica para el disefio racional de nuevas estrategias terapéuticas
tendientes a inhibir la accion inmunosupresora y pro-angiogénica de Gall y sus

glicanos en el microambiente tumoral El bloqueo de Gall podria tener impacto
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simultaneo a nivel de los compartimientos vascular e inmunoldgico inhibiendo la
angiogénesis tumoral, promoviendo la normalizacion vascular y favoreciendo el
desarrollo de la respuesta inmune anti-tumoral. Estos efectos determinarian a su vez
disminuciéon del crecimiento y la capacidad metastasica de los tumores, y
contribuirian a la erradicacion de los mismos por accibn de las células y/o

mecanismos efectores del sistema inmune.
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2.0BJETIVOS

En funcién de los antecedentes expuestos los objetivos de la presente tesis doctoral

son:

Explorar la relevancia del ‘glicoma’ de células endoteliales
focalizando en la regulacion de la expresion de Gal1 y sus ligandos

sacaridicos en la interfase tumor-endotelio.

Estudiar la relevancia de Galir y sus glicanos especificos en
fendomenos de neovascularizacion tumoral e investigar los

mecanismos celulares y moleculares involucrados.

Evaluar el efecto del silenciamiento génico de Gal1 en el desarrollo

de tumores humanos y murinos.

Desarrollar anticuerpos monoclonales bloqueantes de la interaccion
de Galx y sus glicanos e investigar su potencial terapéutico en

fenomenos de neovascularizacion y escape tumoral.

Evaluar la expresion de Gali y su asociacion con fendmenos de
neovascularizacion en biopsias de pacientes con tumores de

distintos origenes.
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3. RESULTADOS

3.1 LA GLICOSILACION DIFERENCIAL REGULA PROCESOS DE BIOLOGIA

VASCULAR MODULANDO LA INTERACCION ENTRE LECTINAS Y GLICANOS

3.1.1 GLICOSILACION DIFERENCIAL DE CELULAS ENDOTELIALES EN

MICROAMBIENTES TOLEROGENICOS O INFLAMATORIOS

A los fines de investigar si la interacciones entre galectinas y glicanos contribuyen a
la angiogénesis, examinamos en primer lugar el perfil de glicosilacion de cultivos
primarios de células endoteliales humanas aisladas de cordon umbilical (HUVEC) bajo
distintas condiciones experimentales que recapitulan las condiciones frecuentes en
diferentes microambientes tumorales (proliferativos, tolerogénicos, inflamatorios o
hipoxicos) relevantes en fendmenos de neovascularizacion. A fin de evaluar la
presencia de glicanos en la superficie celular, utilizamos un panel de lectinas vegetales
biotiniladas capaces de reconocer diferentes estructuras sacaridicas en N y O
glicanos, el cual nos permiti6é trazar una “cartografia” de los glico-epitopes presentes
en la superficie de CEs. Las diferentes estructuras reconocidas por dichas lectinas se
muestran en la Figura 1A

Tal como fue mencionado en la introduccién, Gall reconoce unidades
repetitivas de residuos de galactosa-p1-4-N-acetilglucosamina (poli-LacNAc) las
cuales pueden estar presentes en N- u O- glicanos (Hirabayashi y col., 2002). De este
modo, la expresion de glicosiltransferasas y glicosidasas durante el remodelado
vascular pueden servir de base para crear o enmascarar ligandos de poli-LacNAc y
determinar la susceptibilidad de las células a la accion de Gall. El analisis de la
glicosilacién de HUVEC en condiciones basales mostré una potente reactividad para la

lectina L-fitohemaglutinina (L-PHA) (Figura 1B) capaz de reconocer ramificaciones en
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N-glicanos generadas por la enzima N-acetil-glucosaminiltransferasa 5 (GnT5) y una
alta reactividad de la lectina Lycopersicon esculentum (LEL) (Figura 1B) que reconoce
residuos poli-LacNAc en N- y en O-glicanos. Teniendo en cuenta la participacion
protagdnica de los residuos de acido sidlico (AS) en la regulacién de la union de Gall
a diversos tipos celulares (Toscano y col., 2007), evaluamos la presencia de AS en
posicibn a2-6 y a2-3 los cuales restringen o permiten la unién de Gall
respectivamente. El andlisis por citometria de flujo de células HUVEC revelé niveles
bajos de ASa2-6, evidenciados por la unién de la lectina Sambucus nigra (SNA)
(Figura 1B), en contraste con los altos niveles de ASa2-3 evaluados a través de la
reactividad de la lectina Maackia amurensis (MAL II) (Figura 1B). Estos resultados
demuestran que la expresion reducida de ASa2-6 no representa una pérdida global de
acido sidlico en la membrana de CEs, sino una regulacion diferencial de la biosintesis
de los glicanos. Finalmente, estudiamos la presencia de estructuras especificas en O-
glicanos por medio de las lectinas Peanut agglutinin (PNA) y Helix pomatia (HPA) que
reconocen la ausencia del core 1 y la disponibilidad del sustrato para la enzima p1-6-
N-acetil-glucosaminiltasferasa-1 (GCNT1) que genera core 2, los cuales son
susceptibles a la adicién posterior de poli-LacNAc. El andlisis de la unién de estas
lectinas a O-glicanos reveld: alta unién de PNA y nula reactividad para HPA (Figura
1B), sugiriendo una amplia disponibilidad de estructuras del tipo core 2 en O-glicanos
las cuales representan posibles sitios de uniéon para Gall. En conjunto, estos datos
indican que las CEs poseen un perfil de glicosilacién permisivo para la unién de Gall,
con alto numero de ramificaciones en N-glicanos, abundancia de residuos terminales
de poli-LacNAc y presencia limitada de SAa2-6.

A los fines de evaluar cambios en el perfil de glicosilacion en respuesta a
estimulos del microambiente, estudiamos el repertorio de glicanos especificos de Gall
en CEs expuestas a la accién de diferentes citoquinas y factores de crecimiento.
Notablemente, la exposicion de HUVEC a IL-10 y/o TGF-B1, ambas citoquinas

capaces de disparar sefiales anti-inflamatorias o tolerogénicas provocé un incremento
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significativo en la exposicion de glicanos complejos tanto en posiciones N- como en O-
, evidenciada por la mayor reactividad de las lectinas PNA, L-PHA y LEL (Figura 1C).
Una tendencia similar fue observada luego del tratamiento de las células HUVEC con
el potente estimulo proliferativo bFGF (Figura 1C). Por otro lado, observamos una
reduccion en la presencia de residuos de ASa2-6 (disminucion de la unién de SNA) en
condiciones tolerogénicas y proliferativas, no observando cambios en la cantidad de
residuos SAa2-3 (union de MAL Il) (Figura 1C). En contraste, HUVEC tratadas con
citoquinas pro-inflamatorios como TNF, IFN-y (estimulo Thl), o IL17 (estimulo Th17),
mostraron una significativa reduccion en el nimero de glico-epitopes permisivos para
la union de Gall evidenciado por una menor reactividad para L-PHA y un aumento en
los ligando de SNA (Figura 1C). En conjunto, estos resultados surgieren que sefales
pro-inflamatorias (IFN-y, TNF, IL-17) o anti-inflamatorias (IL-10 y TGF-B1) pueden
enmascarar o desenmascarar secuencias de poli-LacNAc regulando asi la unién de
Gall a CEs. M&s aun, los datos demuestran que, estimulos tolerogénicos,
comunmente encontrados en microambientes tumorales (particularmente durante
estadios avanzados de escape tumoral) favorecen la exposicién de glico-epitopes
permisivos para Gall, mientras que las sefiales pro-inflamatorias tienden a limitar la
abundancia de los mismos, enfatizando el concepto de que la regulacién del glicoma
celular es dinamica vy diferentes condiciones del microambiente pueden crear,
modificar o interrumpir sitios de unién para lectinas endégenas.

Con el fin de determinar si esta remodelacién del glicoma facilita la interaccion
entre Gall y glicanos, evaluamos la capacidad de union de Gall a la superficie de
HUVEC bajo diferentes condiciones experimentales. A estos fines, conjugamos Gall
recombinante humana generada en nuestro laboratorio (Barrionuevo et al., 2007) con
el fluorocromo DyLight488 (488-Gall) y analizamos por citometria de flujo la unién de
488-Gall a CEs. Los datos obtenidos revelan que Gall se une a la superficie de
células HUVEC de manera dosis y carbohidrato-dependientes ya que el disacéarido

especifico lactosa pero no sacarosa es capaz
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Figura 1. Diferentes estimulos regulan en forma diferencial el perfil de glicosilacion de CEs. (A) Representacion
esquematica (arriba) de la biosintesis de N-y O- glicanos incluyendo las glicosiltransferasas relevantes como a2,6
sialiltransferasa-1 (ST6Gal1), N-acetil-glucosaminiltransferasa 5 (GnT5), a2,3 sialiltransferasa 1 (ST3Gall) y core 2 N-
acetilglucosaminiltransferasa 1 (GCNT1), (abajo) sitios de unidn para las diferentes lectinas MAL Il, LEL, SNA and L-PHA
en N-glicanos complejos, y HPA, PNA y LEL en O-glicanos. Se indica ademas, el ligando glicosilado mas relevante para la
union de Gall (LacNAc). (B) Repertorio de glicanos en CEs bajo condiciones de reposo (2/ FCS) determinado como la
union de lectinas biotiniladas L-PHA, LEL, SNA, MAL I, PNA and HPA (histogramas grises) o estreptavidina-PE sola como
control (histogramas blancos). Los datos son representativos de 6 experimentos independientes. (C) Repertorio de
glicanos en CEs incubadas con estimulos proliferativos (bFGF), tolerogénicos (IL-10 y/o TGF-B;) o inflamatorios (TNF,
IFN-y y/o IL-17). rMFI (intensidad de fluorescencia media relativa) = (MFI con lectina — MFI sin lectina) / MFI sin lectina.
Los datos representan el incremento de la rMFI relativa a condiciones de reposo (linea de puntos). Las barras
representan la media = SEM de 4 experimentos independientes. * P < 0,05, ** P < 0,01 versus control.
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de desplazar dicha interaccién (Figura 2A) . A los fines de determinar la contribucién
parcial de N y O-glicanos en la unién de Gall a CEs, analizamos la capacidad de esta
lectina de unirse a células HUVEC tratadas con inhibidores selectivos de vias de N-y
O-glicosilacion. La presencia de swainsonina, un inhibidor de a-manosidasas que
bloguea la biosintesis de N-glicanos en etapas tempranas, eliminé completamente la
unién de Gall a HUVEC mientras que la presencia del competidor metabdlico de la
elongacion de O-glicanos, benzil-a-GalNAc, tiene un efecto parcial sobre la union de
Gall a estas células (Figura 2A) . Dado que la inhibicién de la glicosilacion en etapas
muy tempranas de la biosintesis de proteinas puede también afectar el trafico de las
mismas hacia la membrana y por lo tanto disminuir el nimero de receptores en la
superficie celular, decidimos entonces, realizar estrategias experimentales alternativas
a los fines de descartar este efecto. Estas aproximaciones incluyeron experimentos de
silenciamiento con RNAIi a los fines de inhibir en forma selectiva la expresién de
glicosiltransferasas claves para la generacion de estructuras sacaridicas de union a
Gall. Observamos que el silenciamiento de la enzima GnT5, responsable de generar
ramificaciones de 1,6-N-acetil-glucosamina en N-glicanos, elimina completamente la
unién de Gall a CEs (Figura 2B, D) mientras que la inhibicion de la sintesis de O-

glicanos complejos por silenciamiento de la enzima GCNT1 no tuvo ningun efecto
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Figura 2 La glicosilacion diferencial de CEs controla la interacccion entre Gall y sus glicanos (A) Union de Gall
marcada fluorescentemente (488-Gall) a CEs en presencia o ausencia de lactosa (30mM), sacarosa (30mM),
swainsonina (0,5 uM) o benzyl-a-GalNAc (2mM). (B) Unién de 488-Gall a CEs previamente transfectadas con siRNA
contra GnT5 6 GCNT1. Las CEs sin siRNA (control) o transfectadas con un siRNA no relacionado (scr) fueron usadas
como controles. (A, B) Los datos representan la media = SEM de tres experimentos independientes. Analisis por qPCR
de CEs transfectadas con siRNA para GCNT1 (C) o GnT5 (D) o siRNA control (scr). Los datos representan la media + SEM
de los niveles de mRNA Gall relativos a la expresion del mRNA 18S. AU = unidades arbitrarias. * P < 0,05, ** P < 0,01
versus control.
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(Figura 2B, C) . Estos datos demuestran claramente no sélo la relevancia de los N-
glicanos complejos en la union de Gall a CEs sino ademas, denotan la especificidad
de este efecto bioldgico.

Dada la creciente relevancia que ha cobrado el fendbmeno de hipoxia tumoral
como actor principal en la regulacion de microambientes tumorales (Pugh & Ratcliffe,
2003) y teniendo en cuenta su papel critico como fenémeno disparador de sefales
pro-angiogénicas, nos propusimos evaluar la capacidad de los microambientes
hipoxicos de influenciar el perfil de glicosilacion de CEs. La exposicion de células
HUVEC a condiciones de hipoxia (1% O,, 5% CO,, 94% N,) indujo un marcado
incremento en las ramificaciones B1-6 en N-glicanos complejos (unién de L-PHA) y en
el nimero de residuos poli-LacNAc (unién de LEL), ademas de una considerable
reduccién en la abundancia de ASa2-6 (reactividad de SNA) sin cambios apreciables
en el nimero de asialo-core 2 O-glicanos (unién de PNA) o ASa2-3 (MAL Il) (Figura
3A). Estos datos, de manera similar a lo ocurrido en condiciones tolerogénicas y
proliferativas, sugieren una modulacion dindmica de la expresién de azucares en la
membrana de CEs en respuesta a hipoxia, lo que ademas redunda en un incremento
de estructuras esenciales para la unién de Gall. Finalmente, y en concordancia con el
extensivo remodelado del glicoma en diferentes condiciones experimentales,
encontramos que la union de Gall a HUVEC se encuentra altamente regulada por
estimulos del microambiente. De este modo, la unién de Gall fue mucho mayor en
ambientes tolerogénicos y proliferativos en comparacion con estimulos pro-
inflamatorios (Figura 3B) . Mas aun, la union de Gall a HUVEC increment6 de manera
considerable en condiciones hip6xicas respecto a ambientes con niveles normales de
oxigeno (normoxia) (Figura 3C, D). Estos resultados nos permitieron concluir que la
frecuencia de exposicion de N-glicanos complejos en la superficie celular puede
influenciar la biologia vascular a través de la formacién de interacciones entre Gall y
glicanos, los cuales se establecen preferencialmente en condiciones de proliferacion,

inmunosupresion, tolerancia inmunoldgica e hipoxia.
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Figura 3. La hipoxia modula la glicosilacion y la unién de Gall a CEs. (A) Repertorio de glicanos en CEs incubadas en
condiciones de hipoxia (1/ 0O,) (histogramas negros) o normoxia (20/ 0O,) (histogramas grises) detectado con las
lectinas biotiniladas L-PHA, LEL, SNA, MAL II, o PNA. Los datos son representativos de 5 experimentos independientes.
(B) Union de 488-Gall a CEs expuestas a estimulos proliferativos, tolerogénicos o inflamatorios. Los datos representan
la rMFI relativa a condiciones de reposo (linea de puntos) versus control. (C) Citometria de flujo de la unidn de distintas
concentraciones de 488-Gall a CEs expuestas o no a hipoxia. Los datos representan la media *+ SEM de cinco
experimentos independientes * P < 0,05; ** P < 0,01 vs normoxia. (D) Microscopia confocal de la unién de 488-Gall a
CEs en condiciones de normoxia o hipoxia.

3-1.2 GAL1 MODULA LA BIOLOGIA DE CELULAS ENDOTELIALES A TRAVES DE

LA INTERACCION CON GLICANOS ESPECIFICOS

Con el fin de examinar la relevancia funcional de la interaccion entre Gall y glicanos,
investigamos si Gall, es capaz de modular la biologia de células endoteliales a través
de mecanismos dependientes de la glicosilacién. En primer lugar examinamos la
capacidad de Gall de inducir eventos asociados a fendbmenos de neovascularizacion,
observando que Gall es capaz de inducir in vitro migracion, morfogénesis y
proliferacion de CEs (Figura 4A-D) . En ensayos de tubulogénesis encontramos que el
agregado exogeno de Gall a HUVEC sembradas sobre una capa de matriz
extracelular (Matrigel) genera la formacién de estructuras tubulares (tubulogénesis) de

manera dosis- y carbohidrato-dependientes (Figura 4A, B) . Del mismo modo, Gall
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logré inducir la migracién de HUVEC a través de membranas con poros de 8 um
(Figura 4A, C). Notablemente, ambos efectos fueron similares a los observados luego
del agregado de VEGF, el cual ha sido descripto como el principal factor disparador de
angiogeénesis (Ferrara y col., 2003). Mas aun, el agregado de Gall logré estimular la
proliferacion de CEs de manera dependiente de la dosis y de la formacion de lattices
con glicanos especificos (Figura 4D).

El fenédmeno de angiogénesis implica no solo la proliferacién sino ademas la
migracién de las células endoteliales (invasion); lo cual requiere que dichas células,
ademés de migrar, degraden la matriz extracelular para abrirse paso a través del
estroma. Para determinar in vitro si Gall confiere capacidad migratoria e invasiva a
células HUVEC, utilizamos un sistema en el cual las células se depositan en
membranas de 8 um de poro embebidas en Matrigel a los fines de evaluar su
migracién. En forma notable, encontramos que Gall induce la invasion de las CEs en
cultivo de manera dependiente de la dosis y la interaccion con carbohidratos
especificos (Figura 4E) . En conjunto, los datos presentados demuestran que Gall es
capaz de disparar sefiales celulares que confieren a las células el potencial de formar
nuevos vasos sanguineos.

Con el objetivo de confirmar la relevancia de lattices establecidos entre Gall y
N-glicanos especificos sobre fenémenaos de proliferaciéon, migracion y tubulogénesis
de células HUVEC, evaluamos la capacidad de Gall de inducir estos fenbmenos sobre
CEs transfectadas con siRNAs blogueantes de las enzimas responsables de la
generacion de glicanos necesarios para la union de Gall. Los efectos de Gall sobre la
biologia de HUVEC fueron totalmente suprimidos cuando la expresion de GnT5 fue
silenciada; sin embargo no se observaron cambios significativos cuando utilizamos un
siRNA dirigido hacia la enzima GCNT1 (Figura 5A-C), demostrando nuevamente el
papel critico de N-glicanos en los fenémenos inducidos por Gall. Notablemente, a
diferencia de Gall, los efectos de VEGF sobre la tubulogénesis no se vieron afectados

en absoluto por la ausencia de ramificaciones de N- u O-glicanos complejos. (Figura
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5D). Estos datos demuestran que a pesar de las similitudes en los efectos finales,

Gall induce neovascularizacion a través de mecanismos que  dependen

>

Tubulogénesis

Migracion

B C D
_ 304 50-
5 254 € S
g X 404
< 204 = E
2 8 g 304
@ 154 =y @
§ 5 :
9 1o S 5 20
g o £
o 54 =2 -'C—. 10—
= = T
Gall (uM) 0 01051 3 1 - 0 01051 3 1 - 1
VEBE = m==== % @ R R 0T s B ¥ == VRN S =y
Lactosa - - — = — & - = e bt o mm o e =
E
8_
Galt Gal1 + Lactosa 5 o
‘® 6
]
=
£
oo D1
p= *
3
=

Gall (uM) 01 1 3 -

VEGF - - - #*
Figura 4. Gall activa procesos de angiogénesis en ECs de manera dependiente de glicanos. (A) Microfotografias en
campo claro de: arriba, la formacion de estructuras tubulares (tubulogénesis) de células HUVEC (CEs) en cultivo sobre
Matrigel. Abajo migracién de CEs a través de poros de en respuesta a Gall. Las imagenes son representativas de al
menos 4 experimentos. (B-D) Dosis respuesta de la proliferaciéon (B) migracidon (C) y tubulogénesis (D) de ECs en
respuesta a Gall (E) Ensayo de invasidon a través de membranas de 8 um de poro embebidas en matriz extracelular de
EC marcadas con CFSE en presencia de Gall. Panel derecho cuantificacion de la invasion relativa al control sin Gall. (A-
E) VEGF (20 ng/ml) fue usado como control positivo; lactosa (30 mM) como control de inhibicion de Gall. Los datos
representan la media + SEM de cinco experimentos independientes * P < 0,05; ** P < 0,01 vs control sin Gall; tP<
0,05 vs Gall
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exclusivamente de la presencia de N-glicanos complejos en la superficie de CEs vy

gue son independientes de la accion del ligando canénico VEGF.
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Figura 5. Gall promueve activacion de ECs a través de mecanismos dependientes de la glicosilacion. (A-C)
incorporacién de [3H]-timidina (A) migracion (B) y tubulogénesis (C) de CEs transfectadas o no con siRNAs (100nM)
contra GnT5, GCNT1 o control scr y tratadas con Gall (1uM). VEGF (20 ng/ml) fue usado como control positivo. Lactosa
(30 mM) fue utilizada como control de inhibicién de Gall. Los datos representan la media * SEM de cuatro
experimentos independientes * P < 0,05; ** P < 0,01 vs control sin Gall; tP< 0,05 vs Gall. (D) Tubulogénesis inducida
por Gall (1uM) y VEGF (20 ng/ml) o medio de cultivo 2/ SFB (medio) en CEs transfectadas o no con siRNAs (100nM)
contra GnT5, GCNT1 o control scr. * P < 0,05 vs control siRNA scr.

3.1.3 CIRCUITOS TOLEROGENICOS, ANGIOGENESIS Y GAL1

Considerando que los microambientes pro-inflamatorios o anti-inflamatorios tienen la
capacidad de determinar el potencial angiogénico de un tejido, que el microambiente
es principalmente modelado por el perfil de citoquinas secretadas por células del
sistema inmune (Grivennikov y col., 2010) y ademas, teniendo en cuenta que diversas
células de origen mieloide han sido extensamente asociadas a fendmenos de

vasculogénesis y tolerancia inmunolégica (Murdochy col.,, 2008) , nos propusimos
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evaluar si el compartimiento celular asociado a inmunosupresion es capaz de modular
la neovascularizacion in vitro e in vivo.

Estudios previos de nuestro laboratorio identificaron a Gall como participante
clave en la generacion de circuitos inmunoregulatorios basados en la generacion de
DCs con propiedades tolerogénicas que tienen capacidad de frenar respuestas
inflamatorias a través de mecanismos dependientes de IL-27 e IL-10 (llarregui y col.,
2009). Ademas, encontramos que estas células son potencialmente criticas en el
desarrollo de microambientes inmunosupresores que operan a nivel tumoral. (llarregui
y col, 2009; Kuo y col., 2011; Steinman y col., 2003). Estas evidencias, sumadas a
nuestros hallazgos que demuestran que los microambientes regulatorios amplifican la
respuesta de CEs a Gall, nos permitieron especular que DCs tolerogénicas podrian
estar involucradas en la inducciébn de angiogénesis a través de mecanismos
dependientes del dialogo entre Gall y sus glicanos especificos. A los fines de
investigar si DCs tolerogénicas poseen algun efecto en la modulacion de la
angiogénesis mediada por Gall, diferenciamos DCs a partir de precursores de médula
6sea de ratones B6 wt o B6 KO para el gen de Gall (Lgals1™) (DC WT 6 DC KO). Por
otro lado, DC WT fueron diferenciadas durante 6 dias en presencia de GM-CSF y
Gall (DC Gall) o sin Gall (DC) (40 pg/ml) (Figura 6A) . El fenotipo de las células
obtenidas fue corroborado por citometria de flujo de acuerdo al procedimiento
descripto (llarregui y col., 2009). Para evaluar la capacidad angiogénica de éstas
células realizamos ensayos de tubulogénesis en los cuales las distintas poblaciones
de DCs diferenciadas se depositaron junto al Matrigel, de forma tal que quedasen
retenidas en él una vez que gelifique. De esta manera, las DCs influenciarian
directamente la respuesta de las CEs colocadas sobre la matriz formada por el
Matrigel (Figura 6B). Luego de 24 h de incubacion observamos un incremento
marcado en fendmenos de morfogénesis en Matrigel conteniendo DC-Gall respecto a
aquél que albergb DC WT. Notablemente las DC KO, deficientes en Gall endégena,

mostraron una limitada capacidad de inducir la formacién de tubulos respecto a DC
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WT (Figura 6C) sugiriendo que las DCs tolerogénicas ademas de orquestar
respuestas anti-inflamatorias, son capaces de inducir angiogénesis y que Gall podria
estar mediando ambos fendmenos. Notablemente, DCs diferenciadas en presencia de
otros estimulos tolerogénicos como 1,25-dihidroxivitamina D3 (vit D3), péptido
vasoactivo intestinal (VIP) o dexametasona (Dexa) también fueron capaces de
promover neovascularizacion (Figura 6D). Sin embargo, este proceso biolégico no
ocurrié, cuando estas DCs se generaron a partir de precursores obtenidos de ratones
deficientes en el gen de Gall demostrando un papel critico para esta lectina tanto en
la capacidad inmunosupresora como pro-angiogénica de DCs tolerogénicas. En
conjunto, los datos indicarian que el efecto sobre la neovascularizacion no es
exclusivo de las células diferenciadas en presencia de Gall; sin embargo Gall
producida por dichas DCs seria clave a los fines de preservar el potencial pro-
angiogénico de estas células mieloides independientemente del estimulo que las
genere. Para confirmar este efecto in vivo, inyectamos Matrigel conteniendo 1 x 10°
DCs en ratones B6 wt y luego de 6 dias los pellets fueron extraidos, pesados y
fotografiados. En forma adicional, determinamos el contenido de hemoglobina en los
mismos  mediante técnicas colorimétricas. Los datos mostraron un marcado
incremento en el contenido de hemoglobina (Figura 6E) acompafiado por una mayor
vascularizacion en pellets conteniendo DC Gall comparado con pellets conteniendo
DC WT (Figura 6F) . Nuevamente, la carencia de Gall en DCs logr6 suprimir en forma
completa la formacién de vasos (DC KO vs DC WT) (figura 6E, F) demostrando, por
un lado que las DCs con propiedades inmunosupresoras son capaces de inducir
angiogénesis y por el otro, reforzando el papel de Gall como mediador critico de
procesos de neovascularizacion inducida por estas células. Estos resultados, en su
conjunto, sugieren otro nivel de complejidad en cuanto al microambiente tumoral y
Gall ya que ademas de la formaciéon de vasos sanguineos a través de la union

especifica a gliconconjugados de la membrana de CEs, Gall estaria participando en la
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generacion y actividad de DCs tolerogénicas que ademas de favorecer el escape

tumoral estarian promoviendo neovascularizacion.
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Figura 6: Gall genera DCs con potencial pro-angiogénico. (A) Modelo experimental de diferenciacién de DCs inmaduras a
partir de precursores de medula dsea de ratones B6 con fenotipo salvaje (WT) o deficientes (KO) para el gen Lgals1. Las
DCs se diferenciaron en presencia de GM-CSF durante 6 dias y el fenotipo fue confirmado por citometria de flujo. (B)
Representacion esquematica del modelo experimental de tubulogénesis inducido por DCs. (C-D) Tubulogénesis de CEs
incubadas en presencia de distintas DCs (segln esquema panel B) provenientes de ratones WT (C-D) o deficientes (KO)
para el gen de Gall (D). Cada barra representa la media + SEM del nimero de tdbulos por mm? de Matrigel de al menos
cuatro experimentos independientes. * P<0,05; **P<0,01. (E) Cuantificacion del contenido de hemoglobina en pellets de
Matrigel conteniendo las distintas DCs, inyectados durante 6 dias en ratones B6 WT. La hemoglobina total se determiné
por colorimetria usando un método estandar. Cada barra representa la media + SEM del contenido de Hemoglobina en los
pellets de dos experimentos independientes. (F) Fotografias de los pellets de Matrigel obtenido luego de 6 dias post
inyeccion de 400 pul de Matrigel conteniendo 1x10° DCs o PBS en ratones B6 WT.

3.2 GAL1 CO-OPTA POR LA VIiA DE SENALIZACION VEGFR2 (KDR) A TRAVES

DE LA UNION A N-GLICANOS COMPLEJOS

3.2.1 GAL1 ACTIVA VIAS DE SENALIZACION DEPENDIENTES DE VEGFR2

Con el fin de investigar los mecanismos a través de los cuales la interaccion entre
Gall y N-glicanos complejos es capaz de mediar eventos celulares que llevan a la
neovascularizaciébn nos propusimos caracterizar los receptores y sefiales activados

luego de la unién de Gall a CEs.
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En primer lugar, y con el fin de encontrar un posible glico-receptor para Gall
realizamos un analisis global del nivel de activacion de diferentes receptores del tipo
tirosina-quinasa (RTKs) asociados a fendmenos de neovascularizacién. Para ello
utilizamos un kit comercial (Phospho-RTK signaling array, Cell Signaling) a través del
cual observamos que la presencia de Gall induce en forma selectiva la fosforilacion
del receptor VEGFR2 (KDR) en células HUVEC (Figura 7A) . Este patron de activacion
fue detectado a los 15 minutos de incubacién y se mantuvo hasta los 60 min.
Notablemente, también observamos un incremento en la fosforilacion de las proteinas
Akt (Thr308), Akt (Ser473) y Erk1/2 (Figura 7A), las cuales se encuentran “rio abajo”
de la cascada de sefializacién disparada luego de la activacion de VEGFR2 (Ferrara y

col., 2003; Lemmon & Schlessinger, 2010). Estos datos nos permiten especular acerca

de un escenario posible en el cual Gall estaria optando por la via de sefializacién
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Figura 7. Gall induce la activacidn de vias de sefalizacion de CEs a través de VEGFR2. (A) Andlisis de la activacidon de
sefializacion por medio del Phospho-RTK signaling array en CEs sin tratar (control), o tratadas con VEGF (20 ng/ml) o
Gall (1 uM). Panel derecho, cuantificacion de la intensidad de pixeles con diferencias respecto al control en los puntos
del array (panel izquierdo). (B) Analisis por Western blot de CEs tratadas con diferentes concentraciones de Gall. (C)
Cuantificacién de la intensidad de pixeles del array total. Los datos representan la media + SEM de la intensidad de
pixeles positivos relativizados a la intensidad del pixel del control para cada proteina contenida en el array. *P < 0,05; **

P < 0,01 versus control
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dependiente de VEGFR2 a los fines de inducir angiogénesis. De hecho, las proteinas
gue encontramos activadas por Gall recapitulan el patron de fosforilacion generado
luego de la activacion canénica de VEGFR2 por parte de de su ligando clasico VEGF.
Para confirmar este patrén de fosforilacion, realizamos ensayos de Western blot (WB)
en HUVECSs tratadas con diferentes concentraciones de Gall donde pudimos observar
una activacién marcada de VEGFR2, Akt y Erk de manera dosis y tiempo dependiente
(Figura 7B). En la Figura 7C se muestra el total de proteinas analizadas donde se
observa la selectividad en la activacion de la via VEGFR2 inducida por Gall. Con el fin
de determinar si la activacion observada en los ensayos previos es funcional y
relevante en fendémenos celulares gatillados por Gall, realizamos ensayos de
proliferacion, migracion y tubulogénesis en presencia de inhibidores farmacolégicos de
diferentes vias de sefializacién (Figura 8A-C) . La inhibicion selectiva de las vias de
PI3K-Akt y Erk lograron prevenir la induccién de proliferacién (Figura 8A) , migracion
(Figura 8B) y morfogénesis (Figura 8C) inducidos por Gall, mientras que la inhibicion
de las vias de STAT3, JNKs, p38 o NF-kB no mostré efectos significativos sobre estos
eventos celulares. Cabe destacar una modesta pero significativa reducciéon en la
morfogénesis cuando se inhibi6 JNK lo que podria indicar que mas de una via de

sefalizacién podria estar involucrada en los efectos de de Gall sobre la morfogénesis

de CEs.
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Figura 8. Gall induce la activacion de CEs a través de mecanismos dependientes de las vias de Akt y Erk 1/2. (A-C)
Proliferacion (A), migracién (B) y tubulogénesis (C) de CEs tratadas con Gall (1 uM) pre-incubadas con inhibidores
farmacoldgicos de las vias de PI(3)K/Akt (LY294002, 2 uM), Erk1/2 (U0126, 5 uM), JAK2-STAT3 (AG490 5, uM), JNK/SAP
(SP600125 20, pM), p38 (SB202190, 10 uM) o NF-kB (BAY11-7082, 1 uM). *P < 0,05; ** P < 0,01 versus Gall. Los datos

representan la media + SEM de 5 experimentos independientes



RESULTADOS |53

3.2.2 GAL1 MODULA PROCESOS DE ANGIOGENESIS A TRAVES DE LA

INTERACCION CON VEGFR2 EN FORMA INDEPENDIENTE DE VEGF

En funcion de los resultados expuestos, y la relevancia de las interacciones entre Gall
y N-glicanos sobre la neovascularizacion, nos propusimos caracterizar el papel de N-
glicanos complejos en los fenbmenos de sefializacion inducidos por esta lectina.
Mediante experimentos de WB de células HUVEC transfectadas con siRNAs
especificos de VEGFR2 o GnT5 observamos que el silenciamiento de VEGFR2
previene completamente la activacion de Akt y Erk inducida tanto por Gall como por el
ligando candénico VEGF (Figura 9; panel central) . Dado que la generacion de N-
glicanos ramificados puede modular el umbral de activacién de receptores de factores
de crecimiento (Lau y col., 2007; Song y col., 2010) examinamos si el silenciamiento
de GnT5 podia alterar la sensibilidad de VEGFR2 por su ligando VEGF. Notablemente
la eliminacién de ramificaciones en N-glicanos complejos logré eliminar en forma
selectiva los efectos de Gall pero no de VEGF sobre CEs (Figura 9A; panel

derecho) . Estos datos sugieren que Gall y VEGFR2 pueden asociarse selectivamente
a través de interacciones mediadas por N-glicanos a los fines de inducir la activacion
de la cascada de sefializacion de VEGFR2 de manera independiente de la presencia
del ligando canénico VEGF. Para confirmar que los efectos observados se deban
especificamente al silenciamiento de las proteinas en cuestion, corroboramos los
niveles de expresiéon de VEGFR2 por WB (Figura 9B), la presencia de N-glicanos
complejos ramificados por citometria de flujo utilizando L-PHA vy la expresién de RNA
mensajero de GnT5 por qPCR (Figuras 2D y 9C). Por otro lado, mediante andlisis
informético utilizando la base de datos provista por la Universal Protein Resource
(UniProt; www.uniprot.org) confirmamos que VEGFR2 es un receptor que se
encuentra N-glicosilado en forma marcada y posee 19 sitios putativos de N-
glicosilacién. Para confirmar que los efectos de Gall se deben a interacciones directas
con VEGFR2, disefiamos experimentos de co-inmunoprecipitacion con lisados de

HUVEC tratados con Gall en los cuales observamos que Gall establece interacciones


http://www.uniprot.org/

RESULTADOS |54

directas con VEGFR2 (Figura 9D). Mas aun, cuando se inmunoprecipit6 NRP-1, un
co-receptor de VEGFR2, también se detecto la presencia de Gall en el precipitado, lo
cual indica que Gall podria estar formando complejos con estas proteinas para formar
clusters de sefializacion que llevan a la induccion de angiogénesis. Finalmente, y con
el objetivo de determinar la participacion de N-glicanos complejos en la unién de Gall
a VEGFRZ2, los extractos de HUVEC fueron tratados con PNGasa F, una
endoglicosidasa que remueve N-glicanos de proteinas; de este modo logramos
obtener inmunoprecipitados de VEGFR2 que carecen de N-glicanos. Notablemente, el
tratamiento con PNGasa F logro inhibir la unién de Gall a VEGFR2 a niveles similares
a los encontrados en células tratadas con siRNA especifico de GnT5. Sin embargo el
silenciamiento de GCNTL1 no logré prevenir la unién de Gall a VEGFR2 (Figura 9E) .
Apoyando estos datos, y en concordancia con la teoria de formacion de lattices
(Dennis y col., 2009), la exposicién de HUVEC a Gall logré inducir la segregacion de
VEGFR2 en microdominios en la membrana plasmatica, efecto que se inhibié en
forma completa cuando la enzima GnT5 fue silenciada en CEs (Figura 9F). En
conjunto, los resultados obtenidos apoyan la hipétesis de que Gall se une
especificamente a N-glicanos en VEGFR2 a los fines de activar sefiales intracelulares
que llevan a la induccion de proliferacién, morfogénesis y migracion de CEs. De este
modo mas que alterar la sefializacién de VEGF, Gall es capaz de optar directamente
por la via de VEGFR2 a través de la union a residuos poli-LacNAc en N-glicanos
complejos presentes en dicho receptor.

Dada la similitud funcional y estructural de distintos receptores RTK de la
familia de los VEGFRs en la angiogénesis (Lemmon & Schlessinger, 2010) decidimos
examinar la contribucién parcial de cada uno de ellos a la angiogénesis inducida por
Gall. El silenciamiento de la expresiéon de VEGFR2 fue capaz de prevenir en forma
completa los efectos de Gall y de VEGF (Figura 10A), confirmando la idea de que
esta lectina utiliza esta via de sefalizacion a los fines de promover fenbmenos de

angiogénesis; no obstante, el silenciamiento de NRP-1 aungue no logré prevenir los
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Figure 9. Gall induce la activacidn de vias de sefializacion a través de la unidon a N-glicanos complejos en VEGFR2. (A)
Andlisis de WB de la activacion de VEGFR2, Akt y Erk 1/2 en CEs transfectadas con siRNA contra VEGFR2 o GnT5. (B)
WB de VEGFR2 en CEs transfectadas con siRNA contra VEGFR2. (C) Analisis de citometria de flujo utilizando la lectina L-
PHA de CEs transfectadas con el siRNA especifico de GnT5. (D) Co-inmunoprecipitacion de VEGFR2 o NRP-1y Gall en
CEs células tratadas o no con Gall (1uM). (E) Co-inmunoprecipitacion de VEGFR2 y Gall en CEs transfectadas con siRNA
especifico de GnT5, GCNT1 o expuestas a la endoglicosidasa FNGAse F. (F) Microscopia confocal de VEGFR2 en CEs
transfectadas o no con siRNA de GnT5 y tratadas con Gall. DAPI=nlcleo. Las imagenes son representativas de 4

experimentos independientes.

efectos de Gall inhibi6 la migracion inducida por VEGF (Figura 10A) indicando que,

si bien Gall y VEGF utilizan la misma via de sefializacion, Gall no depende del co-

receptor NRP-1 para ejercer sus efectos bioldgicos. Para descartar la posibilidad de

gue Gall estuviese de algin modo generando una interaccion positiva elevando los
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niveles de VEGF el cual podria interaccionar con VEGFR2, evaluamos la capacidad de
Gall e inducir migracion en células HUVEC transfectadas con siRNA contra VEGF. En
forma notable observamos que Gall continla ejerciendo sus efectos biolégicos aln en
ausencia de esta citoquina pro-angiogénica (Figura 10A, C). Ademas, el tratamiento

de HUVEC con Gall no afect6 los niveles endégenos de VEGF (Figura 10D).
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Figura 10. Gall induce proliferacion y morfogénesis de CEs a través de mecanismos dependientes de VEGFR2 e
independientes de VEGF. (A) Migracion de CEs inducida por Gall (1 uM) o VEGF (20 ng/ml) en CEs transfectadas con
siRNAs (100 nM) especifico de VEGFR2, NRP-1 o VEGF. (B) migracién de CEs tratadas con anticuerpos bloqueantes anti
VEGFR2 (2 pug/ml) o anti-VEGF (10 pg/ml) o lactosa (30 mM). *P < 0,05; ** P < 0,01. Los datos representan la media +
SEM de 3 experimentos independientes. (C) ELISA de secrecion de VEGF en CEs transfectadas o no con el siRNA anti
VEGF. (D) ELISA de secrecién de VEGF por CEs incubadas con Gall con o sin lactosa (3 OmM). La hipoxia se us6 como
estimulo positivo de la induccién de VEGF. (E) Tubulogénesis en CEs tratadas con Gall (1 uM) transfectadas o no con
SiRNA (100nM). (F) Tubulogénesis de CEs tratadas con Gall (1 uM) en presencia de anticuerpos bloqueantes de
VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3, VEGF o lactosa. (* P< 0.05).

Adicionalmente, los efectos biolégicos de Gall fueron corroborados mediante el uso
de anticuerpos bloqueantes anti-VEGFR?2 y anti-VEGF observando nuevamente que el

blogueo de VEGF no exhibe ningun efecto sobre la migracién inducida por Gall
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(Figura 10B) confirmando la independencia de ambos factores en su facultad de
activar VEGFR2. Finalmente, mediante silenciamiento de VEGFR2, NRP-1 y VEGF
confirmamos que Gall puede co-optar selectivamente por VEGFR2 a los fines de
inducir morfogénesis de CEs (Figura 10E). Notablemente, el bloqueo de VEGFR1 o
VEGFR3 no demostré ningun efecto significativo sobre la induccion de angiogénesis
por Gall (Figura 10F), sugiriendo que so6lo determinados glico-receptores son
permisivos para la formacion de clusters de sefializacion mediada por interacciones
entre lectinas y glicanos. En conjunto estos datos aportan nuevas perspectivas acerca
de la interaccion ligando-receptor al demostrar que la interacciébn entre lectinas
enddgenas y glicanos anclados a receptores de factores de crecimiento pueden imitar
a ligandos canonicos con el fin de preservar, en ausencia de los mismos, procesos

criticos como la angiogénesis.
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3.3 LA INTERACCION ENTRE GAL1 Y GLICANOS ESPECIFICOS VINCULA

FENOMENOS DE HIPOXIAY NEOVASCULARIZACION.

3.3.1 LA HIPOXIA REGULA LA EXPRESION DE GAL1i EN CELULAS

TUMORALES POR MECANISMOS DEPENDIENTES DE ESPECIES
REACTIVAS DEL OXIGENO (ROS) Y NF-xkB E INDEPENDIENTES DE HIF-1a.

Considerando la relevancia que la hipoxia posee en la generacién de
neovascularizacion y su capacidad de inducir variaciones considerables en el perfil de
glicosilacién de CEs, nos propusimos estudiar en detalle la regulacion de la expresion
de Gall en células bajo condiciones de deprivacion de oxigeno con el objetivo de
definir con mayor precision el rol de la interaccion entre galectinas y glicanos en la
neovascularizacién. Para ello, expusimos lineas celulares derivadas de tumores de
diferentes origenes ontoldgicos a condiciones de hipoxia (1% O,) o normoxia (20% O,)
durante 16-24 h y evaluamos los niveles de expresion de Gall en dichas condiciones.
La exposicion de las células de carcinoma mamario murino (4T1), melanoma murino
(B16-FO); melanoma humano (A375N), carcinoma prostatico humano (LNCaP) y
sarcoma de Kaposi humano (KS-Imm) a condiciones de hipoxia, produjo un marcado
incremento en la expresion de Gall, tanto a nivel proteico (Figura 11 A) como a nivel
de RNA mensajero (MRNA) (Figura 11B), sugiriendo una delicada regulacion de la
expresion de esta proteina en células tanto de origen mesenquimal como epitelial
sometidas a condiciones de hipoxia.

A los fines de estudiar con mayor detalle los mecanismos moleculares que
gobiernan la regulacién de la expresién de Gall en condiciones de hipoxia, utilizamos
la linea tumoral de Sarcoma de Kaposi (KS-Imm) como modelo, ya que estas células
presentaron los mayores niveles de regulacion de la expresion de Gall bajo
condiciones de hipoxia (Figura 11A-B) . Ademas, estas células son ampliamente

usadas en modelos de neovascularizacion dado que se caracterizan por desarrollar
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tumores agresivos con células de morfologia fusiforme-epitelial acompafiados de una
densa vasculatura altamente desorganizada (Albini y col., 2001). La exposicion de
células KS-Imm (KS) a condiciones de hipoxia durante 18 h incremento la expresion
de Gall evaluada a distintos niveles. En primer lugar, mediante el uso de un sistema
de gen reportero (pGL3_luciferasa) conteniendo un fragmento del promotor proximal
de Gall (-473,+67 pb) pudimos observar que la hipoxia fue capaz de incrementar dos

veces la actividad del promotor de Gall en células KS (Figura 12A)).
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Figura 11. La hipoxia controla la expresion de Gall en células tumorales. Diferentes tipos de lineas tumorales
humanas (A375N, LNCaP, KS-Imm) y murinas ( 4T1 y B16-FO) fueron cultivadas en presencia de hipoxia (1/ O,; Ho) o
normoxia ( 20/ 0O,; No) durante 16-24 h. (A) Analisis por WB de la expresidén de Gall y (B) Analisis cuantitativo de la
presencia del mRNA de Gall por RT-PCR en tiempo real (qPCR). Los datos representan la media = SEM de los niveles de
mRNA Gall / mRNA 18S relativizados a condiciones de normoxia.

Estas observaciones fueron corroboradas a nivel transcripcional, donde
también observamos un marcado incremento en la cantidad de mRNA de Gall luego
de la exposicién a condiciones de hipoxia (Figura 12B) . Dado que las funciones de
Gall son ejercidas predominantemente en el espacio extracelular, realizamos analisis
de WB y ELISA en células KS con el fin de evaluar la expresion proteica y la
secrecion de esta lectina en condiciones de hipoxia. Los datos revelan que tanto la
expresion como la secrecion de Gall (Figuras 12 C,D) se ven incrementadas en
respuesta a bajas presiones parciales de O,, confirmando la fina regulacion que ejerce
la hipoxia sobre la expresién de Gall a distintos niveles. Sorprendentemente,
observamos que el silenciamiento de HIF-1a, el factor de transcripcion ‘maestro’ en la
regulacién de este fendmenos, no logré impedir el incremento en la expresion de

Gall (Figura 12A-D) .
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El factor de transcripcion NF-xB ha sido recientemente descripto como
responsable de la expresion de genes que llevan a angiogénesis en condiciones de
hipoxia a través de mecanismos independientes de la activacion de la via clasica
mediada por HIF-1a (Mizukamiy col., 2007; Rius y col., 2008). En este contexto,

realizamos estudios a los fines de analizar el efecto de la inhibicién de la activacion de
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Figura 12. El factor de transcripcion NF-kB controla la expresion de Gall inducida por hipoxia. (A-D) Expresion de Gall
en células tumorales KS-Imm transfectadas o no con siRNA contra HIF-1a o con un vector de expresion conteniendo una
forma super-represora de lkB-a (IkB-a-SR), e incubadas en condiciones de hipoxia o normoxia. (A) Actividad de
promotor de Gall evaluada mediante el ensayo de gen reportero, en el cual el gen de luciferasa esta flanqueando la
region del promotor de Gall (-473;+67) Los datos representan la media £ SEM de los niveles de actividad de luciferasa
relativo al control de Renilla. (B) Andlisis de los niveles de mRNA de Gall mediante la técnica de gPCR. Los datos
representan la media de 5 experimentos y estan expresados como unidades arbitrarias (UA) de mRNA Gall relativo al
mMRNA 18S. (C) Andlisis de WB de la expresidn de Gall, la activacion de NF-kB (evaluado como degradacién del inhibidor
IkB-a) y activacidon de HIF-1a.. Se muestra un blot representativo de seis experimentos. (D) Secrecién de Gall evaluado
por ELISA. Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. (A-D) **P < 0,01. (E-F) Expresion
de Gall luego de la incubacién de las células KS en presencia de CoCl, (inductor quimico de la activacién de HIF-1a). (E)
Analisis de WB de la expresion de Gall, IkB-a. y HIF-1a (F) Actividad de promotor de Gall evaluada mediante el ensayo
luciferasa. Los datos representan la media £ SEM de los niveles de actividad de luciferasa relativo a Renilla. pGL3-basic:
vector vacio; ns: no significativo.

NF-kB sobre la expresién de Gall en condiciones de hipoxia. En este sentido, la
expresion transiente de una forma constitutivamente activa del inhibidor de NF-xB,
IkB-a (IkB-SR) en células KS logré prevenir en forma completa el incremento de Gall

inducido por hipoxia tanto a nivel transcripcional como a nivel proteico (Figura 12A-D) .
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De acuerdo con estas observaciones, y a los fines de confirmar la falta de participacion
de HIF-1a en la induccién de Gall por hipoxia, decidimos inducir artificialmente una
situacion de “pseudo-hipoxia” activando quimicamente a HIF-1 mediante de la
incubacion de células tumorales en presencia de CoCl,. Bajo estas condiciones
experimentales, los analisis de WB y gPCR no revelaron cambios significativos en los
niveles de activacion de NF-«B ni en los niveles expresion de Gall tanto a nivel del
MRNA como de la expresion proteica (Figura 12E) . Estos resultados indicarian que la
expresion incrementada de Gall en condiciones de hipoxia se halla mediada por
mecanismos de regulacién no clasicos, que involucran la participacion del factor de
transcripcién asociado a inflamacion NF-kB independientemente de la activacion de
HIF-1a.

Dado que la activacion de NF-kB puede ser resultado del estrés oxidativo de
las células hipoxicas debido a la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS;
Mizukami y col., 2005), nos propusimos estudiar si la hipoxia puede inducir la
activacion de NF-kB a través de la produccion de ROS. Para ello realizamos analisis
de activacion de NF-xB y expresion de Gall en condiciones de hipoxia, en presencia
de N-acetil-cisteina (NAC) un potente inhibidor de la produccion de ROS. La
eliminacién de la produccion de ROS en células KS cultivadas en condiciones de

hipoxia fue capaz de prevenir la degradacion de |kB-a y la consecuente induccion de
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Figura 13. El sistema hipoxia - ROS — NF-KB controla la expresion de Gall. (A) Secrecion de Gall por parte de células
KS cultivadas en condiciones de hipoxia o normoxia en presencia de concentraciones crecientes de NAC, un inhibidor de
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS). Los datos representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes. * P < 0,05; **P < 0,01 vs. NAC 0 mM. (B) Ensayo de expresidon de Gall y activacion de NF. KB por WB
en células KS cultivadas en condiciones de hipoxia o normoxia en presencia de NAC (5 mM). (C) ELISA de Gall en
sobrenadante de células KS incubadas con concentraciones crecientes de H,0,. (D) Secrecidén de Gall en presencia de
H,0, (0,5 mM) y en presencia o ausencia del inhibidor farmacolégico de NF-KB (BAY 11-7082; 1uM). (Cy D) Los datos
representan la media * SEM de 4 experimentos independientes. (D) **P < 0,01 vs. control.
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la expresion y secrecion de Gall (Figura 13 A, B). Ademas, la administracion
exogena del anélogo de ROS, H,O, logro inducir un incremento dosis-dependiente de
la secrecién de Gall (Figura 13C). Este efecto involucr6 la activacion de NF-kB, dado
gue la inhibicién farmacoldgica de la degradacion de IkB-a revirtié el efecto mediado
por H,O,en células KS.

Los resultados expuestos indican que la sintesis de ROS-dependiente de NF-
kB podria controlar independientemente de HIF-la la expresibn de Gall en
microambientes tumorales hipdxicos. Para corroborar esta hipétesis, realizamos
estudios in vivo en un modelo tumoral de Sarcoma de Kaposi en ratones nude. En
este modelo, ensayos de inmunohistoquimica revelaron que Gall se expresa

preferentemente en regiones hipédxicas rodeando areas de necrosis tumoral (Figura

Areas
Normoxicas

Normoxia

@ N .
}_ m Hipoxia =1 Normoxia
' 2 250+
n X
=5
% (3 g 200
0.3 8
; & 504
- =
315200 0 200 400 800 800
S e R T Distancia (um)

Figura 14. La expresion de Gall in vivo se halla asociada a la presencia de hipoxia. Inmunohistoquimica de Gall en
tumores KS establecidos en ratones Nude. (A) Panel izquierdo, inmunohistoquimica de Gall en areas hipdxicas y
normdxicas del mismo tumor. Panel derecho microscopia confocal de Gall e hipoxia (Hpi, detectada por el kit
comercial Hypoxyprobe-1). (B) Representacién esquematica de intensidad de fluorescencia roja (Gall) de los Inset de
las imagenes del item a. (C) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de cada pixel a través de la linea blanca
representada en la imagen del panel A. Las imagenes son representativas de al menos tres experimentos con cuatro
animales cada uno.

14). Para confirmar estas observaciones realizamos ensayos de co-localizacién de

Gall en areas de hipoxia mediante ensayos de deteccién de hipoxia tisular utilizando
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Hypoxyprobe-1 el cual confirmé la estrecha asociacién entre la presencia de hipoxia y

la expresion de Gall en tumores (Figura 14) .

3.3.2 LA INTERACCION ENTRE GAL1 Y GLICANOS VINCULA FENOMENOS DE

HIPOXIA Y NEOVASCULARIZACION EN LA INTERFASE TUMOR-ENDOTELIO

Habiendo definido las vias moleculares por las cuales la hipoxia es capaz de regular la
presencia de glicanos en la superficie de CEs y la expresion de Gall en tumores, nos
propusimos investigar si la interaccion entre Gall y N-glicanos podria actuar como
nexo molecular entre los fendmenos de hipoxia y neovascularizacion en la interfase
tumor-endotelio. Para corroborar esta hipotesis, disefiamos una serie de experimentos
in vitro e in vivo tendientes a interrumpir la formacion de lattices ya sea bloqueando
la expresion de Gall y/o impidiendo la generacion de ramificaciones en N- u O-
glicanos complejos. Con este objetivo células KS fueron infectadas con vectores
retrovirales conteniendo shRNAs especificos contra Gall (gall-shRNA) 0
transfectadas con siRNA especificos contra VEGF, a los fines de silenciar la
expresion de Gall o de VEGF respectivamente. Posteriormente las células se
cultivaron en condiciones de hipoxia o0 normoxia y se colectaron los medios
condicionados libres de suero fetal (MC) de las distintas lineas para ser utilizados en
experimentos de tubulogénesis in vitro o de neovascularizacion en pellets de Matrigel
in vivo. En primer lugar se valido el disefio experimental determinando la secrecion
VEGF y Gall por técnicas de ELISA. Los datos mostraron que el incremento en la
expresion de Gall causado por hipoxia fue completamente bloqueado mediante la
expresion de shRNAs especificos de Gall. Por el contrario, el silenciamiento de VEGF
o la expresion de un shRNA no relacionado (scr-shRNA) no mostr6 efecto alguno
(Figura 15A). En este sentido, al transfectar células KS con siRNA anti-VEGF (VEGF
siRNA) la secrecion de esta citoquina desaparecié completamente tanto en hipoxia

como en normoxia, mientras que su secrecion no se vié afectada en células
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transfectadas con siRNA controles (scr siRNA), o en células infectadas con vectores
gall-shRNA (Figura 15B). Estos datos confirman que ambos factores se expresan en
forma independiente y permiten descartar cualquier tipo de regulacién reciproca entre
ellos. Los experimentos de tubulogénesis revelaron ademés que tanto el bloqueo de la
expresion de Gall como de VEGF de manera independiente es capaz de prevenir la
angiogénesis inducida por hipoxia (Figura 15C). En cambio, la tubulogénesis en
condiciones normoxicas no se vio afectada por el bloqueo de Gall o de VEGF, lo cual
sugiere la presencia de otros factores pro-angiogénicos adicionales actuando en estas
condiciones (Figura 15C). Notablemente el doble silenciamiento de Gall y VEGF
mostré un comportamiento similar al observado para cada una de los mediadores en
forma separada, sugiriendo que si bien ambos factores son capaces de activar
VEGFR2 actian de manera independiente el uno del otro. Para corroborar estos

datos in vivo inoculamos ratones B6 o B6-Lgalsl” deficientes en Gall con Matrigel
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conteniendo MC de células KS gall-shRNA o scr-shRNA expuestas o no a hipoxia.
Luego de 7 dias extrajimos los pellets y analizamos el grado de vascularizacion de los
mismos por medio de la determinacion del contenido de Hemoglobina. Los resultados
mostraron que los pellets de Matrigel conteniendo MC hip6xicos reclutaron una mayor
cantidad de hemoglobina respecto a MC de células normoéxicas (Figura 15D).
Nuevamente, el bloqueo de la expresion de Gall en células KS logr6é prevenir los
efectos inducidos por la hipoxia. Notablemente, observamos que la expresién Gall en
dichos tumores es suficiente para desencadenar los efectos de neovascularizacién, ya
que los ratones Lgalsl” se comportaron de forma similar a los WT (Figura 15D).
Estas observaciones demuestran también que la lectina liberada por el tumor tiene

mayor potencial pro-angiogénico en relacion a la contribucion de Gall producida por el

huésped.
: . B . o
300 [ Normoxia B Hipoxia 61 CINormoxia mmHipoxia 40 TINormoxia M Hipoxia
- o 5_ " i
- = c
E E . ~ 301
£ 200 S 4 2E
2 £ gL
< 6] F il
(‘g 1004 w24 =
> 3 = 10
17 =
0 nd nd nd nd
"KSsh.C KS'sh2 KS-sh.C KSsh2 KS-sh.C KS-sh.2 KS-sh.C KS-sh.2 ShRNAGall — — + + — — + +
scr siRNA VEGF siRNA scr siRNA VEGF siRNA SiRNAVEGF — + — + - %+ = +
D E
35 CINermoxia W Hipoxia 504 [CJNormoxia -
= . W Hipoxia
E { e,
D o c _ 407
£ 2 SE
c 2 G 30
: 5 ¢
9 = A
g 14 g2
o=
5 2 101
T
gﬂh%ﬁg ser  Gall  ser Galt SIRNA %r}oéc"oég'\ ‘9(}0&(’30&\
Mice WT Lgalst* o ©

Figura 15. Gall vincula fendmenos de hipoxia y neovascularizacién. (A-B) Analisis de la secrecidén de Gall (A) o VEGF
(B) por ELISA en condiciones de normoxia o hipoxia de células KS transfectadas con siRNA anti VEGF (100 mM; VEGF
siRNA) y/o infectadas con vectores retrovirales codificantes de shRNA anti Gall (KS-sh.2) o controles scr. Los datos
representan la media * SEM de 3 experimentos independientes *P<0,05 vs normoxia. (C) Tubulogénesis de CEs
incubadas con medios condicionados (CM) de células KS hipdxicas o normoxicas transfectadas o no con los siRNA anti
VEGF o los shRNA anti-Gall. (D) contenido de hemoglobina de pellets de Matrigel conteniendo MC de células KS
transfectadas o no con VEGF siRNA o MC de células KS-sh.2 cultivadas en normoxia o hipoxia e inyectadas en ratones B6
wt o B6 KO para el gen de Gall. El contenido de hemoglobina se determino 6 dias después de la inoculacién y los datos
representan la media + SEM de 3 experimentos independientes. (E) Tubulogénesis de CEs transfectadas con siRNA

GnT5, GCNT1 o scr (100nM) e incubadas en presencia de MC de células KS normoxicas o hipdxicas. (C-E) ** P < 0,01.
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Estos hallazgos indican que la expresion de Gall inducida por hipoxia en células
tumorales cumple una funcion critica en fendbmenos de neovascularizacion en forma
independiente de la expresion de VEGF; sin embargo son necesarios mas estudios en
modelos in vivo a largo plazo para evaluar de qué manera la carencia de uno de estos
factores impacta en la presencia o funcionalidad del otro. Finalmente, a los efectos de
sustentar en mayor medida la relevancia de las interacciones entre Gall y glicanos
como nexo entre fendbmenos de hipoxia y neovascularizacion, incubamos células
HUVEC transfectadas con siRNA especifico de GnT5 o0 CGNTL1 en presencia de MC
de células KS sometidas o no a condiciones de hipoxia. La interrupcion en la
generacién de N-glicanos complejos pero no de O-glicanos logré prevenir en forma
significativa la induccién de tubulogénesis por MC hipéxicos  (Figura 15E)
confirmando el papel fundamental de N-glicanos en la generacion de angiogénesis

inducida por hipoxia de manera independiente de HIF-1a.
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3.4 RELEVANCIA DEL BLOQUEO DE GAL1 Y SUS GLICANOS EN FENOMENOS DE

NEOVASCULARIZACION.

3.4.1 EL SILENCIAMIENTO DE GALa1 /N VIVO PREVIENE EL CRECIMIENTO

TUMORAL, DISMINUYE LA NEOVASCULARIZACION Y POTENCIA LA RESPUESTA
INMUNE ANTI TUMORAL.

Considerando la relevancia de Gall y sus glicanos especificos en fenbmenos de
neovascularizacién asociados a tumores y su vinculacion con fenémenaos de hipoxia, y
a los fines de determinar el impacto fisiopatolégico de este fenédmeno, nos propusimos
evaluar el papel de la interaccion entre Gall y N-glicanos complejos en el crecimiento
y neovascularizacién tumoral in vivo. A estos fines seleccionamos por técnicas de
dilucion limite clones de células KS capaces de expresar en forma estable shRNAs
especificos de Gall (sh-Gall.1, sh-Gall.2, sh-Gall.3) o control (sh-scr) (Figura 16A).
En primer lugar corroboramos que estas células no tuvieran diferencias intrinsecas en
el crecimiento in vitro (Figura 16B). La inoculacion de células KS sh-RNA en ratones
nude mostré que la tasa de crecimiento de los tumores cuya expresion de Gall habia
sido silenciada fue considerablemente menor respecto a los tumores provenientes de
células KS WT (sh-Gall.1l: 51.2%; sh-Gall.2: 60.6% al dia 22 post-inoculacion)
(Figura 16C). Teniendo en cuenta que el modelo KS en ratones nude, permite
examinar las funciones de Gall en forma independiente al rol de esta lectina en el
escape tumoral, podemos especular que estos efectos sobre el crecimiento tumoral
son debidos al papel de Gall sobre la neovascularizacion. Para abordar esta hipoétesis,
extirpamos los tumores y evaluamos la frecuencia de CEs y la concentracion de
hemoglobina intratumorales en los diferentes clones. EL analisis por citometria de
flujo mostré una franca disminucién en el nimero de CEs CD34" en tumores con baja
expresion de Gall con respecto a aquellos tumores que recibieron el vector

conteniendo shRNA control (Figura 16D) . Asimismo, tumores con baja expresion de
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Gall evidenciaron una marcada reduccibn en el contenido de hemoglobina
intratumoral (Figura 16E). Estos datos confirman la relevancia del sistema Gall-
glicanos en fenbmenos de neovascularizacién in vivo en un sistema independiente de
la respuesta inmune adaptativa.

En los ultimos afios ha cobrado renovado interés la identificacién de terapias
anti-tumorales que involucren agentes multifuncionales con capacidad de atacar los
compartimentos inmune y vascular en forma simultanea (Jinushi & Dranoff, 2007). Con
el objetivo de integrar las funciones individuales de Gall en fenémenos de

neovascularizacion y la respuesta inmune, estudiamos los efectos de la inhibicién de
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Figura 16. El bloqueo de la interaccion entre Gall y glicanos previene el crecimiento tumoral y la neovascularizacion
en modelos de xenotransplante de sarcoma de Kaposi humano. (A) Andlisis de WB de Gall en células KS expresando
establemente shRNA anti Gall (sh-Gall.1, sh-Gall1.2 , sh-Gal1.3) o el control scr (sh-scr). (B) Crecimiento in vitro de los
clones KS. (C-E) Ratones nude fueron inoculados con 5 x 10° células KS (WT, sh-Gall.1, sh-Gall.2 o sh-scr) (C)
Crecimiento de los tumores in vivo. (D) Contenido de hemoglobina en los tumores. (E) Andlisis por citometria de flujo
del contenido de ECs CD34" en los tumores. El margen superior izquierdo de cada dot plot representa el porcentaje de
células CD34". Los datos representan la media + SEM de 4 experimentos con 6 animales por grupo. *P < 0,05, **P <
0,01 vs. KS sh-scr

la expresidn de Gall en un modelo singeneico de melanoma murino (B16) en ratones
inmunocompetentes B6. Para ello, generamos clones estables de células B16
infectadas con los vectores retrovirales codificantes de shRNA anti-Gall o control (sh-

Gall.1, sh-Gall.2, sh-scr) y evaluamos el crecimiento y la neovascularizacion de los
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mismos en ratones singeneicos B6. Previamente, confirmamos la efectividad del
silenciamiento sobre la expresion de Gall y la capacidad proliferativa intrinseca de las
células in vitro para descartar posibles efectos no deseados (Figura 17A, B) . Al
inocular los clones B16 en ratones B6 WT observamos una menor capacidad de
crecimiento de los tumores sh-Gall respecto a tumores control o sh-scr (Figura 17C) .
Este efecto fue acompafiado de una marcada reduccion del numero de CEs
asociadas al tumor (Figura 17D) y un menor contenido de hemoglobina (Figura 16E) .
Ma&s aun, la deteccién inmunohistoquimica de vasos sanguineos con un anticuerpo
anti-CD31 demostr6 que el silenciamiento de Gall se asocia a un menor nimero de
vasos asociados al tumor (Figura 17F). Al evaluar el compartimiento inmunolégico en
estos ratones encontramos que las células de ganglios drenantes al tumor (TDLN)
provenientes de ratones con tumores sh-Gall.l exhibieron una mayor tasa de
proliferacion al ser re estimuladas ex vivo con células de melanoma B16 (Figura 18A).
Ademas estas células fueron capaces de producir niveles superiores de citoquinas
pro-inflamatorias como IFN-y e IL-17 asociadas a respuestas anti-tumorales luego de
la re-estimulacién con células B16 (Figura 18B) . Notablemente, los TDLN presentaron
mayor frecuencia de células T CD4" productoras de IFN-y, IL-17 y una marcada
reduccién en el nimero de células productoras de IL-10 (Figura 18C). Este efecto fue
acomparfiado de una menor frecuencia de células T regulatorias CD4" CD25" FoxP3"
(Figura 18D) . En conjunto, estos resultados sugieren que el bloqueo de la interaccién
entre Gall y sus glicanos especificos es esencial a los fines de limitar el crecimiento
tumoral al modular simultdneamente el compartimento vascular e inmunoldgico.
Finalmente, y considerando las fluctuaciones en la expresiébn de glicanos en la
superficie de CEs en respuesta a diferentes microambientes (Figuras 1C y 3A), nos
propusimos evaluar en estudios in vivo si estos cambios ocurren a nivel fisiopatolégico
en tumores. Para ello comparamos el “glicofenotipo” de endotelios asociados a
tumores con el de endotelios normales de la piel adyacente a melanoma mediante

técnicas de lectin-histoquimica. El analisis por microscopia confocal revel6 que los
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endotelios asociados a piel normal exhibieron una alta frecuencia de ramificaciones en
N-glicanos complejos (revelado como reactividad de la lectina L-PHA) y una alta
frecuencia de residuos de ASa2-6 (reactividad con SNA). En cambio, los endotelios
asociados al tumor si bien muestran alta reactividad a L-PHA, llamativamente
presentan muy baja reactividad contra SNA (Figura 18E). Estos resultados indican alta
frecuencia de ramificaciones en N-glicanos complejos y baja presencia de SAa2-6 en
endotelios asociados a tumores. Adicionalmente, los datos sugieren que los endotelios
de la piel normal estarian protegidos de la unién de Gall, mientras que los vasos
tumorales, presumiblemente a causa del microambiente en el cual se localizan,
presentan una glicosilacion permisiva a la accibn de Gall. De este modo, la

glicosilaciéon diferencial de las células del endotelio asociadas al tumor facilitaria la
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Figura 17. El bloqueo de la interaccion entre Gall y glicanos previene el crecimiento tumoral y la neovascularizacion
en modelos singeneicos de melanoma B16. (A) Andlisis de WB de Gall en células B16FO (B16) expresando
establemente shRNA anti Gall (sh-Gall.1, sh-Gall.2) o el control scr (sh-scr). (B) Crecimiento in vitro de los clones B16.
Los datos son representativos de cinco experimentos independientes. (C-F) Ratones B16 WT fueron inoculados con 2 x
10° células B16 (WT, sh-Gal1.1, sh-Gall.2 o sh-scr). (C) Cinética del crecimiento tumoral. (D) Porcentaje de CEs en el
tumor evaluado por citometria de flujo. (E) Contenido de hemoglobina intratumoral en los distintos tumores. Los datos
representan la media + SEM de 5 experimentos con 6 animales por grupo. *P < 0,05; **P < 0,01 vs. B16 sh-scr. (F)
Andlisis de microscopia confocal de la vasculatura en tumores evidenciado con el anticuerpo anti-CD31. Se muestran
imagenes representativas.

formacion de lattices entre Gall y N-glicanos promoviendo asi fenbmenos de

neovascularizacion.
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Figura 18. El bloqueo de la interaccion entre Gall y glicanos potencia la respuesta inmune anti-tumoral. (A-C) Células
de ganglios linfaticos drenantes fueron aisladas y re-estimuladas ex vivo con células tumorales B16 irradiadas. (A)
Proliferacién, (B) Produccién de citoquinas como IFN-y (derecha) e IL-17 (izquierda) (C) Porcentaje de células T CD4"
productoras de las citoquinas IFN-y, IL-17 e IL-10. Los datos representan la media £+ SEM de 3 experimentos con 4
animales por grupo. *P < 0,05; **P < 0,01 vs. B16 sh-scr. (D) Porcentaje de células T regulatorias FoxP3* en ganglios
linfaticos drenantes al tumor. **P < 0,01 vs. B16 sh-scr. (E) Andlisis por microscopia confocal de tumores WT y areas de
piel normal de ratones B6 marcados con anti-CD31 y lectinas (L-PHA y SNA). Panel derecho; Cuantificacién de la
intensidad de fluorescencia de lectinas asociada a los endotelios (MFI lectina/MFI CD31 en éareas con MFI de CD31
positivas). Las barras representan la media £ SEM de 3 experimentos con 3 animales por grupo. Se contaron 10 campos
de 200X al azar por tumor.
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3.4.2 DESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES BLOQUEANTES DE

LOS EFECTOS PRO ANGIOGENICOS DE GAL1

Dada la relevancia de la expresién de Gall y sus glicanos especificos en la generacion
de neovascularizacion tumoral, y teniendo en cuenta que el bloqueo de la expresion de
Gall en tumores es suficiente para reducir el crecimiento tumoral a través de la
disminuciéon de la angiogénesis y el incremento de la respuesta inmune, nos
propusimos desarrollar y evaluar una herramienta terapéutica racional basada en la
generaciéon de anticuerpos monoclonales (mAb) bloqueantes de la actividad de Gall.
En una primera etapa, desarrollamos un panel de anticuerpos monoclonales
que reconocen con alta afinidad Gall humana, murina y de simios (Figura 19A) . En
funciéon de la afinidad de unién, se seleccionaron clones para continuar con los
ensayos bioquimicos de reconocimiento (Figura 19B), los cuales fueron realizados
mediante la técnica de mapeo de epitopes con diferentes fragmentos de Gall
fusionados a GST (Figura 19C). La idea central del mapeo de epitopes fue determinar
si los anticuerpos monoclonales eran capaces de reconocer porciones criticas de
Gall asociadas a la union a glicanos, como el dominio de reconocimiento de
carbohidratos (CRD), el pre-CRD y/o el post CRD (Figura 19D) . Los datos obtenidos
demostraron que los tres clones seleccionados, y la mayoria de los ensayados (datos
no mostrados) tienen en comudn la capacidad de reconocer una regién post CRD, lo
cual sugiere gue esta region posee una alta inmunogenicidad y es clave para la union
de Gall a sus ligando glicosidicos. En colaboracién con el laboratorio de la Dra.
Margaret Shipp del Dana Farber Cancer Institute, Harvard Medical School, Boston MA
determinamos en primera instancia la capacidad blogueante de estos anticuerpos en
ensayos funcionales de apoptosis en células T especificas del virus de Epstein Barr
(EBV) (Ouyang y col. 2011). El andlisis de los resultados obtenidos permitio
seleccionar el clon F8.G7 como el mejor candidato para realizar los ensayos de

bloqueo de angiogénesis. A los fines de validar la actividad funcional de estos
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anticuerpos monoclonales en nuestro sistema, determinamos en primer lugar la

capacidad del clon F8.G7 de desplazar la unién de Gall a células HUVEC (Figura
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Figura 19. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales anti Gall (mAbs). (A) Analisis de WB de los mAbs (8B5.E6.H9,
8F4.F8.G7 y 2E5.2H.12) en extractos celulares de origen murino y de simios. (B) Titulacion por WB de los mAbs en
muestras de origen humano. (C) Representacion de los distintos fragmentos de Gall-GST. Se muestra el nimero de
fragmento (1 a 7) y el peso molecular de cada uno. (D) Andlisis de mapeo de epitopes por WB. Evaluacién del
reconocimiento de los mAb de los fragmentos GST-Gall. Los numeros en cada calle del WB representan el nUmero de
fragmento mostrado en B. las calles N y P muestran controles positivos y negativos de expresion de Gall
respectivamente.

20A). Notablemente, encontramos que los otros clones (E6.H9 y 2H12) que
reconocian Gall, eran incapaces de desplazar la union a HUVEC (Figura 20B)
sugiriendo la delicada selectividad de los anticuerpos monoclonales generados en
diferentes sistemas experimentales.

Por ensayos de citometria observamos ademas, que el clon F8.G7, no
desplaza la union de Gal3 ni de Gal8 a CEs, lo cual demuestra la especificidad de
dicho anticuerpo por Gall y la ausencia de potenciales efectos ‘off-target’ (Figura
20C). En este sentido, el clon F8.G7 mostré una alta capacidad bloqueante de la
actividad de Gall sobre la proliferacion (Figura 20D), migracion (Figura 20E) vy
morfogénesis (Figura 20F) de HUVEC in vitro. Notablemente, la pre-incubacion de

estas células con el anticuerpo F8.G7 fue suficiente para
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Figura 20. Caracterizacion funcional de anticuerpos monoclonales (mAb) anti Gall: Bloqueo de la neovascularizacion
in vitro. (A) Unidn de 488-Gall (1 uM) a CEs en presencia o ausencia de los anticuerpos monoclonales anti Gall (0,5
uM) (8B5.E6.H9, 8F4.F8.G7 y 2E5.2H.12) Las barras representan la intensidad de fluorescencia media relativa al isotipo
+ SEM de cinco experimentos independientes. **P < 0,01 vs. control sin mAb. (B) Analisis por citometria de flujo de la
Union de 488-Gall (1 uM) a CEs en presencia o ausencia de lactosa (30 mM), mAb F8.G7 o control de isotipo (IgG2BA)
(ambos a 0,5 uM). (C) Unién de 488-Gal3 (20 pug/ml, izquierda) o 488-Gal8 (20 ug/ml, derecha) a CEs en presencia o
ausencia de mAb F8.G7 (0,5 uM). (B-C) control, representa CEs sin el agregado de galectina. (D) Proliferacion de CEs
inducida por Gall (1 uM) en presencia o ausencia de lactosa (30 mM), mAb F8.G7 o control de isotipo (IgG2BA) (ambos
a 0,5 uM). (E) Migracion inducida por Gall o VEGF en CEs tratadas o no con mAb F8.G7 o control de isotipo (IgG2BA).
lzquierda, imagenes representativas; derecha: los datos representan la media del nimero de células migrantes + SEM
de cinco experimentos independientes. **P < 0,01. (F) Tubulogénesis inducida por Gall o VEGF en CEs tratadas o no
con mAb F8.G7 o con control de isotipo (IgG2BA). Los datos representan la media del nimero de estructuras tubulares
por mm? + SEM de al menos cuatro experimentos. **P < 0,01. (G) Analisis de WB de la fosforilacion de VEGFR2 inducida
por Gall en CEs tratadas con mAb F8.G7 (0,5 uM) o en células transfectadas con siRNA contra GnT5.

bloquear la activacion de VEGFR2 inducida por Gall a niveles similares a los
encontrados con el siRNA especifico de GnT5. (Figura 20G) . Estos datos, sugieren
que el bloqueo de Gall mediado por anticuerpos monoclonales es suficiente para

impedir la union a N-glicanos especificos y la activacion de las vias de sefializacion
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que llevan a la induccién de angiogénesis, indicando que esta herramienta podria ser
atil a los fines de generar una respuesta anti-tumoral efectiva en diversos tipos de

tumores.

3.4-3 EFECTO TERAPEUTICO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-GAL1

SOBRE LA ANGIOGENESIS IN VIVO

Con el fin de evaluar la capacidad del anticuerpo F8.G7 de bloquear los efectos pro-
angiogénicos de Gall in vivo, inoculamos ratones B6 6 nude con células B16 6 KS
respectivamente y evaluamos la eficacia del tratamiento sobre la angiogénesis
tumoral. Utilizamos un protocolo terapéutico en el cual el anticuerpo monoclonal o su
control de isotipo fueron inyectados en el momento en que el tumor alcanzd un
volumen aproximado de 100 mm® en dosis crecientes de 2,5 7,5y 15 mg/Kg de peso
cada 3 dias durante el transcurso del experimento. El bloqueo de la accién de Gall
por F8.G7 (pero no su control de isotipo) fue suficiente para inhibir el crecimiento de
los tumores KS inoculados en ratones nude (Figura 21A) . Concomitantemente, el
nimero de células endoteliales CD34" (Figura 21B) vy el contenido de hemoglobina
(Figura 21C) en este modelo se vi6 considerablemente disminuido respecto a ratones
tratados con el anticuerpo control IgG2bA (isotipo) o inyectados con PBS. Estos
resultados confirman el papel central de Gall en el crecimiento tumoral dependiente
de la induccion de angiogénesis e independiente del efecto sobre el escape tumoral.
Sin embargo, y pese a que el mAb F8.G7 fue capaz de inhibir drasticamente el
crecimiento tumoral en un modelo singeneico de melanoma B16 en ratones B6
(Figura 21D), no pudimos observar cambios significativos en los parametros
asociados a la reduccién de la neovascularizacién. En este sentido, y sorpresivamente
no se observaron cambios en el numero de CEs (Figura 21 E) ni en el contenido de
hemoglobina (Figura 21F) en los tumores B16 tratados con el anticuerpo F8G7

respecto a los tumores tratados con control de isotipo o PBS. Estos datos, sugieren
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una interrelacion estrecha entre el compartimiento inmunolégico y el vascular mediada
por Gall y sus glicanos. Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren que los
efectos observados sobre la regulacion de la neovascularizacion en modelos

singeneicos son de mayor complejidad que lo anticipado.
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Figura 21. El Bloqueo terapéutico de Gall mediado por anticuerpos monoclonales (mAb) inhibe el crecimiento y
regula la neovascularizacion tumoral. (A-C) Ratones nude inoculados con 5 x 10° células KS fueron tratados con mAb
F8.G7 o control de isotipo (IgG2BA) (ambos 7,5 mg/Kg) cada tres dias a partir de que los tumores alcanzaron los 100
mm>. (A) Ccinética de crecimiento tumoral. (B) Andlisis de por citometria de flujo del porcentaje de ECs CEs CD34"
intratumorales. (C) Contenido de hemoglobina tumoral. Los datos representan la media £ SEM de cinco experimentos
independientes. *P< 0,05 Vs. isotipo. (D-E) Ratones B6 inoculados con 2 x 10 células de melanoma B16 fueron tratados
con el mAb F8.G7 o isotipo (7,5 mg/Kg) cada tres dias a partir de que los tumores alcanzaron los 100 mm?>. (D) cinética
de crecimiento de los tumores (E) Porcentaje de CEs CD34" intratumorales. (F) Contenido de hemoglobina tumoral. Los
datos representan la media + SEM de cinco experimentos independientes. *p<0,05, **p<0,01 vs. B16.

3.4.4 EFECTO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-GAL1 SOBRE LA

NORMALIZACION DEL ENDOTELIO TUMORAL IN VIVO.

Con el fin de investigar con mayor profundidad el potencial terapéutico de anticuerpos
monoclonales anti-Galll, nos propusimos estudiar su efecto sobre la morfologia y
funcionalidad del endotelio asociado a tumores. Para ello, realizamos ensayos de
marcacion y visualizacion de la red vascular in vivo mediante la administracién
intravenosa de la lectina Griffonia simplicifolia (GLS-1B4) marcada fluorescentemente.

Ratones B6 tratados con F8.G7 o con el control de isotipo fueron anestesiados e
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inyectados con 100 pg de la lectina. Luego de 10 min los tejidos fueron fijados por
perfusion cardiaca con PFA 4% y los tumores cortados en criostato en secciones de al
menos 40 um de espesor. Esta estrategia, permite observar en detalle la morfologia
vascular, y en asociacion con el estudio de los pericitos asociados al endotelio,
permite determinar el estado de maduracion de los vasos sanguineos (Mc Donald,
2008). La visualizacion de la vasculatura mostrd que los tumores tratados con el mAb
F8.G7 presentan un fenotipo vascular con mayor grado de organizacion estructural
con una red vascular menos cadtica, menor numero de vasos ramificados, menos
tortuosos y con un menor diametro vascular medio (Figura 22A, B) . Ademas,
observamos un incremento en el numero de pericitos que expresan el marcador
aSMA asociados a los vasos tratados con F8.G7 (Figura 22C), lo que indica un mayor
grado de normalizacién vascular en estos tumores respecto a los tratados con isotipo.
El analisis detallado del fenotipo de pericitos asociados a la vasculatura tumoral,
mediante la tincion inmunohistoquimica con marcadores especificos, mostré una
menor expresion de los marcadores RGS5 y PDGFR-B en las células asociadas a
vasos sanguineos en tumores tratados con el mAb F8.G7 comparado con aquéllas
presentes tumores tratados con control de isotipo. En cambio los niveles de desmina
no se mostraron alterados por los tratamientos (Figura 22D) . Estas diferencias en la
distribucion de marcadores de pericitos de tumores tratados con F8.G7 tipicamente
marcan la transicion de pericitos con fenotipo inmaduro (asociados a vasculaturas
malignas) a pericitos con fenotipo maduro o diferenciado (asociados a vasculaturas
normales). Estos resultados sugieren un efecto inesperado del anticuerpo bloqueante
anti-Gall sobre la normalizacion y madurez del endotelio asociado a tumores.

Por Ultimo, y para confirmar la capacidad de los anticuerpos monoclonales
anti- Gall de normalizar la vasculatura tumoral evaluamos, mediante el uso del kit
Hypoxiprobe-1, los niveles de hipoxia en tumores in vivo a través de la determinacion
de la presencia de aductos de pimonidazole (presentes en zonas hipoéxicas). El

analisis por microscopia confocal revelé una marcada reduccion del nimero y tamafio
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de areas con bajo contenido de oxigeno en tumores tratados con el anticuerpo F8.G7

respecto tumores tratados con el control de isotipo, indicando una mejor oxigenacion
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Figura 22 La administracion terapéutica del anticuerpo monoclonal (mAb) F8.G7 anti-Gall promueve el remodelado
vascular en melanoma murino. (A-E) Ratones B6 inoculados con 2 x 10° células de melanoma B16 fueron tratados con
el mAb F8.G7 o control de isotipo (7,5 mg/Kg) cada tres dias a partir de que los tumores alcanzaron los 100 mm?>. (A)
Microscopia confocal de la red vascular visualizada mediante la perfusién de ratones B6 con la lectina GLS-1g, (B)
Cuantificacion del didmetro vascular. Las barras representan la media * SEM del diametro medio vascular calculado
midiendo 10 campos de 200 X por tumor en tres experimentos independientes. (C) Microscopia de vasos perfundidos
con GLS-1g4—FITC y tefiidos con el marcador de pericitos aSMA. Las flechas indican pericitos asociados a la vasculatura.
Panel izquierdo, célculo del porcentaje de pericitos asociados a los vasos sanguineos estudiados. (D) Microscopia
confocal de la vasculatura tumoral marcada con anticuerpos anti.CD31, anti-desmina o anti-RGS5. Las imagenes son
representativas de cuatro experimentos. Panel inferior, Cuantificacion de la relacién de vasos sanguineos con presencia
de pericitos que expresan RGS5, desmina, aSMA o PDGFRB. Las barras representan la relaciéon media entre vasos CD31"
vs los diferentes marcadores. (B-D) **p<0,01 vs. isotipo. (E) Microscopia confocal zonas hipdxicas en tumores B16
marcados con Hypoxyprobe-1. Las imagenes son representativas de tres experimentos independientes.

en estos tumores (Figura 22E), evento que se asocia fuertemente al fendbmeno de
normalizacion vascular.

De este modo, el bloqueo terapéutico de Gall en tumores es capaz de inhibir su
crecimiento y de generar cambios morfolégicos y fenotipicos en la vasculatura

promoviendo su restauracion y normalizacion. Este fendmeno tiene importantes
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implicancias clinicas dada la relevancia que ha cobrado en los Ultimos afios la
normalizacion vascular como alternativa para mejorar la accesibilidad de drogas a los

tumores y hacerlos méas sensibles a los tratamientos convencionales (Jain, 2005).

3.4.5 EFECTO INTEGRADO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES ANTI-GAL-1

SOBRE PROGRAMAS VASCULARES Y DE ESCAPE TUMORAL

Considerando la participacion de Gall en fendmenos de escape tumoral (Rabinovich
& Toscano, 2009; Rubinstein y col., 2004), nos propusimos investigar si el tratamiento
con este anticuerpo bloqueante, era capaz, de potenciar la respuesta inmune anti-
tumoral y verificar si los efectos sobre la biologia vascular y el sistema inmune estaban
interconectados. Notablemente la administracion terapéutica del anticuerpo
monoclonal F8.G7 logro estimular la proliferacion y la liberacion de IFN-y e IL-17 por
parte de células T de ganglios drenantes al tumor al ser re-estimuladas in vitro con
células de melanoma B16 (Figura 23 A, B) . En este sentido, el bloqueo de Gall logré
reducir la produccion de IL-10 por parte de células T CD4" (Figura 23 D) y disminuir la
frecuencia de células T,y CD4" CD25" FoxP3" en TDLN (Figura 23 C). Mas aun, el
tratamiento con el anticuerpo F8.G7 logré incrementar el infiltrado de células T CD8"
productoras de IFN-y, efectoras de la inmunidad anti-tumoral, en el parénquima de
tumores estudiados (Figura 23E). En conjunto los resultados expuestos demuestran
una potente induccion de la respuesta inmune anti-tumoral inducida por el bloqueo de
Gall mediante el uso de anticuerpo monoclonales, evidenciando de esta manera las
implicancias terapéuticas de estos hallazgos.

Finalmente, con el fin de determinar si el incremento en la respuesta inmune se
debe, al menos en parte, a la normalizacion de la vasculatura, diseflamos
experimentos de transferencia adoptiva de células T en ratones con tumores tratados
con el anticuerpo monoclonal anti-Gall o su control de isotipo. A tal fin, se aislaron

células de bazo de ratones con tumores establecidos, se marcaron con CFSE y se
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transfirieron por inyeccion intravenosa a ratones portadores de tumores tratados con el

anticuerpo monoclonal F8.G7 o con control de isotipo. Luego de 24 h los tumores
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Figura 23. La administracion terapéutica del anticuerpo monoclonal (mAb) F8.G7 anti-Gall potencia la respuesta
inmune anti.tumoral. (A) Proliferacién y (B) Secrecidon de IFN-y e IL-17 por parte de células T de ganglios linfaticos
drenantes al tumor (TDLN) de ratones tratados con F8.G7 o isotipo en respuesta a la re-estimulacion in vitro con
células B16. (C) Izquierda, citometria de flujo; derecha, porcentaje de células Ty, CD4" €cD25" FoxP3" en TDLN de
ratones tratados con mAb F8.G7 o control de isotipo. (D) Porcentaje de células T CD4" productoras de IL-10 en TDLN de
ratones tratados con mAb F8.G7 o control de isotipo. (E) Panel izquierdo: microscopia confocal de células T CD8"
infiltrando los tumores; panel derecho, citometria de flujo de células T CD8" productoras de IFN-y en el tumor. (A-E)
**p<0,01 vs. isotipo.

fueron removidos, disgregados y analizados por citometria de flujo. Los datos
revelaron un incremento en el nimero de células CFSE" en los tumores tratados con
F8.G7 respecto al control (Figura 24A) , sugiriendo un mayor influjo de células T en los
ratones portadores de una vasculatura normalizada. Interesantemente, no observamos
diferencias en el nUmero de células T fluorescentes en el bazo de estos ratones, lo
gue sugiere que el fendbmeno es selectivo de los tumores donde la vasculatura

aberrante esta sujeta a la accion de Gall.
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Con el fin de confirmar que estos datos se deben a normalizacién de la
vasculatura y descartar posibles interferencias causadas por fendmenos de
gquimiotaxis relacionados con la administracién del anticuerpo monoclonal anti-Gall,
desarrollamos una estrategia similar a la anterior pero en lugar de inyectar células T
inoculamos perlas fluorescentes de tamafio similar a los linfocitos. El rastreo in vivo

de dichas perlas fluorescentes mediante citometria de flujo reveld6 un ndmero
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Figura 24. La administracion terapéutica del anticuerpo monoclonal (mAb) F8.G7 anti-Gall promueve el influjo de
células inmunes al parénquima tumoral. Esplenocitos de bazo de ratones con tumores B16 fueron marcados con CFSE
e inoculadas (5 x 106) en ratones con tumores B16 establecidos y tratados con Isotipo o mAb F8.G7. (A) Andlisis por
citometria de flujo de la cantidad de células CFSE" infiltrando tumores o bazos de ratones tratados con isotipo o F8.G7.
El nimero de células CFSE* se calculé como el nimero de eventos por cada 0.1 cm?® de tumor. (B) Ndmero de perlas
fluorescentes intra-tumorales 15 min luego de la inoculacion. El nimero de perlas se calculé como nimero de eventos
por 0,1 cm® de tejido. Los datos representan la media + SEM de tres experimentos independientes.

incrementado de las mismas en tumores tratados con el anticuerpo monoclonal anti-
Gall respecto a tumores tratados con el control de isotipo. Nuevamente el nimero de
perlas presentes en drganos normales con la vasculatura quiescente, no mostro
diferencias entre los tratamientos (Figura 24B). En conjunto, estas evidencias nos
permiten postular a los anticuerpos bloquenates anti-Gall como el primer agente
multifuncional capaz de generar beneficios terapéuticos atenuando la angiogénesis
patoldgica, facilitando la normalizacion del endotelio y, consecuentemente, mejorando
el influjo y la accion de células T efectoras, las que en ausencia del efecto
inmunosupresor de Gall, son mas competentes a los fines de limitar el crecimiento

tumoral.
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3.5 RELEVANCIA CLINICA DE LA EXPRESION DE GAL1 EN TUMORES

HUMANOS
3.5.1 LA EXPRESION DE GAL1 SE ASOCIA A LA MALIGNIDAD Y

CAPACIDAD PRO-ANGIOGENICA DE TUMORES HUMANOS

Considerando las potenciales implicancias terapéuticas de los resultados obtenidos
en los ensayos pre-clinicos de bloqueo de la actividad de Gall en tumores, decidimos
evaluar la importancia de la expresion de Gall en la transicion de fenotipos benignos
a malignos en patologias de origen vascular y en la neovascularizaciéon de patologias
humanas donde se ha demostrados que la expresion de Gall se asocia a la
malignidad de dichos tumores (van den Brule y col., 2004; Liu & Rabinovich, 2005).
En primer lugar analizamos la expresion global de genes en modelos murinos de
sarcoma de Kaposi (MECK36 y RacCA) (Mutlu y col., 2007) en los cuales observamos
que Gall forma parte de la “firma genética” de dichos tumores ya que se expresa
exclusivamente en tejido tumoral y no en piel normal (Figura 25A). Estas
observaciones fueron validadas mediante estudios de inmunohistoquimica de Gally el
marcador fenotipico de Kaposi LANA en tumores establecidos (Figura 25B), 'y

confirmadas por andlisis de gqPCR de células mECK36 (Figura 25C).
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Figura 25. Expresion de Gall en Sarcoma de Kaposi murino. (A) Analisis de la expresién de Gall en microarreglos de
genes de modelos de sarcoma de Kaposi murinos mECK36 y RacCA. (B) Microscopia confocal de la expresion de Gall y
LANA en tumores mECK36 (C) Andlisis del gen de Gall por gPCR en tumores mECK36 vs. piel normal. Los datos
representan la media de la expresion del mRNA de Gall relativizado a mRNA 185 + SEM de tres experimentos

independientes.
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Posteriormente, estudiamos muestras aisladas de biopsias de sarcomas de
Kaposi humanos en las cuales pudimos observar un perfil transcripcional similar a las
muestras murinas donde Gall se expresa casi exclusivamente en tejidos tumorales
respecto a la piel normal (Figura 26A). Estas observaciones fueron corroboradas y
ampliadas mediante el estudio de un panel mayor de biopsias de pacientes afectados
con diferentes patologias vasculares tanto de origen maligno como benigno. El
estudio por inmunohistoquimica de estas biopsias mostr6 una fuerte marcacién
citoplasmatica de Gall asociada exclusivamente a células fusiformes en lesiones de
origen maligno (sarcoma de Kaposi) (Figura 26B). En cambio raramente detectamos
reactividad contra Gall en lesiones vasculares benignas (Figura 26B; Tabla 3.1), en
las cuales la expresion de Gall se circunscribié exclusivamente a algunas células del
infiltrado inflamatorio caracteristico de esas lesiones. En este sentido, la
cuantificacién de la expresion de Gall mostré una fuerte asociacion entre la presencia
de esta lectina y el fenotipo maligno de dichas patologias vasculares (Figura 26C).

Estos datos ponen en relieve la importancia funcional y patologica de las interacciones
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Figura 26. Expresion de Gall en patologias vasculares humanas. (A) Anélisis de microarreglos de la expresion de Gall
en sarcoma de Kaposi humano vy piel normal. (B-C) Biopsias de lesiones vasculares benignas y tumores de sarcoma de
Kaposi tefiidas con H&E o con anticuerpo anti-Gall. (B) Microfotografias representativas de patologias vasculares
benignas y de Sarcoma de Kaposi. (C) Cuantificacion del porcentaje de células reactivas para Gall en patologias
vasculares malignas y benignas. (10 campos 200X) Los datos representan la media de la expresién de Gall de * SD.

**p<0,01 vs. Patologia benigna.
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entre Gall y N-glicanos en patologias de origen vascular. Ademas los datos sugieren
un papel adicional para Gall como posible marcador diagndstico independiente de
patologias vasculares, capaz de diferenciar tumores malignos de patologias benignas.

Finalmente, con el fin de expandir nuestras conclusiones a otros tumores
humanos, realizamos estudios por inmunohistoquimica de melanoma y carcinoma de
préstata. La marcacién de Gall en biopsias de melanomas primarios (n=19) revel6
abundante reactividad asociada positivamente al grado de vascularizacion de los
tumores determinado como el numero de micro vasos positivos para CD31 (Figura 27
A, B). Mas aun, el andlisis del perfil de expresion de Gall y la presencia de CEs
CD34" en una serie de carcinomas prostaticos humanos mediante el uso de un
“tissue array” comercial, mostré una asociacién altamente significativa entre ambos
pardmetros. (Figura 27 C, D). En conjunto, estos datos demuestran la relevancia
clinica de las interacciones entre galectinas y glicanos en la vascularizacién de
tumores y validan su potencial uso como blanco terapéutico y/o marcador diagndéstico

en un amplio rango de tumores.
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Figura 27. Expresion de Gall en melanomas y carcinoma de préstata humano (A-B) Marcacidén inmunohistoquimica de
CD31 y Gall en biopsias de melanomas primarios (A) Imagenes representativas. (B) Cuantificacion de la expresiéon de
Gally analisis de asociacion lineal. (C-D) marcaciéon inmunohistoquimica de CD34 y Gall tissue array de biopsias de
carcinomas de prostata. (C) Imagenes representativas. (D) Cuantificacion de la expresion y andlisis de asociacion lineal
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TABLA 3.1 Expresion de Gall en patologias vasculares

Caso Patologia Clasificacion Expresion de
Gall
1 Proliferacion vascular reactiva Benigna +
2 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
3 Hemangioma telangiestatico Benigna -
4 Sarcoma de Kaposi en placa Maligna ++
5 Hemangioma cavernoso Benigna +
6 Proliferacion vascular reactiva Benigna +
7 Granuloma piégeno Benigna +
8 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +4++
9 Sarcoma de Kaposi en placa Maligna +4+
10 Hemangioma capilar lobulado Benigna +
11 Proliferacion vascular reactiva Benigna +
12 Hemangioma juvenil Maligna +++
13 Granuloma piégeno Benigna ++
14 Hemangioma de células fusiformes Benigna +
15 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
16 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna ++
17 Hemangioma juvenil Maligna ++
18 Hemangioma papilar Benigna -
19 Hemangioma telangiestatico Benigna -
20 Granuloma piégeno Benigna +
21 Hemangioma cavernoso Benigna -
22 Sarcoma de Kaposi en placa Maligna +++
23 Hemangioma de células fusiformes Benigna -
24 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
25 Hemangioma de células fusiformes Benigna +
26 Proliferacién vascular reactiva Benigna +
27 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
28 Hemangioma de células fusiformes Benigna -
29 Proliferacion vascular reactiva Benigna -
30 Proliferacion vascular reactiva Benigna -
31 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +4++
32 Hemangioma telangiestatico Benigna ++
33 Sarcoma de Kaposi en placa Maligna ++
34 Hemangioma papilar Benigna 5
35 Proliferacion vascular reactiva Benigna -
36 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
37 Hemangioma cavernoso Benigna +
38 Hemangioma telangiestatico Benigna -
39 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna ++
40 Hemangioma de células fusiformes Benigna +
41 Sarcoma de Kaposi ulcerado Maligna +++
41 Hemangioma cavernoso Benigna -




DISCUSION |86

4. DISCUSION

La interaccién entre lectinas enddgenas multivalentes y glicanos especificos,
presentes en glicoproteinas de la membrana celular, es capaz de decodificar
informacion biologia clave a través de la formacion de estructuras tipo microdominios,
también llamadas ‘lattices’. Estos arreglos moleculares disparan cascadas de
sefalizacién intracelular que median efectos bioldgicos diversos regulados por un
repertorio extenso de glicanos de superficie (Paulson y col., 2006). Recientes
hallazgos han revelado cambios sustanciales en el repertorio de N- y O-glicanos en la
transiciéon entre tejidos normales, inflamados y neoplasicos, lo que posicioné al estudio
del ‘glicoma’ en el centro de la escena cientifica y abri6 nuevas puertas para la
exploracion de herramientas diagnosticas y de intervencién terapéutica (Dube &
Bertozzi, 2005; van Kooyk & Rabinovich, 2008). En este sentido, durante el transcurso
de este trabajo de tesis doctoral, pudimos identificar y caracterizar tanto a nivel celular
como molecular, un circuito vascular comandado por lectinas y glicanos, que vincula
episodios de hipoxia con fendmenos de neovascularizacion y escape tumoral.

Los datos obtenidos en este estudio revelaron un nuevo mecanismo de
regulacion de la funcionalidad vascular, en el cual los microambientes que gobiernan
el crecimiento y desarrollo de los tumores, regulan también la glicosilacion diferencial
del endotelio haciéndolo mas susceptible a la accion de Gall. En cambio, en
microambientes inflamatorios (Thl y Th17) observados frecuentemente en sitios de
regresion tumoral o inflamacion crénica, las CEs mostraron patrones de glicosilacion
restrictivos para la unién y funcionalidad de Gall. De este modo, los datos nos
permiten especular con un nuevo nivel de regulacion de las respuestas fisioldgicas, en
el cual los azucares a través de la interaccion diferencial con diferentes lectinas

enddgenas, podrian determinar las respuestas celulares de acuerdo a las necesidades
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del sistema en el cual se encuentren. En forma similar, Lau y col, describieron un
sistema de regulacion de receptores de factores de crecimiento en funcién de la
cantidad de N-glicanos que los decoran y el metabolismo celular (Lau y col., 2007). De
este modo, no es descabellado pensar en un mecanismo de seleccién natural que
oper6 en el transcurso de la evoluciéon determinando que las CEs tengan la capacidad
de “decidir”, a través del repertorio de azlicares que expresan en su membrana, la
accion de lectinas enddgenas sobre su fisiologia.

En el presente estudio observamos que Gall, un miembro proto-tipo de la
familia de las galectinas, es capaz de activar mecanismos moleculares dependientes
del receptor acoplado a tirosina quinasa (VEGFR2) por una via no clasica e
independiente de la unién del ligando canénico VEGF (Figura 4.1). Asi, las lectinas
podrian sustituir a los ligandos clasicos y servir para modular la biologia de las CEs, de
modo tal de preservar el fenotipo angiogénico. Estas evidencias no son menores
teniendo en cuenta que uno de los mayores obstaculos de las terapias anti-
angiogénicas tendientes a bloquear la accion de VEGF consiste en la generacion de
mecanismos compensatorios que hacen a los tumores ignorar la falta de VEGF y los
vuelve mas agresivos e invasivos (Bergers & Hanahan, 2008; Ferrara, 2010; Helfrich y
col., 2010).

El concepto de que la glicosilacion de receptores de membrana puede afectar
la sefializacion intracelular ha sido estudiada recientemente (Lau y col., 2007; Marth &
Grewal, 2008; van Kooyk & Rabinovich, 2008); no obstante los mecanismos
moleculares que median estos efectos no se hallan completamente dilucidados. La
vision actual contempla la idea de que las ramificaciones en N-glicanos complejos
adheridos a receptores de factores de crecimiento pueden influenciar procesos
bioldgicos a través de la sintonizacion fina de los umbrales de activacién de dichos
receptores, su retencion en la superficie y su distribucion diferencial. (Lau y col, 2007;
Markowska y col., 2010; Song y col., 2010). En algunos receptores de factores de

crecimiento, se encontrd que la interaccion entre lectinas y glicanos regula la union de
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sus ligandos (Dennis y col., 2009). En el presente trabajo, proponemos una mirada
algo diferente, en la cual la interaccion entre lectinas y N-glicanos complejos regulada
por el microambiente en el cual estas moléculas se encuentran, es capaz de crear
clusters de sefializaciébn que imitan a los ligandos candnicos reemplazandolos o
compensando por su ausencia. De este modo, la interaccién entre Gall y N-glicanos
podria promover fenbmenos de ‘resistencia evasiva’' a las terapias anti- VEGF al co-
optar por la via de VEGFR2.

En nuestro estudio, describimos ademas, un mecanismo por el cual la hipoxia
tumoral es capaz de amplificar el circuito de neovascularizacibn de dos maneras
distintas, pero ambas acopladas y complementarias. Por un lado la hipoxia altera la
glicosilacién de las CEs, las cuales exponen, en situaciones de baja tensién de O,, un
mayor numero de glico-epitopes permisivos para la union de Gall (Figura 4.1) . Por el
otro, la hipoxia es capaz de modular la expresion de Gall en células tumorales a
través de mecanismos que son independientes del factor de transcripcion HIF-1a pero
dependientes de la generacion de especies reactivas del oxigeno ROS y de la
activacion del factor de transcripcion NF-xB (Figura 4.1). Estos datos son
concordantes con la idea de que NF-xB es el principal mediador en procesos de
inflamacién asociados a hipoxia (Karin & Greten, 2005), eventos en los cuales este
factor actia regulando la expresion de moléculas responsables de frenar la
inflamacion luego de la resolucion de la respuesta inmune. Considerando ademas,
que Gall es principalmente una lectina con propiedades anti-inflamatorias (Rabinovich
& Toscano, 2009), resulta interesante especular con la posibilidad de que la razén
evolutiva de la sobreexpresion de Gall durante la hipoxia sea la resolucion de la
inflamacién, y que los tumores usurpan este mecanismo fisioldgico a los fines de
incrementar la vascularizacion y escapar del atague del sistema inmune
simultdneamente.

Si bien, un estudio reciente sugiere que Gall es blanco transcripcional de HIF-

la en cancer de colon (Zhao y col., 2010) en el presente estudio encontramos que la
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hipoxia es capaz de inducir sobreexpresion de Gall aln en ausencia de ese factor de
transcripcién a través de un mecanismo que depende de la activaciéon de NF-xB

mediada por ROS.

'.‘h' '\‘

R

Fye ~ VEGFR2

Lélulo endoteiial

Figura 4.1. Modelo esquematico que representa como las interacciones entre Gall y sus glicanos se hallan regulados
por microambientes hipdxicos y tolerogénicos. A) la hipoxia incrementa los niveles de expresion y secrecion de Gall
por parte de células tumorales a través de mecanismos dependientes de NF.kB que aumentan la disponibilidad de
glicanos permisivos para la unién de Gall a la superficie de CEs. B) La presencia de citoquinas anti-inflamatorias tipicas
de microambientes tumorales modula la exposicion de glicanos en CEs incrementando la capacidad de union de Gall a
dichas células. C) El incremento de la exposicion de glicanos como asi también el incremento en la expresion de Gall,
crean en los microambientes tumorales un circuito que amplifica la union de Gall a VEGFR2 de manera independiente
de la presencia de VEGF. Esta unidn, activa la cascada de sefializacion dependiente de VEGFR2, Akt y Erk modulando asi
la biologia del endotelio a favor de la promocion de fendmenos de neovascularizacion.

Estos hallazgos contemplan la posibilidad de que ambos mecanismos, dependientes e
independientes de HIF-1, puedan controlar la expresién de Gall mediada por hipoxia
en diferentes tejidos durante procesos de neovascularizacion inducida por bajas
tensiones de oxigeno. No obstante, cabe destacar que nosotros, utilizando
herramientas informéaticas, no pudimos encontrar regiones consenso para la unién de
HIF en el promotor de Gall, lo que hace pensar en un sistema mas complejo de
regulacion de la expresion de esta proteina en situaciones de privacion de oxigeno.

A pesar de que HIF-1a ha sido propuesto como blanco universal de varias
terapias anti-angiogénicas y es el principal regulador de la respuesta a hipoxia,

crecientes evidencias indican la existencia de mecanismos alternativos capaces de
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vincular fenémenos de hipoxia y neovascularizacién. En este sentido, varios factores
expresados en hipoxia con capacidad de regular la neovascularizacion, han sido
reportados por otros autores. Trabajos elegantes demostraron que tanto IL-8 como la
prolil-hidroxilasa PHD2 son capaces de controlar la angiogénesis tumoral a través de
mecanismos que son independientes de HIF-1a, pero que dependen de la activaciéon
de NF-kB (Chan y col., 2009; Mizukami y col., 2005). Estos resultados sugieren que en
microambientes hipoxicos la activacién de NF-xB seria critica independientemente de
HIF-1 a los fines de amplificar la expresion de genes pro-apoptéticos e
inmunosupresores.

Evidencias emergentes los Ultimos afios sugieren intimas conexiones y
sorprendentes similitudes entre los programas vasculares e inmunolégicos que operan
en la tumorigénesis (Ferrara, 2010; Jinushi & Dranoff, 2007). En concordancia con
esta linea de pensamiento, nuestros resultados demuestran que las interacciones
entre galectinas y glicanos pueden controlar la neovascularizacion tumoral creando
simultdneamente efectos inmunosupresores que determinan el destino fatal de células
T efectoras, favorecen la expansion de DCs tolerogénicas y pro-angiogénicas, Yy
promueven la diferenciacion de células T regulatorias. En forma similar, VEGF
contribuye a la inmunodeficiencia asociada a los tumores al limitar la competencia de
DCs y promover la expansion de células T regulatorias (Gabrilovich, 2004). En general
estos resultados sugieren que, ademas de compartir la via de sefalizacion de
VEGFR2, VEGF y Gall pueden tener comportamientos similares en cuanto a sus
propiedades pro-angiogénicas e inmunosupresoras. Similarmente, el receptor Notch,
regula la angiogénesis y es capaz de influenciar la diferenciacion de células T hacia
perfiles Th2 y facilitar la expansion de células T regulatorias, cuando se une al ligando
Jaggedl, pero inhibe la angiogénesis y promueve respuestas pro-inflamatorias de tipo
Th17 al unirse al ligando alternativo DIl4 (Benedito y col., 2009; Yuan y col., 2010).
Estos datos, sugieren que los tumores pueden usar la misma via para crear circuitos

tolerogénicos y promover neovascularizacion. Mas aun, y apoyando esta idea, se ha
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reportado que la hipoxia no solo influencia procesos de angiogénesis, sino que
ademés constituye una de las mayores fuerzas que dirigen las redes
inmunosupresoras (Sitkovsky, 2009). En este sentido, en el presente trabajo
encontramos cambios sustanciales en el perfil de glicosilacion de CEs expuestas a
condiciones tolerogénicas, proliferativas o hipoxicas, en las cuales la ausencia de
acido sialico terminal en posicidon a2-6 (ASa2-6) facilita la accién pro-angiogénica de
Gall liberada por tumores. Paradojicamente, ha sido demostrado que, ademas de
regular la funcionalidad de Gall, la sialilacién en posicion a2-6, puede influenciar la
angiogénesis al aumentar la retencion de PECAM-1 en la superficie de CEs (Kitazume
2010). Estos datos, aparentemente en conflicto, confirman la hipétesis sobre la
complejidad de factores y vias de sefializacién involucrados en las respuestas pro-
angiogénicas. En su conjunto estas evidencias indican que lo que dictaria la
sefalizacién vascular y la respuesta final de las células, es el glicoma celular de
manera global, y no la presencia de una estructura glicosidica particular.

Existen diversos mecanismos propuestos para explicar las funciones de
distintas galectinas en la biologia vascular. Estos incluyen la induccién de otros genes
regulados por hipoxia en presencia de Gall (Le Mercier y col., 2008), la adquisicién
de Gall de origen tumoral por parte de CEs para modular la via de sefializacion de H-
Ras (Thijssen y col., 2010) y la modulacién de la sefalizacion de VEGF e integrinas
mediada por Gal3 (Markowska y col., 2010). Por otro lado, recientemente hemos
reportado que Gal8, un miembro de la familia de galectinas de tipo tindem, es capaz
de modular la biologia vascular al unirse a la molécula de adhesion activada por
leucocitos (ALCAM) (Cardenas Delgado y col., 2011). Mas aun, Gal3 fue inicialmente
reportada como una proteina capaz de modular la migracion y morfogénesis de CEs
(Nangia-Makker y col., 2000).

A pesar de formar parte del repertorio estandar de herramientas terapéuticas
en el cancer, la terapia anti-angiogénica aun enfrenta desafios y obstaculos que no

han sido superados con éxito. Estos incluyen la basqueda de terapias independientes
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del sistema HIF/VEGF que puedan atenuar la vasculatura aberrante del tumor y
superar la resistencia a las terapias convencionales sin afectar las redes vasculares
normales (Bais y col., 2010; Bergers & Hanahan, 2008; Fischer y col., 2007). En este
sentido, nosotros reportamos en este trabajo que el bloqueo especifico de las
interacciones entre Gal-1 y N-glicanos complejos mediante estrategias de
silenciamiento génico 6 anticuerpos bloqueantes, limita el crecimiento tumoral,
atenuando la hipoxia y promoviendo una reorganizacion de la vasculatura que permite
un mejor acceso del sistema inmune al parénquima tumoral. Por otro lado, y en la
misma linea de pensamiento, el bloqueo de Gall en el tumor impide la generacién de
mecanismos de escape tumoral desviando la respuesta inmune hacia perfiles
inflamatorios del tipo Thl y Th17 que son mas efectivos para erradicar tumores. Mas
precisamente, y en busca de nuevos enfoques terapéuticos, disefiamos y validamos el
primer anticuerpo monoclonal neutralizante de Gall, capaz de atenuar la angiogénesis
patoldgica, promover el remodelado de la vasculatura e incrementar la cantidad y
maduracion de pericitos asociados a los endotelios. Estos efectos, se traducen en un
alivio de la hipoxia tumoral, y facilitan el ingreso de células del sistema inmune, las
cuales en ausencia de Gall pueden expandirse y generar respuestas T capaces de
limitar el crecimiento tumoral. Este proceso de normalizacion vascular, refuerza
evidencias encontradas con otros mediadores pro-angiogénicos, los cuales pueden
remodelar la vasculatura tumoral haciéndola mas eficiente para la administracion de
drogas quimioterapéuticas y para el influjo de células del sistema inmune (Hamzah y
col., 2008; Manning y col., 2007; Shrimali y col., 2010).

En los dltimos afios, han sido desarrollados varios inhibidores de galectinas basados
en su habilidad para bloquear el sitio de reconocimiento a carbohidratos (Ingrassia y
col, 2006; Stannard y col., 2010, Rabinovich y col., 2006). Si bien son prometedores y
efectivos, la mayoria de ellos no posee especificidad por los diferentes miembros de
esta familia de lectinas o poseen muy baja afinidad por el ligando y pobre

biodisponibilidad. Estas deficiencias que dificultan la llegada a la clinica de estos
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compuestos, constituyeron el punto de partida en la generacion de nuestro anticuerpo
monoclonal el cual neutraliza especificamente a Gall y es eficaz para afectar tanto el
compartimento inmunoldgico como el vascular. Por otro lado, un péptido sintético anti-
angiogénico (anginex) modelado en funcién de estructuras de hoja-B de proteinas
angiogénicas, fue capaz de unir Gall (Thijssen y col, 2006) y promover remodelado
vascular (Dings y col., 2007). Con respecto a agentes anti-angiogénicos dependientes
de la interaccién entre proteinas y glicanos, en forma paralela al estudio de la
sefalizacibn de galectinas, pudimos observar que polisacaridos sulfatados
(fucoidanos) aislados del alga Laminaria saccharina exhiben un potente efecto anti-
angiogénico in vivo sobre diferentes programas vasculares (Croci y col., 2011).

Con el fin de vincular nuestros datos a estudios clinicos, evaluamos la
expresion de Gall en una coleccién de tumores humanos. Particularmente en biopsias
de patologias vasculares, encontramos una fuerte asociacién entre la expresion de
Gall y la transicion de patologias benignas a angiosarcomas malignos incluidos el
Sarcoma de Kaposi. Estos resultados sugieren que la expresion de Gall podria
potencialmente ser utilizada como marcador diagnéstico en patologias vasculares las
cuales hasta este momento carecen de un biomarcador que diferencie estadios
benignos de sarcomas malignos. Mas adn, encontramos en una colecciéon de
melanomas humanos y carcinomas de préstata una asociacidon positiva entre la
expresion de Gall y la vascularizacion de estos tumores, poniendo en relieve la
importancia de la expresion de esta lectina en la biologia de tumores humanos. Estos
datos, tienen una implicancia adicional en tumores de origen vascular (sarcomas de
Kaposi) los cuales estan fuertemente asociados a infeccién con HIV (Mesri y col.,
2010). En este sentido, el bloqueo de Gall no sélo seria efectivo a los fines de limitar
la angiogénesis aberrante y restaurar la respuesta inmune anti-tumoral, sino que
también, al restaurar el balance entre las poblaciones celulares Thl y Thl7, seria
efectivo para limitar el crecimiento y expansion de la inmunodeficiencia asociada a la

infeccién por HIV (Favre y col., 2009).
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En conclusién, nuestros resultados identifican un circuito regulatorio,
dependiente de la glicosilacion y mediado por lectinas, que conecta la hipoxia tumoral
con el remodelado vascular y la respuesta inmune. Adicionalmente, los datos proveen
la primera prueba de principio de la eficacia de una terapia multiproposito basada en el
blogueo de Gall mediante anticuerpos monoclonales, los cuales poseen un gran
potencial terapéutico, en combinaciébn con otras terapias anti-angiogénicas,
quimioterapia o inmunoterapia.

Finalmente, los resultados expuestos en esta tesis, en conjunto a datos
anteriores de nuestro laboratorio (Blois y col., 2007; llarregui y col., 2009; Rubinstein y
col., 2004; Toscano y col., 2007), nos permiten postular un modelo hipotético en el
cual la expresion de Gall regulada por la hipoxia tumoral es capaz de mimetizar la via
de sefializacion inducida por VEGF y promover el crecimiento aberrante y caético de la
vasculatura caracteristico de microambientes tumorales. A su vez, el bloqueo
terapéutico de la interaccion Gall-N-glicanos complejos presentes en VEGFR2 es
suficiente a los fines de promover un proceso de remodelado de la vasculatura que
restaura los niveles de O, del tumor y amplifica la respuesta inmune anti-tumoral al
permitir el ingreso de células T efectoras, limitar la generacién de células T
regulatorias y bloquear la apoptosis de células T efectoras CD8" y CD4" del tipo Thl
y Th17 (Figura 4.2) .

Los datos expuestos en esta tesis podrian, ademas, tener implicancias en otros
entornos clinicos que involucren desregulacion de la angiogénesis tales como

retinopatias, diabetes, psoriasis y enfermedades cardiovasculares entre otras.
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Figura 4.2. Modelo de accion de los mAb anti Gall. Durante la tumorigénesis los tumores generan una vasculatura que
es aberrante y cadtica. El bloqueo de Gall mediante el uso del anticuerpo monoclonal revierte este estado y aumenta la
calidad y cantidad de respuesta inmune anti tumoral. A) El bloqueo de Gall con el mAb F8.G7 revierte los efectos de
Gall sobre la migracion y proliferacion de células endoteliales al impedir la unién de esta lectina a VEGFR2 bloqueando
asi la sefializacién inducida por Gall. B) El tratamiento terapéutico de Tumores con F8.G7 disminuye el crecimiento de
los mismos al mejorar el estado de la vasculatura, normalizandola e incrementando el nimero de células infliltrantes
del tumor. Ademas, esta células presentan un fenotipo pro-inflamatorio mas efectivo para montar respuestas anti
tumorales.
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5. CONCLUSION FINAL

A lo largo de este trabajo de tesis identificamos un circuito regulatorio vascular
basado en la glicosilacién diferencial de CEs, que promueve la formacion de clusters a
través de la interaccion entre lectinas y glicanos especificos en receptores de
membrana. Estas interacciones son capaces de vincular fenbmenos de hipoxia y
neovascularizacion a través de mecanismos no clasicos, dependientes de la activacion
de VEGFR2 e independientes de HIF-la y VEGF. Ademdas, mostramos que la
glicosilacién de CEs puede ser alterada selectivamente por estimulos tolerogénicos,
inflamatorios, proliferativos e hipéxicos, generando o enmascarando ligandos para
lectinas endogenas y modulando asi la formacién de lattices y fenébmenos de

neovascularizacion.

Por otro lado, demostramos que la interrupcién de la interaccién entre Gall y
N-glicanos especificos en VEGFR2, a través del bloqueo de Gall o impidiendo la
formacion de N-glicanos complejos, atenta procesos de angiogénesis inducida por
hipoxia y promueve la normalizacion de la vasculatura tumoral contribuyendo a un
mejor acceso de células T al parénquima tumoral, que en ausencia de Gall, son aun
mas eficaces para montar respuestas anti-tumorales. En este sentido, el bloqueo de
Gall en tumores generd un incremento tanto en la cantidad como en la calidad de
respuesta inflamatoria contribuyendo asi a una disminucion del crecimiento tumoral.

Finalmente, validamos la relevancia del sistema Gall-N-glicanos en la
neovascularizacion tumoral. A través del estudio de patologias de origen vascular y de
melanomas humanos, demostramos que la expresion de Gall es relevante en la
neovascularizacién tumoral, pudiendo estar relacionada con el ‘switch angiogénico’.
Los datos obtenidos nos indican que los modelos tumorales empleados en ratones se
acercan al comportamiento de patologias humanas, otorgandole validez y relevancia a

esta primera ‘prueba de principio’ de una terapia anti-tumoral multipropésito basada en
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la disrupcién de la interaccion entre lectinas y glicanos mediante el uso de anticuerpos
monoclonales. En conjunto, los resultados del presente trabajo de tesis revelan la
posibilidad de nuevas estrategias terapéuticas tendientes a afectar en forma
simultdnea el compartimiento vascular e inmunoldgico. Estas terapias podrian ser
relevantes ademas, en otras patologias con alteraciones en ambos compartimentos

como las retinopatias,, la psoriasis y afecciones cardiovasculares entre otras.

Por lo tanto el presente trabajo ofrece: a) a nivel celular una nueva vision de la
importancia de procesos de glicosilacion de receptores en eventos de sefalizacion a
partir de la cual la disponibilidad de N-glicanos complejos permitiria la exposicion de
glicoepitopes activos para la acciéon de lectinas enddgenas que mimetizarian y
reemplazarian la accién de ligandos canénicos (ej. VEGF); b) desde una perspectiva
fisiologica la interaccion entre Gall y N-glicanos complejos constituiria un vinculo
esencial entre fendmenos de hipoxia y neovascularizacién independientes de las vias
clasicas de VEGF y HIF-1a; ¢) desde un punto de vista terapéutico  proponemos el
primer anticuerpo monoclonal blogueante de la accion de Gall como agente
multifuncional capaz de bloquear procesos de escape tumoral y promover
normalizacién del endotelio tumoral; €) desde un punto de vista clinico  validamos la
importancia diagnéstica de Gall como marcador de malignidad en sarcoma de Kaposi

e indicador de vascularizacién anormal en melanoma y cancer de prostata.
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6. METODOLOGIAS

ANIMALES, CELULAS Y CLONES

Para este estudio se utilizaron ratones swiss N:NIH(S)un (nude) obtenidos del bioterio
de la Universidad Nacional de La Plata, ratones WT C57BL/6 (B6), ratones Lgals1™”
B6 deficientes en el gen de Gall provistos por la Dra Francoise Porier (Institute
Jacques Monod, Paris) y ratones B6.Ragl™ adquiridos en los laboratorios Jackson.
Todos los animales fueron usados a las 6-8 semanas de edad y fueron mantenidos en
el bioterio del Instituto de Biologia y Medicina Experimental IBYME-CONICET de
acuerdo a las normas de bioética de la Institucion. Los protocolos (IRB) fueron
aprobados por el Comité de Bioética del IBYME. Las CEs derivadas de venas de
cordén umbilical HUVEC, generosamente cedidas por la Dra Mirta Shattner de la
Academia Nacional de Medicina, fueron mantenidas en medio M199 (Gibco)
suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB; Gibco) y mezcla de factores
(VEGF 10 ng/ml, bFGF 10 ng/ml, EGF 5 ng/ml) todos de R&D. Las células se
mantuvieron en atmdsfera de 37°C y 5% CO,. Las células tumorales humanas (KS-
Imm, A375N, LNCaP) fueron mantenidas en RPMI-1640 10% SFB, antibiético y
antimicético (GIBCO) a 37°C 5% CO,. Las células murinas (4T1, B16-FO) se
mantuvieron en DMEN 5% SFB, antibidtico y antimicético (GIBCO) a 37°C y 5% CO.,.
Las lineas KS y B16 fueron infectadas en forma estable con vectores
retrovirales que expresan secuencias de RNAI contra distintas regiones del gen Lgalsl
disefiadas mediante el programa SIRNA Selection Program
(http://jura.wi.mit.edu/bioc/siRNAext). Las secuencias fueron sintetizadas e insertadas
en el vector pSIREN-RetroQ retroviral vector (BD Clontech) (Juszczynski y col., 2007)
Las infecciones con vectores retrovirales fueron realizadas mediante el uso de la linea
celular empaquetadora “RetroPack” PT67 (BD Clontech) mantenidas en medio DMEN
5% SFB. Brevemente, las células (pasajes 3-10) fueron transfectadas con los vectores

pSIREN usando el reactivo FuGene HD (Roche). Luego de 24-48 h las particulas
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virales fueron colectadas del medio condicionado de las células vy filtradas con filtros
de 0,45 um de poro. Posteriormente se alicuotaron y congelaron a -70°C hasta su uso.
Para la infeccion de las lineas, las células KS o B16FO0 fueron incubadas con los virus
durante 24 h y sujetas a seleccion con el antibiético puromicina (0,5 ug/ml). Las células
resistentes fueron sub-clonadas por dilucion limite y se les evalud la expresion de Gall

por WB.

REACTIVOS Y ANTICUERPOS
Los inhibidores farmacoldgicos de JAK2-STAT3 (AG490), JNK/SAP (SP600125), p38

(SB202190), el inhibidor de HIF-1 y el inhibidor competitivo de O-glicanos (benzyl-a.-
GalNAc) fueron adquiridos en Calbiochem. Los inhibidores de ERK1-2 (U0126), NF-xB
(BAY 11-7082), PI3K-AKT (LY294002), swainsonine y N-acetilcisteina (NAC) fueron
adquiridos a Sigma. La endoglicosidasa PNGase F (25 U/ug proteina) fue obtenida de
New England Biolabs. Las citoquinas recombinantes IL-10 (50 ng/ml), IL-17 (5 ng/ml),
TGF-B; (3 ng/ml), IFN-y (50 ng/ml), VEGF (20 ng/ml), bFGF (10 ng/ml) fueron de R&D
y el TNF (20 ng/ml) fue de Sigma.

Los anticuerpos usados incluidos el anti- IxBa., anti-phospho-Erk1/2 (E-4), anti-
Erk1/2 (C-14), y anti-actina (I-19) fueron adquiridos a Santa Cruz Biotechnol. Los
anticuerpos anti-phospho-AKT (Ser 473), anti-total AKT, anti-pVEGFR2 y anti-VEGFR2
fueron obtenidos de Cell Signaling. El anticuerpo anti HIF-1a fue de ABR-affinity. Los
anticuerpos bloqueantes VEGFR1 (AP-MAB0702) y VEGFR3 (AB89501) fueron de
Abcam. Los anticuerpos anti-VEGFR2 2 ug/ml (AF357), y anti-VEGF 10 ug/mi
(MAB293) fueron obtenidos de R&D. Para microscopia confocal utilizamos los
siguientes anticuerpos: anti-aSMA (1A4), anti-desmin (D33),anti-human CD31
(JC/70A) todos de Dako. El anticuerpo anti-PDGFRJ (APB5; Biolegend), anti-Rgs5
(Prestige Sigma), anti-CD31 (Mecl13.3; BD Biosciences), anti-VEGFR2 (55B11; Cell

Signaling), anti-CD8 (H35-17.2; eBioscience) y anti-LANA (Advanced Biotechnol;
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1:1000). Los anticuerpos secundarios fueron: anti-ratdn IgG-FITC (BD Biosciences),
anti-ratén 1gG-Cy3, anti-rata IgG-FITC y anti-rata IgG-Texas Red (todos de Vector) y
anti-conejo IgG-Alexa Fluor-555 (Cell Signaling).

Los anticuerpos monoclonales conjugado a fluoroforos utilizados para
citometria fueron: el anticuerpo monoclonal anti-IFN-y (XMG1.2; BD Biosciences), anti-
IL-17 (TC11-18H10; BD Biosciences), anti-IL-10 (JES5-16E3; eBioscience), anti-CD4
(GK1.5; BD Biosciences), anti-CD8 (H35-17.2; eBioscience). Anti-FoxP3 (FJK-16s,
eBioscience). El anticuerpo anti-Gall fue generado por nuestro laboratorio tal como
fue descripto (llarregui y col, 2009; Barrionuevo y col, 2007). Los anticuerpos
secundarios conjugados a HRP fueron todos de BioRad.

Las lectinas biotiniladas L-PHA (L-PHA: Phaseolus vulgaris lectin), LEL
(Lycopersicon esculentum lectin), SNA (Sambucus nigra agglutinin), MAL Il (Maackia
amurensis lectin), PNA (Peanut agglutinin) y HPA (Helix pomatia agglutinin) fueron
obtenidas de Vector. La streptavidina conjugada a PE fue de Santa Cruz y la
conjugada a FITC fue de Pierce.

Los siRNA ON-TARGETplus SMART siRNA pools contra GnT5, GCNTL1,
VEGFR2, NRP-1, VEGF, HIF-1a y el control scrambled fueron obtenidos en
Dharmacon. Las transfecciones fueron realizadas usando los reactivos Lipofectamine-

RNAIMAX (Invitrogen) o FuGene HD (Roche).

ENSAYOS DE UNION DE LECTINAS

Células HUVEC (ECs) tratadas o no con siRNA contra las glicosiltransferasas GCNT1
y GnT5 o con inhibidores de N- u O-glicosilacion, fueron desprendidas por medio de
soluciéon no enzimética (Sigma). Luego las células fueron lavadas con buffer de
‘lectinas’ (NaCl 150 mM 10mM HEPES pH 7,4) 1% BSA. Posteriormente se incubaron
las células 1 h en 100ul de buffer ‘lectinas’ conteniendo las diferentes lectinas L-PHA
(2 pg/ml); LEL (1 pg/ml); SNA (2 pg/ml) ; MALII (10 pg/ml) ; PNA (10 pg/ml) y HPA

(20 pg/ml). Posteriormente las células se lavaron y fueron incubadas con streptavidina-



METODOLOGIAS |101

PE (Sigma) 1/100 30 min a TA Luego se lavo el exceso de Streptavidina y se fijaron
las células con 1% PFA y se guardaron a 4° C hasta su analisis por citometria de flujo.
Las muestras fueron analizadas en un citbmetro de flujo FACSAria utilizando el
software FlowJo. Definimos intensidad de fluorescencia media relativa como: [(IFM de

la lectina especifica — IFM del control negativo) / IFM del control negativo].

ENSAYOS DE MIGRACION E INVASION EN TRANSWELLS

Células HUVEC (CEs) fueron resuspendidas con soluciéon no enzimatica (Sigma) a
una densidad de 4 x 10* células/ml en medio RPMI 2% SFB y colocadas en la parte
superior del Inserto de 8 um de poro (Milipore). En la parte inferior de la placa se
colocé 500 pl de medio con rGall en concentraciones crecientes (0,1 a 3 uM), rGall +
lactosa (30 mM) o anticuerpos bloqueantes anti.-Gall 0,5 uM ( F8.G7 mAb) o control
de isotipo (IgGlk). En otro set de experimentos las CEs fueron preincubadas con
inhibidores farmacolégicos de las vias JAK2-STAT3 (25 puM), JNK/SAP (20 uM),
ERK1-2 (5 uM), NF-xB (1.5 uM), PISK-AKT (2 pM) y p38 (10 uM) o con anticuerpos
bloqueantes de VEGFR1 5 ug/ml (AP-MAB0702), VEGFR2 2 ug/ml (AF357), VEGFR3
10 pg/ml (AB89501) o VEGF 10 ug/ml (MAB293).
Posteriormente, las células se incubaron a 37° C durante 24 h. y luego de la
incubacion, los insertos fueron removidos del well, lavados y las células incapaces de
migrar fueron eliminadas de la parte superior del inserto con un hisopo de algodon.
Las células que migraron (ubicadas en la parte inferior del inserto) fueron fijadas y
tefiidas con Cristal violeta 0,1% (Sigma) en metanol 20 %. Luego del lavado con H,0
se tomaron imagenes digitales en el microscopio invertido (Nikon E2100).
Posteriormente se cuantificé la migracion como el nimero de células que migraron por
mm? mediante el software ImageJ software v1.34 (NIH). Como control positivo se usé
VEGF (20 ng/ml).

Para los ensayos de invasion se usaron placas con insertos con Matrigel

(BioCoat, BD Bioscience) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. En los
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casos requeridos, las células fueron pre-incubadas con inhibidores de las vias de

sefializacion 1 h antes del ensayo.

ENSAYO DE TUBULOGENESIS

La formacién de estructuras capilares de tipo-tibulos se realizdé en placas cubiertas
con una capa de Matrigel (matriz extracelular; BD Biosciences). Se agregaron 150 pl
de Matrigel frio libre de factores de crecimiento en placas de 48 wells y se dej6
solidificar el gel a 37°C por 30 min. Posteriormente, células HUVEC fueron agregadas
a la capa de Matrigel polimerizado a una densidad de 30.000 células/ well durante un
periodo de 24 h. Para evaluar el efecto de Gall sobre la formacion de tdbulos, las
HUVEC se trataron con rGall a las concentraciones indicadas con o sin el pre-
tratamiento de inhibidores farmacoldgicos JAK2-STAT3 (25 pM), JNK/SAP (20 pM),
ERK1-2 (5 uM), NF«B (1.5 puM), PI3K-AKT (2 uM) and p38 (10 uM) o con lactosa o
sacarosa (30 mM). En otro set de experimentos las CEs se transfectaron con
diferentes siRNAs (GCNT1, GnT5, VEGFR2, NRP-1) usando el reactivo
Lipofectamina siRNA MAX 48 h antes del agregado al Matrigel. Incubamos en
presencia de medios condicionados de células KS infectadas con shRNA anti-Gall y/o
siRNA anti-VEGF. Como control positivo se usé6 VEGF (20 ng/ml). Las estructuras
capilares se cuantificaron contando el nimero de areas cerradas (tubulos) por well en
un microscopio de contraste de fase (Nikon E100) y las imagenes digitales fueron
tomadas cada 4 h y analizadas mediante el software ImageJ software v1.34 (NIH). La
formacion de tubulos se expresé como el nimero de tubos por cm?. Cada muestra fue

testeada por cuadriplicado, y cada experimento fue repetido al menos tres veces

ENSAYOS DE HIPOXIA
Células KS-Imm, B16F0, 4T1, LNCaP o A375N se cultivaron en presencia de 1% O,

(hipoxia) en una incubadora modular (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA) con atmdésfera

controlada (1 % O,, 5% CO,, N,). La atmdésfera se crea haciendo circular una mezcla
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de gases a 2 psi durante 10 min. Luego la cdmara es cerrada herméticamente y las
células fueron incubadas durante 18-36 h a 37°C. Las células controles (normoxia)
fueron incubadas en la misma estufa a 5% CO, fuera del incubadora. Para inducir la
activacion quimica de HIF-1 (‘pseudo-hipoxia’) las distintas lineas celulares se trataron
en presencia de distintas concentraciones de CoCl, en medio de cultivo durante 12-16
h. La presencia de zonas hipdxicas in vivo fue determinada utilizamos el kit
Hypoxyprobe-1 plus (Natural Pharmacia) de acuerdo a las instrucciones del
proveedor. Brevemente, los ratones fueron inyectados en forma intraperitoneal con 60
mg/Kg de peso de pimonidazole-HCI 30 min antes del sacrificio. Posteriormente los
tumores fueron fijados y congelados. Cortes de 30 um de espesor fueron marcados
con el anticuerpo monoclonal de ratén conjugado a FITC (FITC-Mabl clon 4.3.11.3)
gue detecta especificamente los aductos proteicos originados a raiz de la activacion
reductiva del pimonidazole-HCl en células expuestas a hipoxia. Esta activacion
promueve la adicion de grupos sulfhidrilo a proteinas y péptidos, lo cual es reconocido

por el anticuerpo FITC-MADb1.

PRODUCCION DE GAL1 RECOMBINANTE

La Gall recombinante humana (rGall) se obtuvo de acuerdo al procedimiento
descripto (Lutomski y col, 2004; Pace y col, 2003; Barrionuevo y col, 2007).
Brevemente, el plasmido de expresion pT7IML-1 se utilizd para transformar cepas de
bacterias de E. coli BL21(DE3) Luego se incub6d en medio LB liquido con ampicilina
una colonia de células transformadas durante toda la noche. Una alicuota se repicé en
medio liquido (750 ml) y cuando la densidad 6ptica a 600 nm alcanzé un valor de 0,5
se indujo la expresion de Gall con IPTG 100nM. Luego de 4 h las bacterias se
centrifugaron y lisaron en buffer B-Per (Promega) y el sobrenadante se sembr6 en un
columna de Lactosil sefarosa preparada y activada segun el procedimiento descripto
(Pace y col., 2003). Luego de una incubacion ON en la columna de cromatografia de

afinidad, la Gall retenida fue eluida con buffer PBS 0,1M Lactosa. La proteina
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purificada fue concentrada y sembrada en una columna de filtracion molecular
(Sephacryl S-100, Amersham-Pharmacia) con el objetivo de obtener una fraccion de
Gall con una pureza mayor al 99%. Finalmente la lactosa fue removida por didlisis y
se elimind el contenido de endotoxinas utilizando una columna de Agtarosa-Polimixina
B. El contenido de endotoxina en la muestra se determiné a través del test de Limulus,
y la pureza fue determinada por WB y espectrometria de masa (LANAIS-UBA). Las
galectinas recombinantes Gal3 and Gal8 fueron obtenidas y purificadas tal como se
describié previamente (Acosta-Rodriguez y col., 2004; Cardenas Delgado y col., 2010).

A los fines de obtener Gall marcada fluorescentemente (488-Gall) se utilizo el
kit DyLight™ 488 Labeling Kit (Pierce) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se utilizaron 1-2 mg de rGall liofilizada, por cada reaccién de adicion de
fluoroforo. La proteina se reconstituyé con 0,5 ml de buffer de reaccién conteniendo
los ésteres NHS-DyLight en solucion de borato 0,05 M. La mezcla se incub6 durante
1h a TA. Finalmente, la proteina se purific6 por medio de una columna de purificacién
posterior micro didlisis contra PBS/1mM B-Mercapto-etanol a 4°C a fin de eliminar el
excedente de reactivo. La muestra purificada se alicuoté a -20° C hasta su uso en
ensayos de unién a CEs. La relacion fluoroforo/ proteina fue calculada mediante la
técnica de absorbancia a longitud de onda de 280 nm (A,g0) Segun instrucciones del
proveedor obteniendo un promedio de 3,2 moléculas de fluoroforo por molécula de

rGall.

ENSAYOS DE UNION DE 488-GAL-1

Células HUVEC (5 x10°) se incubaron con distintas concentraciones de 488-Gal1l (0,1
10 uM) en un volumen final de 50 ul en buffer PBS/1% BSA durante 1 h a TA. A su
vez, se realizaron estos ensayos incubando 488-Gall (3 pM) en presencia de lactosa
(30 mM), sacarosa (30 mM) o inhibidores de la O-glicosilacion (Benzil-a-GALNAC) o
de la N-glicosilacién (swainsonina). La deteccion de los niveles de Gall fluorescente

unida se realiz6 por incubacion con una dilucion 1:50 de stravidin™-PE (Sigma) en
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buffer PBS/1% BSA por 30 min a TA. Las células se lavaron extensamente y se fijaron
con una solucién al 1% de paraformaldehido. Posteriormente, los niveles de Gall
fluorescente fueron analizados por citometria de flujo (FACS DIVA, BD Biosciences) y

los histogramas se evaluaron mediante el software FlowJo.

ENSAYO DE SEGREGACION DE VEGFR2

Células HUVEC transfectadas o no con siRNA especifico de GnT5, y cultivadas en
presencia de EGF 10 ng/ml en RPMI 10% SFB se lavaron con PBS 1% SFB y se
fijaron con solucién 2% PFA /sacarosa por 20 min a TA. Posteriormente, se incubaron
con un anticuerpo monoclonal anti-VEGFR2 (2 ug/ml; 55B11) en PBS 1% SFB durante
toda la noche a 4°C. Luego de tres lavados con PBS, las CEs se incubaron 1 h en
presencia del anticuerpo secundario anti-lgG de conejo acoplado a Alexa-Fluor 555
(1/1000). Finalmente la células se lavaron exhaustivamente y se procedié al montaje
de las muestras con medio antifade [0,1% 1,4-Diazabicyclo (2.2.2) octano (DABCO),
90% glicerol, 10% PBS, pH 9] en presencia de DAPI. Los preparados se guardaron a
-20° C en oscuridad. Las imagenes se tomaron utilizando el microscopio confocal

Nikon C1.

MODELOS TUMORALES IN VIVO

Células KS WT o clones que expresan establemente shRNA especificos de Gall
(shGall.1, shGall.2 o shGall.3) fueron inyectadas (5 x 10° subcutaneamente en
ratones nude de 6-8 semanas de edad. Las células B16 WT o los clones shGall
fueron inyectadas subcutaneamente (2 x 10°) en ratones singeneicos B6 WT o
B6.Ragl™", incapaces de montar respuestas inmunes adaptativas, o en ratones
deficientes en el gen de Gall B6.Lgals1™. Los tumores fueron monitoreados cada tres
dias y el volumen tumoral se evalud segun la férmula (A x B X 0,5), donde A es el

didmetro mayor y B es el diametro menor (Rubinstein y col, 2004). Los tumores fueron
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removidos y procesados para citometria de flujo, o fijados y congelados para
posteriores andlisis de microscopia en cortes en criéstato a 25 dias post inoculacion.
En el caso de ratones tratados con anticuerpos monoclonales (F8.G7 o isotipo)
se administraron dosis de 2,5, 7,5 0 15 mg/Kg inyectadas por via intraperitoneal cada
tres dias a partir de que los tumores llegaron a un volumen de 100 mm?®. Los ratones
fueron monitoreados por 25 dias o hasta que los tumores alcanzaran 2000 mm?®. Dos
semanas después del desafio con las células tumorales, los ganglios linfaticos
drenantes del tumor fueron removidos y las células re-estimuladas durante 72 h con 1
x 10* células B16 irradiadas (4000 rads). Posteriormente se evalud la proliferacion y la
produccién de citoquinas por parte de estas células, por medio de técnicas de ELISA 'y
citometria de flujo. Para los experimentos de transferencia adoptiva, células de bazo
de ratones portadores de tumor (5 x 10°) fueron marcadas con el colorante
fluorescente CFSE (Invitrogen) segun instrucciones. Posteriormente se inyectaron las
células CFSE" por la vena de la cola a ratones que portaban tumores y que estaban
siendo tratados con anticuerpos monoclonales F8.G7 o control de isotipo (IgG2bl). En
determinados ensayos en lugar de células marcadas, inyectamos perlas fluorescentes
(BD Bioscience) en ratones con tumores tratados con los diferentes anticuerpos 24 h
(células) o 15 min (perlas fluorescentes). Luego de las inyecciones, los ratones fueron
sacrificados y se evalud por citometria de flujo la presencia y namero de células

CFSE" o perlas fliuorescentes en el parénguima tumoral y en bazo.

GENERACION y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
BLOQUEANTES ANTI-GAL1

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) anti Gall fueron generados segun el
procedimiento tradicional de produccién de hibridomas. Brevemente, Los anticuerpos
anti Gall fueron obtenidos por inmunizacién de ratones B6-Cg-Tg (BCL2)22 wehi-J
(Jackson Labs) con Gall recombinante humana acoplada a glutation transferasa

(GST)-Gall. Se generaron hibridomas anti-Gall mediante métodos estandar y se
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purificaron los anticuerpos anti-Gall y los controles de isotipo (IgG2bA) por
cromatografia de afinidad. La especificidad de los mAbs fue testeada mediante
técnicas de ELISA con GST-Gall y His-Gall y por métodos de WB contra Gall
recombinante y Gall enddgena de diferentes lineas celulares murinas y humanas.
Los clones obtenidos, se clasificaron de acuerdo a su capacidad para bloquear la

apoptosis de células T activadas inducida por Gall (Ouyang y col., 2011).

VISUALIZACION DE LA VASCULATURA IN VIVO Y FENOTIPO DE PERICITOS

Para los andlisis de inmunomarcacion, los ratones fueron anestesiados y perfundidos
por via cardiaca con paraformaldehido al 4% en PBS. Los tumores fueron removidos,
embebidos en sacarosa y congelados en solucion de OCT. Para visualizar la
vasculatura, los ratones fueron inyectados por via intravenosa con la lectina Griffonia
simplicifolia Lectin-1 (GLS-1g,4. Vector) conjugada al fluoroforo FITC 5 min antes del
sacrificio de los animales. Esta lectina, reconoce estructuras comunes en CEs
quedando adherida a las paredes vasculares lo cual permite una féacil identificacion
por microscopia de fluorescencia de dichas estructuras celulares. En otros
experimentos, los vasos asociados al tumor se evaluaron como el porcentaje de CEs
CD34" por citometria de flujo usando el anticuerpo especifico anti-CD34 conjugado a
AlexaFluor-647 (RAM34; eBioscience).

El grado de maduracion de los pericitos fue calculado usando anticuerpos
especificos contra los marcadores aSMA (1A4; Dako), desmina (D33; Dako), PDGFR-
B (APB5; Biolegend) y Rgs5 (HPA001821; Sigma). La cobertura de pericitos se
calculé como la relacién entre el nimero de pixeles (0 area) positivos para aSMA vs
los pixeles (o &rea) positivos para endotelio, evaluado por GLS-1g,-FITC 0 con el
anticuerpo anti-CD31 (MEC13.3; BD Biosciences).

Para la determinacion de microdensidad vascular MDV (N° de vasos CD31"
campo de 200 aumentos) en muestras de tumores humanos embebidos en parafina,

utilizamos el anticuerpo anti-CD31 (JC/70A; Dako). Los ensayos de
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inmunohistoquimica para Gall fueron desarrollados tal como lo describié (Juszczynski

y col, 2007) usando en ambos casos el kit Vectastain Elite ABC (Vector).

ELISAS

Las citoquinas de ratén IFN-y e IL-10 se determinaron mediante ELISA sets (BD
Biosciences). La determinacién de IL-17 de raton y VEGF humano se realizé
mediante los kits Duo Set (R&D) segun instrucciones de los proveedores. Gall
soluble se determind a través de un ELISA desarrollado en nuestro laboratorio.
Brevemente, se sensibilizaron placas de 96 reservorios (Costar) con el anticuerpo de
captura (2 pug/ml 1gG purificada de conejo anti-Gall) diluido en buffer de sensibilizaciéon
(0,1 M Na,CO;3; pH 9,6) durante toda la noche a 4° C. Luego las placas se lavaron 3
veces con buffer de lavado (PBS pH 7,4; 0,01% Tween-20) y se incubaron con buffer
de bloqueo (2% BSA in PBS) durante 1 h a TA. Posteriormente, se incubaron las
muestras y la curva estandar (100 ul) durante 18 h a 4° C, seguido de 4 lavados. Una
vez finalizados los lavados, se agregd la solucion de deteccion conteniendo el
anticuerpo secundario biotinilado 100 ng/ml durante 1 h seguido de la solucion de
estreptavidina-HRP (0.33 pg/ml; Sigma) durante 30 min a TA. Finalmente se realizaron
3 lavados y se procedio6 al revelado con una solucion de sustrato TMB (0.1 mg/ml de
tetramethylbenzidine y 0.06 % H,O, en buffer fosfato-citrato (0,1 M Ac. Citrico; 0,1 M
Na,PO4H). La reaccion se detuvo con H,SO, 2N y se determiné la absorbancia a una
longitud de onda de 450 nm en un espectrofotometro de placa Multiskan MS
microplate reader (Thermo Electron Corporation). Paralelamente se corrié una curva

estandar de Gall recombinante (2,5 a 320 ng/ml).

ENSAYO DE WESTERN BLOT

Determinacion de la concentracibn de proteinas : Los extractos proteicos se
prepararon en buffer de extraccion (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl; 10mM

EDTA y 1% NP-40) con cocktel de inhibidores de proteasas (Sigma). El lisado se
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incubd en hielo durante 1 h y luego se centrifugd a 12,000 rpm durante 20 min a 4° C.
El sobrenadante obtenido representa el extracto proteico total. La determinacién de la
concentracion de proteinas se realizd utilizando el kit Micro BCA (Pierce) segun
instrucciones del proveedor. La concentracion de proteinas se determind midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotometro de placa
(Labysistems Multiskan). Para cuantificar la absorbancia se realiz6 el mismo
procedimiento con una curva estandar (0,5-100 pg/ml) de albumina sérica bovina
(BSA).

Ensayo de WB: Las muestras se prepararon en buffer de siembra 2X (Laemmli
Sample Buffer; Bio-Rad) y la desnaturalizacion de las proteinas se realiz6 por
incubacién a 100C por 3 min. Se prepararon geles de poliacrilamida (SDS -PAGE). al
10%-15% de 1,5 mm de espesor. Luego de sembrar las muestras, la corrida
electroforética fue realizada en una cuba de electroforesis (Bio-Rad) a 150 V
constante, en buffer de electroforesis (25 mM Tris pH 8,3; 192 mM glicina; 0,1% SDS)
durante 1 h aproximadamente. Posteriormente se realiz6 la transferencia de las
proteinas del gel a membranas de nitrocelulosa: Las proteinas separadas por
electroforesis se transfirieron utilizando un equipo Mini transblot (Bio-Rad) a una
membrana de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) a 200 mA constantes durante
40-110 min. Luego, las membranas se incubaron con buffer de bloqueo (0,15 M NacCl,
50 mM Tris; 0,1% Tween-20 y 5% leche descremada) durante 18 h a 4°C.

Ensayo inmunoquimico: Las membranas, previamente blogueadas, se lavaron con
buffer T.TBS (0,15 M NaCl, 50 mM Tris, 0,1% Tween-20) y posteriormente se
incubaron con el anticuerpo primario diluido en T.TBS. anti-lkB-a (1/500), anti-Erk1/2
(1/2000), anti-phospho-Erk1/2 (1/2000) o anti-actina (1/2000); anti-Akt (1/1000), anti-
phospho-Akt (1/1000), anti-VEGFR2 (1/1000), anti-phospho-VEGFR2 (1/1000) y anti-
HIF-1a (1/200) o policlonal de conejo anti-Gall IgG (1.5 pg/ml). Luego las membranas

se lavaron con buffer T.TBS y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario
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conjugado con peroxidasa anti-ratdbn (1/2000), anti-conejo (1/3000) o anti-cabra
(1/3000) (todos de BioRad) en T.TBS 1% leche durante 1 h. El revelado se realizé con

el Kit de quimioluminiscencia ECL (Amersham Biosciences).

ENSAYO DE PHOSPHO-RTK SIGNALING ARRAYY CO-INMUNOPRECIPITACION

CEs tratadas con diferentes concentraciones de Gall o VEGF, fueron lisadas y 150 ug
de los lisados fueron incubados y analizados para detectar las vias se sefializacion
activadas mediante el kit Human PathScan® RTK Signaling Antibody Array (Cell
Signaling) segun las instrucciones del proveedor. Para los ensayos de co-
inmunoprocipitacién, 500 ug de lisados de ECs tratadas o no con Gall y transfectadas
con siRNA especifico de GnT5 o incubados por 1 h con la endoglicosidasa PNGasa F
gue remueve los N-glicanos de las proteinas fueron incubados con 2 pg de anti-
VEGFR2 (55B11) o con 10 ug de anti-NRP-1 (C-19). Los inmunocomplejos fueron
capturados con Proteina G PLUS-Agarosa (Santa Cruz Biotechnol) y procesados para

WB tal como se describi6 previamente.

ENSAYOS DE PROLIFERACION

Para determinar la proliferacion de CEs en respuesta al agregado de Gall o VEGF, se
sembraron 2 x 10° HUVEC en 200 ul de medio RPMI (10% SFB, 2 mM glutamina) en
microplacas de 96 pocillos por triplicado. Los cultivos se incubaron en estufa a 37°C y
una atmosfera de 5% CO2. Luego de 24 h se agregd 1 uCi de [*H]-timidina (50
Ci/mmol de actividad especifica) por pocillo durante las tltimas 18 h. Al término de ese
tiempo se recuperaron las células utilizando un cosechador semiautomatico, durante
este proceso el ADN de cada cultivo fue recuperado en un papel de filtro y
posteriormente embebido en liquido de centelleo (Optiphase). Finalmente se
determind la incorporacion de timidina en un contador 3 de centelleo liquido (Packard

Instruments).
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ANALISIS DEL PROMOTOR LGALS1Y ENSAYO DE LUCIFERASA

Para evaluar la actividad del promotor de Gall usamos el ensayo de luciferasa en
células co-transfectadas con 500 ng del vector pGL3-Gall que contiene la regién -473
a +67 pb del promotor LGALS1 ligada a el gen de luciferasa (Promega) y 20 ng del
vector reportero control Renilla (pRL-TK, Promega), usando el reactivo FuGene HD de
acuerdo con las instrucciones del proveedor. Luego de 24 h las células fueron
sometidas a los tratamientos requeridos y 18 h después se realizé la lisis celular y se
evaluo la actividad Luciferasa de los lisados mediante quimioluminiscencia utilizando el
kit dual Luciferase assay kit (Promega) en un luminémetro 20/20" (Turner Biosystem).

El andlisis computacional de los sitios putativos para los factores de transcripcion NF-
kB y HIF-1a en el locus LGALS1 correspondiente a + 2400 pb de sitio de inicio del gen
Lgalsl, fue realizado mediante el software Matlnspector (www.genomatix.de). Los
multiples sitios de unién para xB identificados se hallan representados en la Figura

6.1. No fueron hallados sitios para HIF-1a en nuestro andlisis in silico.

#  Position Strand Core Matrix Sequence
1 -2378 + 1 0932 =«

2 -5 + 1 0.901

3 -3 - 0.75 0.865

4 474 - 1 0.894

5 +113 + 1 0.934

6  +409 + 1 0.917

7 +603 + 1 0.946

8 +1185 + 1 0.995

Figura 6.1. Analisis in silico del
promotor de Gall. Arriba, analisis de

CF QQQB(?Q T los sitios putativos de uni'()n kB en la

LGALST = I :: regién proximal de promotor de

|
'—'rlas:— Gall. Abajo, representacion
esquematica del gen Lgals1 y del
RELSMamisan-LiC vector pGL3-gall-Luc usado en el

ensayo que incluye uno de los sitios.

MARCACION INTRACELULAR POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para la deteccion intracelular de citoquinas, linfocitos aislados de ganglios drenantes al
tumor fueron permeabilizados con la solucion Perm2 (BD Bioscience) y marcados con
distintos anticuerpos monoclonales marcados con diferentes fluorocromos: anti-IFN-y
(XMG1.2), anti-IL-17 (TC11-18H10), anti-IL-10 (JES5-16E3), anti-CD4 (GK1.5) o anti-

CD8 (H35-17.2). La presencia de células T regulatorias (T.y) fue determinada


http://www.genomatix.de/
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mediante el kit de deteccién ‘Mouse Treg stainning kit' (eBioscience). Las células
fueron analizadas en un citobmetro de flujo FACSAria (BD Biosciences) y los datos se

procesaron usando el programa FlowJO.

ANALISIS DEL TRANSCRIPTO DE GAL1 POR MICROARRAYS EN TUMORES KS

Para examinar los niveles de expresion de Gall en tumores humanos y murinos
asociados a sarcoma de Kaposi utilizamos los arrays de genoma humano total Hg-
U133A (Affymetrix) y el array murino 430 2.0 (Affymetrix) tal como se describié (Mutlu
y col., 2007; Wang y col, 2004). Los datos (intensidad de fluorescencia de las celdas y
analisis estadistico) fueron analizados usando el programa GeneSpring 7 (Agilent) con

el fin de representar los datos normalizados.

ANALISIS DE RT-PCR EN TIEMPO REAL (qPCR)

Para los analisis de RNA mensajero de los distintos genes, utilizamos la técnica de
gPCR en muestras de cDNA generado a partir de RNA total aislado de las células
usando Tryzol (Invitrogen) segun instrucciones del proveedor. Para los ensayos
usamos el Kit “Cyber green PCR master mix” y el equipo ABI Prism 7500 sequence
detection software (Applied Biosystem) segun instrucciones del proveedor y de
acuerdo al procedimiento descripto (llarregui y col.,, 2009). Los primers humanos

usados fueron:

GAL1 forward: 5-GAACCTGGGTAAAGACA-3’; reverse: 5-TTGGCCTGGTCGAAGGTGAT-3’;
RNA18S1 forward: 5’ GCCGGGGGCATTCGTATT-3’; reverse: 5-TCGCTCTGGTCCGTCTTGCG-3';
GCNT1 forward: 5CTCCTGAGACTCCGGGGTCAGA-3’; reverse: 5-CTAGGCGGTCCGTGCCCTAGC-3;;

GNTS5 forward: 5TGCCCCTGCCGGGACTTCAT-3; reverse: 5'- CAGCAGCATGGTGCAGGGCT-3'.

PATOLOGIAS HUMANAS E INMUNOHISTOQUIMICA

Para el andlisis de expresion de Gall en patologias humanas, utilizamos muestras de
41 patologias vasculares, 16 melanomas humanos y un tissue arrray comercial de

cancer prostatico. A tal fin, cortes de 5 um de las biopsias de pacientes cedidas por el
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laboratorio de Anatomia Patoldgica del Centro de Medicina Integral del Comahue
(CMIC), Universidad Nacional de Comahue (Neuquén, Argentina), bajo consentimiento
expreso de los pacientes y acorde a las normas de bioética del Instituto de Biologia y
Medicina Experimental (IByME) y del Hospital de Clinicas ‘José de San Martin’ (UBA).
Los estudios de inmunomarcacion de las biopsias se realizaron tal como fue descripto
(Juszczynski y col.,, 2007). Brevemente, los cortes incluidos en parafina fueron
desparafinados en xilol durante 15 min e hidratados por sucesivos pasajes de 10 min
por alcohol de graduaciones decrecientes, alcohol/xilol 1:1; etanol 100°; etanol 95°;
etanol 70°y PBS. La actividad peroxidasa intrinseca del tejido, se inhibi6 con 3 %
de H,O, en H,O 30 min. a TA en oscuridad. Posteriormente se realiz6 la recuperacion
antigénica en una soluciéon de buffer citrato pH=6 0,01 M en microondas (800W).
Seguidamente se bloqued la muestra con suero de caballo diluido 1/100 en PBS
(Vector; Burlinghame) durante 40 min a TA y la muestra se incub6 con los anticuerpos
primarios anti-Gall (1/500), anti-CD31 (1/100) o anti-CD34 (1/200) toda la noche a 4°
C en camara humeda. Al dia siguiente los cortes fueron incubados 1 h en camara
hameda con anticuerpo secundario anti-lgG biotinilado 1/100 en PBS (Vector) seguido
de dos lavados de 5 min en PBS. Luego, se agrego6 el complejo ABC (Vectastain ABC
Kit elite) segun instrucciones del proveedor (Vector), La solucion cromégena de 3,3-
diaminobenzidina (DAB) se prepar6 segun las instrucciones del proveedor (Dako,) y la
reaccion se detuvo con H,O a los 5 min. Posteriormente, se realiz6 tincidon de contraste
con hematoxilina de Mayer (Biopur) y los vidrios se montaron en soluciéon de montaje
DEPEX (Biopore). Las observaciones se realizaron en un microscopio de campo claro
bajo aumento de 100-400X (Nikkon E200) y las imagenes capturadas con camara
digital (Nikkon E5) montada al microscopio.

ANALISIS ESTADISTICO

La significancia estadistica de los resultados se determiné utilizando el test estadistico
t de Student, ANOVA o andlisis no paramétricos de Kruskal Wallis utilizando el

software GraphPad Prism. Valores de P < 0,05 fueron considerados significativos.
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8. ABREVIATURAS

Para la mayoria de las abreviaturas usadas en esta tesis, optamos por la sigla en
inglés a los fines de evitar confusiones dado que la mayoria de éstas son

extensamente usadas en la bibliografia esta forma.

488-Gall Galectina-1 marcada fluorescentemente

Angl Angiopoyetinal

Ang2 Angiopoyetina2

AS Acido sialico (acido N-acetilneuraminico)

aSMA a-actina de musculo liso (a-smooth muscle actin)

CD Cluster de diferenciacion

CEs Células endoteliales

CESE Ester de succinimidyl carboxifluoresceina (Carboxyfluorescein succinimidyl
ester

COX-2 ciclooxigenasa-2

DC Célula dendritica (Dendritic cell)

EGF Factor de crecimiento epidermal (Epidermal growth factor)

ERK Quinasa regulada por sefnales extracelulares (Extracellular signal-regulated
kinase)

FGF Factor de crecimiento fibroblastico (Fibroblast growth factor)

FITC Isotiocianato de fluoresceina

Gall Galectina-1

GAPDH  Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa

a-1-6 N-acetilglucoaminiltransferasa 1 (al-6-N-

GCNTL acetylglucosaminyltransferase-1 )

GM-CSF Factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos

Gnt5 N-Acetilglucoaminiltrasferasa 5 (N-acetylglucosaminyltransferase 5)
GSL-1B4 Griffonia simplicifolia isotipo B4

HIF-1a Factor de transcripcién inducido por hipoxia 1a

HPA Helix pomatia agglutinin

Hpi-1 Hypoxiprobe-1


http://www.google.com/search?hl=es&client=firefox-a&rls=org.mozilla:es-ES:official&channel=s&biw=1440&bih=716&&sa=X&ei=JQZLTeO6EYPEgAfszLxF&ved=0CBUQvwUoAQ&q=alpha+smooth+muscle+actin&spell=1�

IDO
IFN

INK
LEL
L-HPA
mAb
MAL Il
MC
MIF
MMPs
NAC
NF.xB
NRP1
PD-1

PDGF
PDGFR-

PD-L1
PGE2
PHD
PIGF
PNA
gPCR
RGS5
RNAI
ROS
RTKs
shRNA
SNA
TA

Indoleamina 2,3-dioxigenasa
Interferon

Interleuquina

c-Jun quinasa (c-Jun N-terminal kinase)
Lycopersicon esculentum lectin
Phaseolus vulgaris lectin
Anticuerpo monoclonal

Maackia amurensis lectin

Medio condicionado libre de suero
Factor inductor de mitosis
Metaloproteasas de la matriz
N-acetil-cisteina

Factor nuclear kB

Neuropilina-1
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Molécula asociada a la muerte programada tipo 1 (Programmed death-1)

Factor de crecimiento derivado de plaquetas

Receptor B del factor de crecimiento derivado de plaquetas

Ligando de PD-1

Prostaglandina E2
Prolil-hidroxilasa

Factor de crecimiento placentario

Peanut agglutinin (Aglutinina del mani)

PCR cuantitativa (reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real)

Regulador de la sefalizacion de proteinas G 5 (Regulator of G-protein

signaling 5).
RNA de interferencia

Especies reactivas del oxigeno
Receptores de tirosina quinasa
Short hairpin RNA

Sambucus nigra agglutinin

Temperatura ambiente



TAM
TCR
TDLN
TGF-B
Th

TNF

Trl

Treg
VEGF
VEGFR2

ABREVIATURAS

Macréfago asociado a tumores

Receptor de antigeno de células T

Ganglios linfaticos drenantes al tumor

Factor de crecimiento transformante beta

Célula T helper

Factor de necrosis tumoral (Tumor necrosis factor)
Células T regulatorias productoras de IL-10
Células T regulatorias CD4"CD25 Foxp3*

Factor de crecimiento del endotelio vascular

Receptor 2 del factor de crecimiento del endotelio vascular
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