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Resumen 

 

 

Relevancia de la interacción de Galectina-1 y  

Aminopeptidasa N/CD13 en el hepatocarcinoma 

 

Resumen  

 

El carcinoma hepatocelular o CHC es la tercera causa de muerte a nivel global y 

su incidencia equipara al índice de mortalidad, lo que refleja la pobre prognosis y la 

limitación de opciones terapéuticas. Galectina-1 (Gal-1) es una proteína con afinidad 

por β-galactósidos que se encuentra drásticamente aumentada en el CHC y se asocia con 

peores desenlaces. Previamente identificamos a CD13 como un receptor de Gal-1 en las 

células endoteliales sinusoidales derivadas de un tumor hepático, SK-HEP-1, por medio 

de técnicas proteómicas. CD13 es una exopeptidasa de membrana altamente glicosilada 

cuyos niveles se encuentran aumentados en células endoteliales durante la angiogénesis 

tumoral. En este trabajo, nos propusimos estudiar la relevancia de la interacción de Gal-

1 y CD13 en la diseminación de las células de CHC y la neovascularización del 

endotelio sinusoidal hepático.  

  Caracterizamos la expresión de Gal-1 y CD13 en muestras de pacientes con 

CHC, en líneas celulares de hepatocitos tumorales y en células endoteliales, mediante 

ensayos in silico e in vitro. Confirmamos la interacción física y directa de ambas 

proteínas y estimamos su constante de afinidad en experimentos de resonancia 

plasmónica de superficie. Mediante la modulación de los niveles de expresión proteica, 

demostramos que tanto CD13 como Gal-1 participan en los procesos de diseminación y 

angiogénesis tumoral.  Demostramos también una cooperación de ambas proteínas en la 

tubulogénesis de células SK-HEP-1, donde la presencia de CD13 sería importante para 

que Gal-1 pueda ejercer su efecto pro-angiogénico tumoral. 
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Resumen 

 

 

Relevance of the Galectin-1 and  

Aminopeptidase N/CD13 interaction in hepatocellular carcinoma 

 

Abstract 

 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the third leading cause of death worldwide, 

with an incidence rate that closely matches its mortality rate, reflecting its poor 

prognosis and limited therapeutic options. Galectin-1 (Gal-1) is a β-galactoside-binding 

protein that is drastically overexpressed in HCC and is associated with worse clinical 

outcomes. Previously, we identified CD13 as a Gal-1 receptor in sinusoidal endothelial 

cells derived from a hepatic tumor, SK-HEP-1, using a proteomic approach. CD13 is a 

highly glycosylated membrane-bound exopeptidase that is upregulated in endothelial 

cells during tumor angiogenesis. In this study, we aimed to investigate the relevance of 

the Gal-1/CD13 interaction in HCC cell dissemination and sinusoidal endothelial 

neovascularization.  

We characterized the expression of Gal-1 and CD13 in patient-derived HCC 

samples, tumor hepatocyte cell lines, and endothelial cells using both in silico and in 

vitro assays. We confirmed the direct physical interaction between these two proteins 

and estimated their binding affinity constant by surface plasmon resonance experiments. 

Through the modulation of protein expression levels, we demonstrated that both CD13 

and Gal-1 contribute to tumor cell dissemination and angiogenesis. Furthermore, we 

showed that these proteins cooperate in SK-HEP-1 cell tubulogenesis, where CD13 

appears to be essential for Gal-1 to exert its tumoral pro-angiogenic effect. 
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Sección 1: Carcinoma hepatocelular  

 

1.1 Consideraciones generales del hígado  

 

El hígado es el órgano sólido más grande del cuerpo humano llegando a 

representar en individuos adultos el 2,5 % de su peso corporal. Posee una importancia 

fundamental para la vida, con numerosas funciones que exceden el marco de la 

fisiología digestiva: producción exócrina de bilis para la digestión y absorción de 

lípidos y vitaminas en el intestino delgado; absorción y metabolización de bilirrubina; 

depósito de hierro en forma de ferritina, cobre, vitaminas A, D, E, K y B12, producción 

de factores coagulantes de la sangre; depuración de sustancias tóxicas; metabolización y 

regulación de carbohidratos, lípidos, proteínas, hormonas y grupo hemo; y participación 

en la respuesta inmunitaria [1], [2]. 

Este órgano presenta doble suministro sanguíneo compuesto por dos grandes 

vasos aferentes: la arteria hepática y la vena porta, y por una vía eferente conformada 

por tres venas hepáticas que desembocan en la vena cava inferior. El 75 % de la sangre 

que llega al hígado, rica en nutrientes, lo hace por el circuito portal desde todo el tracto 

gastrointestinal, así como también desde el páncreas y el bazo. El 25 % de la sangre 

restante llega oxigenada, a través de la arteria hepática proveniente de la vía aórtica. 

Estos vasos sanguíneos ingresan juntos al hígado por el hilio y se subdividen en 

capilares cada vez más pequeños llamados sinusoides hepáticos que irrigan los 

lobulillos hepáticos. Por otra parte, los conductos biliares se inician en canalículos 

biliares que confluyen en conductos mayores para formar el conducto biliar común o 

colédoco que sale del hilio y transporta la bilis secretada por el hígado, en dirección 

opuesta a la de la sangre, hacia la segunda porción del duodeno (Fig. 1).  
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Figura 1. Irrigación sanguínea del hígado. Esquema simplificado del doble suministro sanguíneo por la 

arteria hepática y la vena porta que ingresan juntas al hígado por el hilio y se subdividen en sinusoides 

hepáticos que irrigan los lobulillos hepáticos. La irrigación continúa hacia vénulas hepáticas en el centro 

de los lobulillos que a través de tres venas hepáticas desembocan en la vena cava inferior. Los canalículos 

biliares confluyen en conductos mayores para formar el colédoco hacia la vesícula biliar y el duodeno. 

Imagen tomada y adaptada de https://Olga Bolbot/shutterstock.com. 

 

El lobulillo hepático clásico es la unidad estructural y funcional del hígado (Fig. 

2A). La división del órgano en segmentos funcionales se corresponde con las ramas de 

irrigación sanguínea hacia los sinusoides y de drenaje biliar hacia el conducto biliar. El 

lobulillo está compuesto por una masa de tejido hexagonal formado por pilas de 

cordones anastomosados de hepatocitos de una sola célula de espesor, separados por el 

sistema interconectado de sinusoides que irrigan las células (Fig. 2A). En los ángulos 

del hexágono se encuentran las tríadas portales (arteria hepática, vena porta y conducto 

biliar) y en el centro del lobulillo, una vénula hepática terminal, en la cual desembocan 

los sinusoides (Fig. 2B). Esta disposición tisular da como resultado un flujo sanguíneo 

sinusoidal desde el perímetro del hexágono hacia el centro, lo que determina un 

gradiente de oxígeno y una distribución y actividad enzimática, distintas. Se pueden 

diferenciar tres zonas concéntricas en forma de rombo entre dos lobulillos (Fig. 2C), en 
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la zona 1 se ubican las células que primero reciben oxígeno, nutrientes y toxinas desde 

la sangre sinusoidal y en la zona 3 se localizan las primeras células en sufrir necrosis 

isquémica (necrosis centrolobulillar) como consecuencia de insuficiencia cardíaca [3]. 

Figura 2.  Lobulillo hepático clásico. (A) Los hepatocitos están organizados en cordones anastomosados 

irregulares que irradian hacia la vena central. (B) Los ángulos del lobulillo clásico poligonal están 

ocupados por la tríada portal, la cual contiene ramas de la vena porta, la arteria hepática, los conductos 

biliares y los vasos linfáticos de pequeño calibre. Los sinusoides hepáticos forman canalículos vasculares 

irregulares que transcurren paralelos y entre los cordones de hepatocitos. En el panel inferior (C) se 

observa el acino hepático, una interpretación funcional de la organización hepática. Consiste en sectores 

contiguos de lobulillos clásicos separados mediante vasos sanguíneos de distribución. Las zonas marcadas 

1, 2 y 3 poseen irrigación diferencial siendo la zona 1 irrigada con sangre más nutritiva y oxigenada. 

Tomado y adaptado de [3]. 

 

Citológicamente, el hígado se encuentra formado por células epiteliales 

parenquimatosas, o hepatocitos, que representan el 80 % de la masa hepática total. Entre 

3-5 % del órgano se compone de células epiteliales biliares, o colangiocitos, los cuales 

constituyen la pared de los conductos biliares. El resto está conformado por células no 

parenquimatosas como son las células endoteliales sinusoidales (CES) y células de 

Kupffer, o macrófagos, principalmente. Otros residentes del tejido en menor proporción 

son las células estrelladas, o células de Ito, que se activan cuando hay lesión hepática, y 

las células inmunitarias natural killer (NK) con efecto citotóxico [1].  
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1.1.1  Hepatocitos   

 

Los hepatocitos constituyen el 80 % de la población celular del hígado. Son 

células epiteliales poligonales, de gran tamaño (20-30 m), con un núcleo esferoidal en 

el centro de la célula. Dado que los hepatocitos están involucrados en dos sistemas de 

flujo contrarios (síntesis y secreción de bilis por un lado, y absorción, procesamiento y 

secreción de componentes de la sangre sinusoidal por el otro), exhiben un fenotipo de 

polaridad celular único. La superficie basal-sinusoidal está en contacto con el espacio de 

Disse mientras que la superficie apical se comunica con el hepatocito contiguo para 

formar un canalículo biliar bordeado por uniones estrechas. Un solo hepatocito puede 

formar lumen con tres células vecinas y tener también dos dominios basales 

sinusoidales. A diferencia de la mayoría de los tejidos epiteliales, los hepatocitos no 

depositan suficientes moléculas de matriz extracelular (MEC) para formar una lámina 

basal ya que no se encuentra laminina ni nidógenos (entrecruzadores de matriz) en el 

microambiente de la MEC de hepatocitos maduros. La presencia de múltiples 

superficies basales-sinusoidales y la ausencia de membrana basal podrían haber 

evolucionado para maximizar el intercambio bidireccional de macromoléculas entre los 

hepatocitos y la sangre [4].  

La MEC hepática es de baja densidad y se compone principalmente de 

fibronectina y colágeno tipo I, y cantidades menores de colágeno tipo III, IV, V y VI. La 

interacción entre la MEC y las células hepáticas es esencial para una homeostasis 

normal y su modificación resulta en una función hepática perturbada [5]. 

 

1.1.2 Colangiocitos  

 

 Los colangiocitos son células epiteliales (3-5 % de la población celular hepática) 

que forman las paredes de conductillos y conductos biliares. La bilis es transportada 

desde los canalículos biliares, formados por hepatocitos, a través del conducto de 

Hering, formado por hepatocitos y colangiocitos, hacia los conductillos biliares [3]. Se 

postula que los conductos de Hering actúan como reservorios de células progenitoras 

hepáticas, los cuales podrían migrar y diferenciarse a hepatocitos en estados patológicos 

[6]. Los colangiocitos modifican la composición de la bilis a través de la secreción de 

electrolitos y bicarbonato, entre otros procesos. Fisiológicamente son células 
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quiescentes, pero se vuelven proliferativas durante la injuria hepática como la 

obstrucción biliar extrahepática o la ingestión crónica de alcohol, toxinas o drogas [7].  

 

1.1.3 Células endoteliales sinusoidales hepáticas (CESHs) 

 

Las CESHs conforman más del 15 % de las células residentes del hígado, 

forman la pared de los sinusoides hepáticos y representan la interfase entre el plasma 

sanguíneo y los cordones de hepatocitos. Son células endoteliales altamente 

especializadas con una arquitectura discontinua, sin membrana basal, con fenestraciones 

sin diafragma, dispuestas en placas cribosas, lo que se traduce en una barrera permeable 

a los hepatocitos, de los cuales se encuentran separadas por el espacio de Disse [8]. Las 

fenestraciones miden entre 150 y 175 m, se agrupan en placas cribosas (entre 20-40 

fenestraciones) y ocupan aproximadamente un 8 % de la superficie endotelial. Actúan 

como un filtro dinámico dejando atravesar partículas menores al diámetro del poro. 

Dicho tamaño de poro es regulado por actina, miosina y pequeñas GTPasas, como Rho 

o calmodulina dependiente de calcio [9], [10]. Este fenotipo particular de la célula 

endotelial facilita la oxigenación de los hepatocitos y mejora su exposición a las 

macromoléculas de la circulación portal [11].  La modificación de las propiedades de las 

fenestraciones es un proceso natural conocido como pseudo-capilarización, asociado a 

la edad y la hipoxia [12], mientras que la capilarización es la pérdida total de 

fenestraciones y precede al desarrollo de la mayoría de las enfermedades hepáticas 

crónicas como el carcinoma hepatocelular (CHC) [13].  

Esta vasculatura no posee células musculares de tipo liso que generen óxido 

nítrico (ON); sin embargo, las CESHs son las principales productoras de dicho gas. La 

producción de ON ocurre por el efecto de la tensión tangencial sobre la enzima óxido 

nítrico sintasa endotelial (eNOS) que induce la supresión de moléculas 

vasoconstrictoras como endotelina-1 (ET-1) [14], [15]. Los efectos de ET-1 sobre la 

modulación del tono vascular fueron observados en las células de Ito [16], actuando de 

forma parácrina sobre ellas en el espacio de Disse. Así, las CESH saludables mantienen 

a las células de Ito en reposo, inhibiendo su vasoconstricción [17] (Fig.3).   

Otra característica distintiva de este endotelio particular es la alta capacidad 

endocítica, que combinada con una importante actividad lisosomal le otorga a las CESH 

la habilidad de eliminar macromoléculas solubles y moléculas pequeñas a través de 
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receptores de endocitosis (receptores scavenger como estabilina-1/2) [18]. Estas células 

también contribuyen al transporte de moléculas a través de la transcitosis [8].  

Las CESHs expresan un singular conjunto de moléculas de adhesión que 

incluyen ICAM-1 (molécula de adhesión intercelular 1), VCAM-1 (molécula de 

adhesión a células vasculares) y selectinas. La expresión de CD31 (PECAM-1 o 

molécula de adhesión a plaquetas y células endoteliales) en las CESHs ha sido objeto de 

debate durante mucho tiempo por la inconsistencia en su detección con diferentes 

métodos. Sin embargo, se pudo detectar el receptor en el interior de las CESHs 

normales, y recién al sufrir éstas el proceso de capilarización, CD31 se detectó en la 

membrana plasmática, como en el resto de los tejidos endoteliales [19]. No existe un 

marcador específico de las CESHs, la mayoría de los investigadores utiliza una 

combinación específica particular lo que da lugar a diferencias muy significativas. Entre 

los marcadores consensuados se encuentran CD32b+, CD4+, VEGFR2+, VE (vascular 

endotelial)-Cadherin+, Stabilin-1+, Factor VIII+, CD33+, CD31- y CD34- [20]. 

Recientemente fue propuesto un prometedor gen marcador específico en ratón, Oit3 

[21]. 

Las CESHs comparten la expresión de algunos receptores con las células de 

Kupffer, por ejemplo, los receptores de reconocimiento de patrones tipo Toll [22], la 

capacidad endocítica descripta previamente, expresión de antígenos e inmunocomplejos 

[23], [24]. Por otro lado, las CESHs también funcionarían como células presentadoras 

de antígenos ya que expresan el complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) tipo I y 

II y existe evidencia que sugiere la presentación cruzada de antígenos a linfocitos T 

CD8 y CD4, contribuyendo así a la inmunotolerancia hepática [25]. 

 

1.1.4 Células de Kupffer  

 

 Las células de Kupffer son macrófagos residentes hepáticos con un rol esencial 

en el sistema inmune e inflamación. Están asociadas a la monocapa endotelial, en la 

cara luminal, donde ejercen sus funciones [11]. La cantidad de macrófagos en la zona 1 

del acino hepático es el doble aproximadamente respecto del que se encuentra en la 

zona 3. Dichas células de la zona 1 exhiben mayor capacidad fagocítica y producción de 

TNF- (factor de necrosis tumoral ), PGE2 (prostaglandina E2) e IL-1 (interleuquina 

1) que las de la zona 2 [26](Fig. 2C).  
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1.1.5 Células estrelladas  

 

Las células estrelladas o de Ito son los pericitos del endotelio sinusoidal 

hepático. Se localizan en el espacio de Disse, donde una célula puede envolver hasta 4 

CESH y regular el flujo sanguíneo sinusoidal por contracción. En estado fisiológico 

normal, estas células se encuentran en estado quiescente, almacenan vitamina A en 

gránulos internos y secretan componentes de la MEC. En estados patológicos, las 

células estrelladas se activan y desdiferencian hacia miofibroblastos proliferativos y 

fibróticos, secretando grandes cantidades de colágeno a la matriz. Este proceso es 

identificado como el principal impulsor de la fibrosis hepática. Las CESH saludables 

promueven la desactivación de las células de Ito a través de la producción de ON 

estimulada por VEGF-A (factor de crecimiento vascular A), mientras que el endotelio 

capilarizado pierde dicha propiedad [11], [17] (Fig. 3).  

 

1.1.6 Células pit  

 

 Los linfocitos natural killer residentes del hígado se denominan células pit. 

Representan una población pequeña (1 cada 10 células de Kupffer), se encuentran 

asociados a la cara luminal del endotelio sinusoidal en contacto con los macrófagos. A 

diferencia de éstos, las células pit no poseen función endocítica ni fagocítica. En 

experimentos in vitro se ha observado la capacidad de inducir apoptosis en células 

tumorales mediante la secreción de perforina y granzima [27].  

 Las interacciones entre las distintas células residentes del hígado desencadenan 

procesos de crecimiento, proliferación, migración y diferenciación o mantenimiento de 

un fenotipo regular. Células en estado saludable o dañadas se vuelven reguladores 

positivos o negativos de las células vecinas a través de la producción de citoquinas, 

factores de crecimiento, segundos mensajeros y hormonas. A la MEC se la considera 

depositaria de estas moléculas, además de proteínas que pueden ser liberadas o 

utilizadas por células en la proximidad, otorgándole un rol central en la comunicación 

en el sinusoide (Fig. 3) [11].  
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Figura 3. Comunicación entre células residentes del sinusoide hepático en enfermedades crónicas 

del hígado. La desregulación inicial de hepatocitos y células endoteliales sinusoidales hepáticas (CESH) 

debido a una injuria hepática conduce a una compleja red de interacciones parácrinas (flechas rojas) con 

células estrelladas hepáticas quiescentes (qCEH) y células de Kupffer (CK) produciendo, en última 

instancia, un microambiente sinusoidal disfuncional, compuesto por CESH disfuncionales (dCESH), 

células estrelladas activadas (aCEH), células de Kupffer activadas (aCK) y hepatocitos disfuncionales y 

necrópticos. Las características fenotípicas de cada tipo celular se pierden progresivamente con el avance 

de la enfermedad hepática dando lugar a la pérdida de fenestraciones y vasodilatación en las CESH, 

deposición de MEC por las aCEH y aparición de un perfil proinflamatorio de las aCK. Tomado y 

adaptado de [11]. 

 

Poder dilucidar los mecanismos de esta comunicación particular en el sinusoide 

hepático resulta fundamental para profundizar en el conocimiento del hígado y sus 

patologías.  

 

1.2 Carcinoma hepatocelular  

 

1.2.1 Generalidades y epidemiología 

 

 El carcinoma hepatocelular o hepatocarcinoma (CHC) es el tipo de cáncer 

primario de hígado más frecuente (85-90 % total de los casos), seguido por el 

colangiocarcinoma. Es la tercera causa de muerte y el sexto cáncer más diagnosticado a 

nivel global [28], siendo la incidencia en hombres aproximadamente el doble que en 

mujeres y más predominante en Asia Oriental y África [29]. En Argentina, la tasa de 
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incidencia es menor a 5,6 casos anuales por cada 100.000 habitantes, equivalente a un 

nivel intermedio a nivel mundial [30].  

Más del 90 % de los casos de CHC ocurren en un contexto de enfermedad 

hepática crónica. La cirrosis, independientemente de la etiología, es el factor de riesgo 

más importante. Los factores etiológicos más frecuentes incluyen el consumo crónico de 

alcohol, esteatosis no alcohólica asociada a diabetes u obesidad, infección por virus de 

hepatitis B o C y la edad, siendo la incidencia más alta en personas mayores a 70 años 

de edad. Menos frecuente son las cirrosis ocasionadas por colangitis biliar primaria o 

hemocromatosis [31]. En Argentina, las etiologías principales derivan de infecciones 

crónicas con el virus de la hepatitis C y alcoholismo. La enfermedad del hígado graso 

no alcohólico recientemente renombrada enfermedad hepática esteatótica asociada a 

disfunción metabólica (MASLD, por sus siglas en inglés) aumenta año a año como 

factor de riesgo [30].  

 

1.2.2 Clasificación clínica   

 

El sistema de clasificación por estadios utilizado generalmente en cáncer por la 

AJCC (American Joint Committee on Cancer) depende únicamente de la extensión de 

las lesiones, pero en el cáncer de hígado esto es más complicado ya que los pacientes 

tienen daño en el resto del órgano junto al carcinoma. Esto afecta no solo las opciones 

de tratamiento sino las perspectivas de supervivencia. Por esta razón, se han 

desarrollado otros sistemas de clasificación específicos que tienen en cuenta la función 

hepática también, siendo el más utilizado el de BCLC (Barcelona Clinic Liver Cancer) 

que incorpora el sistema de estadios de cirrosis Child-Pugh. En base a los niveles 

sanguíneos de bilirrubina, albúmina y tiempo de protrombina, más la evaluación de 

fluido ascítico en abdomen y la existencia de encefalopatías, el CHC se categoriza en 

estadios A (función hepática normal), B (anomalías leves) y C (anomalías severas) [32].  

La clasificación BCLC se divide en 5 etapas (0-A-B-C-D), las cuales van 

asociadas a una estrategia de tratamiento específica para cada una (Fig. 4) [33]. En 

estadios tempranos se puede recurrir a las terapias más efectivas que incluyen la 

resección quirúrgica o el trasplante, pero menos del 40 % de los pacientes son 

diagnosticados en este estadio. Aun así, la tasa de recurrencia y metástasis post-cirugía 

es muy elevada [34], [35]. 
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Figura 4. Clasificación BCLC y estrategias de tratamiento para CHC. Descripción de etapas de 

hepatocarcinoma: 0 (muy precoz), A (precoz), B (intermedia), C (avanzada) y D (terminal). Clasificación 

de cirrosis hepática Child-Pugh: A (función hepática normal), B (anomalías leves) y C (anomalías 

severas). Capacidad funcional (CF) sin síntomas = 0; 1 = con síntomas leves, capaz de hacer actividad 

ligera; 2 = capaz de autocuidarse, pero no de trabajar; 3 = capacidad limitada de autocuidado, en cama o 

sentado > 50 % del tiempo; 4 = dependiente, postrado. Tomado de [36]. 

 

1.2.3 Fisiopatología  

 

El mecanismo fisiopatológico para el desarrollo del CHC es un complejo 

proceso de múltiples etapas. La interacción de varios factores son el origen de los 

primeros pasos de la transformación maligna del hepatocito y el desarrollo del CHC. 

Entre ellos se incluyen una predisposición hereditaria, interacciones recíprocas entre 

factores de riesgo virales y no virales, el microambiente tumoral, infiltración inmune y 

la severidad de la enfermedad hepática crónica de base [31].  

La célula de origen del CHC es objeto de debate. El modelo actual propone el 

desarrollo metastásico a partir de células madre hepáticas, mientras que 

tradicionalmente se atribuyó a la transformación de hepatocitos maduros, los cuales 

poseen una vida media de 5 meses y retienen un considerable potencial proliferativo en 

respuesta a una injuria. Dada la alta plasticidad celular y metaplasia, la morfología y 

firma epigenética de un tumor no necesariamente refleja la célula de origen [37]. 
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En el CHC se han identificado alteraciones recurrentes en proto-oncogenes o 

genes supresores de tumores. La activación de telomerasas debido a una mutación del 

promotor TERT, inserciones virales, traslocación cromosómica o amplificación génica, 

son las alteraciones más frecuentes observadas en ~80 % de los casos. Se demostró 

también la activación de la vía WNT-β-catenina en el 30-50 % de los casos a causa de 

mutaciones en el gen de β-catenina (CTNNB1), AXIN1 o inactivación de APC 

(inhibidores de la vía WNT) [38], [39]. Otras mutaciones frecuentes se encuentran en 

genes involucrados en el control del ciclo celular (TP53, RB1, CCNA2, CCNE1, PTEN, 

ARID1A, ARID2, RPS6KA3 o NFE2L2), en genes implicados en la regulación 

epigenética, en el estrés oxidativo y en las vías de MAPK (proteína kinasa activada por 

mitógenos) y AKT–mTOR, como así también en los genes CCND1, FGF19, VEGFA, 

MYC o MET, donde se observan amplificaciones que conducen a la activación de varias 

vías de señalización proto-oncogénicas [40][31]. A pesar de que las mutaciones se 

acumulan azarosamente, ciertos genes específicos están emparentados con subclases 

moleculares de CHC definidas por perfiles transcriptómicos y fenotipos histológicos 

[41], [42].  

Las clases moleculares de CHC fueron definidas en base al principal conductor 

molecular (driver) y las vías de señalización involucradas o estatus inmune del tumor. 

Se definen según las alteraciones genómicas, el perfil histopatológico y desenlace 

clínico (Fig. 5). La clase proliferativa constituye el ~50 % de los casos de CHC, está 

enriquecida en mutaciones en el gen TP53 y en amplificaciones de los genes FGF19 o 

CCND1, está asociada a la infección por el virus de hepatitis B y tiene el peor 

pronóstico. Incluye dos subclases: progenitor y de la vía WNT–TGFβ (factor de 

crecimiento transformante β). La primera se caracteriza por la activación de las vías 

proliferativas clásicas (PI3K (fosfoinositol-3-kinasa)–AKT–mTOR, RAS–MAPK, 

cascadas de señalización MET e IGF (factor de crecimiento similar a insulina) y por la 

expresión de marcadores moleculares de células progenitoras como EPCAM (molécula 

de adhesión de células epiteliales) y α-fetoproteina (AFP). El grupo WNT–TGFβ está 

caracterizado por la vía de activación no canónica WNT.  

Por otro lado, la clase no proliferativa prevalece en el CHC asociado al consumo 

alcohólico y a la infección crónica con el virus de hepatitis C, y presenta mejores 

desenlaces clínicos. Se observan al menos dos subclases dentro de este grupo: una 

caracterizada por la activación de la vía WNT, asociada a mutaciones en el gen 
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CTNNB1, y la otra se caracteriza por la activación de la señalización del IFNα 

(interferón alfa) (Revisado en [31] (Fig. 5).  

Figura 5. Clasificación molecular de CHC. Breve resumen de clases y subclases moleculares de CHC, 

principales mutaciones y vías de señalización, características clínicas y etiologías de cada subtipo. 

Tomado y adaptado de [41]. 

 

1.2.4 Roles de las CESHs en el CHC  

 

 Como ya se mencionó previamente, el desarrollo del CHC ocurre, la mayoría de 

las veces, en un contexto de enfermedad hepática crónica desde una lesión precancerosa 

a un tumor metastásico avanzado. Los nódulos displásicos se nutren de sangre 

preferentemente de la vía portal, pero en las primeras etapas del CHC ocurre un viraje 

hacia el suministro por vía arterial. De hecho, la detección de hipervascularización 

arterial es parte de los métodos no invasivos para establecer el diagnóstico clínico de 

CHC [43]. Las CESHs capilarizadas participan en este proceso de angiogénesis, 

coagulación y fibrinólisis que remodelan la vasculatura tumoral y dan como resultado 

un tumor altamente irrigado que promueve la tumorigénesis y el desarrollo de 

metástasis [44]. Las CESHs diferenciadas o maduras son capaces de mantener a las 

células estrelladas quiescentes en parte, debido a la liberación del factor de crecimiento 

de endotelio vascular (VEGF por sus siglas en inglés) que las mantiene en ese estado. 

Por lo tanto, las CESHs son las principales protectoras de la fibrosis a través de este 

mecanismo. Las CESHs capilarizadas liberan fibronectina, lo cual se ha demostrado que 
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promueve la activación de las células estrelladas. La acumulación de colágeno en el 

espacio de Disse podría contribuir a la pérdida de fenestraciones endoteliales agravando 

la fibrosis hepática y autoperpetuando un ciclo proinflamatorio entre células estrelladas 

y CESHs capilarizadas que contribuyen a la extensión de la fibrosis (Revisado en [11]). 

La regeneración hepática implica la participación no solo de los hepatocitos sino 

también de componentes del plasma como, células progenitoras sinusoidales y del 

sistema inmune, y plaquetas. Ante una injuria se induce la expresión hepática de VEGF, 

lo que induce el reclutamiento de células progenitoras sinusoidales ricas en factores de 

crecimiento hepatocitario (HGF) a la vez que promueve la expresión de este factor en 

CESHs residentes. HGF estimula la proliferación de hepatocitos y los progenitores 

sinusoidales reemplazan las CESHs perdidas en la lesión original. Los cuerpos 

apoptóticos de los hepatocitos producidos, capturados por las células estrelladas y las de 

Kupffer contribuyen a la activación de las mismas [45]. Luego de la injuria también se 

reclutan y secuestran plaquetas, que se adhieren a las CESHs. La activación plaquetaria 

subsiguiente resulta en la liberación de gránulos plaquetarios que estimulan también la 

proliferación de los hepatocitos. Las plaquetas también activan a las CESHs peri-

tumorales, las cuales secretan factores de crecimiento como interleuquina-6 (IL-6), 

cuyos receptores se encuentran en las células de Kupffer y hepatocitos, estimulando una 

cascada de señalización vía JAK-STAT3 que desencadena el proceso tumorigénico y la 

angiogénesis del tumor [46].  

 

1.2.5 Diagnóstico y tratamiento  

 

 Dado que la mayoría de los casos de CHC ocurren en una población de pacientes 

identificable (pacientes con hepatitis B crónica o cirrosis) existe un sistema de 

vigilancia que permite diagnosticar el tumor en etapas tempranas. Aun así, un 50 % de 

individuos se diagnostica por la presencia de una masa hepática identificada en 

imágenes solicitadas debido a otras razones o debido a sintomatología avanzada del 

CHC (dolor abdominal, pérdida de peso, empeoramiento de la disfunción hepática) 

(Revisado en [31]). 

 Los métodos de diagnóstico incluyen la determinación de niveles séricos de AFP 

(> 20 ng/ml) o la detección de nódulos hepáticos en imágenes de ecografía, los cuales 

requieren de un seguimiento en el tiempo. La mayoría de las lesiones menores a 1 cm de 

diámetro no suelen ser CHC, o no pueden diagnosticarse y deben repetirse los estudios 
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cada 3 meses. Las lesiones mayores a 1 cm deben ser evaluadas mediante tomografía 

computada o resonancia magnética nuclear con contraste. Estas metodologías pueden 

detectar un fenómeno conocido como hiperrealce de la fase arterial que proporciona 

información sobre el grado y patrón de la vascularización, y permite diagnosticar un 

carcinoma con 96 % de especificidad sin requerir confirmación histológica [31]. Hasta 

un ~30 % de los tumores posee una presentación atípica en el diagnóstico por imágenes. 

Histológicamente, el CHC presenta invasión del estroma, densidad celular aumentada, 

tractos portales intratumorales, arterias no pareadas, patrón pseudoglandular y 

hepatocitos con vacuolas lipídicas. Algunos pacientes requieren múltiples biopsias para 

un diagnóstico certero [47].  

 El tratamiento se asigna dependiendo del estadio del tumor y la relación costo-

beneficio de intervenciones quirúrgicas siguiendo los preceptos de la BCLC (Fig. 4). 

Los pacientes con tumores en estadios tempranos son los candidatos preferenciales para 

la resección, trasplante y ablación local, mientras que los que se encuentran en estadios 

intermedios son candidatos a la quimioembolización. Este procedimiento es poco 

invasivo y bloquea el suministro de sangre al tumor luego de administrar drogas 

terapéuticas (Doxorrubicina, mitomicina C, cisplatino) en los vasos sanguíneos cercanos 

al tumor [36], [48].  

Los pacientes con tumores en etapas avanzadas reciben primero tratamiento 

sistémico. En 2007 se aprobó el uso clínico de Sorafenib, un inhibidor de múltiples 

quinasas celulares que demostró una sobrevida de 2 o 3 meses en pacientes con CHC 

avanzado. Actúa bloqueando la proliferación y la angiogénesis tumoral al inhibir las 

vías de señalización de VEGF, PDGF (factor de crecimiento derivado de plaquetas), 

EGF (factor de crecimiento epidérmico) y de c-RAF [49]. Casi 10 años después fue 

aprobada la droga Lenvatinib, de administración oral, con la capacidad de inhibir las 

vías de señalización de VEGF, PDGF, del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) y 

del receptor RET, y mostrando un éxito similar al Sorafenib [50]. En un estudio clínico 

más reciente, se observó que la terapia combinada de Atezolizumab (anti-PDL1) y 

Bevacizumab (anti-VEGF) mejoró la sobrevida total comparada con la del tratamiento 

con Sorafenib [51]. Como segunda línea de tratamiento, actualmente se utilizan tres 

fármacos aprobados, Regorafenib, Cabozantinib y Ramucirumab, siendo este último un 

anticuerpo anti-VEGFR-2. En base a nuevos estudios clínicos en fase II, existen otras 

terapias adicionales aprobadas post Sorafenib, tales como Pembrolizumab, Ipilimumab 

y Nivolumab.  Este último es un inhibidor de la proteína PD-1, una molécula presente 
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en células de la inmunidad innata y adquirida, que induce apoptosis al unirse a su 

ligando interfiriendo con la tolerancia inmunológica del hígado [31]. El uso de estas 

terapias mejoró sustancialmente la sobrevida con una media de ~36 meses (estadios 0 y 

A); ~16 meses (B y C) y ~6 meses (D) en pacientes con un hígado bien preservado 

(Child-Pugh score: A) y enfermedad compensada (Revisado en [31]).  

El proceso angiogénico como blanco terapéutico ha demostrado ser de suma 

importancia como parte del manejo de la patología, especialmente con los nuevos 

ensayos clínicos utilizando Bevacizumab y Ramucirumab [51], [52]. Sin embargo, la 

quimiorresistencia, la recurrencia y la metástasis son las causas más frecuentes de 

mortalidad entre los pacientes con CHC, lo que muestra la necesidad de seguir 

explorando los mecanismos que subyacen a la diseminación de células tumorales para el 

desarrollo de nuevos agentes terapéuticos. 

 

1.3 Angiogénesis en el CHC 

 

1.3.1 Biología vascular   

 

 En el embrión humano, los capilares sanguíneos surgen a partir de precursores 

endoteliales compartidos con los progenitores hematopoyéticos. Esta relación 

emparentada entre el sistema sanguíneo y el sistema vascular es fundamental y se 

mantiene a lo largo de toda la vida del individuo, incluso en la enfermedad. Los 

progenitores de origen mesodérmico se diferencian a angioblastos que se ensamblan en 

un laberinto vascular primitivo de pequeños capilares. Este proceso se denomina 

vasculogénesis [53]. Durante la fase angiogénica, el plexo vascular se expande de forma 

progresiva por medio de brotación y remodelación de capilares hacia una red vascular 

organizada de vasos que se ramifican en capilares más pequeños. Los canales 

endoteliales nacientes se cubren de pericitos y células de músculo liso proveyendo 

resistencia y la capacidad de regular la perfusión del vaso; este proceso se denomina 

arteriogénesis. Por su parte, los vasos linfáticos, encargados de recuperar el plasma que 

se filtra por los capilares en los tejidos y devolverlo al sistema sanguíneo, se 

transdiferencian a partir de tejido venoso (Revisado en [54]). 

 En individuos adultos, la mayoría de los vasos sanguíneos se encuentra en estado 

quiescente y la angiogénesis fisiológica ocurre solamente en el ciclo menstrual en el 
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ovario, en la placenta durante el embarazo y en los procesos de reparación de heridas. 

Las células endoteliales (CE) retienen la habilidad de rápida división ante estímulos 

fisiológicos como hipoxia e inflamación. En estas condiciones, la angiogénesis es un 

proceso altamente regulado que se inicia por breves períodos y luego es inhibida por 

completo[54].  

 El proceso angiogénico ocurre en una sucesión de etapas que incluyen la 

activación, proliferación y migración de las células endoteliales, y culmina con la 

maduración de los vasos formados. La regulación de este proceso es compleja e 

involucra interacciones entre células, numerosos factores solubles pro- y anti- 

angiogénicos y componentes de la MEC.  En la figura 6 se observa un resumen 

resaltando las interacciones más relevantes.  

Figura 6. Etapas de la angiogénesis. La formación de nuevos vasos a partir de vasculatura pre-existente 

consta de etapas secuenciales finamente reguladas, que involucran distintitos factores pro- y anti-

angiogénicos. Tomado y adaptado de  [55]. 

  

La hipoxia en los tejidos regula positivamente la expresión y liberación de 

diversos factores pro-angiogénicos como VEGF, angiopoyetina-2 y óxido nítrico sintasa 

(NOS) [56]. El ON dilata los capilares y VEGF activa las CE en reposo en vasos 

sanguíneos adyacentes interrumpiendo el contacto célula-célula interendotelial, lo que 

causa vasopermeabilidad [57]. Las CE proliferan y migran, aunque solo una porción de 

ellas es seleccionada para este proceso de brotación y responden a las señales pro-
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angiogénicas por mecanismos que involucran a receptores NOTCH y su ligando 

DELTA-like 4 [58]. La dirección de la migración de las CE está dirigida por VEGF, 

angiopoyetina-1 y -2 (Ang 1/-2)y el factor de crecimiento de fibroblasto básico (bFGF). 

Otras citoquinas que contribuyen a este proceso son el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF), factor de crecimiento epidermal (EGF), TGFβ y las moléculas guía 

efrinas, semaforinas y netrinas [59]. Las CE activadas degradan la membrana basal y la 

MEC circundante mediante la secreción de proteasas que incluyen activadores del 

plasminógeno, metaloproteinasa de matriz (MMPs por sus siglas en inglés), 

heparinasas, triptasas y catepsinas. Estas proteasas degradan y alteran la composición de 

la MEC permitiendo el avance de las CE, y además mantienen secuestrados y 

almacenados distintos factores angiogénicos que son liberados después de la 

degradación y continúan estimulando a las CE [59].  

El proceso de angiogénesis involucra también la proliferación de las CE, 

inducida principalmente por VEGF y Ang-2. La matriz degradada permite la adhesión 

de la célula endotelial mediada por integrinas, como por ejemplo los heterodímeros 

V y V que participan en la comunicación intercelular con los receptores de 

VEGF y bFGF para promover o inhibir la proliferación de la CE [60]. Finalmente las 

CEs se ensamblan en una estructura tubular. En la subsecuente formación de un lumen 

participa una estatina endotelial vascular asociada a la MEC (EGFL7) lo que conduce a 

la formación de nuevos capilares sanguíneos [61]. El flujo sanguíneo comienza a 

circular distribuyendo oxígeno, lo que disminuye la expresión local de VEGF y por 

tanto, la proliferación de las CEs. Se secretan los componentes para una nueva 

membrana basal y los pericitos son reclutados, estos intervienen en la estabilización y 

maduración de los vasos recién formados. Este proceso está regulado por 

angiopoyetina-1 y su receptor Tie2, PDGF y el receptor , la señalización a través de 

NOTCH, esfingosina-1-fosfato y el receptor de esfingolípidos acoplado a proteína G, y 

TGF [62], [63].  Las proteasas también pueden modular este proceso liberando 

proteínas asociadas a la MEC como trombospondina-1, canstatina, tumstatina y 

endostatina e inhibidores no derivados de la MEC que incluyen angiostatina, 

vasoinhibinas, antitrombina II, protrombina kringle-2, plasminógeno kringle-5 y 

vasoestatina [64]. 
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1.3.2 Angiogénesis tumoral  

 

En 1971 se demostró por primera vez que un tumor no puede crecer más allá de 

unos milímetros si no recluta nuevos capilares de vasos sanguíneos, proponiéndose que 

el crecimiento tumoral es dependiente de la angiogénesis y que el propio tumor secreta 

factores difusibles que podrían estimularla [65]. Para ello, el tumor debe transformarse 

hacia un fenotipo angiogénico (“switch angiogénico”), el cual es regulado por los 

factores pro- y anti-angiógenicos mencionados previamente [66]. Además del 

mecanismo de angiogénesis por brotación ya explicado, se han identificados otros tipos 

de neovascularización en tumores como: angiogénesis intususceptiva (vasos pre-

existentes se dividen en dos nuevos vasos por la formación de un pilar de tejido 

transvascular en el lumen del vaso sanguíneo); reclutamiento de células endoteliales 

progenitoras (involucra la captación de angioblastos circulantes o de médula ósea en la 

formación de nuevos capilares); cooptación de vasos (crecimiento avascular del tumor 

en tejidos muy vascularizados); mimetismo vasculogénico (células tumorales se 

desdiferencian hacia un fenotipo endotelial formando estructuras tipo tubulares lo que 

provee al tumor un sistema secundario de circulación independiente de angiogénesis) y 

linfangiogénesis (activación de CE de capilares linfáticos que genera nuevos capilares) 

(Revisado en [67]). 

Los vasos tumorales difieren de los vasos normales en algunos aspectos debido a 

la desregulación de las vías de señalización involucradas y la alteración de la expresión 

génica de los factores angiogénicos. En comparación a los normales, los nuevos vasos 

tumorales formados son estructural y funcionalmente anormales. Generalmente poseen 

un diámetro irregular, carecen de membrana basal, poseen una escasa cubierta de 

pericitos o la misma puede estar ausente, forman cortocircuitos arteriovenosos y no se 

organizan siguiendo un patrón jerárquico claro, lo que produce filtraciones [68]. 

Algunos tumores poseen canales formados por células epiteliales tumorales (mimetismo 

vasculogénico) o por capilares mosaico, donde las células tumorales forman hasta un 25 

% de la cara luminal [69], [70]. Estas características tienen impacto en el diagnóstico y 

las estrategias terapéuticas a usar. Se describió que las filtraciones en los vasos 

tumorales generan la difusión de las sustancias de contraste para el diagnóstico por 

imágenes o el incremento de fluido intersticial, comprometiendo el delivery de drogas al 

tejido tumoral [71]. 
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1.3.3 Regulación angiogénica en el CHC  

 

 Los vasos recién formados en los tumores hepáticos también exhiben 

anomalías que conllevan a áreas hipovasculares con hipoxia severa y/o necrosis, 

causando una fuerte estimulación angiogénica. Si bien la hipoxia está asociada al 

crecimiento, progresión y resistencia a las terapias [56][72], no existe evidencia directa 

de que sea la causa directa de la hipervascularización y arterialización en el CHC 

humano [73]. Por otra parte, también existen mecanismos independientes de hipoxia 

para la activación de genes HIF (factor inducible por hipoxia) y de otras vías de 

señalización angiogénicas [74]. Los hepatocitos tumorales, las células inmunes 

infiltrantes y las células estrelladas activadas secretan factores como VEGF, bFGF, 

angiopoyetinas, PDGF, PLGF (factor de crecimiento derivado de placenta) y TGF 

entre otros, y promueven la formación de nuevos capilares a partir de vasos cercanos. 

En la tabla 1 se muestra un resumen de los principales factores pro- y anti-angiogénicos 

y su relevancia en el CHC (Revisado en [75], [76]). 

 Particularmente en el hígado, la proteína X del virus de la hepatitis B estaría 

asociada a altos niveles de HIF-1 y MMPs, y a alteraciones en los genes P53, RAS, 

MYC, C-JUN que pueden regular positivamente algunos factores pro-angiogénicos, 

revisado en [43]. 
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VEGF/VEGFR-2 

Es el eje regulador de la angiogénesis más importante y estudiado, crítico 

para el crecimiento y desarrollo del CHC.  

Existen 5 genes para VEGF llamados VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D 

y VEGF-E. VEGFR-2 es estimulado por la unión de VEGF-A, C o D, siendo 

el VEGF-A el más importante. Esta interacción lleva a una cascada de 

fosforilación resultando en proliferación, migración y tubulogénesis de CE. 

Los nuevos capilares poseen anomalías y filtraciones, en parte, por la 

sobreexpresión de VEGF, lo que resulta en áreas de gran presión intersticial y 

severa hipoxia o necrosis. El VEGF en circulación se encuentra aumentado en 

el CHC y correlaciona con la progresión y vascularización de tumores.   

PDGF/PDGFR 

El factor de crecimiento derivado de plaquetas es una familia de 4 isoformas 

de homodímeros PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C, PDGF-D y un heterodímero 

PDGF-AB. La unión a los receptores PDGFR-tirosin kinasa  y  

expresados en fibroblastos, células de músculo liso y pericitos activa vías de 

señalización similares a las estimuladas por VEGF. En el CHC humano, la 

sobreexpresión del receptor correlaciona con la densidad microcapilar y peor 

pronóstico. 

FGF/FGFR 

Los factores de crecimiento de fibroblastos son una familia de 22 miembros 

que funcionan como ligandos de 4 receptores tirosin kinasa (FGFR-1,-2,-3 y-

4). La comunicación intercelular de las vías bFGF y VEGF-A durante las 

fases iniciales del crecimiento tumoral induce la neovascularización. Ambos 

factores se asocian a sinusoides capilarizados en la angiogénesis del CHC. 

bFGF también modula la expresión de integrinas en CE y en otras células del 

microambiente tumoral.  

Angiopoyetina/Tie2 

Ang-1 y -2 son ligandos del receptor Tie2 en CE activadas. Ang-1 está 

ampliamente expresada en células murales (pericitos y músculo liso), Ang-2 

se encuentra restringida a los sitios de remodelación vascular. Ambas 

isoformas tienen similar afinidad por Tie2. Mientras Ang-1 media la 

activación, Ang-2 antagoniza la unión, lo que modularía la vía. Ang-1 

estabilizaría los vasos sanguíneos mientras que la sobreexpresión de Ang-2 en 

áreas de remodelado inhibe esta interacción, desestabilizando las células 

murales, un paso necesario para facilitar la proliferación o la brotación en 

presencia de VEGF.  

Los niveles de Ang-2 se ven incrementados en la cirrosis y aún más en el 

CHC.  

Endoglina (CD105) 

CD105 está regulado positivamente en las CE en proliferación en el CHC. Es 

un correceptor para bFGF. Su expresión correlaciona con el estadio, la 

diferenciación y agresividad del tumor de CHC. CD105 promueve la invasión 

y metástasis de hepatocitos tumorales al incrementar los niveles de VEGF.  

Tabla 1. Principales factores pro-angiogénicos en el CHC. Tomado y adaptado de [75], [76].  
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Sección 2: Galectinas  

 

2.1 Consideraciones generales de las galectinas 

 

Las galectinas son una familia de proteínas evolutivamente conservada con 

afinidad por −galactósidos. En 1975, galectina-1 (Gal-1) fue el primer miembro de la 

familia de las galectinas en ser descubierta en la anguila eléctrica. Esta proteína, 

llamada electrolectina, poseía capacidad de hemaglutinar eritrocitos de conejo 

tripsinizados [77]. En los años posteriores se encontraron lectinas similares en extractos 

de distintos tejidos y de otras especies animales que fueron nombradas según su origen 

y peso molecular aparente. Por ejemplo: una lectina de 29 kDa aislada de pulmón de 

rata se denominó RL29 (por sus siglas en inglés, 29 kDa rat lung lectin); una proteína 

de 35 kDa que une carbohidratos se llamó CBP35 (35 kDa carbohydrate-binding 

protein) y una lectina de 31 kDa aislada de células tumorales se identificó como L-31 

(cancer cell lectin of 31 kDa). Actualmente, se uniformó la nomenclatura y estas 

proteínas se reconocen como galectina-3 (Gal-3) (Revisado en [78]).  

Las galectinas reconocen específicamente al disacárido N-acetil-galactosamina 

(Galβ(1–4)-GlcNAc; LacNAc) presente en la superficie de glicoconjugados, a través de 

un dominio de reconocimiento a carbohidratos (DRC) que corresponde a una secuencia 

de aproximadamente 130 aminoácidos. El DRC se pliega espacialmente adoptando una 

estructura de sandwich  formada por dos hojas  antiparalelas. Notablemente, la unión 

a carbohidratos involucra 7 residuos aminoacídicos altamente conservados entre estas 

lectinas [79]. En 1994, se unificaron todas las proteínas descubiertas hasta el momento 

dentro de una misma familia bajo el nombre de galectinas, en base a su similitud de 

secuencia en el DRC y su capacidad de unirse a −galactósidos [80]. 

Hasta la fecha se han identificado 15 galectinas en mamíferos, de las cuales 12 

se encuentran en humanos [81]. Según las características estructurales se clasifican en 3 

grupos (Fig. 7): 

 

• Prototipo: poseen un único DRC. Se encuentran como monómeros o pueden 

dimerizar. Pertenecen a este grupo las galectinas -1, -2, -5, -7, -10, -11*, -13, -14 y -

15* y -16. 
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• Quimera: poseen un único DRC ubicado en el extremo carboxilo al cual se fusiona 

una cola de aminoácidos ricos en prolina y glicina lo que permite formar estructuras 

tri o pentaméricas [81]. Galectina-3 es la única representante de este grupo. 

• Repeticiones en tándem: poseen dos DRC distintos conectados por un péptido 

linker. Pertenecen a este subgrupo las galectinas -4, -6, -8, -9 y -12.  

*misma proteína descubierta en placenta y ovario de oveja. 

Figura 7. Estructura conservada de galectinas-1, -3, -4, -8 y -9, y clasificación según su estructura. 

En base a sus características estructurales, las galectinas se clasifican en “prototipo”, “quimera” y “de 

repeticiones en tándem”. La estructura del DRC de Gal-1 se muestra en color azul (Código de 

identificación en el Protein Data Bank, PDB: 4Y1U); la del DRC de Gal-3 en verde (PDB: 4R9A); la del 

DRC del extremo amino (N-DRC) de Gal-4 en verde malaquita y la de su extremo carboxilo (C-DRC) en 

turquesa (PDB: 4YM3); la del N-DRC de Gal-8 en naranja y la de su C-DRC en rojo (PDB: 3VKM); y la 

del N-DRC de Gal-9 está mostrada en lila y la del C-DRC en violeta (PDB: 3WV6). Todas las estructuras 

están representadas en complejo con lactosa (amarillo) y el N-DRC de Gal-8 con SiaLac (3´sialillactosa) 

en color cian. Adaptada de [82]. 

 

 En cuanto a la distribución tisular, algunos miembros de la familia como Gal-1, 

Gal-3, Gal-8 y Gal-9 se encuentran expresadas de forma ubicua incluyendo células del 

sistema inmune, sistema gastrointestinal, fibroblastos y neuronas, mientras que otras 

galectinas tienen una localización tisular más restringida, como Gal-7 encontrada 

preferencialmente en el epitelio escamoso estratificado de intestino y piel, Gal-12 
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expresada en el tejido adiposo, Gal-5 en los eritrocitos, Gal-13 en la placenta o Gal-10 

en eosinófilos y basófilos [83], [84]. 

 Las galectinas se encuentran en el núcleo, citoplasma y también son secretadas 

quedando asociadas a la membrana plasmática o la MEC. No poseen péptido señal, son 

sintetizadas en ribosomas libres del citoplasma y exportadas a través de una vía no 

clásica, independiente de Golgi, con un mecanismo no completamente dilucidado [85], 

[86]. Estudios recientes sugieren que involucraría una acumulación de galectinas en 

parches discretos bajo la membrana plasmática y su externalización a través de 

vesículas extracelulares [87]. La oligomerización facilita algunas funciones de las 

galectinas como las interacciones célula-célula o célula-MEC. Estas interacciones 

proteína-glicano ocurren principalmente fuera de la célula mientras que las 

interacciones proteína-proteína en el citoplasma o núcleo median funciones 

intracelulares como splicing de pre-ARNm o señalización en apoptosis [88], [89]. 

 En cuanto a las diversas funciones, dependiendo de la etapa del desarrollo del 

organismo y la localización tisular, estas proteínas asumen diversos roles en la 

regulación del ciclo celular, la apoptosis, la inmunidad, la diferenciación celular y la 

morfogénesis, entre otras [90]. Considerando la amplia variedad de funciones de las 

galectinas no es extraño que la desregulación de la expresión de las mismas esté 

implicada en distintas patologías, incluyendo inflamación y cáncer [81]. Las galectinas 

han demostrado facilitar varios procesos clave de la progresión tumoral, como la 

transformación de las células tumorales, metástasis y el escape inmune [91]. 

 

2.1.1 Galectinas en el CHC   

 

 Mientras que en el hígado normal Gal-1, -3 y -4 se expresan en niveles 

constitutivos bajos, su expresión en hepatocitos tumorales se encuentra incrementada. 

Por otro lado, la expresión de Gal-8 y Gal-9 en tumores hepáticos se encuentra alterada. 

La expresión aberrante de estas galectinas correlaciona con el crecimiento tumoral, la 

adhesión de células de CHC a la MEC, la migración e invasión, la agresividad del 

tumor, la metástasis, la recurrencia post-cirugía y el mal pronóstico (Revisado en [92]). 
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2.2 Galectina-1  

 

 Gal-1 es una proteína de ~14,5 kDa, contiene 135 aminoácidos y está codificada 

por el gen LGALS1, de las siglas en inglés lectin, galactoside-binding, soluble 1 [80]. Es 

una proteína soluble que pertenece al grupo de galectinas prototipo ya que posee un 

único DRC, y que se encuentra como homodímero en solución. Cada monómero 

presenta una estructura de sándwich β, formada por dos hojas β antiparalelas de cinco 

(F1-F5) y seis (S1-S6a/b) cadenas cada una. Los extremos carboxilo y amino de cada 

monómero se encuentran en la interfase del dímero, cuya integridad es mantenida por 

interacciones hidrofóbicas, mientras que el DRC se localiza en cada subunidad en un 

bolsillo formado por las cadenas S4-S6a/b (Fig. 8) [93]. Cada monómero contiene seis 

residuos de cisteína (Cys2, Cys16, Cys42, Cys60, Cys88 y Cys130), los cuales deben 

encontrarse reducidos para mantener la actividad de lectina [94]. El homodímero se 

disocia espontáneamente en concentraciones menores a 7 μM y la forma monomérica 

puede unirse a carbohidratos, pero lo hace con menor nivel de afinidad [95]. 

Figura 8. Estructura de Gal-1. Representación en modelo de cintas de la estructura cristalizada de Gal-1 

(azul) unida al ligando lactosa (amarillo), resuelta por difracción de rayos X; PDB: 4Y1U. Cada 

monómero de Gal-1 posee una estructura de sándwich β: dos hojas β antiparalelas de cinco (F1-F5) y seis 

(S1-S6) hebras, respectivamente. 

 

 Gal-1 se encuentra tanto en el interior como en el exterior celular. Es una 

proteína con características citosólicas como un N-terminal acetilado y ausencia de 

glicosilaciones. Se la ha encontrado en el núcleo, citosol, a ambos lados de la membrana 

plasmática y en la MEC, a pesar de no poseer una secuencia señal de secreción para la 

vía clásica de retículo endoplasmático/Golgi (Revisado en [96]). Existe evidencia de 
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una posible exportación vía vesículas, el DRC constituiría el motivo target para la 

maquinaria de traslocación que utilizaría proteínas glicosiladas exponiendo residuos de 

β-galactósidos, funcionando además como mecanismo de control de calidad ya que la 

maquinaria de exportación solo reconocería galectinas correctamente plegadas [97].  

 Desde su descubrimiento, Gal-1 ha demostrado su participación en diversos 

procesos fisiológicos y patológicos. Las funciones intracelulares de Gal-1 se encuentran 

principalmente mediadas por interacciones proteína-proteína. Se conoce su 

participación en el procesamiento de ARNm al interaccionar con la proteína gemin 4 en 

el núcleo celular [98], y su interacción con Raf-1 mediando la estabilización de H-RAS 

y la activación de la vía ERK [99]. En cuanto a las funciones extracelulares de Gal-1, 

que son dependientes de su actividad de lectina, ocurren gracias a la interacción del 

DRC con los glicoconjugados expuestos en la superficie celular y la MEC. Al igual que 

los otros miembros de la familia, Gal-1 posee la capacidad de configurar complejos 

multivalentes con glicoconjugados similares a redes o mallas denominadas lattices 

[100]. Estas redes formarían parte de la organización de dominios de membrana, en la 

regulación de umbrales de señalización y en la persistencia de receptores en la 

superficie celular disminuyendo la endocitosis [101]. 

 Se han descripto funciones de Gal-1 en el desarrollo y diferenciación del tejido 

hematopoyético, músculo esquelético por la estimulación de células madre neuronales 

[96], así como funciones durante el embarazo como la modulación de la respuesta 

inmune materna, roles en la implantación y placentación del embrión, migración del 

trofoblasto, invasión, formación del sincicio, entre otros (Revisado en [102]. 

 Dentro del sistema inmune Gal-1 cumple variadas funciones. Se encuentra 

abundantemente expresada en sitios inmunoprivilegiados como placenta, testículo y ojo, 

a la vez que es regulada positiva o negativamente en condiciones inflamatorias 

incluyendo infecciones microbianas, autoinmunidad, alergias, enfermedades 

neurodegenerativas, desórdenes reproductivos y cáncer (Revisado en [103]). En 

modelos experimentales se observó que la expresión de Gal-1 es máxima durante la fase 

de resolución en enfermedades autoinmunes como encefalomielitis, artritis reumatoidea 

o diabetes autoinmune entre otras, a través de la modulación de macrófagos, neutrófilos 

y células dendríticas [104]. Por otro lado, Gal-1 cumple un rol esencial al inducir la 

apoptosis de linfocitos T activados [105], [106]. 

 Se ha reportado la expresión incrementada de Gal-1 en carcinoma de hígado, 

colon, mama, pulmón, cabeza y cuello, ovario, próstata, sarcoma de Kaposi, neoplasia 
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mieloproliferativa y linfoma de Hodgkin (Revisado en [107]). Gal-1 también se ha 

encontrado sobreexpresada en el estroma circundante a las células tumorales [108], 

[109]. Gal-1 extracelular también fue detectada en el plasma de pacientes con cáncer 

colorrectal y carcinoma escamoso de cabeza y cuello, a la vez que altos niveles 

correlacionaron con peores pronósticos [110], [111]. Resultados similares, vinculando 

altos niveles de Gal-1 en el tumor con el estadio de éste y el mal pronóstico clínico 

fueron encontrados en pacientes con cáncer gástrico, de cuello de útero, glioblastoma, 

colon, mama, sarcoma de Kaposi y próstata, lo que posiciona a Gal-1 como posible 

biomarcador y blanco terapéutico en cáncer (Revisado en [107], [112]). Dado el 

especial interés de este trabajo en el CHC, la participación de Gal-1 en este tipo de 

cáncer será abordado en detalle, así como sus roles en la angiogénesis y diseminación 

tumoral. 

 

2.2.1 Gal-1 en el CHC  

 

 El estado de metilación del promotor del gen LGALS1 fue identificado como un 

mecanismo central que controla la expresión de la proteína tanto en tejidos normales 

como en células transformadas y tumores [84]. En algunos trabajos se identificó la 

expresión de Gal-1 dramáticamente aumentada en el CHC y su correlación con peores 

pronósticos luego de la resección quirúrgica [113], [114]. Kondoh y colaboradores 

[115] estudiaron el estado de metilación del promotor del gen de Gal-1, encontrando 

que ciertos dinucléotidos CpG alrededor del sitio de inicio de la transcripción se 

encontraban frecuentemente metilados en el hígado no tumoral, mientras que en 

tumores y líneas tumorales se encontraba hipometilado.  En un análisis de 

inmunohistoquímica en tumores de CHC se encontró también una acumulación 

preferencial de Gal-1 en el tejido estromal circundante al tumor sugiriendo la secreción 

y acumulación de Gal-1 por parte de los hepatocitos tumorales [116]. Resultados de 

nuestro laboratorio abonaron a esta teoría demostrando que la sobreexpresión de Gal-1 

en células de CHC humano, HEPG2, promueve el crecimiento tumoral y la metástasis 

in vivo. Además se demostró que Gal-1 favorece la adhesión celular a laminina, 

componente mayoritario de la MEC y membranas basales, y que el efecto pro-adhesivo 

es mediado específicamente por integrinas α1, α2, α3, αv y β1, a través de las vías de 

señalización PI3K y/o ERK1/2 [117]. Estas vías son estimuladas por la activación de H-

Ras. Varios trabajos demostraron que Gal-1 estabiliza la formación de nanoclusters de 
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H-Ras en membrana, lo que contribuye a la transformación maligna alterando procesos 

de supervivencia celular, migración y proliferación [99], [118], [119].   

 Hay evidencia del efecto inmunomodulador de Gal-1 en distintos tumores, 

inclusive en el CHC. Garín y colaboradores [120] demostraron que Gal-1 es un 

modulador central sobre células T regulatorias (Tregs) CD4+CD25+, las cuales tienen un 

rol esencial en la inmunidad tumoral. Se observó que el número de células Tregs se 

encuentra incrementado en pacientes con neoplasias [121], y también una correlación 

positiva entre la expresión de Gal-1 y la infiltración tumoral de Tregs FoxP3+ [114]. En 

otro trabajo, se demostró la sobreexpresión de Gal-1 en células estrelladas asociadas al 

CHC coincidente con la expresión disminuida del micro ARN miR-22. Los autores 

demostraron que esto conduce a la inducción de apoptosis en linfocitos T y a un 

desbalance en la producción de citoquinas en los linfocitos Th1/Th2, sugiriendo que 

Gal-1 promueve un microambiente inmunosupresivo favoreciendo el desarrollo del 

tumor [122], [123].  

 Para comprender el rol de Gal-1 y su contribución al desarrollo del CHC, 

nuestro laboratorio se propuso continuar estudiando los mecanismos moleculares 

involucrados utilizando líneas celulares tumorales y modelos in vivo. Se demostró que 

la sobreexpresión de Gal-1 en hepatocitos tumorales HEPG2 induce la transición 

epitelio-mesénquima (TEM), proceso que incluye la pérdida de uniones adherentes, 

pérdida de polaridad celular y expresión de marcadores mesenquimales, resultando en la 

transformación de la célula epitelial hacia un fenotipo fibroblastoide. Las células que 

sobreexpresan Gal-1 también muestran una mayor adhesión a proteínas de la MEC y 

adquieren resistencia a anoikis (son capaces de crecer en forma independiente del 

anclaje). Además, demostramos que la sobreexpresión de Gal-1 conduce a la 

hiperactivación de las vías de PI3K/Akt y WNT/β-catenina [124]. 

Resultados de nuestro laboratorio también demostraron que niveles 

incrementados de Gal-1 en células HEPG2 generan tumores más resistentes al 

tratamiento con Doxorrubicina y Sorafenib. Demostramos que esto ocurre por medio 

del aumento de transportador de drogas glicoproteínas-P (gp-P) y la disminución de los 

niveles intracelulares de la droga [125].  

 Recientemente, en un modelo de ratones con esteatohepatitis asociada a 

disfunción metabólica y CHC (MASH-HCC, por sus siglas en inglés), con dieta 

occidental alta en azúcares y grasas, se demostró una relación entre Gal-1 y la vía de 

señalización Rho en múltiples niveles (Rho GTPasas, GTPasas efectoras y activadoras 
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de protein kinasas). Por análisis del transcriptoma se observó que ratones que 

sobreexpresaban Gal-1 en hígado aumentaban también las vías de fosforilación post-

traduccional, desgranulación de plaquetas, efectores de Rho GTPasas y degradación de 

la MEC. Por otra parte, el silenciamiento de Gal-1 reguló negativamente dichas vías, lo 

que demuestra un impacto directo de los niveles de esta galectina en los procesos de 

remodelación de la MEC y la TEM [126]. En otro interesante trabajo del mismo autor, 

se observó que el silenciamiento de Gal-1 en un modelo de ratones con CHC reducía la 

TEM y la formación de matriz en los márgenes del tumor, provocando la infiltración de 

células inmunes y la expansión de linfocitos T citotóxicos [127].  
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Figura 9. Roles de Gal-1 descriptos en el microambiente tumoral. Gal-1 participa de diversos 

procesos clave en la progresión, metástasis y recurrencia de tumores de CHC. Además del crecimiento 

tumoral, Gal-1 se encuentra involucrada en la transformación maligna, adhesión célula-célula, célula-

MEC, angiogénesis, quimiorresistencia y escape del tumor al sistema inmune [99], [114], [117], [123], 

[125], [126], [124]. 

 

2.2.2 Gal-1 en la diseminación tumoral   

 

 La diseminación de células tumorales es un proceso complejo que consta de 

sucesivas etapas que incluyen la adhesión célula-célula, célula-MEC, migración, 

invasión, angiogénesis y evasión de la respuesta inmune. Tradicionalmente se la ha 

entendido como un proceso lineal y secuencial pero más recientemente se acepta que el 

proceso metastásico involucra múltiples mecanismos paralelos de diseminación [128]. 

Entre ellos, Glinsky y colaboradores [129] demostraron que la adhesión al endotelio 

vascular de células tumorales metastásicas y la adhesión homotípica (agregación) 

representan dos pasos coordinados en la diseminación tumoral. Los investigadores 

propusieron que la adhesión homo- y heterotípica mediada por galactósidos y galectinas 

en el endotelio microvascular cumplen un rol importante en las etapas tempranas de la 

diseminación tumoral. Se ha descripto que Gal-1 favorece la adhesión de células a 

componentes de la MEC como laminina y fibronectina en distintos tipos de cáncer, 

como los de ovario y próstata [91], y a células del endotelio vascular [130], [131]. Las 

interacciones célula-célula se establecen a través de diversas moléculas que se clasifican 

en cadherinas, integrinas, selectinas y la superfamilia de inmunoglobulinas [132]. Las 

integrinas son heterodímeros no covalentes formadas por α y β subunidades que se unen 

a ciertos ligandos de la MEC como laminina, fibronectina y colágeno dependiendo su 

selectiva afinidad dada por la combinación de subunidades. Dado que Gal-1 ha sido 

descrita en numerosas ocasiones como ligando de integrinas en diversos tejidos [82], se 

ha propuesto que podría modular los mecanismos de adhesión celular en la metástasis 

tumoral a través de la unión o regulación de la expresión de las integrinas [91]. En 

nuestro laboratorio se demostró que tanto la adición de galectina-1 recombinante (rGal-

1), como la sobreexpresión de la proteína endógena, incrementan la adhesión de células 

HEPG2 a laminina [117], a la vez que el aumento de la expresión de Gal-1, en parte 

inducido por TGFβ1, promueve la adhesión de las células de CHC al endotelio 

sinusoidal hepático [133]. Esto representaría un mecanismo a través del cual Gal-1 

induce la diseminación de los hepatocitos tumorales. 
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2.2.3 Gal-1 en el endotelio tumoral  

 

  La expresión basal de galectinas en el endotelio humano normal quiescente se 

restringe a las galectinas-1, -3, -8 y -9 [134], [135]. Por inmunohistoquímica (IHQ) se 

reportó que la expresión de Gal-1 se encuentra ampliamente distribuida en el endotelio 

vascular pero con niveles muy bajos, mientras que las otras galectinas varían su 

expresión y localización dependiendo del tejido de origen. La activación endotelial in 

vitro incrementa significativamente la expresión global de Gal-1 a la vez que disminuye 

los niveles intracelulares de Gal -8 y Gal-9 (pero aumentan levemente en membrana), 

mientras que Gal-3 no se ve afectada [135]. Se ha demostrado que ciertos 

desencadenantes como las citoquinas, factores de crecimiento o la hipoxia pueden 

alterar los patrones de glicosilación en la superficie de CE afectando la capacidad o 

permisividad de unión de las galectinas hacia receptores específicos, lo cual interfiere 

con la funcionalidad del endotelio [136], [137], [138].  

En 2006, Thijssen y colaboradores encontraron, por medio de distintas técnicas 

para identificar interacciones proteína-proteína, que Gal-1 era la proteína blanco del 

péptido anti-angiogénico Anginex, diseñado previamente en su laboratorio con eficacia 

como terapia en la angiogénesis tumoral [139], [140]. Numerosas publicaciones en los 

años siguientes dieron soporte para establecer que Gal-1 posee un rol clave en la 

angiogénesis de células endoteliales in vitro y angiogénesis in vivo [141], [142], [143], 

[144], [145], [146], [147], [148]. Hsieh y colaboradores encontraron que Gal-1 se une a 

través del DRC a neuropilina-1, un correceptor de VEGFR-2, aumentando la 

fosforilación de este último y con ello, su señalización río abajo. Croci y colaboradores 

[145] demostraron luego en el sarcoma de Kaposi la unión de Gal-1 a VEGFR-2, con un 

patrón de glicosilación alterada, lo que permite la inducción de la vía angiogénica. A su 

vez, D’Haene y colaboradores [149] reportaron que Gal-1 induce la fosforilación de 

VEGFR-2, mecanismo que podría mediar un retraso en la endocitosis del receptor. Es 

interesante notar que el agregado de un anticuerpo bloqueante de VEGFR-2 sólo inhibió 

los efectos proangiogénicos de Gal-1 de forma parcial, revelando la existencia de otros 

mecanismos alternativos por los que la galectina actuaría. En un trabajo más reciente, 

Cheng y colaboradores [150] observaron una correlación in vivo entre los niveles de 

expresión de Gal-1 y los de VEGF/VEGFR-2 en un modelo de ratones con isquemia 

cerebral inducida. En ratones tratados diariamente con Gal-1 se observó la remodelación 

vascular y reperfusión sanguínea post–isquemia, a diferencia de lo observado en ratones 
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knock out (KO) para Gal-1. Recientemente también fue sugerido que Gal-1 podría 

interactuar, entre otros, con transcriptos ARNm de VEGF, lo que podría interferir con la 

traducción y/o secreción del potente inductor angiogénico proponiendo un nuevo 

mecanismo [151] [148].  

En nuestro laboratorio previamente describimos el efecto de Gal-1 secretada por 

los hepacitos tumorales sobre el endotelio asociado al CHC y el microambiente tumoral. 

Entre otros resultados demostramos que, tanto la proteína secretada por células HEPG2 

así como la obtenida de forma recombinante inducían la proliferación y migración de 

las CESHs SK-HEP-1 aisladas del líquido ascítico de un paciente con CHC [133].  

Si bien algunas proteínas han sido identificadas como receptores de Gal-1 y 

algunas son conocidas por su importancia en la biología endotelial [82], [96], aún 

quedan interrogantes sobre cómo las interacciones Gal-1/glicoconjugados contribuyen a 

la función celular y el proceso angiogénico tumoral, en particular en el CHC.  
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Sección 3: Aminopeptidasa N/ CD13 

 

3.1 Consideraciones generales  

 

 Las aminopeptidasas son enzimas que catalizan la ruptura de diversos sustratos 

oligopeptídicos hidrolizando los aminoácidos desde el amino terminal. Son 

exopeptidasas ya que liberan el o los aminoácidos terminales. Se encuentran 

ampliamente distribuidas en el reino vegetal y animal, así como en bacterias. Se 

clasifican principalmente en base a su localización subcelular, catión metálico utilizado 

en la reacción catalizada, resistencia al inhibidor bestatina y pH óptimo (Revisado en 

[152]). La aminopeptidasa N fue identificada por primera vez en 1952 por su actividad 

como cisteinil-glicinasa [153]. En los años posteriores pudo ser aislada mediante 

cromatografía y bioquímicamente caracterizada. Se le otorgó el nombre aminopeptidasa 

M, por su presencia en membrana; y también, alanil aminopeptidasa o aminopeptidasa 

N por su preferencia hacia aminoácidos neutros [154], [155]. 

 Las células de linaje mieloide normales y leucémicas contienen un set de 

antígenos de membrana únicos, los cuales se llamaron por convención differentiation 

clusters (CD) debido a su reactividad hacia anticuerpos monoclonales. Algunos 

anticuerpos unían específicamente una glicoproteína de membrana de aproximadamente 

150 kDa que se expresaba en células del linaje granulocitos-monocitos en todos los 

estadios de diferenciación, incluidas células progenitoras ya comprometidas. Dicho 

cluster al cual se asignó el número 13, también se expresaba en blastocitos en una alta 

proporción de pacientes con leucemia mieloide aguda [156], [157], [158]. En 1989, un 

grupo de investigadores determinó la estructura primaria de la proteína, la cual resultó 

ser idéntica a la descripta para aminopeptidasa N [159].  

 

3.1.1 Estructura de CD13 

 

 En la actualidad, CD13/aminopeptidasa N se clasifica como una proteína 

integral de membrana tipo II y a su vez, pertenece a la familia M1 de las zinc 

metaloproteasas, también llamadas gluncinzinas [160]. En la mayoría de las especies 

existe como homodímero en la membrana plasmática, el cual se dimeriza en el retículo 

endoplasmático previo a la asociación con el aparato de Golgi [161]. CD13 también se 
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ha encontrado de forma soluble en plasma y orina, con un mecanismo de liberación de 

la membrana aún no caracterizado [162], [163]. 

En su extensión completa, la proteína CD13 de origen humano se compone de 

967 aminoácidos y 7 secciones [164], [165](Fig. 9). Posee 4 ectodominios, el primero 

(I) estabiliza la proteína en la membrana plasmática; el ectodominio II contiene el sitio 

catalítico y el sitio de unión a zinc localizado en una cavidad amplia e interna, 

inaccesible al grueso del solvente; el ectodominio IV es el responsable de la interfase 

dimérica por medio de interacciones hidrofóbicas. Para la actividad catalítica, los 4 

ectodominios se encuentran coordinados para formar una conformación abierta o 

cerrada, lo cual permite al sustrato atravesar un canal negativamente cargado hacia el 

sitio catalítico, lo que explicaría la particular afinidad a péptidos cortos. El ectodominio 

III permitiría un movimiento de 15° que origina la disposición abierta o cerrada. La 

proteína posee una única región transmembrana de 24 aminoácidos hidrofóbicos con 

una sección citoplasmática de apenas 9 aminoácidos.  

Figura 10. Estructura de CD13/aminopeptidasa N. (A) Organización de los dominios del monómero 

de CD13 humano. El dominio citoplasmático se muestra en color blanco; el segmento transmembrana en 

color negro; el tallo rico en serina (ser)/treonina (thr) se muestra en gris y el resto de los ectodominios se 

muestran en color azul (I), verde (II), magenta (III) y amarillo (IV). Los números indican los límites de 

cada dominio. (B) Representación en modelo de cintas de la estructura cristalizada de los ectodominios de 

CD13 humana dimerizada y representada en su probable orientación en la membrana plasmática. Los 

colores se corresponden con los descriptos anteriormente. Las esferas amarillas indican la localización del 

sitio activo en el dominio II (sólo se observa en el monómero izquierdo) mientras que los sitios de N-

glicosilación se muestran en modelo de barras. Tomado y adaptado de [164]. 
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 Las glicosilaciones son una modificación post-traduccional muy común en 

proteínas de membrana y de exportación, lo que contribuye a la generación de distintas 

variantes con funciones y localizaciones distintas. El peso molecular de CD13 sin 

glicosilar es de 110 kDa, mientras que las distintas glicoformas encontradas oscilan 

entre 130 y 250 kDa, representando entre un 20 y 40 % de su masa total [166], portando 

residuos glicosilados en 10 sitios de N-glicosilación según el análisis de su secuencia 

[167]. La N-glicosilación consiste en la adición de una cadena de oligosacáridos de 

complejidad variable en un aminoácido asparagina (N) que se halla en la secuencia de 

aminoácidos N-X-Ser/Thr. En cuanto a la O-glicosilación, consiste en la adición 

covalente de una N-acetil-galactosamina (GalNAc) en un átomo de oxígeno de los 

aminoácidos serina o treonina. En CD13 se han encontrado sitios de O-glicosilación 

principalmente en la región del tallo [168], [169]. Si bien la existencia de isoformas o 

glicoformas de CD13 tejido-específicas ha sido postulada reiteradas veces, fue 

recientemente que se demostraron distintos patrones de glicosilación, no sólo en 

distintos tejidos sino principalmente entre tejidos normales y tumorales, presentando a 

CD13 como una oportunidad de blanco terapéutico [170].  

 

3.1.2 CD13 como proteína multipropósito  

 

 Aminopeptidasa N/CD13 ha sido denominada una proteína multipropósito por la 

multiplicidad de funciones que posee en los distintos sistemas en los que se la ha 

estudiado [167]. Estas funciones resultan de 3 tipos de mecanismos de acción 

conocidos: enzimático, endocitosis y señalización molecular.  

 La expresión de CD13 se considera ubicua debido a la presencia generalizada en 

algunos órganos, tejidos y tipos celulares del cuerpo humano como el epitelio ribete en 

cepillo de los riñones, intestino delgado, membranas sinápticas en el sistema nervioso, 

placenta, cerebro, hígado y en varios tipos celulares incluyendo linfocitos, monocitos, 

macrófagos, granulocitos, células del estroma, fibroblastos, músculo liso y osteoclastos 

[167], [171], [172]. En las células endoteliales vasculares, su expresión se encuentra 

ausente, pero se ha reportado su expresión en el endotelio tumoral [173], [174]. En 

cuanto a la regulación génica se demostró que su expresión está controlada por dos 

promotores distintos, separados por un intrón de 8 kb, que produce dos transcriptos que 

solo difieren en la región 5´ no codificante. Un promotor cercano al inicio de 

transcripción dirige la expresión en células del intestino, riñón, hígado y endoteliales 
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mientras que el promotor distal regula la expresión de CD13 en células mieloides y 

fibroblastos [166], [175]. Dada la expresión ubicua de CD13 y que distintas isoformas 

exhiben especificidad variable por sus ligandos, se ha sugerido que las funciones de esta 

proteína probablemente dependan del sitio de expresión [176]. 

 Entre las funciones fisiológicas descriptas, se reportó que la actividad enzimática 

de la aminopeptidasa N es necesaria para la degradación de péptidos, la captación de 

aminoácidos y el metabolismo del tripéptido glutatión en el ribete en cepillo de las 

microvellosidades del epitelio del intestino delgado para facilitar la reabsorción [177]. 

En el tejido nervioso, la proteína posee roles clave en el metabolismo de neuropéptidos 

incluyendo la inactivación de encefalinas y endorfinas en la transducción de señales 

[178] y en el procesamiento de angiotensina III, influenciando la liberación de 

vasopresina [179]. Esta cualidad también se observó in vivo en la capacidad de 

disminuir la presión sanguínea en ratas hipertensas [180]. Dada la abundante presencia 

de CD13 en el plexo coroideo, se ha sugerido también que actúa como una barrera 

protectora de los péptidos circulantes que podrían ser potencialmente dañinos para el 

cerebro [181]. En el campo de la inmunología, CD13 posee un rol clave en el 

crecimiento y maduración de células dendríticas y la activación de macrófagos [182]. 

Además se ha descrito su participación en el remodelado extracelular de péptidos 

antigénicos de moléculas del CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) [183], su 

rol esencial en la fagocitosis, inflamación y la degradación con la subsecuente 

inactivación de diversas citoquinas (Revisado en [167]).  

Por otro lado, algunas funciones de CD13 resultan independientes de su 

actividad enzimática, por ejemplo, actúa como receptor del coronavirus 229E en 

humanos [184], del coronavirus respiratorio porcino (CoV), del virus porcino de la 

gastroenteritis transmisible (TGEV por sus siglas en inglés), del virus felino de 

peritonitis infecciosa (FIPV), y del coronavirus felino entérico (FeCoV) y canino 

(CCoV) [185]. La especificidad en cada especie se encuentra estrechamente relacionada 

a los sitios de N-glicosilación [186]. CD13 participa también como receptor en eventos 

tempranos del contagio por citomegalovirus humano (HCMV), asociándose a partículas 

víricas durante la etapa de maduración y volviéndose proteína inmunogénica durante la 

infección, por lo que se encuentran anticuerpos anti-CD13 en pacientes cursando la 

enfermedad y en pacientes con enfermedades autoinmunitarias positivos para 

autoanticuerpos HCMV-IgG [187], [188].  
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Además, tanto la sobreexpresión como la actividad incrementada de CD13 se 

han reportado en la literatura de forma extensiva y se ha sugerido a esta proteína como 

marcador diagnóstico en varias patologías como diabetes e hipertensión [180], 

enfermedades colágeno-vasculares (grupo de trastornos autoinmunes que afectan los 

tejidos conectivos, huesos y tendones) [189], Enfermedad de Crohn [188] y en distintos 

tipos de cáncer. Dado el particular interés para este trabajo, se revisará en mayor 

profundidad la asociación entre CD13 y el cáncer en la próxima sección.  

 

3.2 CD13 en cáncer y en el CHC  

 

 La expresión de CD13 en tumores se ha asociado fuertemente a la progresión de 

la enfermedad, especialmente a la angiogénesis tumoral y la metástasis [167], [190]. 

Niveles inusualmente altos de CD13 se han encontrado en distintos tipos de cáncer 

como los de mama [171], [191], ovario  [192], tiroides [193], páncreas [194], colorrectal 

[195] y de pulmón [196]. En el cáncer de páncreas, donde ha sido estudiado 

intensivamente, los niveles séricos de CD13 correlacionan con el tamaño del tumor, 

metástasis en nódulos linfáticos y grado metastásico. Se lo considera un biomarcador 

diagnóstico y pronóstico en etapas tempranas de la enfermedad y predictor de 

supervivencia general [197]. Song y colaboradores [198] estudiaron la expresión de 

CD13 y TGFβ1 en tumores primarios y metastásicos en cáncer gástrico, observando 

también una correlación entre el tamaño tumoral, la metástasis en nódulos linfáticos y la 

diferenciación tumoral. En otros tipos de cáncer, la relación no resulta tan lineal y 

existen reportes contradictorios. Por ejemplo, en el cáncer renal, Ishii y colaboradores 

[199] encontraron disminuidos los niveles de CD13 en comparación al tejido 

circundante no tumoral. Sin embargo en un trabajo más reciente, Liu y colaboradores, si 

bien demostraron por IHQ y Western blotting una menor expresión de CD13 en el 

tumor con respecto al tejido circundante normal, también encontraron que el tratamiento 

con bestatina (inhibidor de aminopeptidasas) inhibía la proliferación, migración e 

invasión de células renales tumorales [200]. Por otro lado, en pacientes con cáncer de 

colon se encontró que la actividad enzimática elevada de CD13 en el tejido tumoral 

correlacionaba con mejor supervivencia general, pero baja actividad en la proteína 

soluble en plasma correlacionaba con peores pronósticos, sin que existiera relación entre 

los niveles de expresión séricos y tumorales [201].  
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 CD13 es un marcador de células madre tumorales en el CHC [202] y 

colangiocarcinoma [203]. Las denominadas Cancer Stem Cells (CSC) son células que 

exhiben un fenotipo del estilo progenitor, y son constituyentes de la mayoría de los 

cánceres sólidos y líneas celulares derivadas de ellos con capacidad de autorenovación. 

Esta cualidad sería de gran relevancia clínica por la capacidad de iniciación y 

progresión del tumor así como la resistencia, recurrencia y metástasis luego de la terapia 

quirúrgica o sistémica [204]. Entre otras características, las CSC pueden ser 

identificadas por marcadores de superficie específicos. El hecho de haber descubierto 

que CD13 es un marcador de CSC en el CHC y el colangiocarcinoma [205] [203], abrió 

el camino a nuevas investigaciones sobre esta proteína en los tumores hepáticos. Entre 

otros mecanismos, se encontró que la alta expresión de CD13 está asociada a la TEM 

inducida por TGFβ y a la prevención del aumento de los niveles de especies reactivas 

del oxígeno (ROS por sus siglas en inglés), lo que facilita la supervivencia de las 

células. Además, la inhibición farmacológica de la aminopeptidasa protege a las CSC de 

la muerte inducida por apoptosis [206] y las sensibiliza a los efectos de drogas 

terapéuticas como doxorrubicina y 5-fluorouracilo [207], [208]. Más recientemente, Hu 

y colaboradores llevaron adelante un estudio clínico en el que observaron que altos 

niveles de expresión de CD13 en muestras metastásicas de CHC correlacionaban con 

peores pronósticos de los pacientes luego de la resección quirúrgica. También 

encontraron que tanto la administración de bestatina como el silenciamiento mediante 

siRNA lograban superar la resistencia a sorafenib. El estudio demostró que la 

sobreexpresión de CD13 conducía a la consiguiente activación de la vía de señalización 

NF-κB, implicada en procesos inflamatorios y tumorales  [209].   

 

3.2.1 CD13 en el proceso de adhesión   

 

 La participación de CD13 en la adhesión celular se estudió 

principalmente en células mieloides y en menor medida, en células tumorales. En 

experimentos de inmunofluorescencia, Menrad y colaboradores [210] demostraron que 

CD13 se ubica en forma difusa en membrana de células de melanoma aisladas, pero se 

relocaliza hacia las zonas de contacto célula-célula al alcanzar la confluencia. En otro 

trabajo se encontró que el entrecruzamiento de dímeros de CD13 en monocitos 

humanos da como resultado un fenómeno de intensa agregación homotípica, 

independiente de la actividad enzimática [211]. Además se reportó que Gal-3 se 
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encuentra asociada a CD13 en monocitos, pero se disocia durante la agregación celular 

[212]. Adicionalmente, en el estudio de adhesión de monocitos a células endoteliales, se 

encontró que los receptores CD13 presentes en la membrana de cada tipo celular se 

encontraban formando parte de los mismos complejos durante la adhesión heterotípica, 

estudiado por co-inmunoprecipitación [213]. Utilizando células HUVEC silenciadas 

para CD13 se demostró también la participación de esta proteína en la migración y 

adhesión a proteínas de la MEC como colágeno y fibronectina [214]. 

 

3.2.2 CD13 en la angiogénesis tumoral  

 

 Pasqualini y colaboradores [215] fueron pioneros en el estudio de péptidos 

residentes en tumores (tumor-homing peptides) lo que llevó al descubrimiento del 

péptido asparagina-glicina-arginina (NGR) utilizando la tecnología de phage-display, lo 

que luego les permitiría acoplar drogas tumorales al péptido y dirigirlos hacia el sitio 

del tumor con una eficacia muy alta [216]. En los años siguientes, demostraron que 

CD13 era un receptor del péptido NGR en capilares tumorales y otros vasos sanguíneos 

en proceso angiogénico [173], abriendo un nuevo campo de estudio en relación a la 

proteína. La expresión de CD13 se encuentra regulada positivamente, tanto a nivel de 

ARN mensajero como de proteína, en el endotelio vascular en respuesta a hipoxia y a 

otros factores de crecimiento angiogénico, incluyendo bFGF, TNFα y VEGF [217]. En 

otro estudio sobre el endotelio, el silenciamiento a través de siARN dirigido a CD13 

redujo la migración y formación de túbulos de células HUVEC, sugiriendo una 

actividad angiogénica fisiológica [214].  Posteriormente, sin embargo, se observó que 

ratones KO para la aminopeptidasa no conllevaba anormalidades fisiológicas, excepto 

en condiciones de hipoxia donde la respuesta angiogénica se veía deteriorada [218].  

  Los roles de CD13 en la angiogénesis tumoral demostraron ser importantes para 

el crecimiento tumoral dado que la inhibición de su actividad mediante distintos 

inhibidores como bestatina y anticuerpos bloqueantes, y la pérdida de expresión 

indujeron el colapso de la neovasculatura tumoral [190], [219].  

  

3.2.3 Terapias antitumorales   

 

Dados los importantes roles demostrados en la progresión tumoral, CD13 se ha 

convertido en un interesante objetivo para el desarrollo de nuevas drogas 
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anticancerígenas. Diversos inhibidores de CD13 se encuentran en diferentes etapas de 

investigación preclínica y clínica. Si bien, ningún inhibidor ha sido aprobado aún para el 

tratamiento en humanos en Europa o Estados Unidos (Revisado en [220]), en Japón, 

Ubenimex (bestatina) se encuentra autorizado como terapia antitumoral e 

inmunomoduladora para cancer de pulmón y leucemia aguda [221]. Recientemente se 

ha desarrollado un derivado de la molécula de bestatina que promete mayor capacidad 

antitumoral con menores efectos adversos [222]. La falta de especificidad de los 

inhibidores conocidos a la amplia familia de aminopeptidasas e incluso metaloproteasas, 

representa un desafío significativo para el desarrollo de inhibidores de CD13. Por otro 

lado, el uso de anticuerpos con enfoque terapéutico dependerá de la capacidad de éstos 

de unirse a las glicoformas de CD13, selectivamente expresadas en tejidos tumorales 

pero ausentes en normales, como ya se ha logrado para las glicoformas tumorales de 

otros receptores como LYPD3, MUC1 y CD43 [170]. 

 

3.3 CD13 y Gal-1  

 

3.3.1 Resultados del laboratorio aún no publicados 

 

Resultados previos de nuestro grupo que dieron origen a la Tesis Doctoral de la 

Bioquímica Malena Manzi demostraron que Gal-1 secretada por las células de CHC 

HEPG2 promueve la proliferación y migración de las CESHs SK-HEP-1 y la adhesión 

de los hepatocitos tumorales al endotelio [133], sugiriendo que Gal-1 cumpliría un rol 

importante en la angiogénesis y diseminación tumoral en el microambiente del CHC.  

Dado que los efectos descriptos eran dependientes de la interacción de Gal-1 (a 

través de su DRC) con glicoconjugados, luego se llevó a cabo la búsqueda de posibles 

receptores de la galectina en la superficie de células SK-HEP-1. Para ello, una fracción 

de proteínas de membrana de dichas células se sometió a una cromatografía de afinidad 

en una columna de rGal-1. Las proteínas adsorbidas se eluyeron con lactosa por 

competencia, se resolvieron mediante SDS-PAGE, y se tiñeron con Coomassie Brilliant 

Blue. Las bandas seleccionadas se escindieron y se realizó una digestión con tripsina de 

las proteínas inmersas en el gel. Luego, los péptidos resultantes se extrajeron de dicho 

gel y se analizaron en un espectrómetro de masa 4800 MALDI TOF TOF. Las proteínas 

fueron identificadas de acuerdo con la búsqueda y comparación de perfiles de masas 

utilizando el programa MS/MS ion search de MASCOT con restricción taxonómica 
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utilizando la base de datos NCBInr. Los experimentos de espectrometría de masa y el 

análisis de los datos se realizaron a través del servicio brindado por el Laboratorio 

Nacional de Investigación y Servicios en Péptidos, Proteínas y Espectrometría de Masa 

(LANAIS-PROEM, IQUIFIB, UBA-CONICET).  

El estudio de los espectros de fragmentación permitió identificar los péptidos 

indicados en rojo en la figura 11, correspondientes a la proteína CD13 (103 kDa, 

Uniprot P15144), con un porcentaje de cobertura de la secuencia proteica del 24 % 

(Resultados no publicados, tesis doctoral M. Manzi, 2016).  

 

Figura 11. Secuencia de aminoácidos de la proteína aminopeptidasa N, APN/CD13. El análisis se 

realizó con el programa MS/MS ion search de MASCOT con restricción taxonómica y se utilizó la base 

de datos NCBInr. En rojo se resaltan los péptidos obtenidos por digestión tríptica que permitieron la 

identificación de la proteína (Resultados no publicados, tesis doctoral M. Manzi, 2016). 

 

 Se investigó también la posible colocalización de Gal-1 y CD13 en la membrana 

plasmática para lo cual se realizó una doble inmunomarcación en las células SK-HEP-1 

en ausencia de agentes permeabilizantes y se observó en un microscopio confocal. Las 

fotografías en la figura 12 muestran la superposición de ambos canales (fluorescencia 

verde y roja) lo que permite inferir que Gal-1 y CD13 colocalizan en la superficie de las 

células SK-HEP-1. Mediante el programa Image Pro Plus se calculó el índice de 
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Manders y determinó que, en casi la totalidad de las células (> del 98 %) la señal de 

CD13 coincidía con la de Gal-1 (y viceversa). Además, para confirmar la interacción de 

Gal-1 con glicanos, las células se preincubaron durante 30 minutos con lactosa (100 

mM) de forma de bloquear el DRC de la galectina. La presencia de lactosa generó una 

disminución del porcentaje de células que mostraron colocalización de ambas proteínas.  

 

Figura 12. Colocalización de CD13 y Gal-1 en la membrana de las células SK‐HEP‐1. Se muestran 

fotografías representativas de un campo (panel superior) y de 1 o 2 células (panel inferior) en ausencia o 

presencia de lactosa. La doble inmunomarcación se realizó con un anticuerpo anti-CD13 (WM15, 

ab7417) y el anticuerpo secundario correspondiente conjugado a Alexa-546 (canal rojo), seguido de un 

anticuerpo anti-Gal-1 (Santa Cruz) y el secundario correspondiente conjugado a FITC (canal verde). Los 

núcleos se tiñeron con DAPI y se observó en un microscopio confocal (400X). (Resultados no publicados, 

adaptado de tesis doctoral M. Manzi, 2016). 

 

Esta fue la primera vez que se identificó a CD13 como posible receptor de Gal-

1. Hasta el momento, no se había descripto ningún receptor de galectinas en las CESHs.
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Construcción de la hipótesis 

 

A pesar de que los tratamientos de pacientes con carcinoma hepatocelular (CHC) 

han evolucionado durante la última década, la incidencia todavía se equipara con el 

índice de mortalidad, lo que refleja la pobre prognosis de la enfermedad y la necesidad 

de explorar los mecanismos que subyacen a la diseminación de las células de CHC para 

el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.  

En los hepatocitos tumorales, el nivel de expresión de Gal-1 se encuentra 

incrementado y su sobreexpresión se asocia a una mayor invasión tumoral, metástasis, 

recurrencia y menor sobrevida de los pacientes, identificando a Gal-1 como un 

marcador de mal pronóstico en el CHC. A través de su interacción con glicanos de las 

superficies celulares, Gal-1 favorece el desarrollo tumoral, la metástasis, el escape al 

sistema inmune y la angiogénesis.  

 

Los resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio demostraron que:  

 

• El aumento del nivel de Gal-1 en las células de CHC HEPG2 promueve su 

adhesión a las CESHs SK-HEP-1 en forma dependiente de glicanos, 

favoreciendo la diseminación tumoral. 

• Gal-1 presente en el microambiente del CHC (secretada de las células HEPG2) 

estimula la proliferación y migración de las células SK-HEP-1 en forma 

dependiente de la unión a glicanos, lo que favorecería la angiogénesis. 

• La aminopeptidasa N/CD13 sería un receptor de Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1 

y ambas proteínas colocalizan en la membrana plasmática de dichas células, 

sugiriendo una posible interacción a través de la cual Gal-1 podría ejercer sus 

efectos dentro del microambiente tumoral hepático.  

 

CD13 es una exopeptidasa altamente glicosilada que se encuentra aumentada en 

la superficie de numerosos tipos de células tumorales y particularmente en las células 

endoteliales durante la angiogénesis tumoral. Además, CD13 promueve la tubulogénesis 

y migración de las CE HUVEC y su interacción con Gal-3 promueve la angiogénesis de 

dichas células [223].  

Todas estas evidencias permitieron construir la hipótesis de este trabajo de tesis:  
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Hipótesis 

 

CD13 es un receptor de Gal-1 y la interacción entre ambas proteínas promueve, 

en parte, la progresión y diseminación del hepatocarcinoma y la angiogénesis del 

endotelio sinusoidal 

 

Objetivo General  

 

Estudiar la relevancia de la interacción de Gal-1 con su novedoso receptor CD13, 

como un evento que favorece la progresión y diseminación del hepatocarcinoma y 

la neovascularización del endotelio sinusoidal hepático 

 

 

Objetivos específicos:  

 

I. Estudiar la expresión de Gal-1 y CD13 en muestras de hígado normal y 

tumores hepáticos de pacientes, en líneas celulares humanas de CHC, CESHs 

asociadas a tumores hepáticos y CEs no asociadas a tumor, mediante 

plataformas bioinformáticas y Western blotting. 

 

II. Confirmar la interacción entre Gal-1 y CD13, mediante co-

inmunoprecipitación, Far Western blotting y resonancia plasmónica de 

superficie. 

 

III. Evaluar la cooperación entre Gal-1 y CD13 en la diseminación de células de 

CHC y en la angiogénesis del endotelio sinusoidal asociado al tumor 

hepático, mediante ensayos de adhesión heterotípica con microscopía de 

fluorescencia, y experimentos de proliferación, migración y tubulogénesis.  
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Capítulo 1. 

Análisis de la expresión de Galectina-1 y CD13 en muestras de 

pacientes con hepatocarcinoma y líneas celulares humanas 

 

Con el propósito de estudiar el rol de galectina-1 (Gal-1) y su novedoso receptor 

aminopeptidasa N o CD13 en la diseminación y neovascularización del 

hepatocarcinoma (CHC) evaluamos primero la expresión de ambas proteínas en 

muestras de pacientes con este tipo de tumor. Para ello, utilizamos herramientas 

bioinformáticas con acceso a bases de datos públicas y realizamos ensayos de Western 

blotting en líneas celulares tumorales hepáticas y en CEs no asociadas a tumor hepático.  

 

1.1 Análisis in silico de la expresión de los genes LGALS1 y ANPEP, su asociación 

con la supervivencia de pacientes con CHC y su co-expresión.  

 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) es un proyecto iniciado en 2005 por el 

Instituto Nacional de Cáncer y el Instituto Nacional de Investigaciones Genómicas 

Humanas de Estados Unidos, cuya finalidad es catalogar cambios moleculares de 

importancia biológica responsables del desarrollo de distintos tipos de cáncer. A la 

fecha, el programa ha generado 2,5 petabytes de información genómica, 

transcriptómica, proteómica e historias clínicas sobre 33 tipos de cáncer estudiados. 

Esta cantidad impresionante de información disponible recopilada de distintas bases de 

datos de hospitales y trabajos científicos genera la imperiosa necesidad del desarrollo de 

herramientas computacionales para transformar dichos datos crudos en conocimiento 

[224]. Para este fin se han desarrollado numerosas plataformas bioinformáticas que 

permiten acceder a las bases de datos TCGA y visualizar la información contenida en 

las mismas.  

En este primer capítulo investigamos la expresión de los genes LGALS1 y 

ANPEP que codifican las proteínas Gal-1 y CD13, respectivamente, en muestras de 

pacientes con cáncer de hígado y analizamos si dicha expresión se encuentra 

relacionada con el pronóstico de la enfermedad, en términos de supervivencia. Primero 

utilizamos la plataforma University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis 

Portal (UALCAN) [225], la cual permite visualizar los datos de secuenciación del 
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transcriptoma entero (ARN-seq) para genes seleccionados en la base de datos obtenida 

del TCGA. El análisis incluyó muestras de 371 pacientes con CHC y 50 muestras de 

tejido hepático sano, y se pudo correlacionar los niveles de expresión génica con 

información clínica.  

En el panel A de la figura 13 observamos que la expresión de ARN mensajero 

(ARNm) de la proteína Gal-1 es significativamente mayor en pacientes con CHC 

(mediana (Med) = 240,4 transcriptos por millón (TPM)) respecto a la de tejidos de 

pacientes sanos (142,9 TPM). En el panel B observamos lo mismo pero discriminado 

por estadio del tumor. La expresión del ARNm de Gal-1 en pacientes en estadio 1 (Med 

= 216,7 TPM), 2 (Med = 256,7 TPM), 3 (Med = 265,0 TPM) y 4 (Med = 442,6 TPM) es 

significativamente más alta comparada con la de tejidos sanos. En el panel C se observa 

el gráfico generado por la plataforma Kaplan-Meier Plotter [226], la cual utiliza un 

algoritmo que permite asociar los niveles de expresión del ARNm de Gal-1 con la 

supervivencia de los pacientes con CHC obtenida de sus historias clínicas en la misma 

base de datos del TCGA. Podemos observar aquí que altos niveles de expresión de Gal-

1 se asocian con peores pronósticos en la supervivencia de los pacientes con cáncer de 

hígado. 

cBioPortal [227],[228] es una plataforma web para la exploración interactiva de 

distintos sets de datos genómicos, incluida la base del TCGA. Permite la visualización, 

análisis y descarga de los mismos con el fin de que los investigadores puedan encontrar 

genes alterados dentro del estudio de interés. En nuestro caso utilizamos esta 

herramienta para evaluar la frecuencia de alteraciones genómicas de Gal-1 y CD13. En 

el panel D de la figura 13 observamos que la frecuencia de mutaciones para el gen 

LGALS1 fue alrededor del 2 % en los pacientes con CHC principalmente 

correspondiendo a mutaciones de amplificación del número de copias de dicho gen. 
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Figura 13. Análisis de la expresión, alteraciones genómicas y valor pronóstico de Gal-1 (LGALS1) 

en pacientes con CHC. (A) Expresión relativa de LGALS1 en transcriptos por millón (TPM) en muestras 

de hígado normal (en color azul) y de tumores primarios en pacientes con cáncer de hígado (CHC) (en 

color rojo). (B) Expresión relativa de LGALS1 en tejidos hepáticos normales y tumorales de distintos 

estadios de diferenciación a partir de datos del TCGA (The Cancer Genome Atlas) utilizando la 

plataforma UALCAN. *** p < 0,001; **** p < 0,0001. (C) Asociación entre los niveles de expresión de 

LGALS1 y la supervivencia global de pacientes con hepatocarcinoma generadas en la plataforma Kaplan-

Meier Plotter a partir de datos del TCGA. (D) Frecuencia de alteraciones genómicas de LGALS1 en 

pacientes con cáncer de hígado (TCGA) utilizando la plataforma cBioPortal. 

 

En la figura 14A observamos la comparación de la expresión del ARNm del gen 

que codifica la proteína CD13 (ANPEP) en muestras de tejidos normales (Med = 194,6 

TPM) con respecto a la de muestras de pacientes con CHC (158,7 TPM).  Los valores 

provenientes de tumores hepáticos poseen gran dispersión y no resultan ser 

estadísticamente diferentes de los valores normales. En el panel B se compara la 

expresión del ARNm de CD13 entre los tejidos hepáticos normales y la de los distintos 

estadios del tumor (estadio 1: Med = 173,6 TPM; estadio 2: Med =154,6 TPM; estadio 

3: Med = 136,2 TPM; estadio 4: Med = 197,2 TPM).  

La plataforma cBioPortal permitió concluir que la frecuencia de alteraciones 

genómicas de CD13 (ANPEP) resultó ser menor al 0,3 % en los pacientes con CHC 

alojados en la base de datos del TCGA (Fig. 14D). 
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Figura 14. Análisis de la expresión, alteraciones genómicas y valor pronóstico de CD13 (ANPEP) en 

pacientes con CHC. (A) Expresión relativa de ANPEP en transcriptos por millón (TPM) en muestras de 

hígado normal (en color azul) y en tumores primarios en pacientes con CHC (en color rojo). (B) 

Expresión relativa de ANPEP en tejidos hepáticos normales y tumorales de distintos estadios de 

diferenciación a partir de datos del TCGA utilizando la plataforma UALCAN. (C) Asociación entre los 

niveles de expresión de ANPEP con la supervivencia global de pacientes con cáncer de hígado generada 

en la plataforma Kaplan-Meier Plotter a partir de datos del TCGA. (D) Frecuencia de alteraciones 

genómicas de ANPEP en pacientes con cáncer de hígado (TCGA) utilizando la plataforma cBioPortal. 

 

Por otra parte, el sitio cBioPortal permite analizar y realizar comparaciones a 

partir de la base de datos de TCGA. Se utilizó esta herramienta para analizar una posible 

correlación entre la expresión de Gal-1 y CD13, ya que se ha descripto que esta 

galectina modularía la expresión de algunos de sus receptores [229]. Como los datos se 

encuentran normalizados es posible utilizar el índice de Pearson como parámetro de 

correlación. Otra base de datos disponible proviene del proyecto Chinese Liver Cancer 

Atlas (CLCA) donde se realizó un muestreo de 239 pacientes con CHC [230]. Dado que 

el índice de Pearson arrojó un valor de -0,15 en TCGA y 0,11 en CLCA, se puede 

concluir que no habría correlación entre la expresión de los genes LGALS1 y ANPEP en 

el CHC. Los índices de Spearman permiten arribar a la misma conclusión (Fig. 15). 
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Figura 15. Análisis de correlación de expresión génica entre LGALS1 y ANPEP. Se realizó la 

correlación entre las expresiones de ARNm normalizadas utilizando la base de datos (A) TCGA con el 

programa RSEM (RNAseq by Expectation-Maximization) y (B) en la base CLCA (TPM) con la 

plataforma cBioPortal.  

 

1.2 Análisis in silico de la expresión de Gal-1 y CD13 en células residentes del 

hígado y líneas celulares hepáticas y endoteliales tumorales mediante 

secuenciación de ARN de célula única. 

 

La sección Single cell de la plataforma The Human Protein Atlas (THPA) 

permite analizar la expresión de genes particulares a partir de la información de 

secuenciación de ARN de célula única (single cell RNAseq o scRNA-seq) obtenida de 

la base de datos GSE115469 construida a partir del análisis de 11.175 células [231]. Los 

distintos tipos de células que conforman el órgano hepático fueron identificados y 

seleccionados a partir de marcadores específicos del tejido, diferenciando los 

hepatocitos y demás residentes del hígado. Para las células endoteliales hepáticas se 

utilizaron vWF (factor de von Willebrand), SLC2A1 (Glut-1), CD34, PECAM-1 

(molécula de adhesión celular endotelial plaquetaria)/CD31 entre otros; por lo que se 

encuentran agrupadas las células endoteliales (CEs) vasculares, positivas para CD34 y 

las endoteliales sinusoidales hepáticas (CESHs), negativas para dicho marcador. Cabe 

recordar que CD31 no se expresa en las membranas celulares de las CESHs pero sí en 

vesículas internas en tejidos adultos sanos [232].  

La visualización de los datos de expresión de ARNm de célula única se realizó 

mediante un gráfico de tipo UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) 

A B 
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que permite el clustering o agrupamiento de datos y la reducción de dimensionalidad 

[233]. En la figura 16 se observa la expresión de ARNm de los genes CD31 y CD34, 

marcadores de CE vascular, y de los genes ICAM1 (molécula de adhesión intercelular 

1), FCGR2B (receptor FC gamma o CD32b) y CD4, marcadores específicos de CESHs, 

en los distintos clusters hepáticos  [232]. Dentro del cluster 5, correspondiente a las CE, 

se puede distinguir una subpoblación que es la que correspondería específicamente a las 

CESHs, la cual fue de nuestro interés para el análisis de los genes LGALS1 y ANPEP.  

 

 

Figura 16. Gráfico UMAP (Uniform Manifold Approximation and Projection) de clusters celulares del 

hígado. scRNAseq de los genes marcadores generales de células endoteliales CD34 y CD31 (panel 

superior) y marcadores específicos de células endoteliales sinusoidales CD32b, CD4 e ICAM1 (panel 

inferior). Los clusters están numerados según tipo celular, c0-4-9-12-18: hepatocitos; c1-8-13-14: células 

T; c16: células B; c2-6-10-15: células de Kupffer; c3: células del plasma; c5: células endoteliales; c7: 

células de músculo liso; c11: fibroblastos; c17: colangiocitos y c19: células eritroides.  
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El mismo análisis se realizó entonces para los genes LGALS1 y ANPEP. En la 

figura 17 se observa que los niveles de expresión del ARNm de la lectina en las CEs 

(cluster c5, 172,6 TPM normalizados (nTPM)) son más bajos que en los hepatocitos 

(clusters c0-4-9-12-18, 587,2 nTPM). El cluster de células de Kupffer (c2-6-10-15) 

tiene los niveles más altos de expresión del ARNm LGALS1 del tejido (1853 nTPM). 

Por otro lado, ANPEP posee niveles de expresión más altos en el cluster de células 

endoteliales que en el correspondiente al de los hepatocitos (287,2 versus 165,4 nTPM). 

Este resultado se encuentra en línea con lo descripto por otros autores quienes también 

encontraron marcación positiva para CD13 en las CESs, mediante inmunohistoquímica 

(IHQ) [234]. Además, el patrón de expresión de ANPEP en el cluster 5 coincide con el 

encontrado para la expresión de CD32b, CD4 e ICAM1 en la figura 18. Los clusters que 

también mostraron moderada expresión de este marcador corresponden a colangiocitos 

(c17: 377,8 nTPM) y células de Kupffer (c2-6-10-15: 115 nTPM).  

 

Figura 17. Gráfico UMAP de clusters celulares del hígado. scRNAseq de los genes LGALS1 (Gal-1, 

izquierda) y ANPEP (CD13, derecha) en clusters de células residentes hepáticas. Los clusters están 

numerados según el tipo celular, c0-4-9-12-18: hepatocitos; c1-8-13-14: células T; c16: células B; c2-6-

10-15: células de Kupffer; c3: células del plasma; c5: células endoteliales; c7: células de músculo liso, 

c11: fibroblastos; c17: colangiocitos y c19: células eritroides.  
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1.3 Análisis in silico de la expresión de Gal-1 y CD13 en líneas celulares hepáticas 

y endoteliales tumorales 

 

La sección Cell lines de la plataforma THPA contiene el perfil de ARN de genes 

codificantes de proteínas de 1206 líneas celulares humanas ya establecidas, que 

incluyen 1132 líneas celulares tumorales, la mayoría de ellas obtenidas de la base de 

datos CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia). La plataforma THPA integra dicha 

información junto a la de una base de datos propia y clasifica la especificidad de la 

expresión génica en distintos tipos de cáncer, así como su distribución en todas las 

líneas celulares. Además, permite evaluar la consistencia de la expresión de los genes 

entre líneas celulares modelo y las cohortes de pacientes oncológicos correspondientes 

del TCGA [235]. Por ejemplo, en el cáncer de hígado, la comparación se puede realizar 

específicamente con las líneas celulares HEPG2 y SK-HEP-1 (utilizadas en este 

trabajo). En la figura 18 se observa la alta correspondencia entre la línea de hepatocitos 

tumorales HEPG2 y los datos obtenidos del TCGA. Por el contrario, para las células 

SK-HEP-1 se observa un bajo puntaje, en coincidencia con lo comentado previamente 

sobre el origen endotelial de esta línea celular hepática [236]. Sobre un total de 24 líneas 

celulares analizadas, las células HEPG2 se encuentran número 1 en el ranking de 

correspondencia, mientras que las células SK-HEP-1 se ubican en el número 21.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Consistencia entre líneas celulares y cohortes de CHC. Integración de rankings basada en 

la correlación de la expresión génica promedio de línea celular-cohorte de TCGA (ρ de Spearman) y la 

correlación de la expresión enriquecida en genes con elevada expresión; Normalized Enrichment Score 

(NES).  

 

Además, la sección Cell lines de la plataforma THPA permite observar la 

expresión normalizada de un gen determinado en todas las líneas celulares disponibles. 
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Así, se obtuvo la expresión del ARNm de LGALS1 en la línea celular endotelial SK-

HEP-1 (7061,2 nTPM) y en la línea de hepatocitos tumorales HEPG2 (640,6 nTPM) 

(Fig. 19). En cuanto al gen ANPEP también se encontró que se expresa en mayor nivel 

en la línea SK-HEP-1 (725 nTPM) que en los hepatocitos tumorales HEPG2 (140,4 

nTPM) (Fig. 19).  

 

Figura 19. Expresión de ARNm (nTPM) de los genes LGALS1 (panel superior) y ANPEP (panel 

inferior) para 24 líneas celulares tumorales hepáticas analizadas por THPA. Las líneas se encuentran 

ordenadas por orden alfabético.  

 

1.4 Análisis in silico de la expresión proteica de Gal-1 y CD13 en muestras de 

pacientes con CHC 

  

El sitio THPA (The Human Protein Atlas) [237] es un programa sueco que se 

inicia en 2003 con el objetivo de localizar todas las proteínas humanas en sus 

respectivas células, tejidos y órganos, utilizando la integración de varias tecnologías 

ómicas, incluyendo imágenes de histoquímica, proteómica basada en espectrometría de 

masa, transcriptómica y biología de sistemas. La sección Pathology Atlas en dicha 

plataforma permite acceder a imágenes de secciones histológicas de tejidos normales y 

de muestras tumorales. Dichas muestras fueron teñidas mediante la técnica de 

inmunohistoquímica (IHQ) con 2 anticuerpos distintos conjugados con DAB (3,3'-

diaminobencidina) (Atlas Antibodies/Sigma-Aldrich, Estados Unidos), mostrando 
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tinción positiva de coloración marrón. Las muestras provienen de material quirúrgico 

obtenido de pacientes con distinto grado de neoplasia.  

En la figura 20 se observa la tinción de la proteína Gal-1 en las muestras de 

individuos normales y de pacientes con CHC. En línea con lo observado para la 

expresión del ARNm, los niveles de la lectina no son detectables en ninguna de las 

muestras provenientes de tejidos sanos (n=5). Por otro lado, de un total de 11 muestras 

de pacientes con CHC, en 3 de ellas se observó más del 75 % de las células positivas; en 

otra muestra se detectó entre el 25 y el 75 % de las células con marca citoplasmática y 

en las 2 muestras restantes se observó que menos del 25 % de las células tenía tinción 

en la membrana celular.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Expresión proteica de Gal-1 por IHQ en muestras de pacientes sanos (normal) y CHC. 

Muestras provenientes de individuos con y sin tumor hepático provenientes de biopsias anonimizadas 

fueron fijadas e incubadas con 2 anticuerpos distintos (HPA000646; CAB002157) seguidos de tinción 

con hematoxilina-eosina. Las muestras fueron analizadas por duplicado por patólogos especialistas y 

clasificadas según inmunoreactividad (negativo, débil, moderado, fuerte); representabilidad, como 

fracción de células teñidas (< 25 %, 25-75 % o > 75 %) y localización subcelular (nuclear o 

citoplasmática/membranosa). En cada imagen se detalla el número de paciente utilizado. 
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En la figura 21 se observan tinciones positivas para CD13 en 3 pacientes sanos, 

presentando una señal alta con fracción de células teñidas en tejidos tumorales mayor al 

75 % (n=3) revelando con el anticuerpo HPA004625, y una fracción entre 25 y 75 % 

para al anticuerpo CAB002417 en los mismos pacientes.  

En pacientes con CHC se observa también una señal alta y con fracción de 

células teñidas mayor al 75 % en todas las muestras reveladas con HPA004625 (n=6) 

mientras que la señal obtenida con CAB002417 resultó moderada con una fracción 

celular teñida mayor al 75 % en un solo paciente y entre 25 y 75 % en los restantes 

(n=2). Es interesante notar que la muestra proveniente del paciente 2556 fue analizada 

con ambos anticuerpos, observándose la menor tinción con anticuerpo CAB002417, 

como limitante de la técnica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Expresión proteica de CD13 por IHQ en muestras de pacientes sanos (Normal) y CHC. 

Muestras provenientes de pacientes con y sin tumor hepático provenientes de biopsias anonimizadas 

fueron fijadas e incubadas con 2 anticuerpos distintos seguidos de tinción con hematoxilina-eosina. Las 

muestras fueron analizadas por duplicado por patólogos especialistas y clasificadas según 

inmunoreactividad (negativo, débil, moderado, fuerte); representabilidad como fracción de células teñidas 
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(< 25 %, 25-75 % o > 75 %) y localización subcelular (nuclear o citoplasmática/membranosa). En cada 

imagen se detalla el número de paciente utilizado.  

 

 Estos resultados nos permiten confirmar la expresión elevada de Gal-1 y CD13 a 

nivel proteico en muestras de pacientes con CHC.  

 

1.5 Análisis in vitro de la expresión proteica de Gal-1 y CD13 en líneas celulares 

hepáticas y endoteliales tumorales 

 

En primer lugar, se evaluó la expresión de las proteínas Gal-1 y CD13 en la línea 

celular endotelial hepática SK-HEP-1, utilizada como modelo de células endoteliales 

sinusoidales hepáticas (CESHs), y se la comparó con la expresión observada en la línea 

endotelial EA.hy.926, establecida a partir de células HUVEC. Se realizaron lisados 

totales celulares y se analizó la expresión proteica mediante Western blotting, tal como 

se detalla en el capítulo 1 de la sección Materiales y métodos.  

En ambas líneas celulares se observó la presencia de una sola banda de 

aproximadamente 150 kDa, perteneciente a la aminopeptidasa CD13, sin diferir 

estadísticamente su expresión relativa entre las células SK-HEP-1 y EA.hy.926 (Fig. 

22). La proteína Gal-1 se observa como una banda de aproximadamente 14 kDa, cuya 

expresión relativa se encuentra en un nivel 50 % menor en las células EA.hy.926 no 

asociadas a tumor hepático que en las células SK-HEP-1 derivadas de un cáncer de 

hígado (Fig. 22). 

Figura 22. Expresión de CD13 y Gal-1 en células endoteliales. Se evaluó mediante Western blotting y 

análisis densitométrico la expresión de CD13 y Gal-1 en lisados de las líneas celulares SK-HEP-1 y 

EA.hy.926. Como control de carga se utilizó la proteína GAPDH. Los datos se expresan como la media ± 

el error estándar de la media (SEM) a partir de 3 experimentos independientes. * p < 0,05 (Test t de 

Student). 

 



Resultados | Capítulo 1 

 

70 

 

 En segundo lugar, se evaluó la expresión de CD13 en hepatocitos tumorales con 

distintos niveles de Gal-1 para estudiar la posible modulación recíproca entre Gal-1 y su 

presumible receptor CD13. Para ello se realizaron lisados totales de las células HEPG2 

wild type (WT), transfectadas de manera estable con el plásmido pcDNA3.1-LGALS1 

(HEPG2-GAL) para sobreexpresar Gal-1 o con el plásmido sin inserto como control 

(HEPG2-MOCK). Además, se realizaron lisados a partir de células HEPG2 WT 

transfectadas con el plásmido Galectin-1 shRNA Plasmid (h), (HEPG2-shGal) para 

silenciar en forma estable la expresión de Gal-1 o con un plásmido diseñado para 

generar un shARN sin un objetivo conocido en el transcriptoma humano scrambled 

(HEPG2-shScr) como control. En la figura 23 se observa que los niveles de expresión 

de la aminopeptidasa CD13 en las células HEPG2 no se modifican significativamente al 

incrementarse o disminuirse la expresión de Gal-1. 

Figura 23. Expresión de CD13 en hepatocitos tumorales. Se evaluó mediante Western blotting y 

análisis densitométrico la expresión de CD13 en lisados celulares de las líneas (de izquierda a derecha): 

HEPG2 WT; HEPG2-MOCK control y HEPG2-GAL sobreexpresando Gal-1; HEPG2-shScr control y 

HEPG2-shGal con expresión de Gal-1 disminuida. Como control de carga se utilizó la proteína GAPDH. 

Los datos se expresan como la media ± el error estándar (SEM) a partir de 4 experimentos 

independientes. (Test ANOVA de una vía seguido del Test de Tukey).  

 

Con esta misma idea de estudiar la posible modulación recíproca de la expresión 

entre Gal-1 y CD13, se decidió analizar las CESHs SK-HEP-1 con edición génica de 

CD13 (KOCD13), en un clon generado utilizando el plásmido CD13 Double Nickase 

Plasmid (h) (como se describe en la sección de Materiales y métodos). 

En la figura 24 se muestran los resultados que confirman que CD13 es 

indetectable en el clon de células SK-HEP-1 KOCD13, y se observa que los niveles de 

expresión de Gal-1 en las líneas transfectadas no se modifican respecto de la línea wild 

type. 

 



Resultados | Capítulo 1 

 

71 

 

Figura 24. Expresión de CD13 y Gal-1 en CESHs SK-HEP-1. Se evaluó mediante Western blotting y 

análisis densitométrico la expresión de CD13 y Gal-1 en lisados de las células SK-HEP-1 WT; 

SCRAMBLED control y KOCD13. Como control de carga se utilizó la proteína GAPDH. Los datos se 

expresan como la media ± SEM a partir de 3 experimentos independientes. (Test ANOVA de una vía 

seguido del Test de Tukey. ** p < 0,01; *** p < 0,001). 
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En resumen,  

 

la información disponible en plataformas bioinformáticas en su conjunto 

nos permitió analizar distintas bases de datos públicas y concluir que se 

encuentran altos niveles de Gal-1 en muestras de pacientes con CHC y que 

dicha proteína está asociada a peores pronósticos de sobrevida.  

CD13 es una proteína que se expresa en altos niveles basales tanto en 

hepatocitos como en CESHs y sus valores no se verían alterados en 

pacientes con la enfermedad.  

En la línea SK-HEP-1, CD13 se expresa en niveles comparables a 

otra línea endotelial no tumoral, mientras que Gal-1 presenta una mayor 

expresión respecto a las células no tumorales. 

La expresión de la aminopeptidasa en las células HEPG2 se mantiene 

estable independientemente de las variaciones en los niveles de Gal-1. 

Estos resultados en conjunto nos permiten confirmar que las líneas 

celulares utilizadas en el presente trabajo resultan un buen modelo para su 

estudio. 

En los próximos capítulos se presentarán los resultados que 

confirman la interacción entre Gal-1 y el receptor CD13, y que demuestran 

la relevancia de dicha interacción en el vínculo entre los hepatocitos 

tumorales y las CESHs.  
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Capítulo 2. 

Estudio de la interacción física entre el receptor CD13 y Gal-1 

 

Como se mencionó previamente, nuestro grupo de trabajo identificó posibles 

receptores de Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1 mediante cromatografía de afinidad, 

digestión proteolítica in gel y espectrometría de masa, siendo uno de ellos la proteína 

CD13. En este capítulo, se describirán los resultados tendientes a confirmar la 

interacción entre Gal-1 y CD13. 

Por medio de plataformas informáticas de minería de texto se puede realizar un 

análisis predictivo del interactoma de una proteína. STRING es una base de datos de 

interacciones proteína-proteína, tanto conocidas como de carácter predictivo. Incluye 

interacciones directas (físicas) y asociaciones indirectas (funcionales) provenientes de 

minería de texto automática y predicción computacional [238]. Esta herramienta nos 

permite evaluar entonces el conjunto de interacciones para las proteínas de interés, a las 

cuales se les asigna un puntaje que otorga el nivel de confianza en cada par de unión. 

Utilizando un umbral de 0,4 como puntaje y limitando a 50 interacciones como 

máximo, podemos observar las principales proteínas con las cuales interactúa la 

aminopeptidasa CD13 (Fig. 25). Entre ellas se encuentra Gal-3 (LGALS3) con un 

puntaje promedio de 0,437. La plataforma permite acceder a las fuentes primarias de la 

información donde, además del trabajo de Yang y colaboradores, ya discutido en la 

sección Introducción [223], encontramos otras fuentes de evidencia de interacción física 

[239], [240] y funcional [241] entre CD13 y Gal-3. 
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Figura 25. Red de interacción de CD13. Visualización de la red de interacciones proteína-proteína de 

CD13 (ANPEP) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de evidencia y 

confianza. Número de nodos: 20; grado promedio 3,7 por nodo.  

 

 Por otro lado, el interactoma físico de Gal-1, utilizando los mismos filtros, no 

arrojó resultados con CD13 (Fig. 26) pero sí lo hizo en la ampliación de todos los filtros 

restrictivos con un puntaje de 0,392 (Fig. 27). Cuando accedimos a la información de 

las fuentes bibliográficas, observamos que la predicción estaba basada en las evidencias 

de interacción de CD13 con Gal-3 y Gal-4 [242].  
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Figura 26. Red de interacción de Gal-1. Visualización de la red de interacciones proteína-proteína de 

Galectina-1 (LGALS1) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de 

evidencia y confianza. Número de nodos: 18; grado promedio 5,1 por nodo.  
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Figura 27. Red extendida de interacción de Gal-1. Visualización de la red de interacciones proteína-

proteína de Gal-1 (LGALS1) marcada en rojo. La intensidad de las conexiones es proporcional al nivel de 

evidencia y confianza. Número de nodos: 51; grado promedio 8,67 por nodo.  

 

 Dada la evidencia disponible y la predicción de una interacción entre Gal-1 y 

CD13, nos propusimos el objetivo de confirmar la interacción física entre ambas 

proteínas. Para ello se utilizaron distintas técnicas, tales como: co-inmunoprecipitación 

(co-IP), Far Western blotting y Resonancia Plasmónica de Superficie (RPS), ya que la 

recomendación generalizada es combinar estrategias para la determinación fehaciente 

de interacciones proteína-ligando [243]. 

 

2.1 Estudio de la interacción entre Gal-1 y CD13 mediante co-

inmunoprecipitación 

 

 En primer lugar, se realizó el ensayo de co-IP entre Gal-1 y CD13 utilizando los 

anticuerpos correspondientes, demostrados previamente mediante Western blotting, 

como inmunoprecipitantes. Esta técnica es un método indirecto que permite evaluar la 

unión directa entre proteínas o unión indirecta a través de la formación de un complejo 
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en lisados celulares. Brevemente, se lisaron las células SK-HEP-1 como se explica en la 

sección de Materiales y métodos, y se incubaron toda la noche con un anticuerpo 

primario policlonal anti-Gal-1. Luego se realizó una incubación por 4 horas con una 

matriz de proteína A-agarosa anteriormente bloqueada con BSA al 0,1 %. La cantidad 

de lavados fue puesta a punto previamente para eliminar la unión inespecífica a la 

proteína A.  

 En la figura 28 se observan las calles sembradas con las muestras incubadas con 

los anticuerpos inmunoprecipitantes (IP) control (GAPDH, calle 1) y Gal-1 (calle 2), y 

la calle con la muestra INPUT (solubilizado sin anticuerpos). El revelado se realizó con 

el anticuerpo anti-CD13 (panel superior) y anti-Gal-1 (panel inferior). Podemos concluir 

que la técnica fue correctamente desarrollada pues, el anticuerpo precipitante 

efectivamente enriqueció la muestra con la proteína Gal-1: se observan las bandas 

correspondientes al monómero (14 kDa) y dímero (30 kDa), y bandas de mayor peso 

molecular correspondientes a agregados proteicos. Sin embargo, ante exhaustivos 

lavados, CD13 no co-inmunoprecipitó junto a Gal-1 (panel superior). Esto podría 

deberse tanto a la falta de unión como a una interacción demasiado débil o efímera para 

ser detectada con esta técnica.  

Figura 28. Evaluación de la co-inmunoprecipitación de Gal-1 y CD13 en células SK-HEP-1. Western 

blotting revelado con anti-CD13 (panel superior) y anti-Gal-1 (panel inferior) en muestras provenientes 

de un solubilizado de células SK-HEP-1 (INPUT) incubadas con anticuerpo inmunoprecipitante anti-Gal-

1 o anti-GAPDH como control negativo.  
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2.2 Estudio de la interacción entre Gal-1 y CD13 mediante Far Western blotting 

 

Far Western blotting es un método basado en la técnica de Western blotting para 

evidenciar la unión entre dos proteínas in vitro sobre una membrana de PVDF [244], 

[245]. Brevemente, se siembra un lisado celular o una muestra de un enriquecimiento de 

una fracción celular en un gel de poliacrilamida y se realiza la corrida electroforética en 

condiciones desnaturalizantes. Luego, las proteínas resueltas se electrotransfieren a una 

membrana de PVDF, la cual se incuba toda la noche con la proteína a testear (en 

condición nativa y pura), para finalmente revelar por Western blotting.  

En el ensayo se utilizaron las células SK-HEP-1 transfectadas con el sistema 

CD13 Double Nickase Plasmid (h) que consiste en un par de plásmidos que codifican 

para la nucleasa Cas9 mutada D10A y un ARN guía de 20 nucleótidos (gARN) 

diseñados para la disrupción génica de CD13 humana, como se explica en el capítulo 1 

de Materiales y métodos. El knock-out de CD13 se confirmó mediante Western blotting, 

tal como se describió en la Fig. 24 del capítulo 1 de la sección de Resultados. En las 

células KOCD13 la expresión de CD13 fue indetectable, y los niveles de Gal-1 no 

variaron significativamente en la línea KOCD13 con respecto a las células control 

SCRAMBLED y SK-HEP-1 sin transfectar. 

En primer lugar, a partir de las células SK-HEP-1, SCRAMBLED y KOCD13 se 

obtuvieron fracciones de proteínas de membrana como se detalla en el capítulo 2 de 

Materiales y métodos. Dichas fracciones proteicas (eluatos), conteniendo o no a CD13, 

se sometieron a cromotografía de afinidad en una columna de Gal-1 humana 

recombinante (rGal-1)‐agarosa. rGal-1 fue expresada y purificada como se detalla en el 

capítulo 2 de Materiales y métodos. Las proteínas de membrana retenidas en la columna 

de afinidad se eluyeron con lactosa, se determinó la concentración de proteínas totales y 

se ajustó a una concentración final de 2 mg/ml en todas las muestras. Luego, una 

alícuota de cada una de las fracciones, con o sin CD13, conteniendo las proteínas con 

afinidad por Gal-1 se sometieron a Western blotting. En la figura 29 se observa el 

resultado obtenido que demuestra que CD13 está presente en la fracción de proteínas de 

membrana de las células SK-HEP-1, y que posee afinidad por Gal-1. Además se 

confirmó que la fracción proteica proveniente de las células KOCD13 no expresa CD13. 
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Figura 29. Expresión de CD13 en fracciones de proteínas de membrana con afinidad por Gal-1, 

derivadas de células SK-HEP-1 SCRAMBLED que expresan CD13 (calle CD13) o no (calle KOCD13) 

mediante Western blotting. Como control se utilizó un lisado total de células SK-HEP-1. La membrana de 

PVDF fue incubada con un anticuerpo anti-CD13, seguido del anticuerpo secundario correspondiente y el 

revelado se realizó con ECL (Pierce Biotechnology, Estados Unidos) (panel izquierdo). Luego, la misma 

membrana fue teñida con Coomasie brilliant blue (panel derecho). MK: marcadores de peso molecular. 

Se muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes. 

 

Luego, las fracciones o eluatos de proteínas de membrana con afinidad por Gal-

1, conteniendo o no CD13, se sometieron a Far Western blotting. Una vez realizadas la 

corrida electroforética y la electrotransferencia, la membrana de PVDF se bloqueó e 

incubó con rGal-1 en una concentración final de 5 g/ml. Luego de lavados 

exhaustivos, se incubó la membrana con un anticuerpo primario anti-Gal-1 y a 

continuación, con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con HRP 

(peroxidasa de rábano picante). El revelado se realizó utilizando el reactivo 4-cloro-1-

naftol como sustrato de la HRP en una reacción que forma un precipitado coloreado. 

Esta reacción colorimétrica menos sensible que el revelado por quimioluminiscencia 

nos permitió obtener un resultado más claro, dado que la incubación con rGal-1 mostró 

una excesiva señal positiva en la membrana.  

En la figura 30 se observa el resultado obtenido al analizar muestras 

enriquecidas en proteínas de membrana de células SK-HEP-1 SCRAMBLED 

(contienen CD13) y KOCD13, con afinidad por Gal-1. En la membrana M1 (centro), 

incubada en presencia de rGal-1 y revelada con el anticuerpo anti-Gal-1, se observa una 

banda de peso molecular aparente de 150 kDa (calle CD13) y la ausencia de dicha 

banda en la calle KOCD13. En la membrana M2 (izquierda), incubada en ausencia de 

rGal-1 y revelada con el anticuerpo anti-Gal-1 (control negativo), no se observan bandas 

reactivas. En la membrana 3 (M3), revelada con el anticuerpo anti-CD13, se evidencia 
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la banda de CD13 a la altura de 150 kDa en la calle correspondiente (control positivo). 

Por lo tanto, se puede sugerir que Gal-1 interactúa físicamente con CD13 presente en la 

membrana de las células SK-HEP-1.  

Figura 30. Interacción entre Gal-1 y CD13 en células SK-HEP-1 mediante la técnica de Far Western 

blotting. (A) Las calles fueron sembradas con 10 g de fracciones de proteínas de membrana con afinidad 

por Gal-1, derivadas de células SK-HEP-1 SCRAMBLED que expresan CD13 (calle CD13) o no (calle 

KOCD13). Las membranas fueron bloqueadas con BSA al 3%. M1 fue incubada toda la noche con rGal-1 

5 g/ml en BSA al 1 %-TBS y M2 solo con BSA al 1 %-TBS. Luego de lavados exhaustivos ambas 

membranas fueron incubadas con un anticuerpo anti-Gal-1; seguido del anticuerpo secundario 

correspondiente y reveladas con 4-cloro-1 naftol. M3 fue incubada con un anticuerpo anti-CD13, seguida 

de la incubación con el anticuerpo secundario correspondiente y revelada con ECL (Pierce 

Biotechnology, Estados Unidos). Se muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes. 

 

2.3 Estudio de la interacción entre Gal-1 y CD13 mediante Resonancia 

Plasmónica de Superficie 

 

A continuación se realizaron experimentos con la técnica de Resonancia 

Plasmónica de Superficie (RPS) para poder confirmar la unión específica, física y 

directa entre CD13 y Gal-1. Se utilizó a CD13 presente en la fracción de proteínas de 

membrana con afinidad por Gal-1 proveniente de las células SK-HEP-1 SCRAMBLED 

como ligando inmovilizado en un chip del equipo BIAcore. Por otro lado, como muestra 

blanco se empleó la fracción de proteínas de membrana con afinidad por Gal-1 

proveniente de las células KOCD13. Como analito se utilizaron diluciones al medio de 

una solución de rGal-1 (20 mM), las cuales se inyectaron sobre el chip con CD13 
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acoplado. La técnica se desarrolló como se describe en el capítulo 2 de la sección de 

Materiales y métodos.   

Los resultados fueron expresados como señal de respuesta (unidades de 

resonancia) en función del tiempo y representados en sensorgramas. En la Figura 31 se 

observa la evolución de la respuesta obtenida. A medida que aumenta la concentración 

de rGal-1, la señal de respuesta también se incrementa, lo que demuestra su interacción 

directa con CD13 en todas las concentraciones ensayadas. A partir de la pendiente de 

esta zona del gráfico se puede obtener la tasa de asociación o Kon. La forma de cada 

curva tiende a ser cuadrada, con asociaciones y disociaciones muy rápidas. La tasa de 

disociación o Koff es la velocidad con la que se disocia el complejo y se obtiene de la 

zona final de la curva.  

Figura 31. Interacción física y directa entre CD13 inmovilizada y rGal-1 en solución. Los eluatos 

“CD13” y “KOCD13” fueron inmovilizados por química de aminas en un chip sensor CM5, tal como se 

describe en la sección de Materiales y métodos.  “KOCD13” fue utilizado como blanco. Soluciones en 

concentraciones crecientes de rGal-1 (0,0075 – 20 mM) fueron inyectadas durante 30 segundos con un 

tiempo de disociación de otros 30 segundos. Los sensorgramas resultantes fueron superpuestos en el 

gráfico de Respuesta (RU, unidad de resonancia) en función del tiempo. 

 

En el gráfico de la figura 32 se observa el ajuste cinético no lineal de la 

respuesta máxima obtenida (de la Fig. 31) en función del tiempo para cada 

concentración de rGal-1 utilizada. Dicho ajuste permitió obtener un valor de constante 

de disociación (KD) para cada curva a través de la determinación de los valores de Kon y 

Koff, y de su relación (Koff /Kon). El valor de KD obtenido fue de 2,2 x 10-6 M. Por otro 

lado, realizando una cinética de unión de las distintas RU alcanzadas en cada 

concentración en estado estacionario (Fig. 33), se estimó el valor de KD o K0.5 como la 

concentración de analito a la cual se encuentra el 50 % de la respuesta máxima, siendo  
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éste 4,0 x 10-6 M. 

 

Figura 32. Cinética de la interacción entre CD13 y rGal-1. Ajuste cinético para cada concentración de 

rGal-1 para el cálculo de las tasas Kon (asociación) y Koff (disociación) a partir de 3 experimentos 

independientes promediados y analizados utilizando BIAevaluation software. 

 

Figura 33. Cinética de la interacción entre CD13 y rGal-1. Ajuste hiperbólico de la RU alcanzada en 

estado estacionario en función de la concentración utilizada del analito rGal-1. KD se calcula como la 

concentración de analito a la cual la respuesta es la mitad de la respuesta máxima.  

 

Los valores obtenidos de KD por medio de dos ajustes cinéticos distintos 

utilizando el software BIAevaluation fueron promediados siendo éste 3,1 x 10-6 M para 

Gal-1. 



Resultados | Capítulo 2 

 

83 

 

Se analizó también la dependencia de glicanos en la interacción de Gal-1 con 

CD13. Utilizando una concentración de rGal-1 fija de 1,2 M se comparó la inyección 

de la lectina sola, pre-incubada con lactosa, un azúcar competidor del DRC, o con 

sacarosa, como control negativo (Fig. 34). En la figura se observa que la interacción 

entre Gal-1 y CD13 se previno completamente en presencia de lactosa debido a que la 

respuesta relativa disminuyó a valores cercanos a 0. Por otro lado, la interacción entre 

ambas proteínas no se vió afectada cuando la corrida se realizó pre-incubando con 

sacarosa, un azúcar que no es capaz de unirse al DRC de Gal-1. Además, al volver a 

inyectar rGal-1 en el cuarto ciclo se confirmó que la superficie del chip no se vió 

comprometida luego de las pruebas realizadas. Los ciclos 5 (PBS + Lac) y 6 (PBS) son 

controles negativos y muestran que los vehículos utilizados no producen señal de 

respuesta sobre CD13. 

Figura 34. Dependencia de glicanos en la interacción directa entre CD13 y rGal-1. Pre-incubación 

con lactosa (Lac) 1 mM, azúcar inhibidor de galectinas reconocido por el DRC (ciclo 2); sacarosa (Sac) 1 

mM, disacárido no reconocido por galectinas (ciclo 3); controles negativos de PBS-Lac (ciclo 5) y PBS 

solo (ciclo 6). La integridad de la superficie antes y después del ensayo fue confirmada inyectando Gal-1 

1,2 M (ciclos 1 y 4).  

 



Resultados | Capítulo 2 

 

84 

 

Como control positivo utilizamos a galectina-3 recombinante (rGal-3) en 

solución y confirmamos la interacción con CD13 (Fig. 35). Asimismo observamos que 

rGal-3 presenta una cinética de interacción diferente a la de rGal-1, con velocidades de 

asociación y disociación más lentas. 

Figura 35. Interacción física y directa entre CD13 inmovilizada y rGal-3 en solución. Los eluatos 

“CD13” y “KOCD13” fueron inmovilizados por química de aminas en un chip sensor CM5 y “KOCD13” 

fue utilizado como blanco. Concentraciones crecientes del ligando conocido rGal-3 (0,075 – 2 M), 

fueron inyectados durante 30 segundos con un tiempo de disociación de otros 30 segundos. Los 

sensorgramas resultantes fueron superpuestos en el gráfico de RU en función del tiempo. 

 

El valor obtenido de KD por medio del ajuste cinético para Gal-3 fue  

4,1 x 10-6 M.   
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En resumen,  

 

mediante bioinformática se pudo predecir que CD13 es un excelente 

candidato a ser receptor de Gal-1.  

 Aunque la técnica de co-IP no permitió evidenciar la interacción 

entre Gal-1 y CD13, el resultado obtenido mediante Far Western blotting 

sugirió que Gal-1 es capaz de interactuar con CD13 en las CESHs SK-

HEP-1. 

 Por medio de RPS se confirmó la unión física y directa de ambas 

proteínas mediada por el DRC de Gal-1, con una KD promedio estimada de 

3,1 x 10-6 M.  
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Capítulo 3. 

Estudio de la cooperación entre Gal-1 y CD13 en la diseminación y 

la angiogénesis del endotelio sinusoidal asociado al tumor 

hepático 

 

3A Análisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la adhesión heterotípica entre 

hepatocitos tumorales y endotelio sinusoidal hepático 

 

La formación de nuevos tumores, ya sea debido a la recurrencia local, 

micrometástasis o por diseminación a distancia, resulta de la interacción entre las 

células tumorales con su microambiente, especialmente los vasos sanguíneos y 

linfáticos [246]. Durante el proceso metastásico, las células tumorales interactúan 

primero con el endotelio, al cual deben adherirse localmente para poder trasvasar y 

colonizar nuevos tejidos [247].  

Previamente, se reportó la participación de Gal-1 en el proceso de adhesión 

celular [248], [91] así como también la de CD13 [213], [214].  En particular, resultados 

de nuestro laboratorio demostraron que el aumento de la expresión de Gal-1 en células 

de CHC promueve su adhesión a las células endoteliales SK-HEP-1, mientras que su 

disminución inhibe dicho proceso [133]. En este trabajo decidimos evaluar la relevancia 

de CD13, y de su función como receptor de Gal-1, en la adhesión de los hepatocitos 

tumorales HEPG2 a las células endoteliales SK-HEP-1.  

 

3A.1 Análisis de la relevancia de CD13 en la adhesión heterotípica   

 

Con el objetivo de evaluar el rol de CD13 en el proceso de adhesión, se 

determinó la cantidad de células de carcinoma hepatocelular (CHC) HEPG2 adheridas a 

monocapas de células endoteliales hepáticas SK-HEP-1 que no expresan la proteína 

(KOCD13), con respecto a monocapas de células control (SK-HEP-1 WT y SCR). Para 

ello, los hepatocitos tumorales fueron marcados con calceína e incubados durante 30 

minutos sobre las monocapas de células endoteliales en medio HEPES sin suero, 

siguiendo el protocolo previamente descripto en nuestro laboratorio [133]. Luego del 

lavado, se tomaron microfotografías de 12 campos de cada condición, tanto con luz 
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blanca para la observación de las células endoteliales como con microscopía de 

epifluorescencia para la detección de las células de CHC. A partir de dichas imágenes, 

se determinó el número de células HEPG2 adheridas. En la figura 36 se observa que la 

ausencia de expresión de CD13 en las células endoteliales SK-HEP-1 reduce la 

adhesión de los hepatocitos tumorales HEPG2 (52 ± 6 %) en comparación con la 

observada a las células SK-HEP-1 WT (100 ± 6 %) y control SCR (86 ± 9 %). 

Figura 36. Participación de CD13 en la adhesión de hepatocitos tumorales HEPG2 a células 

endoteliales SK-HEP-1. Las células HEPG2 wild type fueron cargadas con calceína-AM e incubadas 30 

minutos, en medio HEPES, sobre monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (WT y SCR) y 

con edición génica para el knock-out de CD13 (KOCD13). Panel superior: Los hepatocitos fluorescentes 

(verdes) se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia mientras que las monocapas de células 

endoteliales se observaron con luz blanca. Se muestra la superposición de microfotografías 

representativas (100X, la barra de escala representa 100 m). Panel inferior: La adhesión celular se 

determinó como la cantidad de células HEPG2 fluorescentes adheridas a las monocapas de células SK-

HEP-1 por campo, en 12 campos de cada condición. Los resultados se expresan como el porcentaje de 

células adheridas y corresponden a la media ± SEM con respecto a las células SK-HEP-1 WT (100 %) a 

partir de 5 experimentos independientes. ** p < 0,01 con respecto a la condición WT (Test ANOVA de 

una vía seguido del Test de Tukey), # p < 0,05 con respecto a la condición SCR (Test t de Student). 
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3A.2 Análisis de la relevancia de la interacción de CD13 y Gal-1 en la adhesión 

heterotípica   

 

A continuación, evaluamos el efecto de la sobreexpresión de Gal-1 en la línea 

HEPG2 en su capacidad de adhesión a las monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 

SCR y KOCD13, con el objetivo de explorar la importancia de la interacción de Gal-1 y 

su receptor en este proceso. Para ello, los hepatocitos tumorales HEPG2 fueron 

transfectados con un plásmido (pcDNA3.1-LGALS1) diseñado para la sobreexpresión 

estable de Gal-1 (células GAL), y con un plásmido control sin inserto. El clon de células 

HEPG2-GAL seleccionado expresó aproximadamente 16 veces más Gal-1 que el 

control (células MOCK), el cual presentó niveles comparables a las células wild type 

(Fig. 37). 

Figura 37. Expresión de Gal-1 en hepatocitos tumorales HEPG2. Mediante (A) Western blotting y (B) 

análisis densitométrico se evaluó la expresión de Gal-1 en lisados celulares de las líneas HEPG2, MOCK 

(transfectada con plásmido control) y GAL (transfectada con un plásmido para la sobreexpresión de Gal-

1). Como control de carga se utilizó la proteína GAPDH. Los niveles de expresión de Gal-1 relativos al 

control de carga se muestran como la media ± SEM a partir de 2 experimentos independientes. *,# p < 

0,05 (Test ANOVA de una vía seguido del Test de Tukey). 

 

 Siguiendo el mismo protocolo utilizado en el experimento de la figura 36, se 

incubó el mismo número de células MOCK y GAL cargadas con calceína-AM sobre 

monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (SCR) y KOCD13. Luego de 30 

minutos de incubación se determinó el número de células de CHC adheridas por campo. 

De manera similar a lo observado en la figura 36, los resultados de la figura 38 

muestran que las células MOCK se adhirieron significativamente menos a las células 

SK-HEP-1 KOCD13 que a las células SCR (78 ± 4 vs. 100 ± 7 %). Por otro lado, la 

sobreexpresión de Gal-1 en las células GAL incrementó significativamente la adhesión 
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a las células SK-HEP-1 SCR (139 ± 10 %) con respecto a lo observado para las células 

MOCK (100 ± 4 %). Sin embargo, la diferencia en la adhesión de las células GAL entre 

células endoteliales SCR y KOCD13 no fue significativa (ambas en torno a 140 %). 

Asimismo, tampoco se observaron diferencias significativas entre la adhesión de las 

células MOCK y GAL a las monocapas de células KOCD13 (78 ± 4 vs. 140 ± 25 %, 

respectivamente).  

Figura 38. Adhesión de hepatocitos tumorales que sobreexpresan Gal-1 a células endoteliales SK-

HEP-1 con edición génica de CD13 evaluada mediante microscopía de epifluorescencia. Las células 

HEPG2-MOCK y GAL fueron cargadas con calceína-AM e incubadas 30 minutos en medio HEPES 

sobre monocapas de células endoteliales SK-HEP-1 control (SCR) y con edición génica para CD13 

(KOCD13). La adhesión celular se determinó como la cantidad de células HEPG2 fluorescentes adheridas 

a las monocapas de células SK-HEP-1 por campo, en 12 campos de cada condición. Los resultados se 

expresan como porcentaje y corresponden a la media ± SEM con respecto a las células HEPG2-MOCK 

adheridas a las SK-HEP-1 SCR (100 %) a partir de 6 experimentos independientes. * p < 0,05 (Multiple t 

Test seguido del Test de Holm-Sidak).  

 

 Estos resultados sugieren que la expresión de CD13 en las células SK-HEP-1 es 

necesaria para la adhesión de las células HEPG2, pero la presencia de este receptor no 

es esencial en este proceso. Además, dado que la sobreexpresión de Gal-1 en las células 

de CHC sigue favoreciendo la adhesión de dichas células a las CESHs, aun cuando las 

células SK-HEP-1 no expresan CD13, el efecto estimulador de la adhesión heterotípica 

de Gal-1 no dependería de su interacción con CD13.  
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3B Análisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la angiogénesis asociada al tumor 

hepático 

 

La angiogénesis tumoral es el proceso mediante el cual se forman nuevos vasos 

sanguíneos a partir de la vasculatura existente, permitiendo que los tumores superen el 

tamaño crítico de 1–2 mm³ al obtener nutrientes y oxígeno. La angiogénesis por 

brotación implica la activación de células endoteliales por factores de crecimiento, la 

degradación de la matriz extracelular, y la migración y proliferación de estas células 

para formar nuevos capilares. Finalmente, estas estructuras se estabilizan con la 

incorporación de células murales (pericitos y células musculares lisas), dando lugar a 

una red vascular madura y funcional.[54], [67].  

Existe amplia evidencia sobre el rol central de Gal-1 en la angiogénesis en 

tumores. Principalmente como inductora de la proliferación, migración y formación de 

túbulos en CEs de la macrovasculatura HUVEC [140], [141], [142], [145], [149], [249]. 

Previamente, en nuestro laboratorio también se determinó el rol pro-migratorio y 

proliferativo de Gal-1 secretada por los hepatocitos tumorales sobre el endotelio 

sinusoidal en el microambiente tumoral hepático [133]. 

Varios reportes demostraron que CD13 también se encuentra involucrada en la 

neovascularización [217], la formación de túbulos y migración de células HUVEC, en 

forma dependiente de su actividad proteasa [217], [250]. Asimismo se describió que 

Gal-3 promueve la angiogénesis en células HUVEC mediante su interacción con CD13 

[223]. Sin embargo, hasta el momento de comenzar este trabajo de tesis no existían 

artículos de la literatura que describieran una relación funcional entre Gal-1 y CD13, ni 

la función de dicha exopeptidasa en CEs asociadas a tumores hepáticos.  

 

En el presente trabajo evaluamos los roles de Gal-1 y CD13, y la relevancia de 

su interacción en ciertos pasos clave del proceso angiogénico tumoral en células 

endoteliales SK-HEP-1. 
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3B.1 Análisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la proliferación de células SK-HEP-1 

 

La conversión del reactivo bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-

difeniltetrazol (MTT) en formazán por acción de enzimas mitocondriales se utilizó 

como indicador de la viabilidad celular, la cual resulta proporcional al número de 

células en cultivo en cada tiempo de incubación. Luego, se determinó la tasa de 

proliferación celular, relativizando la absorbancia del formazán registrada al finalizar el 

ensayo con respecto a la obtenida en el tiempo inicial (t0).  

En primer lugar se puso a punto el tiempo y concentración de suero fetal bovino 

(SFB) adecuados para poder observar diferencias entre la tasa de proliferación de las 

células SK-HEP-1 WT y el resto de las líneas celulares en estudio. Las células se 

cultivaron durante 24 horas para su adherencia (t0) y luego, durante otras 24, 48 y 72 

horas en medio DMEM conteniendo distintas concentraciones de SFB. La absorbancia 

del reactivo formazán producido se registró en cada tiempo final y se la relativizó con 

respecto a la obtenida en el t0 para obtener la tasa de proliferación celular (Fig. 39). A 

las 24 horas, la presencia de SFB no afectó la proliferación respecto al cultivo de las 

células en ausencia del mismo. En cambio, luego de 48 horas, el SFB en 

concentraciones de 5 y 10 % aumentó significativamente (3,4 ± 0,4 y 4 ± 0,3 veces, 

respectivamente) la proliferación celular respecto a la condición sin SFB. Este 

incremento fue mayor luego de cultivar las células durante 72 horas, observándose tasas 

de proliferación de 12,5 ± 1,3 veces con 5 % y 10,1 ± 0,1 veces con 10 % de SFB.  

A partir de los resultados obtenidos, y para realizar los ensayos subsiguientes, 

seleccionamos una concentración de SFB al 10 % y un tiempo de cultivo de 72 horas, es 

decir, una condición proliferativa.  
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Fig 39. Proliferación de células SK-HEP-1 evaluada mediante el ensayo de MTT. Las células fueron 

incubadas en medio de cultivo DMEM en presencia de SFB al 2, 5, 10 % (v/v) o en su ausencia (0 %) 

durante diferentes tiempos (24, 48 y 72 horas). La proliferación celular se midió como la relación entre la 

absorbancia registrada en 595 nm al tiempo final considerado (t24, t48, t72) y la absorbancia medida en el 

tiempo inicial (t0). Los resultados se muestran como la media ± SEM, a partir de 3 experimentos 

independientes, con respecto a la relación de absorbancias para las células cultivadas sin SFB en cada 

tiempo. El análisis estadístico se realizó mediante Test de ANOVA de una vía seguido del Test de 

Dunnett. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. 

 

3B.1.1 Participación de CD13 en la proliferación de células SK-HEP-1 

 

Con el propósito de evaluar la participación de CD13 en la capacidad 

proliferativa de las células SK-HEP-1 se analizó el efecto de la ausencia de su expresión 

utilizando las células KOCD13. Las mismas mostraron una proliferación 

significativamente menor (69 ± 8 %) con respecto a las células SK-HEP-1 WT (100 ± 5 

%) y a las células SCR (96 ± 2 %) (Fig. 40). 

 
Figura 40. Proliferación de células SK-HEP-1 WT, SCR y con edición génica de CD13 (KOCD13) 

evaluada mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM en presencia de SFB al 

10 % (v/v) durante 72 horas. La proliferación celular se determinó como la relación entre la absorbancia 

en 595 nm registrada en el tiempo 72 horas y la absorbancia medida en el tiempo inicial (t0), relativizada 

a la línea celular WT (control, 100 %). Los resultados se muestran como la media ± SEM a partir de 3 

experimentos independientes. * p < 0,05 respecto a WT, # p < 0,05 respecto a SCR (Test ANOVA de una 

vía, seguido del Test de Bonferroni).  
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3B.1.2 Participación de Gal-1 en la proliferación de células SK-HEP-1 

 

Con la intención de investigar la función de Gal-1 en la proliferación de las 

células SK-HEP-1 se silenció su expresión. Para dicho objetivo, se transfectaron las 

células de manera estable con el plásmido Galectin-1 shRNA Plasmid (h) diseñado para 

la producción de short hairpin RNAs (shARNs), que procesados por el complejo Dicer, 

forma siRNAs específicos para el silenciamiento de la expresión de Gal-1, como se 

detalla en el capítulo 3 de Materiales y métodos. Se utilizó el plásmido shRNA Plasmid-

A como control. Los clones celulares con el silenciamiento estable se seleccionaron por 

su resistencia al antibiótico puromicina y se analizó la expresión de Gal-1 mediante la 

técnica de Western blotting. Las células transfectadas (shGal-1) mostraron una expresión 

de Gal-1 significativamente menor (32 ± 16 %) con respecto a las células WT (100 %) y 

a las transfectadas con el plásmido control shSCR (99 ± 16 %) (Fig. 41).  

Figura 41. Expresión de Gal-1 en células SK-HEP-1 WT y transfectadas. Se evaluó mediante 

Western blotting y análisis densitométrico la expresión de Gal-1 en lisados de células SK-HEP-1 (WT); 

SCRAMBLED control (shSCR) y silenciadas para Gal-1 con el plásmido shARN (shGal-1). Como 

control de carga se utilizó la proteína GAPDH. Los datos se expresan como la media ± SEM a partir de 3 

experimentos independientes. *, # p < 0,05 respecto de WT y shSCR respectivamente (Test ANOVA de 

una vía seguido del Test de Bonferroni).  

 

Luego, se llevó a cabo el ensayo de proliferación utilizando las mismas 

condiciones descriptas en el ítem 3B.1.1, cultivándose las células SK-HEP-1 WT, 

shSCR y shGal-1 durante 72 horas en presencia de SFB al 10 %. Los resultados 

muestran que las células SK-HEP-1 silenciadas para Gal-1 proliferaron en forma similar 

a las células control WT (94 ± 7 % vs. 100 ± 13 %) y a las células shSCR (102 ± 9 %) 

(Fig. 42). Por lo tanto, el nivel de expresión de Gal-1 de las células SK-HEP-1 no 

tendría relevancia para la proliferación, en las condiciones ensayadas en este trabajo.  
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Figura 42. Proliferación de células SK-HEP-1 con expresión de Gal-1 disminuida evaluada 

mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM con 10 % (v/v) SFB durante 72 

horas. La proliferación celular se midió como la relación entre la absorbancia a 595 nm al tiempo final y 

la absorbancia medida al tiempo inicial (t0) y se relativizó a la línea WT. Los datos corresponden a la 

media ± SEM a partir de 3 experimentos independientes y analizados mediante Test de ANOVA de una 

vía seguido del Test de Tukey. 

 

Seguidamente, con el objetivo de investigar si la interacción entre Gal-1 y CD13 

era importante para la proliferación de las células SK-HEP-1, se incubaron las células 

SK-HEP-1 WT con rGal-1 durante 72 horas. El experimento se realizó en presencia de 

SFB al 2 % y como control, se utilizó el vehículo PBS-ditiotreitol (DTT) 0,05 mM. El 

DTT es un agente reductor necesario para mantener la máxima actividad de la galectina. 

La concentración de SFB utilizada fue la mínima que permitió a las células SK-HEP-1 

tolerar el efecto citotóxico del DTT sin enmascarar el posible efecto proliferativo de 

rGal-1. En estas condiciones, no se observaron diferencias significativas entre las 

células incubadas con rGal-1 y el control (Fig. 43A). 

Gal-1 es una proteína que se exporta al medio extracelular y puede interaccionar 

con glicoconjugados presentes en la matriz extracelular (MEC) y quedar allí retenida. 

Por ello, también se evaluó su efecto sobre la proliferación inmovilizándola en los 

pocillos de una placa, como se detalla en el capítulo 3 de Materiales y métodos. Como 

control se inmovilizó la proteína BSA al 0,1 % (v/v). En estas condiciones, se observó 

que rGal-1 aumentó la proliferación de las células SK-HEP-1 WT (115 ± 4 %), con 

respecto a la BSA (100 %), aunque las diferencias no resultaron estadísticamente 

significativas (Fig. 43B).  
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Figura 43. Proliferación de células SK-HEP-1 con rGal-1 soluble (A) e inmovilizada (B) evaluada 

mediante el ensayo de MTT. Las células fueron incubadas en DMEM con SFB al 2 % (v/v) durante 72 

horas. La proliferación celular se midió como la relación entre la absorbancia a 595 nm al tiempo final y 

la absorbancia medida al tiempo inicial (t0) y se relativizó al control (Vehículo o BSA, 100 %). Los datos 

corresponden a la media ± SEM a partir de 7 (A) y 3 (B) experimentos independientes y analizados 

mediante Test de ANOVA de una vía. 

 

 Estos resultados sugieren que CD13 participa en el proceso de proliferación 

celular en la línea SK-HEP-1. Por otro lado, el efecto observado con rGal-1 

inmovilizada no resultó significativo con el método utilizado y en las condiciones 

ensayadas, por lo que el análisis de la cooperación entre CD13 y Gal-1 sobre la 

proliferación de las células SK-HEP-1 no fue continuado.   

 

3B.2 Análisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la migración de células SK-HEP-1 

 

La migración de las CESHs se evaluó mediante el ensayo de cicatrización de la 

herida, tal como se describe en el capítulo 3 de la sección de Materiales y métodos. 

Brevemente, las células SK-HEP-1 se cultivaron durante 72 horas en placas de 96 

pocillos hasta confluencia. Se realizaron heridas sobre las monocapas, se lavó con 

medio DMEM carente de SFB y luego, las células se incubaron en medio DMEM con 

SFB al 10 % o en ausencia de éste a 37 °C. Se midió el área total de la herida al inicio y 

al final del experimento y se determinó el porcentaje de cierre de la herida.   

En primer lugar, se pusieron a punto las condiciones óptimas para el ensayo de 

cierre de la herida. Para ello se evaluó el efecto de la utilización de distintas 

concentraciones de suero y distintos tiempos de incubación. En la figura 44 se observa 

que el agregado de SFB al 10 % estimuló intensamente el cierre de la herida de la 

monocapa de células SK-HEP-1 WT comparado con la condición en ausencia del 
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mismo, siendo estadísticamente significativo a partir de las 9 horas. En ausencia de 

SFB, las células SK-HEP-1 alcanzaron aproximadamente un 40 % de cierre de la herida 

a las 24 horas, mientras que en presencia de SFB al 10 % se alcanzó más de un 90 % de 

cierre de la misma. Dado que los factores de crecimiento presentes en el SFB estimulan 

la migración y podrían enmascarar los posibles efectos de Gal-1 o CD13, se decidió 

trabajar en ausencia de suero (SFB al 0 %). Para evaluar el efecto de estas dos proteínas 

se decidió utilizar un tiempo final de 24 horas debido a que, como se demostró 

previamente (Fig. 39), en ese tiempo y en ausencia de suero, las células SK-HEP-1 no 

proliferan y por lo tanto, es posible analizar únicamente el proceso de migración celular.  

Figura 44. Efecto del SFB sobre el cierre de la herida de células SK-HEP-1 a diferentes tiempos de 

incubación. Las células fueron incubadas en medio de cultivo DMEM en presencia de SFB al 10 % (v/v) 

o en su ausencia (0 %) durante diferentes tiempos. El cierre de la herida se estimó como se indica en la 

sección de Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 5 experimentos 

independientes. ** p < 0,01; **** p < 0,0001 (Test ANOVA de dos vías seguido del Test de Sidak). 

 

3B.2.1 Participación de CD13 en la migración de células SK-HEP-1 

 

Con el propósito de evaluar la participación de CD13 en la capacidad migratoria 

de las células SK-HEP-1, se analizó el efecto de la ausencia de dicha proteína de 

membrana utilizando las células KOCD13. Los resultados indican que las CESHs con el 

gen CD13 knockeado migran significativamente menos (78 ± 8 %) respecto de las 

células WT (100 ± 7 %) y respecto de las células SCR (97 ± 5 %) (Fig. 45).  
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Figura 45. Migración de células SK-HEP-1 con disrupción génica de CD13. Las células fueron 

incubadas en ausencia de suero durante 24 horas luego de realizada la herida. Panel izquierdo: se 

muestran microfotografías representativas al inicio (t0) y al final del experimento (t24) (40X, la barra de 

escala representa 100 m). Panel derecho: La migración celular se determinó como se indica en 

Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media ± SEM con respecto a la migración de la línea 

celular WT (100 %) a partir de 4-8 experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a WT, # p < 

0,05 con respecto a SCR (Test ANOVA de una vía, seguido del Test de Tukey). 

 

3B.2.2 Participación de Gal-1 en la migración de células SK-HEP-1 

 

En las mismas condiciones descriptas anteriormente, se evaluó la capacidad 

migratoria de células SK-HEP-1 con la expresión de Gal-1 disminuida (según se mostró 

en la figura 41). Las CESHs shGal-1 migraron significativamente menos (61 ± 5 %) 

respecto de las células WT (100 ± 9 %) y de las células shSCR (101 ± 11 %) (Fig. 46).  
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Figura 46. Migración de células SK-HEP-1 con expresión disminuida de Gal-1. Las células fueron 

incubadas en ausencia de suero durante 24 horas luego de realizada la herida. Panel izquierdo: se 

muestran microfotografías representativas al inicio (t0) y al final del experimento (t24) (40X, la barra de 

escala representa 100 m). Panel derecho: La migración celular se determinó como se indica en 

Materiales y métodos. Los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 4 experimentos 

independientes. * p < 0,05 con respecto a WT, # p < 0,05 con respecto a shSCR (Test ANOVA de una 

vía, seguido del Test de Tukey).  

 

Por lo tanto, los resultados descriptos en los experimentos de las figuras 45 y 46 

demuestran la participación individual de las proteínas endógenas Gal-1 y CD13 en la 

migración de las CESHs. A continuación, y para investigar la importancia de la 

interacción entre ambas proteínas en este efecto, se decidió evaluar el efecto de la 

incubación con rGal-1 agregada en forma exógena sobre la migración de las células SK-

HEP-1 KOCD13.  

Tal como se mencionó previamente, Gal-1 puede ser secretada de las células e 

interactuar con glicoconjugados de la MEC, como laminina o fibronectina, o quedar 

retenida en la MEC circundante y actuar ella misma como una proteína de la matriz. 

Así, Gal-1 es capaz de modular procesos de adhesión y migración celulares. Entonces, 

se realizó el ensayo de migración inmovilizando distintas concentraciones de rGal-1 en 

los pocillos de las placas de cultivo, tal como se describe en el capítulo 3 de la sección 

de Materiales y métodos. En primer lugar, se realizó este experimento evaluando la 

migración de las células SK-HEP-1 WT. No se observaron diferencias significativas en 

la migración de dichas células cultivadas sobre pocillos recubiertos con rGal-1, en 
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ninguna de las concentraciones ensayadas a las 24 horas de realizada la herida, respecto 

de las células incubadas sobre la proteína control BSA al 0,1 % (v/v) (Fig. 47). 

Figura 47. Migración de células SK-HEP-1 WT con rGal-1 inmovilizada. Las células fueron 

incubadas en ausencia de suero durante 24 horas sobre pocillos recubiertos con concentraciones 

crecientes de rGal-1. La migración celular se estimó determinando el porcentaje de cierre de la herida 

como se indica en Materiales y métodos y se relativizó al control (BSA al 0,1% (v/v) inmovilizada). Los 

datos corresponden a la media ± SEM a partir de 4 experimentos independientes (Test ANOVA de una 

vía, seguido del Test de Tukey). 

 

Luego, analizamos el efecto de rGal-1 adicionada a las células en forma soluble. 

Dado que en ausencia completa de suero, el vehículo (PBS-DTT 0,05 mM) resultaba 

citotóxico, en este ensayo se utilizó un mayor porcentaje del mismo (0,5 %) para 

mantener la viabilidad de las CEs pero sin enmascarar los posibles efectos de la 

galectina. Entonces, se realizó el ensayo para evaluar el cierre de la herida en las nuevas 

condiciones, a distintos tiempos. Se seleccionó un menor tiempo para realizar el ensayo 

(15 h) dado que a mayores tiempos no hubo mayor cierre de la herida (Fig. 48). 
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Figura 48. Cierre de la herida de células SK-HEP-1 en condiciones reductoras. Las células fueron 

incubadas en medio DMEM con SFB al 10 % o al 0,5 % (v/v), en presencia de DTT 0,5 mM, durante 

diferentes tiempos. El cierre de la herida se estimó como se indica en la sección de Materiales y métodos. 

Los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 3 experimentos independientes. ** p < 0,01; **** p 

< 0,0001 (Test ANOVA de dos vías seguido del Test de Sidak). 

 

Cuando las células SK-HEP-1 WT se incubaron con rGal-1 soluble se observó 

una estimulación de la migración celular en todas las concentraciones utilizadas, pero 

sólo resultó significativa con la máxima concentración ensayada (100 g/ml; 126 ± 4 % 

vs. control (vehículo). Para evaluar la dependencia de la interacción del DRC de rGal-1 

con glicanos de la superficie celular en el efecto pro-migratorio observado, se preincubó 

la galectina con lactosa 100 mM durante 30 minutos. En presencia de dicho azúcar 

inhibidor de la actividad de Gal-1, se previno el efecto estimulatorio de la migración (95 

± 3 %) (Fig. 49).  
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Figura 49. Migración de células SK-HEP-1 con rGal-1 soluble. Las células fueron incubadas en 

presencia de SFB al 0,5 % y concentraciones crecientes de rGal-1 (0,1; 1; 10; 100 g/ml) en PBS-DTT 

0,05 mM (vehículo) durante 15 horas. En la condición 100+Lac, la galectina se preincubó con lactosa 100 

mM durante 30 min. Panel superior: se muestran microfotografías representativas al inicio (t0) y al final 

del experimento (t15) (40X, la barra de escala representa 100 m). Panel inferior: la migración celular se 

determinó como se indica en la sección de Materiales y métodos, y se relativizó al vehículo. Los datos 

corresponden a la media ± SEM a partir de 4-8 experimentos independientes. *** p < 0,001 con respecto 

a vehículo, ### p < 0,001 con respecto a 100+Lac (Test ANOVA de una vía, seguido del Test de Tukey). 

 

3B.2.3 Estudio de la cooperación de Gal-1 y CD13 en la migración de células  

SK-HEP-1 

 

Con el objeto de evaluar si el efecto pro-migratorio de Gal-1 se produce a través 

de su interacción con CD13, se realizó el ensayo de cierre de la herida cultivando las 

células KOCD13 y como control, las células SCR, en presencia de rGal-1. Los 

resultados indican que las células que no expresan CD13 mostraron un aumento 

significativo de la migración (132 ± 5 %) cuando se las incubó con rGal-1 (100 g/ml) 

con respecto a las células incubadas con el vehículo, y dicho efecto se previno cuando 

rGal-1fue preincubada con lactosa (102 ± 8 %) (Fig. 50, panel A). En las células control 

SCR también se observó el efecto estimulatorio de la migración (130 ± 9 %) con el 

agregado de rGal-1 en la misma concentración con respecto al vehículo (panel B).  
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Figura 51. Migración de células SK-HEP-1 KOCD13 y SCR con rGal-1 soluble. Las células fueron 

incubadas en presencia de SFB al 0,5 % y rGal-1 100 g/ml en PBS-DTT 0,05 mM (vehículo) durante 15 

h. En la condición rGal-1-Lac, la galectina se preincubó con lactosa 100 mM durante 30 min. Panel A 

superior: se muestran microfotografías representativas de la línea celular KOCD13 al inicio (t0) y al final 

del experimento (t15) (40X, la barra de escala representa 100 m). Inferior: la migración celular se 

determinó como se indica en la sección de Materiales y métodos y se relativizó al vehículo. Panel B: la 

migración celular de la línea control SCR se determinó como se indica en la sección de Materiales y 

métodos y se relativizó al vehículo.  Los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 3-5 

experimentos independientes. * p < 0,05, ** p < 0,001 con respecto a vehículo, # p < 0,05 con respecto a 

control lactosa (rGal-1-Lac) (Test ANOVA de una vía, seguido del Test de Tukey). 

 

 Estos resultados sugieren que tanto CD13 como Gal-1 participan en el proceso 

de migración de las células SK-HEP-1, aunque estos efectos no dependerían de la 

interacción entre ambas proteínas. 
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3B.3 Análisis de los roles de Gal-1 y CD13 en la tubulogénesis de células SK-HEP-1 

 

El ensayo de tubulogénesis en células endoteliales permite evaluar de manera 

rápida y funcional su capacidad para formar estructuras capilares in vitro.  Esta técnica 

imita aspectos clave del proceso angiogénico que ocurre in vivo, como la migración, 

alineación y organización celular en redes tridimensionales, lo que la convierte en un 

modelo eficaz para investigar los mecanismos moleculares que regulan la formación de 

nuevos vasos sanguíneos. El ensayo involucra la adhesión de la célula endotelial 

mediante proteínas de la superficie, su migración y la actividad de proteasas, lo que 

conduce a la formación de túbulos cerrados con lumen en tiempos de cultivo cortos 

[251]. 

Con el fin de evaluar la relevancia de Gal-1 y CD13 en la morfogénesis de las 

células endoteliales SK-HEP-1 que deriva en la formación de capilares sanguíneos, se 

realizó el ensayo de tubulogénesis. Para ello, las células se cosecharon con PBS-EDTA 

para preservar la integridad de las proteínas de membrana y se sembraron sobre una 

superficie símil membrana basal (GeltrexTM) que ofrece un contexto más parecido al 

fisiológico.  

En primer lugar, se buscaron las condiciones óptimas que permitieran observar 

la formación de estructuras tubulares de las células sobre una fina capa de GeltrexTM 

bajo en factores de crecimiento, ya que los mismos pueden estimular la tubulogénesis. 

Se seleccionaron tanto el número de células por pocillo, la concentración de SFB y el 

tiempo de ensayo adecuados para la formación de una red de túbulos. La dinámica del 

proceso observada consistió en la adhesión de las células en la primera hora de 

sembradas, luego la migración con dirección hacia otras células en las siguientes 2 a 4 

horas y la formación de túbulos entre las 6 y 8 horas. A las 24 horas, las células se 

detectaron migrando hacia los nodos y desarmando la malla de túbulos. 

 La densidad óptima para observar la formación de una red de túbulos fue de 

8000 células por pocillo. En base a la dinámica observada, el tiempo elegido para tomar 

las microfotografías fue a las 6 horas de sembradas las células. Dado que la presencia de 

suero inhibió completamente la formación de túbulos, en los experimentos 

subsiguientes se debió trabajar en ausencia del mismo (Fig. 52).  
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Figura 52. Formación de túbulos cerrados en células SK-HEP-1. Las células se incubaron en ausencia 

(0 %) y en presencia de SFB al 10 % durante 6 horas sobre GeltrexTM bajo en factores y se determinó el 

número túbulos cerrados o mallas por área (cm2). Panel izquierdo: se muestran microfotografías 

representativas (40X, la barra de escala representa 100 m). Panel derecho: los datos corresponden a la 

media ± SEM a partir de 3 experimentos independientes. *** p < 0,001 (Test t de Student). 

  

3B.3.1 Participación de CD13 en la formación de túbulos de células SK-HEP-1  

 

Se evaluó primero el efecto de la proteína CD13 en la formación de túbulos 

comparando la formación de mallas de las células SK-HEP-1 KOCD13 respecto de las 

células WT y SCR. El porcentaje de túbulos por pocillo disminuyó significativamente 

en las células que no expresan CD13 (56 ± 9 %) con respecto al observado en las 

células WT (100 ± 14 %) y células SCR (90 ± 14 %) (Fig. 53). Es importante destacar 

que las células KOCD13 no perdieron la capacidad de formar túbulos, y los mismos son 

de similar morfología que los de las células control, tal como se observa en la figura 53. 
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Figura 53. Formación de túbulos cerrados en células SK-HEP-1 WT, SCR y KOCD13. Las células 

fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 h sobre GeltrexTM bajo en factores. Se determinó el 

número de túbulos cerrados o mallas por área (cm2) y se expresó como porcentaje relativo al obtenido con 

las células WT (100 %). Panel superior: se muestran microfotografías representativas (40X, la barra de 

escala representa 100 m). Panel inferior: los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 6 

experimentos independientes. * p < 0,05 con respecto a células WT (Test ANOVA de una vía, seguido 

del Test de Tukey) y # p < 0,05 con respecto a control SCR (Test t de Student). 

 

Dado que el bloqueo o disrupción de la expresión de un gen puede provocar 

efectos fisiológicos drásticos que alteren significativamente el funcionamiento celular, 

se optó por analizar también el efecto del silenciamiento transitorio de CD13 mediante 

ARN de interferencia (siARN). Esta estrategia alternativa permite reducir de manera 

parcial la expresión del gen, evitando así consecuencias extremas. Para ello, el ensayo 

de tubulogénesis se realizó 72 horas post-transfección con el siRNA, tiempo en el cual 

el silenciamiento de la expresión de CD13 fue máximo (Fig. 54). En estas condiciones, 

la formación de túbulos se inhibió considerablemente (40 ± 21 %) en las células 

transfectadas con siARN respecto de las transfectadas con siARN scrambled (100 %) 

con una secuencia sin target conocido (Fig. 55).  

 

Figura 54. Expresión de CD13 en células SK-HEP-1 WT y transfectadas con siRNA. Se evaluó, 

mediante Western blotting y análisis densitométrico, la expresión de CD13 en lisados celulares de las 

líneas (de izquierda a derecha) SK-HEP-1 wild type (control); SCRAMBLED control (siSCR) y 

silenciadas para CD13 con siARN (siCD13). Los resultados se muestran como la expresión de CD13 

relativa al control de carga (-Tubulina) para cada línea celular luego de cada tiempo post-transfección 

(24, 48 o 72 horas) con respecto a las células control. Los datos se expresan como la media ± SEM a 

partir de 1-3 experimentos independientes. *, # p < 0,05; ** p < 0,01; ### p < 0,001 (Test modelo de 

efectos mixtos seguido del Test de Tukey).  
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Figura 55. Formación de túbulos cerrados en células SK-HEP-1 transfectadas con ARN de 

interferencia con CD13 como target (siCD13) o control (siSCR). Las células fueron incubadas en 

ausencia de suero durante 6 horas sobre GeltrexTM bajo en factores. Se contó la cantidad de mallas 

(túbulos cerrados) por área (cm2) y se lo relativizó a las células control. Panel izquierdo: se muestran 

microfotografías representativas (40X, la barra de escala representa 100 m). Panel derecho: los datos 

corresponden a la media ± SEM a partir de 3 experimentos independientes (Test t de Student). 

 

 Ambas estrategias de disminución de los niveles de CD13, tanto el 

silenciamiento transitorio mediante siRNA como la deleción estable del gen, resultaron 

en una reducción significativa en la formación de túbulos por parte de las células SK-

HEP-1, lo que sugiere que la expresión de CD13 es relevante en este proceso. 

 

3B.3.2 Participación de Gal-1 en la formación de túbulos de células SK-HEP-1  

 

Para determinar la relevancia de Gal-1 en el proceso de formación de túbulos de 

las células SK-HEP-1 WT se utilizó rGal-1 en la misma concentración (100 g/ml) que 

demostramos previamente que estimula la migración celular (Fig. 49). El ensayo se 

realizó según el protocolo detallado en el capítulo 3 de la sección de Materiales y 

métodos. Como control se utilizó el vehículo PBS-DTT.  

La incubación con rGal-1 durante 6 horas estimuló significativamente la 

formación de túbulos (319 ± 63 %) de las células SK-HEP-1 WT respecto del vehículo 

(100 %), mientras que la pre-incubación de la lectina con el azúcar tiodigalactósido 

(TDG) 20 mM (1 mM final) durante 30 minutos previno el efecto observado (45 ± 13 

%) (Fig. 56). Dicho galactósido que compite con los glicoconjugados de la superficie 

celular por el DRC de rGal-1 tuvo que ser utilizado en este ensayo ya que la pre-

incubación con lactosa 100 mM (5 mM final) afectó la adhesión de las células al 

GeltrexTM y formación de las estructuras tubulares. 
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Figura 56. Formación de túbulos cerrados en células SK-HEP-1 WT en presencia de rGal-1. Las 

células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre GeltrexTM bajo en factores en 

presencia de rGal-1 100 g/ml, pre-incubada o no con TDG 20 mM. Se contó la cantidad de mallas 

(túbulos cerrados) por área (cm2) y se relativizó a la obtenida para las células SK-HEP-1 WT incubadas 

con el vehículo (PBS-DTT). Panel superior: se muestran microfotografías representativas (40X, la barra 

de escala representa 100 m). Panel inferior: los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 3 

experimentos independientes. * p < 0,05 respecto al vehículo, # p < 0,05 respecto a la condición rGal-1-

TDG (Test ANOVA de una vía, seguido del Test de Tukey). 

 

3B.3.3 Estudio de la cooperación de Gal-1 y CD13 en la formación de túbulos de 

las células SK-HEP-1 

 

Con el objeto de analizar la posible conexión entre los efectos observados para 

CD13 y Gal-1, y confirmar si la interacción entre Gal-1 y su receptor es relevante para 

la tubulogénesis de las CESHs SK-HEP-1, se realizó el ensayo cultivando las células 

KOCD13 en presencia de rGal-1. A diferencia de lo observado sobre las células SK-

HEP-1 WT (Fig. 56), al utilizar una concentración de la lectina de 100 g/ml no se 

observó el efecto estimulatorio sobre la formación de túbulos de las células que no 

expresan CD13 (101 ± 12 %) con respecto a las células incubadas con el vehículo 

(control, 100 %) (Fig. 57).  Tampoco se detectaron diferencias al pre-incubar rGal-1 con 

TDG 20 mM (97 ± 19 %). En cambio, al incubar las células control SCR con rGal-1 sí 

se observó un mayor porcentaje de túbulos (259 ± 56 %) con respecto a la incubación 

con el vehículo, y dicho incremento fue prevenido al pre-incubar rGal-1 con TDG (82 ± 

16 %).  
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Figura 57. Formación de túbulos cerrados en células SK-HEP-1 KOCD13 (A) y control SCR (B) en 

presencia de rGal-1. Las células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre GeltrexTM 

bajo en factores en presencia de rGal-1 100 g/ml, preincubada o no con TDG 20 mM. Se contó la 

cantidad de mallas (túbulos cerrados) por área (cm2) y se relativizó a la condición control con vehículo 

(PBS-DTT, 100 %). A y B, panel superior: se muestran microfotografías representativas (40X, la barra de 

escala representa 100 m). A y B, panel inferior: los datos corresponden a la media ± SEM a partir de 3-6 

experimentos independientes. * p < 0,05 respecto al vehículo, # p < 0,05 respecto a la condición rGal-1-

TDG (Test ANOVA de una vía, seguido del Test de Tukey). 

 

Estos resultados en conjunto demuestran que Gal-1 promueve la formación de 

túbulos de las CESHs SK-HEP-1, en parte, a través de la interacción con su receptor 

CD13. 
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3B.3.4 Estudio del rol de la actividad enzimática de CD13 en la formación de 

túbulos de las células SK-HEP-1 

 

El efecto de CD13 puede ser consecuencia de su actividad enzimática, de la 

endocitosis de ligandos y/o la señalización molecular [167]. A continuación, decidimos 

determinar si Gal-1 favorece la tubulogénesis de las células SK-HEP-1 WT modulando 

la actividad aminopeptidasa de CD13. Para ello se realizó el ensayo de formación de 

túbulos utilizando el anticuerpo bloqueante de la actividad de CD13, WM15 [252]. En 

la figura 58 se puede observar que en presencia de rGal-1 y el anticuerpo bloqueante, el 

número de túbulos producido fue similar (397 ± 211 %) al obtenido sólo con rGal-1 

(346 ± 105 %). Además, al inhibir la actividad de CD13 tampoco hubo diferencia en la 

tubulogénesis (154 ± 88 %) con respecto a la observada para las células incubadas con 

el vehículo (control, 100 %). 

Figura 58. Participación de la actividad aminopeptidasa de CD13 en la formación de túbulos 

cerrados en células SK-HEP-1 WT en presencia de vehículo (Control), rGal-1, anticuerpo anti-CD13 

bloqueante (a-CD13), co-incubación (rGal-1 + a-CD13) y co-incubación control de isotipo (rGal-1+a-

CD13). Las células fueron incubadas en ausencia de suero durante 6 horas sobre Geltrex bajo en factores 

y rGal-1 100 g/ml o anti-CD13 WM15 25 g/ml. Se contó la cantidad de mallas (túbulos cerrados) por 

área y se lo relativizó a la condición control con vehículo. Panel superior: se muestran microfotografías 

representativas (40X, la barra de escala representa 100 m). Panel inferior: los datos corresponden a la 

media ± SEM a partir de 2-3 experimentos. * p < 0,05 (Test ANOVA de una vía seguido del Test de 

Tukey). 

 

Estos resultados sugieren que CD13 promueve la formación de túbulos de las 

CESHs SK-HEP-1 en forma independiente de su actividad enzimática. Asimismo, el 
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bloqueo de dicha actividad no interferiría con la interacción y estímulo de rGal-1. A 

futuro, deberían realizarse más ensayos para confirmar estos resultados. 
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En resumen,  

 

CD13 promueve la proliferación, migración y tubulogénesis de las CESHs 

tumorales SK-HEP-1, así como la adhesión de hepatocitos tumorales 

HEPG2 a dicho endotelio hepático. Además, si bien Gal-1 estimula la 

migración de las células SK-HEP-1 y la adhesión heterotípica de manera 

independiente de su interacción con CD13, su efecto pro-tubulogénico es 

dependiente de glicanos e involucra, al menos en parte, la participación de 

CD13. 
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Capítulo 1 

 

De acuerdo con las últimas estimaciones de mortalidad global, más del 75 % de 

las muertes consideradas prematuras se deben a enfermedades no transmisibles. Las 

enfermedades cardiovasculares y el cáncer lideran el ranking en 127 países como la 

causa prevalente, siendo este último la principal razón de muerte prematura en 57 

países, incluido Argentina. En otros 70 países, el cáncer es la segunda causa [253]. El 

carcinoma hepatocelular o CHC es la tercera causa de muerte a nivel global y el sexto 

cáncer más diagnosticado (https://gco.iarc.fr/en).  En Argentina, durante el año 2022 se 

registraron 2504 nuevos casos de CHC y 2147 decesos [28]. A pesar de los avances en 

los tratamientos disponibles para esta enfermedad, su incidencia todavía se equipara con 

el índice de mortalidad [254], lo que refleja la pobre prognosis del CHC y la necesidad 

de comprender los mecanismos subyacentes a la progresión y diseminación del CHC 

para el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos.  

La recurrencia y la diseminación metastásica son las causas más frecuentes de 

mortalidad entre los pacientes. En el proceso de la metástasis de un tumor primario 

hacia otro tejido ocurre el escape de la célula neoplásica y su adhesión al endotelio 

asociado, por lo que es indispensable el estudio tanto del tumor como del 

microambiente tumoral donde se desarrolla.  

Como se describió previamente, alteraciones en los niveles de expresión de Gal-

1 están asociados, en muchos tipos de cáncer, con la transformación maligna, la 

proliferación, la migración e invasión de células tumorales y la metástasis [107], [255], 

[256]. Además, la expresión elevada de Gal-1 en el endotelio asociado al tumor resulta 

un factor clave para la angiogénesis [140]. 

 Resultados previos de nuestro laboratorio evidenciaron la participación de Gal-1 

en: I) la modulación de la adhesión de hepatocitos tumorales a la matriz extracelular, la 

polarización celular, la promoción del crecimiento tumoral y la metástasis in vivo [117]; 

II) la transición epitelio-mesénquima de hepatocitos tumorales a través de las vías de 

señalización de PI3K/Akt y Wnt/β-catenina y la resistencia a anoikis [124] y III) la 

quimiorresistencia del CHC in vivo e in vitro a través de un mecanismo dependiente de 

la glicoproteína-P (gp-P) transportadora de drogas [125]. Demostramos que Gal-1 

también promueve la adhesión de los hepatocitos tumorales a las CESHs SK-HEP-1 

mediante su unión a glicanos, y que Gal-1 secretada por las células HEPG2-GAL 

https://gco.iarc.fr/en
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estimula la proliferación y migración de las células SK-HEP-1, favoreciendo la 

angiogénesis[133].  

Con el objeto de profundizar en la comprensión de los mecanismos por los 

cuales Gal-1 secretada por los hepatocitos ejerce su acción sobre el endotelio asociado, 

es que se decidió realizar una cromatografía de afinidad a Gal-1 para identificar posibles 

receptores de membrana en las células SK-HEP-1. Luego, por espectrometría de masa 

se identificó, entre otros receptores, a la aminopeptidasa N o CD13 (Manzi, Tesis 

doctoral 2016). Ésta es una proteína exopeptidasa expresada normalmente en un gran 

linaje de células con múltiples funciones, no siempre dependientes de su actividad 

proteasa, tales como proliferación, diferenciación, migración, angiogénesis, invasión, 

metástasis y modulación de la respuesta inmune [167]. Está descripta también su 

expresión o actividad aumentada en varios tumores y su asociación con una peor 

prognosis en los pacientes [257]. Así mismo, se ha observado el aumento de la 

expresión en la superficie de células endoteliales durante la angiogénesis tumoral [167]. 

En base a estos antecedentes, en esta Tesis se investigó si Gal-1 y CD13, 

propuestas como ligando y receptor, se encontraban diferencialmente expresadas en el 

tejido hepático normal respecto del tumoral en muestras de pacientes con CHC, y su 

relación con la prognosis de la enfermedad y la supervivencia. Para estos estudios se 

utilizaron herramientas bioinformáticas que nos conceden acceso a distintas bases de 

datos clínicos.  

Específicamente, el análisis de los datos genómicos de la base TCGA mostró 

que la expresión de Gal-1 se encuentra significativamente aumentada en el CHC 

respecto del tejido normal. Nuestros resultados son congruentes con la literatura 

disponible que describe, en un ensayo de cDNA microarray en tejidos de solo 8 

pacientes con CHC, que los niveles de Gal-1 en el hígado de personas adultas normales 

se encuentran por debajo del nivel detectable, pero éstos se ven incrementados en 

tumores hepáticos [258]. Se observó también una expresión diferencial de Gal-1 entre 

una línea celular modelo de CHC indiferenciada (JHH-6) respecto de la línea celular 

bien diferenciada (HuH-7) [116].  

Una mayor expresión de Gal-1 correlacionó con un peor pronóstico de 

supervivencia global en el estudio de TCGA con una evaluación de 377 pacientes. Esto 

se encuentra en coincidencia con un estudio realizado en el Instituto del Cáncer de 

Hígado de Shanghai, China, con el seguimiento de 386 pacientes. En dicho estudio, 
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altos niveles de Gal-1 se asociaron a tasas más altas de recurrencia y menor tiempo de 

sobrevida después de la resección del tumor primario [114].  

Por otro lado, la mayor alteración genómica encontrada para Gal-1 a través de la 

plataforma cBioPortal es el aumento del número de copias del gen, aunque solo en 6 

pacientes (~2 %). Es interesante comparar este tipo de mutación con las que ocurren en 

otros tipos de cáncer para este mismo gen (Anexo 1). Podemos observar que la 

amplificación es el tipo de mutación más frecuente, encontrándose también en 

melanoma, colangiocarcinoma (el segundo tipo de cáncer de hígado más común), 

cáncer de endometrio y de vejiga.   

Con el programa del TCGA además pudimos comparar la expresión de ARNm 

de Gal-1 en otros tipos de tumores, cuyo valor también se encontró elevado respecto de 

los obtenidos en las correspondientes muestras de tejido normal (Anexo 2) [259]. Por 

ejemplo, ésto lo observamos en el colangiocarcinoma, en los carcinomas de esófago, 

tiroides, riñón y en el glioblastoma. Pese a que existen estudios recientes que proponen 

a Gal-1 como proteína marcadora y potencial blanco terapéutico en algunos de estos 

tipos de tumores [260], [261], [262], [263], los mecanismos subyacentes se encuentran 

poco dilucidados, sobre todo en el CHC, y merecen una mayor investigación. 

Con respecto a CD13, también estudiamos su expresión en muestras de hígado 

sano y en tumores hepáticos. La expresión del gen que codifica CD13, ANPEP, se 

encontró de manera similar en muestras de CHC de pacientes con respecto al tejido 

normal. La misma tendencia se encontró en las muestras obtenidas por IHQ, tanto los 

especímenes normales como tumorales tienen entre moderada y alta detección de la 

proteína.  

En las últimas dos décadas se comenzó a estudiar en profundidad a una 

subpoblación de células tumorales latentes, arrestadas en la fase G0 del ciclo celular, 

resistentes a los tratamientos de quimioterapia y que mantenían la capacidad de 

desarrollar nuevamente el tumor primario. A estas células se las denominó Cancer Stem 

Cells (CSC), y se las encontró en distintas líneas celulares tumorales, incluyendo líneas 

hepáticas [202]. A partir de este punto se hicieron grandes esfuerzos por caracterizar 

estas subpoblaciones con marcadores de superficie en los que estuvieran enriquecidos. 

Luego de que CD13 fuera identificada, junto a otras, como proteína marcadora 

enriquecida en estas subpoblaciones de algunas líneas celulares hepáticas tumorales 

[205], Hu y colaboradores llevaron a cabo un estudio clínico en el que detectaron altos 

niveles de expresión de CD13 en muestras metastásicas de CHC y que correlacionaban 



Discusión | Capítulo 1 

 

116 

 

con peores pronósticos en pacientes luego de la resección quirúrgica [209]. Estos 

resultados se hallan en sintonía con lo reportado previamente por Wang y 

colaboradores. En dicho estudio, en 61 pacientes con CHC, CD13 junto a otros 

marcadores de CSC, correlaciona con estadios más avanzados de la enfermedad, 

tumores más grandes y peor supervivencia global [264]. En otro estudio clínico reciente 

utilizando muestras de 90 pacientes, se encontraron niveles de expresión de CD13 

significativamente más altos en los tumores hepáticos que en tejidos adyacentes no 

tumorales y, que dichos niveles incrementados además correlacionaban positivamente 

con el tamaño del tumor [265].   

Estos estudios se hallan en contraposición con nuestros resultados luego del 

análisis de la base de datos del TCGA. Teniendo en cuenta que esta última no posee 

datos genómicos diferenciados sobre tumores metastásicos o recurrentes, y que la 

investigación de Hu y colaboradores no incluyó perfiles de expresión en tejidos sanos, 

resulta compleja la comparación de ambos estudios. El proyecto CLCA tampoco 

incluye pacientes sanos para confrontar en las bases de datos.  

En el anexo 3 se puede ver la expresión diferencial de CD13 en distintos tipos de 

cáncer respecto de la de las correspondientes muestras sanas. Los carcinomas de 

esófago y endometrio, y el glioblastoma son las principales enfermedades que muestran 

desregulación de la expresión de CD13 en este análisis del TCGA, aunque también se 

ha propuesto a CD13 como blanco terapéutico de cáncer de pulmón [266] y páncreas 

[267]. Es interesante que en ambos trabajos, cuyos resultados difieren de lo encontrado 

clínicamente por el proyecto TCGA, se estudió la expresión proteica tanto en células del 

tumor como en el endotelio asociado al tumor, encontrando en estas últimas una 

correlación positiva con peores pronósticos de supervivencia general. Tanto en las 

muestras de CHC del TCGA como en las obtenidas en el estudio clínico de Hu [209] se 

tienen los perfiles de expresión de muestras de tumores sólidos primarios, sin 

diferenciar entre los tipos celulares. Sería valioso contar con esta información en 

próximos estudios mediante IHQ o CITE-seq (Cellular Indexing of Transcriptomes and 

Epitopes by Sequencing-seq). 

En el anexo 4 se compara la frecuencia de alteraciones en el gen que codifica 

CD13 en distintos tipos de cáncer. Se observa que en melanoma, cáncer de endometrio, 

colorrectal y renal, la principal alteración es la mutación puntual, aunque en muy baja 

frecuencia, al igual que lo encontrado para el CHC. En otros tipos de cáncer como 
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carcinoma de esófago, ovario, mama, páncreas, sarcoma y cuello de útero prevalece la 

amplificación del número de copias. 

Una forma de aproximación a la comparación de la expresión diferencial de 

LGALS-1 y ANPEP en el endotelio sinusoidal hepático respecto de los hepatocitos 

normales fue posible mediante el análisis de scRNA-seq a través de la plataforma 

THPA. Los datos fueron obtenidos gracias a una publicación que caracterizó todas las 

células parenquimales y no parenquimales del hígado [231]. Aquí cabe recordar, como 

se mencionó en la introducción, que el 85 % de la población celular hepática está 

constituida por hepatocitos. A partir de expresiones diferenciales conocidas y 

marcadores de linaje, MacParland y colaboradores [231] identificaron 20 

subpoblaciones celulares o clusters. Para las células endoteliales encontraron 3 

poblaciones distinguibles: CEs vasculares (de vena central, arteria portal, venas 

endoteliales) y CESs portales (zona 1) y de zona central (zona 2/3). Las muestras 

analizadas nuevamente por el proyecto THPA agrupan estas 3 subpoblaciones en un 

solo cluster. Sin embargo, en el gráfico UMAP pueden distinguirse espacialmente al 

menos dos subgrupos, especialmente con los marcadores de CESHs CD4 y CD32b, 

cuya expresión espacial coincide con el encontrado para CD13. Esto concuerda con lo 

encontrado por IHQ en el hígado normal [268]. La expresión de CD13 en las CESHs 

sería también más elevada que en los hepatocitos estudiados (promedio de zonas).  

Por lo tanto, el hecho de que las CESHs expresan CD13 y que su expresión se 

incrementa en el endotelio tumoral de varios tejidos, explica su detección en las células 

SK-HEP-1. Con el objetivo de determinar el nivel de CD13 en esta línea celular se 

utilizó el recurso ofrecido por la plataforma THPA, observándose que es la línea 

proveniente de un cáncer hepático con mayor expresión para dicho gen (unas 4,5 veces 

mayor expresión que en las células HEPG2). Además, en cuanto a la especificidad de la 

expresión génica en las líneas celulares respecto de las muestras de pacientes con 

distintos tipos de cáncer del TCGA, se confirmó lo demostrado por otros autores [236] 

en cuanto a que las células SK-HEP-1 son una línea de origen endotelial y no un 

modelo apropiado para el estudio de hepatocitos tumorales. 

 Nuestros resultados sobre la expresión de CD13 utilizando la técnica de Western 

blotting están de acuerdo con el análisis de los valores de RNAseq. Las soluciones de 

los anticuerpos primario y secundario para la detección de CD13 en las células HEPG2 

tuvieron que utilizarse al doble de concentración respecto a las utilizadas para la 

inmunodetección en las células SK-HEP-1. Por lo tanto, una comparativa de la 
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expresión de CD13 entre ambas líneas celulares no resultó apropiada dada la gran 

diferencia de intensidades a las diluciones de anticuerpo ensayadas. En cuanto a Gal-1, 

las células SK-HEP-1 expresan mayores niveles de dicha proteína con respecto al 

endotelio sinusoidal normal, similar a lo demostrado en líneas endoteliales asociadas a 

otros tumores [140], [269]. 

 Por otro lado, existen evidencias de asociación entre el nivel de expresión de 

algunas galectinas y sus respectivos receptores a través de la transducción de señales 

[229], [265]. Nuestros resultados indican que una alterada expresión de Gal-1 en 

hepatocitos tumorales no conlleva a una modificación de la expresión de CD13, en 

sintonía con las correlaciones observadas en pacientes en las bases de datos de TCGA y 

CLCA. En el caso de la línea endotelial SK-HEP-1, la ausencia de la proteína CD13 

tampoco afectaría la expresión de su ligando propuesto, Gal-1.  

 Los resultados descriptos en el capítulo 1 demuestran que tanto Gal-1 como 

CD13 se encuentran en abundante expresión en el microambiente tumoral hepático. 

Dada la conocida implicancia de Gal-1 en la progresión del CHC, ésta podría actuar a 

través de mecanismos moleculares comunes con CD13.  
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Las galectinas pueden unirse a un amplio conjunto de receptores 

glicoconjugados conteniendo el motivo de β-galactosidasa, expresados en la superficie 

de una gran variedad de tipos celulares y en la matriz extracelular (MEC). Dada la alta 

conservación del DRC, los integrantes de la familia de las galectinas (especialmente Gal 

-1, -3, -4, -8 y -9) comparten receptores con glicosilaciones similares. Sin embargo, los 

DRCs pueden diferir en su secuencia de aminoácidos por fuera de los sitios 

conservados, abriendo las posibilidades de reconocimiento a distintos tipos de 

estructuras de glicanos. Por ejemplo, algunas galectinas reconocen la estructura LacNAc 

en una posición terminal, mientras que otras reconocen repeticiones internas de dicho 

glicano dentro de la estructura de glicosilaciones, o pueden reconocer moléculas de 

ácido siálico terminal o fucosas internas mientras que otras lectinas pierden la capacidad 

de unirse en presencia de estas modificaciones. Esta selectividad relativa podría explicar 

las variantes funcionales que se observan entre distintos integrantes de la familia de las 

galectinas [82], [270].  

 Gal-1 y Gal-3 son dos miembros de la familia que suelen encontrarse en una 

gran variedad de tejidos sin un patrón selectivo de distribución [271] y se las ha 

relacionado extensamente en roles fundamentales en procesos relacionados a la 

regulación de la respuesta inmune, procesos de inflamación y progresión del cáncer 

[255], [272], [273]. Entre las varias proteínas receptoras de superficie celular y de 

matriz extracelular que comparten ambas galectinas se encuentran VEGFR-1/VEGFR-

2; CD146, CD44, CD45, LAMP-1/LAMP-2, laminina, fibronectina y distintos 

miembros de la familia de integrinas de la MEC [82]. Se han reportado diferencias 

importantes en la unión de las dos galectinas. Por ejemplo, si bien ambas pueden unirse 

al antígeno Thomsen–Friedenreich (TF), presente en proteínas con glicosilación 

aberrante provenientes de distintos tejidos tumorales, Gal-3 lo hace con una KD dos 

órdenes de magnitud menor que Gal-1 [274], demostrando que Gal-3 posee mayor 

afinidad que Gal-1 por este antígeno.  

 Previo a este trabajo, Gal-3 fue identificada como ligando de la aminopeptidasa 

N o CD13 por medio de la técnica Phage-display en células HUVEC [223]. Tal como 

se mencionó en la sección de Introducción, la técnica de cromatografía de afinidad 

combinada con la de espectrometría de masa, nos permitió identificar potenciales 
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receptores de Gal-1 en la fracción de membrana de células SK-HEP-1, entre los que 

encontramos a CD13 (Manzi, Tesis doctoral, 2016). En el capítulo 2 de la sección de 

Resultados de este trabajo de Tesis se llevaron a cabo distintas estrategias para 

corroborar la hipótesis de que CD13 es un receptor de Gal-1.  

En primer lugar, la superposición parcial observada entre los interactomas de 

Gal-1 y Gal-3 en la plataforma STRING apoya nuestra hipótesis de que Gal-1 también 

podría ser ligando de CD13. Por ello se intentó demostrar la interacción entre Gal-1 y 

CD13 realizando una co-IP. A pesar de los esfuerzos realizados, el complejo entre 

ambas proteínas, de formarse, no sería lo suficientemente fuerte o estable para ser 

detectado con esta técnica.  

Dada la naturaleza transitoria y breve de algunas interacciones biológicas, se ha 

utilizado la tecnología de bioconjugación para capturar estas interacciones 

momentáneas, formando uniones covalentes a través de moléculas cross-linkers [275]. 

En particular, el uso de bis (sulfosuccinimidil)suberato, (BS3), análogo soluble del 

reactivo disuccinimidil suberato (DSS) resulta de utilidad para la captura de la 

interacción de proteínas extracelulares con proteínas de membranas previo a la co-IP, 

estrategia utilizada, por ejemplo, en la interacción del receptor CD45 [276] y MUC1 

[277] con Gal-3. Una nueva generación de cross-linkers como la molécula 

sulfosuccinimidil 6-(4,4´-azipentanamido)hexanoato (Sulfo-LC-SDA) resulta idónea 

para las interacciones proteína-glicanos ya que uno de sus extremos conserva la probada 

reactividad a aminas de las proteínas mientras que el otro extremo contiene un grupo 

diazarina foto-activable que permite la unión a glicanos [278]. Sería interesante realizar 

los experimentos de co-IP con algunos de estos cross-linkers o contar a futuro con la 

tecnología de las diazarinas foto-activables que permitirían no solo capturar la 

interacción en la membrana de células vivas, sino también otorgar la especificidad de la 

unión del DRC de las galectinas a sus glicoproteínas receptoras.  

 El proceso de N-glicosilación que comienza en el retículo endoplasmático y 

continúa en el Golgi es mediado por glicosiltransferasas específicas de cada tipo celular 

y estado fisiológico. Además, se ha demostrado una glicosilación aberrante durante la 

transformación maligna, la que puede mediar fenómenos de señalización, adhesión y 

metástasis [279]. Dada la unión particular de las galectinas a los carbohidratos de 

glicoconjugados de las superficies celulares, y que el patrón de glicosilación puede 

variar de acuerdo al tipo celular, evaluamos la unión de Gal-1 a CD13 expresada por las 

células SK-HEP-1, en lugar de utilizar una proteína comercial expresada en otra célula u 
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organismo. Por ello, se decidió aislar el receptor CD13 endógeno producido en las 

células endoteliales SK-HEP-1 asociadas a un tumor hepático para evaluar la 

interacción directa con Gal-1.  

Far Western blotting es una técnica derivada del Western blotting, utilizada para 

detectar la interacción entre dos proteínas in vitro sobre una membrana de PVDF. 

Mediante esta técnica y comparando una fracción de proteínas de membrana de las 

CESHs SK-HEP-1 enriquecida en CD13 con otra fracción proveniente de células 

KOCD13, se pudo detectar la unión de rGal-1 a la banda de CD13 en una membrana de 

PVDF. Esto nos permitió tener una evidencia más de la interacción de Gal-1 con CD13 

en las CESHs SK-HEP-1. Dado que en la misma membrana, Gal-1 se unió a otras 

bandas proteicas de diferente movilidad electroforética, a futuro resultaría interesante 

identificar estos otros interactores de Gal-1.  

La RPS es una técnica que permite determinar la unión de moléculas in vitro y 

además, calcular las constantes termodinámicas. Para la misma se utilizó el eluato de 

proteínas provenientes de la fracción de membrana de células SK-HEP-1 retenidas en la 

columna de afinidad de Gal-1-agarosa y como blanco, un eluato proveniente de células 

KOCD13. De esta manera, fue posible evaluar la unión de rGal-1 en solución a CD13 

inmovilizada en el chip. Las curvas obtenidas en el sensorgrama presentaron una forma 

del tipo “cuadrada”, es decir, con asociaciones y disociaciones muy rápidas. En cambio, 

la cinética observada para Gal-3 fue distinta, se observaron asociaciones y disociaciones 

más lentas. Además, en el gráfico de respuesta relativa en función de la concentración 

de rGal-3 (Anexo 5) se observó también una curva sigmoidea (a diferencia de la 

hipérbola descripta para Gal-1, Fig. 33), compatible con una posible cooperatividad 

positiva de unión. Es decir, que a medida que aumenta la concentración de rGal-3 

aumentaría la afinidad por CD13 debido a cambio conformacional en la estructura 

galectina. Es interesante recordar que Gal-3 es la única galectina tipo quimera capaz de 

formar trímeros y pentámeros en solución, lo que podría tener incidencia en el 

comportamiento observado. La oligomerización ocurriría al unirse a azúcares divalentes 

por un efecto de equilibro de masas, dependiente únicamente de la concentración, en 

lugar de un cambio conformacional según [280].  

 Los ensayos mediante RPS demostraron que rGal-1 interacciona con CD13 

expresada en el endotelio hepático tumoral a través de su DRC ya que, la pre-

incubación con lactosa inhibió completamente la respuesta, no así con sacarosa. Por otro 

lado, la constante de disociación KD entre ambas proteínas fue 3,1 x 10-6 M. Este valor 
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se encuentra en línea con los reportados para otros receptores como CD45 proveniente 

de bazo de rata (5,01 x 10⁻⁶ M) [281] o CD146 de origen humano (3,1 x 10⁻⁷ M) [282] 

[295]. En cuanto a la unión de Gal-3 a CD13, el valor de KD promedio que obtuvimos 

fue de 4,1 x 10-6 M, siendo un orden de magnitud mayor que el descripto por Yang y 

colaboradores [223] para esta interacción (3,5 x 10-7). Las diferencias podrían deberse a 

que en el artículo mencionado, la proteína CD13 es de origen comercial, producida en 

rata (Sigma-Aldrich). El valor de KD encontrado en nuestro trabajo sería más 

representativo de la afinidad entre Gal-3 y CD13 en un contexto angiogénico tumoral. 

Además, también se reportó la unión de Gal-3 a CD146, con una KD de 1,1 x 10⁻⁶M 

[283]. 

 De esta manera fue posible confirmar, de forma cualitativa y cuantitativa, la 

interacción física y directa entre Gal-1 y CD13. Mediante esta interacción, ambas 

proteínas podrían modular la fisiopatología del CHC y la angiongénesis asociada a este 

tumor.   
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 En el capítulo 3 de esta Tesis se evaluó la relevancia fisiológica de la interacción 

entre Gal-1 y CD13 en el proceso de adhesión de hepatocitos tumorales al endotelio, así 

como en el proceso angiogénico de las células SK-HEP-1.  

Demostramos, por primera vez, que CD13 desempeña un papel significativo en 

la adhesión de los hepatocitos tumorales HEPG2 a las CESHs SK-HEP-1. Como 

antecedente, se ha descrito la participación de CD13 en la adhesión homofílica[211]. 

Cabe resaltar que Gal-3 cumple una función esencial en la agregación homotípica de 

monocitos mediante su interacción con CD13, ya que su bloqueo con lactosa o un 

anticuerpo anti-Gal-3 inhibe completamente este proceso [212]. El efecto observado 

podría no limitarse a un fenómeno físico de adhesión celular, sino también involucrar 

cambios en la expresión o activación de otras moléculas de superficie. Osorio [213] 

propone que la adhesión entre monocitos y células endoteliales depende del clustering o 

capping de varias moléculas de CD13, ya que esta agrupación aumentaría la avidez del 

receptor o induciría un cambio hacia una conformación activa, capaz de establecer 

interacciones con ligandos, por ejemplo Gal-3 o integrinas. El mecanismo hipotetizado 

sería un evento de señalización independiente de la actividad enzimática de CD13 que 

involucra la fosforilación de una tirosina quinasa y el flujo de Ca+2, resultando en la 

polimerización de actina necesaria para la adhesión [213], [284].  

Trabajos previos de nuestro laboratorio fueron los primeros en evidenciar el 

papel pro-adhesivo de Gal-1 en células de CHC. Por un lado, se observó que el 

incremento de Gal-1, ya sea mediante su sobreexpresión o por adición de la proteína 

recombinante, acelera la adhesión de células HEPG2 a laminina, una proteína de la 

MEC, a través de su unión a integrinas [117]. Por otro lado, se demostró que la 

sobreexpresión de Gal-1 en las células CHC potencia la adhesión de dichas células al 

endotelio sinusoidal, contribuyendo así al comportamiento invasivo del tumor [133].  

Un trabajo pionero interesante ya había propuesto que Gal-1 favorece la 

adhesión heterotípica entre células de linfoma murino y células del endotelio sinusoidal 

hepático o células endoteliales microvasculares de pulmón in vitro [285]. Fue reportado 

también que Gal-3 facilita la adhesión de células tumorales de mama y próstata al 

endotelio al reconocer específicamente el antígeno Thomsen-Friedenreich expuesto en 

la superficie celular [130]. Además, la preincubación de células de cáncer de colon 
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humano con Gal-2, -4 y -8 recombinantes indujo un aumento, dependiente de la 

concentración, de la adhesión celular a monocapas de células endoteliales HUVEC 

[286]. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la sobreexpresión de Gal-1 

en los hepatocitos tumorales HEPG2 aumenta su capacidad de adhesión a monocapas de 

CESHs SK-HEP-1 que no expresan CD13, sugiriendo que el rol pro-adhesivo de Gal-1 

es independiente de CD13. Este resultado indica que Gal-1 estaría promoviendo la 

adhesión heterotípica mediante su unión a otros glicoconjugados de la superficie 

endotelial aún no caracterizados. Es importante destacar la ausencia de receptores de 

Gal-1 identificados en células hepáticas y CESHs previos a este trabajo [82]. A futuro, 

será importante identificar qué receptores de superficie de las CESHs son responsables 

de mediar el efecto pro-adhesivo de Gal-1, con el fin de ampliar nuestra comprensión 

del microambiente tumoral hepático y de su contribución a la diseminación y la 

angiogénesis.  

Un modelo clásico del desarrollo de tumores sólidos propone la existencia de 

dos fases durante la tumorigénesis: una primera fase avascular en la que un nódulo se 

desarrolla hasta un estado de equilibrio entre la proliferación y la apoptosis (estado de 

latencia); en algunos casos se produce un “switch angiogénico” y procede la segunda 

fase, vascular, en la que el tumor es capaz de crecer en forma exponencial [66]. 

La angiogénesis tumoral consta de una serie de etapas consecutivas que llevan a 

la formación de nuevos capilares sanguíneos que le suministrarán oxigenación, 

nutrientes y detoxificación a la masa tumoral permitiendo no solo su desarrollo sino 

también su diseminación a distancia. El switch angiogénico estaría dado por la 

liberación de factores pro-angiogénicos desde las células neoplásicas hacia los 

receptores blanco que se encuentran en las células endoteliales (CE), activándolas e 

iniciando así el proceso. Como se explicó en la sección Introducción, el proceso de 

formación de nuevos capilares procede a partir de un fino equilibrio entre factores pro- 

y anti-angiogénicos que además determina el rol particular que cada célula tomará en 

esta dinámica. Así, mientras las células tip guían el proceso migratorio, las células del 

tallo o stalk cells son las que adquieren menor cantidad de filopodios pero mayor 

capacidad proliferativa, paso esencial para la formación de un nuevo vaso con lumen 

[287].  

Dado que la proliferación de las CE del tallo es un proceso clave durante la fase 

de elongación en la tubulogénesis, nos propusimos analizar si las proteínas estudiadas 
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en este trabajo tienen algún efecto sobre este fenómeno. En primer lugar, determinamos 

que la ausencia de la aminopeptidasa CD13 reduce la tasa de proliferación en las células 

SK-HEP-1. En línea con estos hallazgos, se ha reportado que la inhibición irreversible 

de la actividad enzimática de CD13 con el polifenol curcumina disminuye la 

proliferación de células HUVEC [288]. Sin embargo, Bhagwat y colaboradores [217] no 

observaron efectos sobre la proliferación de dichas células al utilizar inhibidores 

reversibles de CD13 (bestatina, amastatina y ac-MY7). De esta manera, nuestros 

hallazgos son los primeros en describir que la expresión de CD13 afecta la proliferación 

de células endoteliales, sugiriendo un rol novedoso de esta ectoenzima en la regulación 

de la angiogénesis vascular. 

Para investigar si la interacción entre Gal-1 y CD13 es relevante para la 

proliferación de las células SK-HEP-1, se comenzó el estudio del efecto de Gal-1 sobre 

dicho proceso. Se utilizó la estrategia de silenciar la expresión endógena de la lectina, 

así como también la de incorporar la proteína recombinante de manera soluble (en 

concentraciones entre 0,1 y 100 μg/ml) e inmovilizada (entre 10 y 100 μg/pocillo) y se 

realizó el ensayo de MTT. El nivel de expresión de Gal-1 en las células SK-HEP-1 no 

tendría relevancia para la proliferación, en las condiciones ensayadas en este trabajo. 

Además, no se observaron efectos significativos sobre la proliferación con rGal-1, a 

diferencia de lo descripto anteriormente (a partir de 10 μg/ml aumentó la proliferación 

de las células SK-HEP-1) [133].En dicho trabajo previo, realizado también en nuestro 

laboratorio, se utilizó un kit comercial de MTS (Promega, Estados Unidos), de mayor 

sensibilidad y precisión para determinar la proliferación celular, lo que podría explicar 

la diferencia en los resultados obtenidos. Existen otros reportes que describen un efecto 

proliferativo moderado de Gal-1 en CE HUVEC y en la línea inmortalizada EC-RF24 a 

una concentración de 0,1 μM (≈ 3 μg/ml) [149]. Sin embargo, a concentraciones más 

altas (≈ 75 μg/ml) se observó una inhibición de la proliferación en CE HUVEC, pero no 

en la línea inmortalizada. Por otro lado, en ese mismo trabajo se reportó una fuerte 

inducción proliferativa en las células HUVEC con rGal-1 en concentración de 10 μg/ml, 

efecto que no fue replicado en la línea EA.hy926 [149]. En distintos trabajos de otros 

investigadores, utilizando a Gal-1 recombinante, se reportó que sus efectos son 

dependientes de la concentración utilizada, con efectos estimulantes a determinadas 

concentraciones e inhibitorios de la proliferación o apoptóticos a altas concentraciones 

(en el orden mM), remarcando la importancia de la actividad bifásica en los estudios 

funcionales de la lectina [142], [282], [289], [290].  
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Los experimentos con rGal-1 soluble presentan dificultades técnicas especiales 

debido a la necesidad de utilizar un vehículo (DTT o β-mercaptoetanol) que mantenga 

reducidos los grupos sulfhidrilos de la proteína, su capacidad de dimerización y por lo 

tanto, su actividad máxima [291]. Es frecuente que dichos agentes reductores afecten la 

vialibidad celular. Por ello, se utilizaron distintos protocolos, con ambas formas de 

presentación de la lectina y hasta concentraciones de 100 g/ml. Encontramos que rGal-

1 inmovilizada, es decir, presentada como una proteína de matriz, promovió levemente 

la proliferación de las células SK-HEP-1, aunque el efecto no resultó estadísticamente 

significativo. Entonces, no se continuó el estudio sobre la interacción entre Gal-1 y 

CD13 en la proliferación de las células SK-HEP-1.  

Posteriormente, se analizó la capacidad migratoria de las células SK-HEP-1 

carentes de CD13 mediante el ensayo de la herida, observándose que la ausencia de esta 

proteína se asocia con una disminución en la migración celular. Este hallazgo evidencia 

la participación de CD13 en el proceso migratorio de las CESHs, y coincide con el 

efecto descripto luego del silenciamiento transitorio de su expresión en las CE HUVEC 

[214]. Recientemente, en un modelo de células de ataxia telangiectasia, se describió que 

la inhibición de la actividad enzimática de CD13 con bestatina ejerce un efecto supresor 

de la migración de fibroblastos [292]. Este efecto pro-migratorio ya había sido 

observado en un trabajo en el que se demostró que la sobreexpresión extrema de CD13 

en células de melanoma promueve la degradación de colágeno tipo IV e invasión de la 

MEC de manera más activa que las células transfectadas control [293].  

Con respecto a Gal-1, el silenciamiento estable de su expresión en la línea SK-

HEP-1 permitió demostrar la participación de esta proteína en el proceso migratorio. 

Además, aunque rGal-1 presentada como proteína de matriz mostró un efecto positivo 

sobre la migración, sólo rGal-1 soluble (en presencia de suero para contrarrestar la alta 

mortalidad del vehículo) y a la máxima concentración ensayada (100 μg/ml ≈ 3 M) 

incrementró significativamente este proceso. 

Gal-1 ha sido previamente identificada como partícipe en la migración de las CE 

HUVEC y EC-RF24 cultivadas in vitro [140], [227], [254]. En estas células, Gal-1 

indujo la migración en niveles comparables a los observados en nuestro trabajo (25 %), 

pero en concentraciones cercanas a 0,1 M (≈ 3 μg/ml). En cambio, a concentraciones 

más altas, similares a las aquí utilizadas (≈ 2,5 M), se observó un efecto inhibitorio 

[140]. En conjunto, estos resultados sugieren que Gal-1 puede actuar como un 
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modulador de la migración endotelial, aunque su efecto depende estrechamente de la 

forma de presentación y la concentración. 

La estimulación de la migración en células SK-HEP-1 KO para CD13 tras el 

tratamiento con rGal-1 fue comparable a la observada en células WT y control SCR, lo 

que sugiere que el efecto migratorio de Gal-1 se ejerce mediante un mecanismo 

independiente de su interacción con CD13. En conjunto, estos resultados indican que 

tanto Gal-1 como CD13 son relevantes para la migración de las CESHs SK-HEP-1, 

aunque actúan a través de mecanismos distintos.  

En el ensayo de tubulogénesis con las células SK-HEP-1 se observó una menor 

capacidad de formación de túbulos cerrados en ausencia de la proteína CD13. También 

se evaluó el efecto de silenciar parcialmente su expresión, y los resultados muestran que 

incluso una reducción transitoria de CD13 afecta negativamente la capacidad 

tubulogénica de las células SK-HEP-1, demostrando la relevancia funcional de esta 

proteína en dicho proceso. La estrategia con siRNA complementa los hallazgos 

obtenidos en la línea KO, y permite discriminar entre los efectos derivados de una 

pérdida completa y los de una supresión parcial, aspecto especialmente valioso para 

evitar adaptaciones compensatorias que podrían surgir durante el establecimiento de 

líneas celulares estables [294].  

Para evaluar el rol de rGal-1 en la tubulogénesis de las células SK-HEP-1 se 

utilizó la misma concentración que había demostrado ser efectiva en los ensayos de 

migración celular (100 μg/ml). En células WT y SCR control, el tratamiento con rGal-1 

produjo un marcado incremento de estructuras tubulares cerradas, evidenciando el 

efecto pro-angiogénico de la lectina en estas condiciones. Sin embargo, la adición de 

rGal-1 a células KOCD13, con capacidad reducida para formar túbulos cerrados, no 

promovió una mayor tubulogénesis. Este resultado indica que la presencia de CD13 es 

necesaria para que rGal-1 ejerza su efecto sobre la morfogénesis vascular, al menos en 

este modelo de CESH.  

Nuestros hallazgos concuerdan con lo descripto previamente para Gal-3 y su 

efecto pro-angiogénico dependiente de CD13 en CE HUVEC [223]. Esta similitud 

funcional entre galectinas sugiere un mecanismo común en el cual CD13 actúa como 

modulador o facilitador de distintos miembros de esta familia en la promoción de 

procesos angiogénicos. De hecho, diferentes galectinas pueden unirse a los mismos 

receptores, dependiendo del tipo celular y de la condición fisiopatológica [82]. Estas 
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interacciones pueden activar o modular vías de señalización convergentes o divergentes, 

dando lugar a una variedad de respuestas celulares.  

Por ejemplo, se reportó que Gal-1 ejerce un efecto pro-angiogénico mediante su 

interacción directa con el receptor VEGFR2 [141]. Hsieh y colaboradores [142] 

demostraron que Gal-1 se une al co-receptor neuropilina-1 (NRP1), lo que aumenta la 

fosforilación de VEGFR-2 y activa distintas MAP kinasas [141]. También se describió 

la unión de Gal-3 a los N-glicanos en VEGFR-2, promoviendo su fosforilación y la 

regulación de su internalización en células endoteliales humanas [295]. Además, la 

adición de Gal-1 o Gal-3 recombinantes a células endoteliales EA.hy926 indujo la 

fosforilación de VEGFR-1 y VEGFR-2, favoreciendo la formación de túbulos [149].  

Otro ejemplo ilustrativo es la interacción entre Gal-1 y CD146, co-receptor de 

VEGFR-2. La unión de Gal-1 a N-glicanos de VEGFR-2 activa una señalización similar 

a VEGF en tumores refractarios a anti-VEGF-A, promoviendo la progresión tumoral y 

la angiogénesis [137]. De manera, el eje Gal-1/CD146/VEGFR-2 regularía de manera 

crítica la angiogénesis durante la progresión tumoral. Cabe destacar que CD146 también 

ha sido identificado como receptor de Gal-3 y Gal-9 en distintos procesos angiogénicos 

e inflamatorios en células endoteliales [296], [297].  

Ha sido caracterizada también la capacidad de las galectinas para establecer 

interacciones multivalentes con integrinas glicosiladas en la superficie celular, 

activando vías de señalización que modulan distintos procesos [82]. En las CE HUVEC, 

por ejemplo, Gal-3 induce la agrupación de la integrina αvβ3, promoviendo así la 

activación de FAK y potenciando la angiogénesis mediada por VEGF y bFGF [295]. 

Por su parte, Gal-1 interactúa con la integrina α1β1 estimulando la adhesión y 

migración de células trofoblásticas y modulando su integración en redes de células 

endoteliales [298]. 

La capacidad de las células para formar túbulos sobre GeltrexTM depende, 

además de la migración celular, de la capacidad de remodelación de dicha matriz 

extracelular [299]. Para poder determinar si el efecto pro-angiogénico desencadenado en 

conjunto por Gal-1 y CD13 era dependiente de la actividad proteasa del receptor, se 

incubó a las células SK-HEP-1 en presencia de rGal-1 y un anticuerpo monoclonal 

inhibidor de dicha actividad. En primer lugar, los resultados obtenidos sugieren que 

CD13 promueve la formación de túbulos de las CESHs en forma independiente de su 

actividad enzimática. Además, la actividad proteasa de CD13 no sería un requisito para 

el efecto pro-angiogénico dado por la interacción con Gal-1.  
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A diferencia de nuestros resultados, la inhibición de la actividad aminopeptidasa 

con anticuerpos bloqueantes (MY7) o compuestos como bestatina redujo el número de 

túbulos en CE HUVEC [217]. Sin embargo, bestatina no es un inhibidor específico de 

CD13 y se ha reportado que puede inducir apoptosis, lo que podría conducir a 

resultados erróneos [300]. En otro estudio interesante, en el que se analizó la formación 

de túbulos en CEs de la microvasculatura, se observó paradójicamente que tanto 

bestatina como los anticuerpos bloqueantes ejercieron un efecto pro-tubulogénico 

cuando las células se cultivaron sobre una matriz de fibrina, pero inhibitorio cuando se 

realizaba sobre la matriz MatrigelTM [301]. Más recientemente, se demostró que la 

forma soluble de CD13 (sCD13) induce la migración de monocitos de manera 

independiente de su actividad enzimática [302]. En ese trabajo, los autores emplearon 

inhibidores farmacológicos de vías como las de Erk1/2, Src, NF-κB y GPCR durante el 

ensayo de tubulogénesis inducido por sCD13, demostrando que la señalización 

intracelular sería la responsable de su efecto pro-angiogénico. 

Una posible hipótesis sobre el mecanismo involucrado que subyace a la 

interacción y cooperación entre Gal-1 y CD13 en la promoción de la tubulogénesis en el 

endotelio sinusoidal hepático es que CD13 actúe como co-receptor o facilite la 

internalización y la señalización efectiva de Gal-1. Existen reportes que respaldan este 

el rol de CD13 como modulador de la entrada y señalización de moléculas asociadas. 

Por ejemplo, en células mieloides [303] se demostró que CD13 regula la endocitosis 

dependiente de clatrina y dinamina del Toll-Like Receptor 4, restringiendo la 

señalización celular. La función de CD13 como facilitador de la señalización también 

ha sido descrita en células endoteliales y fibroblastos: mediante el anclaje de un 

complejo de proteínas en membrana (IQGAP1-ARF6-EFA6), CD13 promueve la 

activación de ARF-6, lo que permite el reciclaje de integrinas, proceso esencial para la 

migración celular [304].  

En el caso de Gal-1, también existen evidencias de que participa en procesos de 

internalización. En neuronas, se demostró que la unión de Gal-1 a neuropilina-1 y 

plexina A4 inicia la internalización del complejo proteico, lo que conduce a la 

activación del citoesqueleto de actina y a la regeneración axonal [305]. En linfocitos T 

tumorales, se reportó que Gal-1 se internaliza de manera dependiente de clatrina o 

caveolina, asociada a su interacción con CD7 y glangiósidos GM1 [306]. Además, la 

unión de otras galectinas a sus receptores, como es el caso de Gal-3 y CD44, puede 

promover la internalización independiente de clatrina [307].  
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Por otro lado, las galectinas son capaces de formar complejos multivalentes con 

glicoconjugados de la superficie celular, conocidos como entramados (lattices), que 

podrían participar en la organización de dominios de membrana (clusters), en la 

regulación de los umbrales de señalización en la superficie celular y en la persistencia 

del receptor en la superficie celular, inhibiendo la endocitosis [101].  

Sería valioso investigar en mayor profundidad el mecanismo mediante el cual la 

unión de Gal-1 a CD13 desencadena la señalización que conduce a la tubulogénesis. 

Elucidar estas vías permitiría no solo comprender mejor el rol de Gal-1 y CD13 en la 

angiogénesis, sino también sustentar la hipótesis de utilizar a este complejo proteico 

como blanco terapéutico en la neovascularización hepática tumoral.  
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Conclusión 

 

El uso integrado de plataformas bioinformáticas permitió analizar distintas bases 

de datos públicas, permitiéndonos concluir que los pacientes con hepatocarcinoma 

presentan niveles altos de Gal-1, asociados a peores desenlaces en términos de 

sobrevida. Además, concluimos que la expresión basal de CD13 se mantiene elevada 

tanto en hepatocitos como en células endoteliales sinusoidales del hígado, sin 

diferencias significativas entre pacientes afectados con tumor e individuos sanos. 

El empleo de dos técnicas distintas, RPS y Far Western blot, permitió demostrar 

por primera vez que Gal-1 interactúa con CD13 de manera física y directa a través del 

DRC de la lectina. Asimismo, el análisis bioinformático indicó que no hay correlación 

entre la expresión de los genes de Gal-1 y CD13 en pacientes con hepatocarcinoma, y 

que la expresión de CD13 en las células HEPG2 permanece constante aun cuando 

varían los niveles de Gal-1. Estos hallazgos sugieren que no existe una modulación de la 

expresión recíproca entre ligando y receptor, o que su regulación depende de vías de 

señalización independientes.  

Nuestros resultados muestran que CD13 favorece procesos clave en las CESHs 

de origen tumoral, estimulando su proliferación, migración y capacidad de formar 

estructuras tubulares. Además, potencia la adhesión de hepatocitos tumorales a este 

endotelio hepático, lo que sugiere un rol activo en la interacción entre ambos tipos 

celulares.  

Gal-1, por su parte, estimula tanto la migración de las células endoteliales como 

la adhesión heterotípica a hepatocitos de manera individual e independiente de su 

interacción con CD13. Sin embargo, su capacidad para promover la formación de 

estructuras tubulares depende de la presencia de glicanos y, al menos parcialmente, de 

CD13 como molécula de señalización, lo que indica una cooperación funcional entre 

ambas proteínas en este proceso.  

 

En el siguiente esquema se resumen los hallazgos de este trabajo de tesis sobre 

los procesos modulados por CD13 en la biología del endotelio sinusoidal hepático 

tumoral y su relación con Gal-1.  
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Figura 59. Relevancia de la interacción de Gal-1 y CD13 en el microambiente del CHC. En la figura 

se resumen los resultados obtenidos en este trabajo. A) Gal-1 posee la capacidad de unirse a glicanos 

del receptor CD13 en la superficie de CESHs. B) Los niveles de Gal-1, secretada por los hepatocitos 

tumorales, se encuentran elevados en el microambiente del CHC. Aquí se confirmó, que esta galectina 

participa en distintos procesos como adhesión heterotípica entre hepatocitos tumorales y CEs, migración 

y tubulogénesis de CESHs. CD13 se encuentra expresada en niveles basales altos en hepatocitos y 

endotelio en el CHC; y está también involucrada en los procesos de adhesión heterotípica, proliferación, 

migración y formación de túbulos. Los efectos de Gal-1 y CD13 en todos estos procesos llevarían a la 

progresión del CHC y a la diseminación de la célula hepática tumoral. La unión de Gal-1 a CD13 media 

el proceso de morfogénesis celular que permite la formación de nuevos vasos sanguíneos. En conjunto, 

estos resultados fundamentan la hipótesis de que existe una interacción física y funcional entre Gal-1 y 

CD13 en el contexto de la angiogénesis tumoral en el CHC. Creada con https://BioRender.com 
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En resumen,  

 

nuestros resultados constituyen la primera evidencia de que Gal-1 actúa como 

ligando de CD13 en la superficie de células endoteliales sinusoidales hepáticas y 

de hepatocitos tumorales. Esta interacción directa favorece la cooperación entre 

ambas proteínas, promoviendo la angiogénesis del endotelio sinusoidal dentro 

del microambiente tumoral hepático. Estos hallazgos representan una 

contribución importante y novedosa para comprender los mecanismos mediante 

los cuales Gal-1 y CD13 participan en la glicobiología del CHC. 

El progreso de esta línea de investigación podría sentar las bases para el 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas destinadas a combatir el CHC y 

mejorar la sobrevida de los pacientes. 
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Perspectivas 

 

• Evaluar la interacción física entre Gal-1 y CD13 en la superficie celular de 

células SK-HEP-1 utilizando técnicas como Ligand Proximity Assay o FRET 

(Transferencia de Energía por Resonancia de Förster). Estas estrategias 

permitirían demostrar dicha unión en un contexto fisiológico de membrana 

plasmática íntegra en células vivas.  

• Analizar la posible co-internalización de Gal-1 y CD13 en células SK-HEP-1 y 

HEPG2 mediante microscopía de epifluorescencia; y el mecanismo dependiente 

o independiente de clatrina asociado. Esto nos permitiría entender cómo la unión 

de Gal-1 modula la dinámica de CD13 en la membrana y su señalización. Por 

ejemplo, la interacción Gal-1/CD13 podría favorecer la segregación de la 

aminopeptidasa, favoreciendo su función morfogénica de túbulos.  

• Analizar el perfil de expresión génica asociado a la angiogénesis inducida por 

Gal-1 en las CESHs SK-HEP-1 KOCD13.  

• Inhibir VEGFR-2/VEGFR-1 con anticuerpos bloqueantes en los ensayos de 

migración y tubulogénesis para estudiar los efectos de Gal-1 independientes de 

dicha vía para iluminar el posible mecanismo de acción en conjunto con CD13.  

• Determinar el perfil de glicosilación de CD13 expresada en células tumorales 

HEPG2 y SK-HEP-1, y comparar con el perfil de la proteína aislada de 

hepatocitos no tumorales (HepatoXcell™) y células endoteliales normales 

(HUVEC), respectivamente. El perfil de glicanos puede ser resuelto a partir de la 

técnica lectin blot o UPLC-HILIC (Cromatografía Líquida de Ultra 

Rendimiento-Columna de Fase Estacionaria de Interacción Hidrofílica) seguida 

de espectrometría de masas.  

• Estudiar la interacción funcional de Gal-1 y CD13 en la formación de túbulos en 

otras células endoteliales de la microvasculatura tumorales o no tumorales, como 

HMEC-1. 
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• Evaluar la formación de ramificaciones vasculares (sprouting) en esferoides 

tridimensionales mixtos compuestos de hepatocitos tumorales HEPG2 (con 

distintos niveles de Gal-1) y células SK-HEP-1, con y sin expresión de CD13.  

• Identificar, mediante digestion tríptica in gel y espectrometría de masas, los 

otros posibles receptores de Gal-1 detectados en el ensayo de Far Western blot.  
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Anexo 1. Expresión del gen LGALS1 en distintos tipos de cáncer (TCGA) 

Anexo 1. Niveles de expresión del gen LGALS1 medidos como log2 TPM (transcriptos por millón) en 

muestras de tumor (color rojo) y tejido normal (color azul), analizados en conjunto para cada tipo tumoral 

(área gris). Las áreas blancas corresponden a sets de datos sin muestras normales. La flecha indica el set 

de CHC.  BLCA: carcinoma urotelial de vejiga; BRCA: carcinoma invasivo de mama; CESC: carcinoma 

escamoso cervical; CHOL: colangiocarcinoma; COAD: adenocarcinoma de colon; ESCA: carcinoma de 

esófago; GBM: glioblastoma multiforme; HNSC: carcinoma escamoso de cabeza y cuello; KICH: 

carcinoma renal cromófobo; KIRC: carcinoma de células claras de riñón; KIRP: carcinoma de células 

papilares de rinón; LIHC: carcinoma hepatocelular; LUAD: adenocarcinoma de pulmón; LUSC: 

carcinoma escamoso de pulmón; PAAD: adenocarcinoma de páncreas; PCPG: carcinoma suprarrenal; 

PRAD: adenocarcinoma de próstata; READ: adenocarcinoma colorectal; SKCM: melanoma; STAD: 

adenocarcinoma gástrico; THCA: carcinoma de tiroide; UCEC: carcinoma de endometrio del cuerpo del 

útero. Los datos provienen del Atlas Genómico del Cáncer (TCGA) y analizados por la plataforma 

TIMER, entre paréntesis se indica el número de muestras/pacientes. Test de Wilconson (* p <0,05; ** p 

<0,01; *** p <0,001). Fuente: http://timer.cistrome.org  
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Anexo 2. Frecuencia de alteración del gen LGALS1 en distintos tipos de cáncer 

(TCGA) 

Anexo 2. Frecuencia de alteración del gen LGALS1. Se muestra el porcentaje de mutaciones, 

amplificaciones, deleciones y variantes estructurales para cada tipo de cáncer, según los colores 

indicados. Los datos provienen de la plataforma cBioPortal con datos provenientes del TCGA.   
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Anexo 3. Expresión del gen ANPEP en distintos tipos de cáncer (TCGA) 

 

Anexo 3. Niveles de expresión del gen ANPEP medidos como log2 TPM (transcriptos por millón) de 

muestras de tumor en color rojo y azules (tejido normal) en sets con ambas muestras (área gris). Las áreas 

blancas corresponden a sets de datos sin muestras normales. La flecha indica el set de CHC. En color 

violeta se muestra un set de datos de metástasis. Abreviaturas: BLCA: carcinoma urotelial de vejiga; 

BRCA: carcinoma invasivo de mama; CESC: carcinoma escamoso cervical; CHOL: colangiocarcinoma; 

COAD: adenocarcinoma de colon; ESCA: carcinoma de esófago; GBM: glioblastoma multiforme; 

HNSC: carcinoma escamoso de cabeza y cuello; KICH: carcinoma renal cromófobo; KIRC: carcinoma de 

células claras de riñón; KIRP: carcinoma de células papilares de rinón; LIHC: carcinoma hepatocelular; 

LUAD: adenocarcinoma de pulmón; LUSC: carcinoma escamoso de pulmón; PAAD: adenocarcinoma de 

páncreas; PCPG: carcinoma suprarrenal; PRAD: adenocarcinoma de próstata; READ: adenocarcinoma 

colorectal; SKCM: melanoma; STAD: adenocarcinoma gástrico; THCA: carcinoma de tiroide; UCEC: 

carcinoma de endometrio del cuerpo del útero. Los datos provienen del TCGA y analizados por la 

plataforma TIMER, entre paréntesis se indica el número de muestras/pacientes. Test de Wilconson (* p 

<0,05; ** p <0,01; *** p <0,001). Fuente: http://timer.cistrome.org  
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Anexo 4. Frecuencia de alteración del gen ANPEP en distintos tipos de cáncer 

(TCGA) 

Anexo 4. Porcentaje de mutaciones, amplificaciones, deleciones y variantes estructurales del gen ANPEP 

para cada tipo de cáncer. Los datos provienen de la plataforma cBioPortal con datos provenientes del 

TCGA.   
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Anexo 5. Respuesta relativa en función de la concentración de rGal-3 

Anexo 5. Respuesta relativa en función de la concentración de rGal-3.  Se evaluó mediante SPR la 

curva de respuesta (UR/UR max) de CD13 inmovilizada a distintas concentraciones de rGal-3 (M) en 

solución. La sigmoidicidad sugiere un efecto cooperativo en los sitios de unión.  
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Capítulo 1 
 

1. Análisis bioinformático  

 

1.1 UALCAN 

UALCAN (University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis 

Portal) es una plataforma web que permite visualizar y analizar los niveles de expresión 

de proteínas y su relación con la historia clínica de los pacientes para diferentes tipos de 

cáncer, utilizando los datos genómicos de la base de datos TCGA (The Cancer Genome 

Atlas). Para analizar los niveles de expresión de los genes de las proteínas Gal-1 y 

CD13 en muestras de pacientes con cáncer de hígado, se accedió al sitio web 

https://ualcan.path.uab.edu/ y en el sector “Enter gene symbol(s)” se ingresaron los 

nombres de los genes “LGALS1” y “ANPEP”, respectivamente. A continuación, se 

eligió el tipo de cáncer “Liver hepatocellular carcinoma”. Luego se seleccionó el tipo 

de análisis: “Expression” y “Survival” para evaluar los niveles de expresión de los genes 

y obtener las curvas de supervivencia asociadas a los mismos.  

 

1.2 Kaplan-Meier Plotter  

Kaplan-Meier Plotter es una herramienta web que permite asociar los niveles de 

expresión de un determinado gen en las muestras tumorales con la supervivencia de los 

pacientes, utilizando distintas bases de datos como GEO (Gene Expression Omnibus), 

CIT (Cartes d’Identité des Tumeurs) y TCGA. En el caso particular del cáncer de 

hígado, solo se encuentra disponible la base de datos TCGA. Luego de ingresar al sitio 

https://kmplot.com/ seleccionamos la opción “Start KM Plotter for Liver Cancer” y 

elegimos el gen de interés (LGALS1 o ANPEP). Utilizamos la opción “Auto select best 

cut-off” que determina el mejor umbral de corte entre altos y bajos niveles de expresión. 

En la sección survival se seleccionó la opción “OS: overall survival” y se eligió un 

período de 240 meses para realizar el análisis.  
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1.3 cBioPortal  

cBioPortal es un software de libre acceso que permite la exploración interactiva 

de distintos data sets de genómica del cáncer. El objetivo, al igual que el de las otras 

plataformas utilizadas y descriptas previamente, es disminuir las barreras entre la 

bioinformática genómica compleja y los investigadores, proveyendo un acceso rápido, 

intuitivo y de alta calidad a los perfiles moleculares y atributos clínicos de proyectos 

genómicos de gran escala. Esta herramienta fue utilizada para evaluar alteraciones en 

los genes LGALS1 (Gal-1) y ANPEP (CD13) en muestras provenientes de cáncer de 

hígado, ofrecidas por los proyectos TCGA y Chinese Liver Cancer Atlas (CLCA).  

Al ingresar al portal https://www.cbioportal.org/, en la sección “Select Genomic 

Profiles” elegimos los perfiles genómicos que deseamos estudiar: “mutations”, que 

corresponde a datos de mutaciones del exoma completo o “putative copy-number 

alteration from GISTIC”, correspondiente a posibles alteraciones del gen analizadas con 

el algoritmo GISTIC, que detecta regiones alteradas por amplificación o deleción. Una 

vez lanzada la búsqueda obtuvimos la información sobre la frecuencia de mutaciones y 

la co-expresión del gen de interés con otros genes, entre otros datos. En este trabajo 

utilizamos esta información para nuestros genes de interés LGALS1 y ANPEP en el 

cáncer de hígado.  

 

1.4 THPA  

The Human Protein Atlas (THPA) es un proyecto iniciado en Suecia con el 

objetivo de mapear todas las proteínas humanas en células, tejidos y órganos utilizando 

la integración de distintas tecnologías ómicas que incluyen inmunohistoquímica (IHQ), 

proteómica basada en espectrometría de masas, transcriptómica y biología de sistemas. 

En este trabajo se utilizaron algunas de sus secciones para el estudio de la expresión 

génica a nivel de ARN y de proteína, en bases de datos de pacientes sin patologías 

hepáticas, de pacientes con cáncer de hígado y de líneas celulares tumorales.  

En la sección Tissue se puede acceder al perfil de expresión de ARNm, obtenido 

mediante la secuenciación del transcriptoma entero (RNA-seq) y al perfil proteico, 

obtenido a través de la técnica de IHQ múltiple, proveniente de 44 tipos de tejidos 

humanos sanos. La búsqueda se realizó colocando el nombre del gen de interés en la 

barra gene symbol y se seleccionó la opción “Liver” para acceder a la información 

https://www.cbioportal.org/
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normalizada de los datos de expresión de ARNm e imágenes de tinciones 

inmunohistoquímicas de tejidos hepáticos.  

En la sección Pathology se accede a los datos normalizados y analizados de 

expresión de ARNm de la base TCGA y a las imágenes de IHQ obtenidas por THPA 

correspondientes a cáncer hepático. 

En la sección Single Cell se encuentra información basada en la secuenciación 

de ARN de célula única (single cell RNAseq o scRNAseq) proveniente de 31 tejidos 

humanos. Dicha información proviene de un metaanálisis de estudios de scRNAseq 

descriptos en la literatura que incluyen tejidos humanos sanos. El criterio de aceptación 

para la incorporación de bases de datos fue: 1. que los transcriptomas estuvieran 

basados en la plataforma Chromium single cell gene expresion (10X genomics, versión 

2 ó 3); 2. que la secuenciación fuera realizada en células en suspensión de tejidos sin 

pre-enriquecimiento de tipos celulares y 3. que el estudio contara con más de 4 mil 

células y 20 millones de recuentos totales de lecturas. Para el análisis del tejido del 

hígado se utilizó la base de datos GSE115469  [231] que cumple con todos los 

requisitos: contiene 32,8 millones de recuentos de lecturas en un total de 11.175 células 

analizadas. Los recuentos fueron normalizados a transcriptos por millón de genes 

codificantes para proteínas (pTPM) y dentro de cada cluster se utilizó una 

normalización TMM (trimmed mean of M values) para su comparación [308]. El criterio 

para la selección de los distintos clusters de tipo celular fue de manera manual, basado 

en una consulta extensiva de marcadores específicos de células que incluyeran las 

utilizadas en las publicaciones originales. En el caso del set elegido del hígado se 

realizaron simplificaciones del material original, sin separar a los clusters celulares por 

zona hepática (portal, periportal y central-venosa).  

En la sección Cell Line se encuentra la información del perfil del transcriptoma 

de genes codificantes de 1206 líneas celulares humanas, que incluye 1132 líneas de 

origen tumoral. Los análisis contienen una clasificación basada en la especificidad de 28 

tipos de cáncer y en la similitud de la línea celular con respecto al tipo de cáncer según 

la base de datos del TCGA. Los datos crudos fueron obtenidos de la base de datos 

CCLE (Cancer Cell Line Encyclopedia) y la abundancia de cada transcripto de gen 

codificante se estimó utilizando el valor de TPM promedio de las muestras individuales 

para cada línea celular.  

Para el análisis de consistencia de la expresión de genes entre las líneas celulares 

modelo y las cohortes de pacientes oncológicos correspondientes de la base de datos 
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TCGA, se utilizó el coeficiente de correlación Spearman (ρ). Para cada gen anotado en 

el TCGA, su valor de transcripto por millón normalizado (nTPM) fue promediado por 

cohorte y para cada cohorte, el coeficiente ρ de Spearman se calculó entre el valor 

nTPM promedio y el valor nTPM de la línea celular de ese tipo de cáncer. El 

enriquecimiento en los genes sobreexpresados en las cohortes del TCGA y en las líneas 

celulares fue evaluado por GSEA (Gene Set Enrichment Analysis). Los genes con 

expresión elevada en los distintos tipos de cáncer en el TCGA deberían reflejarse en las 

líneas celulares tumorales elegidas como modelo. Para ello, la expresión génica en cada 

tipo de cáncer fue promediada y utilizada como línea de base. Para cada línea celular se 

calculó el número de veces de cambio de expresión en cada gen relativo a la expresión 

base. Los resultados fueron representados como NES (Normalized Enrichment Score) 

con un valor positivo que correlaciona con la consistencia entre líneas celulares y 

cohortes. Se realizó un ranking de líneas celulares basado en ambos parámetros 

(Spearman y NES).  

 

2. Cultivo de líneas celulares  

 

2.1 Líneas celulares utilizadas  

A continuación se presentan las líneas celulares utilizadas en esta tesis, sus 

características principales y una microfotografía representativa con la morfología 

celular: 

SK-HEP-1 (ATCC HTB52) 

Es una línea celular de origen endotelial aislada del 

fluído ascítico del hígado de un paciente de género masculino 

de 52 años con adenocarcinoma. A pesar del origen de la 

muestra, la línea celular no presenta características de 

hepatocitos. Las células no expresan proteínas específicas de 

los hepatocitos tales como albúmina, alfa fibrinógeno o gama fibrinógeno. En cambio, 

hay un consenso sobre el uso de la línea celular SK-HEP-1 como modelo de células 

endoteliales sinusoidales hepáticas (CESHs). Las células SK-HEP-1 presentan 

fenestraciones, numerosas vesículas pinocíticas y gránulos densos consistentes con 

cuerpos de Weibel-Palade. A su vez expresan el factor von Willebrand, caveolina-1, 

VEGFR2, óxido nítrico sintasa endotelial y clatrina; sin embargo, no expresan CD31, lo 
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cual es una característica de las CESHs, sumada a la alta actividad endocítica, la 

morfología y funcionalidad típicas de las mismas. [309], [310]. En vista de las 

evidencias enumeradas, la línea celular SK-HEP-1 representa un modelo adecuado para 

el estudio de la microvasculatura hepática. 

 

HEPG2-C3A (ATCC CRL-10741) 

Esta línea celular deriva de un carcinoma 

hepatocelular humano proveniente de un adolescente de 15 

años de género masculino. C3A es un clon derivado de las 

células HEPG2 seleccionado por su fuerte inhibición del 

crecimiento por contacto, elevada producción de albúmina y 

alfa fetoproteína, y por su habilidad para crecer en medios deficientes en glucosa. En 

este trabajo utilizamos el clon C3A como modelo de hepatocitos tumorales. 

 

EA.hy926 (ATCC CRL-2922) 

La línea celular se estableció como una fusión de la 

línea primaria de vena umbilical humana (HUVEC) con un 

clon de la línea A549 (carcinoma epitelial de pulmón) 

resistente a tioguanina exponiéndola a poieltilenglicol (PEG). 

Los híbridos fueron seleccionados por la presencia del 

antígeno relacionado al factor VIII. Mediante microscopía electrónica se observa una 

distribución citoplasmática de cuerpos de Wiebel-Palade y organelas tejido-específicas, 

características de células endoteliales diferenciadas involucradas en angiogénesis, 

presión arterial e inflamación. Esta línea se utilizó como célula endotelial humana no 

asociada a tumor hepático.  

 

2.2 Cultivo y preservación de células  

Las líneas celulares utilizadas se cultivaron en medio esencial Dulbecco 

(DMEM) rico en glucosa (25 mM) (Gibco-Invitrogen Life Technologies, Estados 

Unidos) suplementado con suero fetal bovino (SFB) (Natocor, Argentina) al 10 % 

inactivado por calor, conteniendo penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 μg/ml. Las 

células se mantuvieron en estufa de cultivo a 37°C en atmósfera húmeda con 5 % de 

CO2.  
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Las células se subcultivaron 2 o 3 veces por semana para mantener la 

sincronización celular y evitar el exhaustamiento del medio de cultivo. Para ello se 

aspiró el medio de la botella de 25 cm2 conteniendo las células, se lavó la monocapa 

subconfluente con buffer de fosfatos salino (PBS, 10 mM, pH 7,4; NaCl 150 mM) y, en 

el caso de las líneas celulares endoteliales, se incubó con 300 μl de una solución de 

tripsina al 0,05 % (p/v) durante 2 minutos a temperatura ambiente. En el caso de las 

células de hepatocarcinoma HEPG2, la monocapa se incubó con 400 μl de la solución 

de tripsina al 0,05 % (p/v) durante 5 minutos a 37 °C. Luego, las células se 

resuspendieron en medio DMEM con SFB al 10 %. El número de células viables se 

determinó mediante el ensayo de exclusión del colorante vital Azul de Tripán al 0,4 % 

(p/v) y el recuento se realizó utilizando una cámara de Neubauer, siendo la viabilidad en 

todos los casos mayor al 95 %. A continuación, se realizó la siembra de las células en la 

dilución óptima en botellas de cultivo de 25 cm2 en un volumen final de 5 ml: 3 x 105 

células endoteliales y 1 x 106 células HEPG2.  

Las líneas celulares fueron conservadas mediante criopreservación. Para ello, se 

partió de cultivos en fase exponencial de crecimiento (50-60 % de confluencia). Las 

células se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos (Gelec G-142, Argentina) luego de 

su cosecha, se resuspendieron en SFB-dimetilsulfóxido (DMSO) (9:1) y se alicuotaron 

en criotubos. Los mismos se almacenaron 24 horas en isopropanol a -70 °C (Mr. 

Frosty®, Nalgene, Estados Unidos) para permitir un descenso gradual de la temperatura 

y evitar la formación de cristales de agua intracelulares. A continuación, se transfirieron 

y conservaron en nitrógeno líquido (-180 °C). 

Para un descongelamiento eficiente, los criotubos se mantuvieron en baño a 37 

°C durante un minuto y se diluyeron en 5 ml de medio DMEM fresco conteniendo SFB 

al 20 %. Una vez adheridas las células, se realizó un cambio completo de medio para 

eliminar el DMSO. 

La manipulación de las líneas celulares, así como la preparación de medios de 

cultivo y tratamientos de las células, se realizaron en condiciones de esterilidad 

trabajando en flujo laminar con bioseguridad de segundo nivel. 

 

2.3 Determinación y eliminación de micoplasmas  

Dado que los cultivos celulares contaminados con micoplasmas pueden 

presentar cambios morfológicos, bioquímicos, antigénicos y genéticos e interferir en los 
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experimentos realizados [311], se realizaron chequeos periódicos para confirmar la 

ausencia de los mismos mediante tinción de material genético utilizando Hoecht 33528 

(Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Brevemente, las células se sembraron en baja 

densidad (20 x 103 – 40 x 103) sobre cubreobjetos durante 24 horas para su completa 

adhesión. Luego se añadió, sin desechar el medio de cultivo, el fijador Carnoy (metanol: 

ácido acético glacial, relación 3:1) durante 2 minutos. A continuación, se descartó el 

sobrenadante y se incubó durante otros 5 minutos con fijador Carnoy. Luego del lavado 

con PBS, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos utilizando el reactivo 1,4-

diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO, Fluka, Alemania) y se sellaron. Las células se 

observaron en un microscopio de epifluorescencia (Nikon TE-200). 

La tinción positiva se evidenció por la presencia de marca fluorescente en 

regiones extranucleares. En dichos casos, y en células con bajo número de pasajes, se 

realizó un tratamiento con plasmocin (InvivoGen, Francia) 25 μg/ml durante 2 semanas. 

 

3. Obtención de línea celular SK-HEP-1 con disrupción génica de CD13 

Para algunos ensayos biológicos de pérdida de función de CD13 y para evaluar 

su interacción con Gal-1 se llevó a cabo la edición génica de ANPEP/CD13 en las 

células SK-HEP-1 mediante el sistema CRISPR/CAS9 [312], [313]. Se utilizó el 

plásmido CD13 Double Nickase Plasmid (h) (Santa Cruz sc-401095-NIC) que consiste 

en un par de plásmidos que codifican para la nucleasa Cas9 mutada D10A y un ARN 

guía de 20 nucleótidos (gRNA) diseñados para la disrupción génica de CD13 humana 

mediada por Cas9 altamente específica que causa una doble mella imitando una ruptura 

de doble hebra (double-strand break) [314]. Cada par de secuencias gRNA está 

desplazado por aproximadamente 20 nucleótidos para permitir la edición del gen con 

alta eficiencia y mayor especificidad. Uno de los plásmidos contiene como marcador a 

la proteína verde fluorescente (GFP) para confirmar la transfección mediante 

microscopía de fluorescencia. El otro plásmido contiene un gen de resistencia a 

puromicina, el cual se utilizó para la selección de clones de células SK-HEP-1 

KOCD13. A su vez, se obtuvieron células control utilizando el plásmido Scrambled (sc-

437281) para establecer las células SK-HEP-1 SCRAMBLED. 

La transfección de las células con el plásmido se realizó mediante liposomas 

catiónicos [315] utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos). Para ello 

se sembraron 9 x 104 células SK-HEP-1, de pasaje menor a 15 y libres de micoplasmas, 
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en una placa de 24 pocillos en medio de cultivo en presencia de SFB al 10 % y en 

ausencia de antibiótico, según protocolo descripto en el capítulo 1, sección 2.2, para 

obtener un 80 % de confluencia a las 24 horas. Al día siguiente se prepararon los 

lipoplexos incubando 0,5 g de plásmido y 1,25 l de Lipofectamina, relación 1:2,5, en 

medio de transfección (DMEM sin antibiótico (ATB), sin SFB) durante 20 minutos a 

temperatura ambiente.  Luego, se lavaron las células con medio de transfección y se 

incubaron con 100 l de los complejos durante 5 horas. Al finalizar, se realizó un 

cambio de medio con DMEM con SFB al 10 % para la recuperación celular. 

Veinticuatro horas post-transfección, las células se cosecharon, diluyeron al décimo y se 

sembraron en placas de 6 pocillos. Al día siguiente se les cambió el medio por medio 

fresco conteniendo puromicina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 0,5 g/ml. La 

selección se llevó a cabo a lo largo de 3 semanas con cambios de medio cada 3-4 días 

hasta la observación de colonias resistentes visibles. Se confirmó la selección de las 

colonias por su expresión de GFP, observándolas bajo microscopio de epifluorescencia 

(Nikon TE-200).  

Las colonias elegidas se aislaron y cultivaron en superficies progresivamente más 

grandes hasta la confirmación del knock-out por Western blotting como se describe en la 

siguiente sección.  

 

4. Análisis de los niveles de expresión proteica por Western blotting 

 

4.1 Extracción de proteínas   

Con el fin de evaluar la expresión de las proteínas Gal-1 y CD13 se sembraron 4 

x 105 células SK-HEP-1 y EA.hy926, y 1 x 106 células HEPG2 en placas de 35 mm de 

diámetro y se incubaron a 37 °C. Luego de 24 horas, las células fueron lavadas con PBS 

frío sobre hielo, y lisadas utilizando la técnica de “scraping”, rascando toda la superficie 

vigorosamente con tip amarillo para luego recuperar los restos celulares en 100 μl de 

buffer de lisis conteniendo Tris-HCl 50 mM (pH 7,4), Tritón X-100 al 1 % (v/v), NaCl 

150 mM, EDTA 1 mM, deoxicolato de sodio al 1 % (p/v), dodecilsulfato sódico (SDS) 

al 0,1 % (p/v), pirofosfato de sodio (Na4P2O7) 100 mM, fluoruro de sodio (NaF) 50 

mM, fluoruro de fenilmetil-sulfonilo (PMSF) 2 mM y aprotinina 1 mg/ml. La 

suspensión se mantuvo en hielo por 45 minutos y se agitó con vórtex reiteradas veces 

para favorecer la lisis celular. Luego, se centrifugó a una velocidad de 12.000 g a 4 °C 
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durante 10 minutos en una microcentrífuga Sorvall Legend Micro 17 (Thermo 

Scientific, Estados Unidos) y se recuperó el sobrenadante.  

 

4.2   Determinación de la concentración de proteínas totales  

La concentración de proteínas totales se determinó según el método descripto por 

Bradford [316]. En placas de 96 pocillos con fondo plano se sembraron 5 μl de la 

muestra a testear (diluciones 1:30 y 1:60) o de la solución de proteína estándar de 

albúmina de suero bovino (BSA, Sigma-Aldrich, Estados Unidos), en un rango de 

concentraciones de 0,02-0,24 mg/ml. Se agregaron 20 μl de agua destilada para una 

dilución 1:4 y se incubó con 200 μl del reactivo de Bradford (Azul Brillante de 

Coomassie G-250 al 0,01 % (p/v), ácido fosfórico al 10 % (v/v), etanol al 5 % (v/v)) 

durante 5-10 minutos. La absorbancia en 595 nm se determinó en un lector de placas 

(BioTek Instruments Inc, Estados Unidos). 

4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

Para preparar las muestras se disolvieron 25 μg de proteínas totales en buffer de 

siembra 2X (Tris-HCl 125 mM, pH 6,8; SDS al 4 % (p/v); glicerol al 20 % (v/v), β-

mercaptoetanol al 10 % (v/v); azul de bromofenol al 0,005 % (p/v)) para un volumen 

máximo de 25 μl. Las proteínas se incubaron a 100 °C durante 5 minutos y luego se 

centrifugaron a 14.000 g durante 1 minuto en una microcentrífuga Sorvall Legend 

Micro 17.  

Además de las muestras, se sembraron proteínas marcadoras de peso molecular 

pre-teñidas con el colorante Azul Brillante de Coomassie (Precision Plus Protein, Bio-

Rad Laboratorios Inc., Estados Unidos) para su fácil visualización. Las proteínas se 

resolvieron mediante la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida en 

condiciones desnaturalizantes. Para ello se utilizó el sistema Mini-Protean 3 (Bio-Rad 

Laboratorios Inc., Estados Unidos). Los geles se polimerizaron sobre placas de vidrio de 

7,3 x 10,1 cm y 8,3 x 10,1 cm con separadores de 0,75 mm. Según las proteínas a 

resolver se emplearon distintos porcentajes de entrecruzamiento de 

poliacrilamida/bisacrilamida. Para el análisis de CD13 (150 kDa) se utilizó un gel 

separador al 7,5 %, mientras que para evaluar la expresión de Gal-1 (14 kDa) el mismo 

fue al 12 %. El gel concentrador se preparó al 4 %. En todos los casos, se utilizó una 

solución madre conteniendo acrilamida al 29,2 % (p/v) y bisacrilamida al 0,8 % (p/v).  
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Para Gal-1 se utilizó el sistema de buffer Tris-Tricina [317], el cual resuelve 

mejor las proteínas de peso molecular menor a 20 kDa. Durante la corrida se utilizó un 

sistema discontinuo de soluciones: buffer ánodo (Tris-HCl 200 mM, pH 8,9) en la cuba 

y buffer cátodo (Tris-HCl 100 mM, pH 8,25, Tricina 100 mM, SDS al 0,1 % (v/v)) por 

dentro de la represa.  

Para un gel separador (~5,3 ml) se preparó la siguiente receta: 

acrilamida/bisacrilamida 12 % (p/v) 2,40 ml; Tris 3 M, pH 8,45, SDS al 0,1 % (p/v) 2 

ml; agua destilada 0,80 ml; persulfato de amonio (PSA) al 10 % (p/v) 50 μl y 

tetrametiletilendiamina (TEMED) 5 μl. El gel concentrador suficiente para 1 gel (~2,6 

ml) consistió en: acrilamida/bisacrilamida 4 % (p/v) 0,33 ml; Tris 3M, pH 8,45 SDS al 

0,1 % (p/v) 0,62 ml; agua destilada 1,55 ml; PSA al 10 % (p/v) 30 μl y TEMED 3 μl. 

En el caso de proteínas de alto peso molecular como CD13 se utilizó el sistema 

de un único buffer Tris-Glicina (Tris 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, SDS al 0,1 % 

(p/v) durante la corrida  (Laemmli, 1970). 

Un solo gel separador (~5 ml) está compuesto por: acrilamida/bisacrilamida 7,5 

% (p/v) 1,23 ml; Tris 1,5M, pH 8,8 1,3 ml; agua destilada 2,43 ml; PSA al 10 % (p/v) 

20 μl y TEMED 5 μl. 

Para preparar 1 gel concentrador (~2,7 ml) en el sistema Laemmli se utilizó la 

siguiente receta: acrilamida/bisacrilamida 4 % (p/v) 0,42 ml; Tris 0,5M, pH 6,8 0,63 ml; 

agua destilada 1,66 ml; PSA al 10 % (p/v) 30 μl y TEMED 3 μl. 

Las corridas electroforéticas se desarrollaron a temperatura ambiente utilizando 

un voltaje constante de 50 V hasta que el frente de corrida alcanzó el gel separador. 

Luego, el voltaje se incrementó a 100 V.  

 

4.4 Electrotransferencia e inmunodetección  

Posterior a la corrida electroforética, las proteínas se electrotransfirieron a una 

membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) utilizando el sistema de transferencia 

Mini-TransBlot (Bio-Rad) [319]. Todos los componentes del sistema fueron 

equilibrados en buffer de transferencia (Tris-HCl 25 mM, pH 8,3, glicina 192 mM, 

metanol al 20 % (v/v)).  La transferencia se realizó aplicando un voltaje constante de 

100 V durante 1 hora utilizando un refrigerante en la cuba y en agitación constante. A 

continuación se bloquearon los sitios de unión inespecíficos en la membrana por 

incubación con leche descremada al 5 % (p/v) en TBS (buffer Tris-HCl 10 mM, pH 8, 
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NaCl 150 mM). Seguido de este paso se añadieron los anticuerpos primarios en las 

diluciones correspondientes (Tabla 1) realizadas en la misma solución de bloqueo, y se 

incubó durante toda la noche a 4 °C y en agitación constante. Al día siguiente, las 

membranas se lavaron 3 veces durante 15 minutos en abundante buffer TBS-Tween 

(Tween-20 al 0,1 % (v/v) en TBS) para luego incubar con el anticuerpo secundario 

correspondiente (Tabla 2) conjugado a la enzima peroxidasa de rábano (Horseradish 

peroxidase, HRP) diluído en solución de bloqueo, durante 1 hora a temperatura 

ambiente y en agitación constante. Se realizaron 3 lavados con buffer TBS-Tween y 

finalmente otro lavado con buffer TBS para evitar la interferencia del surfactante con 

los reactivos del revelado.  

Las bandas se detectaron con el kit de quimioluminiscencia ECL (Pierce 

Biotechnology, Estados Unidos) mediante una cámara refrigerada para la obtención de 

imágenes de quimioluminiscencia ImageQuant LAS 500 system (GE Healthcare, 

Estados Unidos). Para ciertos ensayos en los que se requirió mayor sensibilidad se 

utilizó el equipo Sapphire (Azure Biosystems, Estados Unidos). 

La cuantificación de los niveles de proteína se llevó a cabo mediante el análisis 

densitométrico de la banda de interés respecto a la proteína utilizada como control de 

carga utilizando el software ImageJ versión 1.51j8 (National Institutes of Health, 

Estados Unidos).  

 

TABLA 1: ANTICUERPOS PRIMARIOS UTILIZADOS EN ENSAYOS DE 

WESTERN BLOTTING 

Antígeno Tipo y origen Fabricante Código Dilución 

     
Gal-1 Policlonal, 

conejo 

Dras. Nilda Fink y 

Mariana González 

(Universidad 

Nacional de La 

Plata). 

 1:4000 (para lisados de 

células SK-HEP-1 y EA.hy926) 

1:1000 (para lisados de 

células HepG2) 

CD13 Monoclonal, 

ratón 

Santa Cruz 

Biotechnology  

Sc-166105 1:200 (para lisados de células 

SK-HEP-1 y EA.hy926) 

1:100 (para lisados de células 

HepG2) 

 

GAPDH Monoclonal, 

conejo 

Abcam Ab128915 1:8000 
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TABLA 2: ANTICUERPOS SECUNDARIOS UTILIZADOS EN ENSAYOS DE 

WESTERN BLOTTING 

 

Antígeno Tipo y origen Fabricante Código Dilución 

     
IgG conejo Cabra-HRP Sigma-Aldrich  

 

 

A0545  
 

1:10000  

 

IgG ratón Cabra-HRP Santa Cruz 
Biotechnology   

sc-2005 

 

1:5000  

 

 

 

IgG ratón Caballo-HRP Cell Signaling 
Technology  

 

7076 1:8000 
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Capítulo 2 
 

1. STRING  

La plataforma online STRING (https://string-db.org/) es una base de datos que 

sistemáticamente recolecta e integra interacciones físicas proteína-proteína y 

asociaciones funcionales. La información se obtiene de distintas fuentes como minería 

de texto automática de la literatura científica, predicciones computacionales derivadas 

de la co-expresión, contexto genómico conservado, bases de datos de experimentos de 

interacción y vías de señalización compartidas conocidas de fuentes curadas. Toda esta 

información es evaluada y se le asigna un puntaje entre 0 y 1 a cada par de interacción y 

por lo tanto, un nivel determinado de confianza [238].  

En este trabajo, la búsqueda se realizó en la solapa “Search” para ambos genes 

evaluados (LGALS1 y ANPEP) y se aplicaron las siguientes restricciones en la solapa 

“settings”: Network type (tipo de red): physical subnetwork (las conexiones entre nodos 

indican que las proteínas forman parte de un complejo físico, sin implicar asociaciones 

funcionales); meaning of network edges (significado de líneas de conexión): confidence 

(el grosor de las líneas indica el nivel de confianza); minimum required interaction 

score (puntaje mínimo requerido): medium confidence (valor medio de 0,400); max 

number of interactions to show (máximo de interacciones a mostrar): 50. Luego, la 

información más detallada de la red se obtiene en la solapa “Analysis”. 

 

2. Ensayo de co-inmunoprecipitación 

 

2.1 Lisado de células SK-HEP-1 

Las células SK-HEP-1 (2,5 x 107) se cosecharon con PBS-EDTA 1 mM para 

preservar las proteínas de membrana, luego se lavaron (300 g, 5 minutos), se 

resuspendieron en un buffer de solubilizado (ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

pireraciniletanosulfónico (HEPES) 100 mM, pH 7,4, Tritón X-100 al 1 %, pirofosfato 

de sodio decahidratado 100 mM, NaF 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sodio 

activado 10 mM, PMSF (fluoruro de fenilmetil-sulfonilo) 2 mM, aprotinina 1 mg/ml), y 

se lisaron en una jeringa 10 veces. Luego de vortexear, se incubó 45 minutos en 

agitación a 4 °C y se centrifugó 1 hora a 15000 g a 4 °C (Eppendorf Centrifuge 5415R, 
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Estados Unidos). Luego, se recuperó el sobrenadante y se determinó la concentración de 

proteínas por el método de Bradford como se detalló en el capítulo 1 de la sección de 

Materiales y Métodos.  

2.2 Incubación con el anticuerpo inmunoprecipitante 

Los lisados celulares se incubaron con un anticuerpo inmunoprecipitante anti-

Gal-1 1:50 toda la noche en agitación circular a 4 °C. Al día siguiente se agregó la 

matriz de proteína A-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) (20 l cada 200 l de 

lisado) diluída en el buffer de solubilizado al 50 % (v/v), previamente bloqueada con 

una solución de BSA al 3 %. Las muestras se incubaron durante 2 horas en agitación 

circular a 4 °C, luego se centrifugó a baja velocidad (500 g) y se eliminó el 

sobrenadante.  

2.3 Acondicionamiento de muestras para el ensayo de Western blotting 

Para el acondicionamiento, los precipitados obtenidos (como se describió en el 

ítem anterior) se lavaron 3 veces con 200 l de buffer de solubilizado, se resuspendieron 

en 50 l de sample buffer 2x, se hirvieron durante 10 minutos, se centrifugaron y 

recuperó el sobrenadante. A continuación se procedió con el protocolo correspondiente 

de Western blotting, detallado en el capítulo 1 de la sección de Materiales y Métodos. 

3. Obtención de Gal-1 recombinante humana  

 

3.1 Transformación y expresión de Gal-1 en bacterias  

Gal-1 es una proteína que no sufre modificaciones post-traduccionales ni posee 

plegamientos complejos por lo que resulta una candidata ideal para ser expresada en 

bacterias. En este trabajo, se expresó en forma heteróloga y se purificó la lectina Gal-1 

recombinante (rGal-1) de origen humano, según el protocolo previamente puesto a 

punto en el grupo de investigación[320][117]. Se utilizó la cepa BL21 de Escherichia 

coli BL21.DE3, la cual se transformó por shock térmico para introducir el plásmido 

pT7IML-1-LGALS1 con resistencia a ampicilina. Para esto, las bacterias se cultivaron 

en medio Luria Bertoni (LB: triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L, NaCl 10 g/L) y 

se hicieron competentes, es decir, aptas para recibir el ADN exógeno. Para ello, se 

incubó una alícuota de bacterias creciendo en fase logarítmica temprana (densidad 
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óptica, DO600nm: 0,6) en una solución de CaCl2 0,1 M a 4 °C durante 1 hora. Luego, se 

adicionó el plásmido en una concentración de 0,5 g/L a las bacterias, en una relación 

1:100, y se incubó durante 30 minutos en hielo, luego durante 45 segundos en baño a 42 

°C y otros 2 minutos nuevamente en hielo. Para la recuperación de las bacterias se 

agregó un medio rico SOC (LB 15 g/L; MgCl2 0,01 M; glucosa 0,02 M) y se incubó en 

estufa a 37 °C en agitación por 1 hora.  

Las bacterias transformadas se seleccionaron mediante su incubación en placas 

con medio nutritivo LB y agar, conteniendo ampicilina en una concentración final de 

100 g/L, durante toda la noche a 37 °C. Para la expresión de la lectina se utilizaron 

colonias resistentes a la ampicilina, las cuales se cultivaron en medio LB toda la noche 

en agitación a 37 °C. Luego se realizó una dilución con medio fresco LB-ampicilina y 

se incubó por 1 hora, también a 37 °C en agitación. A continuación se realizó la 

inducción de la expresión proteica con isopropil-tiogalactósido (IPTG) (Promega, 

Estados Unidos) en una concentración final de 0,1 mM durante 3 horas en agitación a 

37 °C, seguido de otra incubación por 1 hora a 27 °C para favorecer el correcto 

plegamiento de las proteínas. Al finalizar este paso, el cultivo bacteriano se centrifugó 

durante 20 minutos a 3500 g, a 4 °C, en una centrífuga Sorvall RC-5C PLUS.  El 

precipitado se resuspendió en buffer de sonicado (Tris-HCl 50 mM, pH 7,4, ditiotreitol 

(DTT) 2 mM, PMSF2 mM). El agente reductor DTT impide la oxidación de los grupos 

sulfihidrilos de los residuos de cisteínas de Gal-1, conservando así su actividad. Por 

ello, este reactivo se utilizó en todos los pasos subsiguientes de manipulación de la 

lectina.  

 

3.2  Purificación de rGal-1 en columna de lactosa-agarosa  

El precipitado de bacterias transformadas y resuspendido en buffer de sonicado, 

según se describió en ítem anterior, se sometió a sonicación de 3 ciclos de pulso al 20 % 

de la potencia máxima durante 3 minutos cada uno en hielo, y 3 minutos de descanso, 

para evitar la desnaturalización de las proteínas por calor. Se utilizó un sonicador 

Branson Sonifier 450 (Branson Ultrasonics, Estados Unidos). La muestra se centrifugó 

a 10.000 g durante 1 hora a 4 °C en una centrífuga Sorvall RC-5C PLUS para eliminar 

los restos celulares que podrían interferir u obstruir en los siguientes pasos.  

rGal-1 se purificó mediante cromatografía de afinidad utilizando una matriz de 

lactosa-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) en columna, aprovechando su 
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afinidad a través del DRC por los azúcares β-galactósidos. La columna se equilibró con 

un buffer DEPBS (PBS pH 7,4, EDTA 2 mM, DTT 2 mM), y en la misma se sembró el 

sobrenadante obtenido a partir del extracto bacteriano, a flujo lento y en cámara fría. 

Este procedimiento se repitió 3 veces. La elución se realizó con DEPBS conteniendo 

lactosa 100 mM.  Las fracciones eluídas fueron concentradas por filtración utilizando 

filtros Amicon Ultra-15, con un tamaño de poro de 10 kDa (Millipore Corporation, 

Estados Unidos) y diluídas en DEPBS-Lactosa hasta alcanzar una concentración de 

rGal-1 máxima de 2 mg/ml para evitar agregaciones proteicas.  

 

3.3 Eliminación de endotoxinas 

Las proteínas recombinantes obtenidas utilizando como huéspedes de expresión 

a bacterias Gram negativas contienen restos de lipopolisacáridos (LPS), componentes 

principales de la membrana celular externa. Estos restos de LPS producen una fuerte 

reacción pro-inflamatoria y tóxica en mamíferos, por lo que deben ser eliminados 

(Bryant, 2010). Para ello se utilizó la técnica de cromatografía de afinidad utilizando 

una columna de polimixina B-agarosa (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) [322]. Se 

equilibró la columna con DEPBS-Lactosa 100 mM y se sembró la muestra a flujo lento. 

A continuación, se eluyó con DEPBS-Lactosa 100 mM. Luego se determinó la 

concentración de proteínas en las fracciones eluídas, las cuales se combinaron y 

concentraron como se indicó en el capítulo 1. 

 

3.4  Control de pureza e integridad de rGal-1 

La pureza de la fracción obtenida se analizó por SDS-PAGE al 12 % (técnica 

descripta en el Capítulo 1 de Materiales y métodos) sembrando 0,5; 1 y 2 g de rGal-1 

en las calles del gel. Al finalizar la corrida, el gel se incubó toda la noche con una 

solución de teñido (Coomassie Brilliant Blue R-250 al 0,125 % (p/v), en metanol al 50 

% (v/v) y ácido acético glacial al 10 % (v/v)) a temperatura ambiente. El gel fue luego 

desteñido en una solución de ácido acético glacial al 12 % (v/v) y metanol al 50 % (v/v), 

hasta decolorar el fondo y observar las bandas nítidamente.  
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3.5  Control de actividad de lectina de rGal-1 

Se evaluó la actividad biológica de rGal-1 purificada mediante un ensayo de 

aglutinación de eritrocitos de conejo tripsinizados y fijados con glutaraldehído [323]. 

Brevemente, en una placa de 96 pocillos de fondo curvo se realizaron diluciones 

seriadas, al medio, de rGal-1 en un buffer PBS conteniendo DTT 1 mM en un volumen 

final de 25 µl. A cada pocillo se le agregaron 25µl de BSA al 1 % en PBS (p/v) y luego 

25 µl de una suspensión de glóbulos rojos al 2,5 % en PBS (v/v). La mezcla se incubó a 

temperatura ambiente durante 1 hora. Se consideró como título a la inversa de la 

máxima dilución de la lectina que mostró aglutinación visible. 

 

3.6  Acondicionamiento de rGal-1 para ensayos 

Las fracciones de rGal-1 purificadas se conservaron a -20 °C, en alícuotas, y en 

presencia de lactosa 100 mM para mantener su estructura y actividad, y evitar la 

formación de agregados y su precipitación. Al momento de utilizar la proteína en los 

ensayos, una alícuota se dializó utilizando una membrana de poros de 0,22 m de 

diámetro Ultrafree-MC (Millipore Corporation, Estados Unidos), contra PBS DTT 1 

mM, a 4 °C en agitación. La diálisis se repitió un total de 3 veces, realizando una 

dilución de 1/1000 cada vez. Para los experimentos en líneas celulares, la muestra fue 

filtrada a través de tubos Amicon Ultra con un poro que retiene hasta 10 kDa (Millipore, 

Irlanda) para su esterilización y utilizada inmediatamente.  

 

4. Enriquecimiento de CD13 

Con el objetivo de realizar el ensayo de RPS y Far Western blot para evaluar la 

interacción directa entre Gal-1 y CD13 se obtuvo una fracción enriquecida en proteínas 

de membrana con afinidad por Gal-1, tanto de células SK-HEP-1 SCRAMBLED como 

de células KOCD13. En ambos casos se partió de un mismo número de células (170 x 

106) y se utilizó el protocolo que se detalla a continuación:  

 

4.1 Extracción de proteínas de membrana  

Se cosecharon monocapas confluentes de células SK-HEP-1 SCRAMBLED y 

KOCD13 utilizando PBS-EDTA 1 mM para proteger la integridad de las proteínas de 

membrana. Las células se lavaron con PBS y centrifugaron a 800 g durante 5 minutos 
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en una centrífuga Gelec G-142 (Gelec, Argentina), tomando una alícuota para 

determinar el número de células en cámara de Neubauer, como se describió en el 

capítulo 1. Los precipitados celulares se almacenaron a -20 °C hasta la extracción 

proteica. Una vez reunido el número de células requerido, se colectaron todos los 

precipitados y se resuspendieron en 3 ml de buffer de lisis (Tris 20 mM pH 7,4, PMSF 1 

mM y aprotinina 1 mg/ml) durante 1 hora en hielo, utilizando el vórtex reiteradas veces. 

A continuación, se sonicaron las muestras utilizando un equipo Branson Sonifier 450 

(Branson Ultrasonics, Estados Unidos) realizando 3 ciclos al 20 % de potencia total 

durante 15 segundos con 1 minuto de descanso entre los ciclos. Luego se centrifugaron 

las muestras a 1000 g durante 10 minutos a 4 °C (centrífuga Eppendorf, Estados 

Unidos). Los sobrenadantes se sometieron luego a ultracentrifugación (Beckman 

Optima XL-90, Estados Unidos) a 40000 g, 1 hora, 4 °C para obtener las membranas 

celulares. Los precipitados fueron resuspendidos en 500 l de buffer de lisis 

conteniendo Tritón X-100 al 0,5 % y se incubó toda la noche en agitación circular a 4 

°C para solubilizar las proteínas de membrana. 

Al día siguiente se ultracentrifugó nuevamente la muestra (40000 g, 30 minutos, 

4 °C) y se diluyó el sobrenadante con buffer de lisis sin Tritón-100 hasta una 

concentración final de 0,1 % (dilución 1/5).  Luego, se determinó la concentración de 

proteínas de membrana por el método de Bradford (Capítulo 1, sección 3.2) realizando 

una curva de calibración con BSA conteniendo Tritón X-100 al 0,1 % para evitar 

distorsiones en los valores debido al surfactante.  

 

4.2 Preparación de la matriz de afinidad rGal-1 agarosa 

Para aislar proteínas de membrana con afinidad por Gal-1 se utilizó una matriz 

de agarosa a la cual se le acopló covalentemente la proteína recombinante obtenida 

según se describió en el ítem 3 de esta sección. Para ello se utilizó Affi-Gel 15 (gel de 

agarosa entrecruzado, derivatizado con ésteres de N-hidroxisuccinimida, Bio-Rad), que 

permite el acoplamiento de alta afinidad de cualquier ligando que posee un grupo amino 

primario, formando amidas con los ésteres de la matriz. El pH a utilizar debe ser entre 3 

y 10 y el punto isoeléctrico del ligando a unir, menor a 6,5. Gal-1 posee un pI = 5,33. 

Para el acople se dializaron 4 mg de rGal-1 contra Buffer A (HEPES 20 mM pH 7,2, 

DTT 2 mM)), realizando una dilución 1/1000, durante toda la noche a 4 °C en agitación. 

Se lavó 1 ml de matriz Affi-Gel 15 con agua MilliQ 3 veces centrifugando a 1000 g 
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durante 30 segundos y se resuspendió en Buffer A. Se diluyó al medio con los 4 mg de 

rGal-1 dializada y se incubó 4 horas en agitación circular a 4 °C para permitir la unión 

de la lectina a la matriz. La eficiencia del acople se monitoreó mediante la 

cuantificación de proteínas en alícuotas tomadas antes y después del acople, siendo 

mayor al 95 %. La matriz se empaquetó en una columna y se almacenó en Buffer A, en 

agitación circular toda la noche, para permitir la inactivación de los sitios reactivos 

libres de la matriz. 

Al día siguiente se lavó la columna con 10 volúmenes de las siguientes 

soluciones en el siguiente orden: Buffer A; PBS; PBS-DTT 2 mM; PBS-DTT 2 mM 

conteniendo lactosa 100 mM, Tritón X-100 al 0,1 % (v/v); y finalmente con PBS-DTT 

2 mM, Tritón X-100 al 0,1 % (v/v). 

 

4.3 Purificación de receptores de membrana de Gal-1 por cromatografía de 

afinidad  

A continuación, la fracción de membrana (obtenida como se describió en el ítem 

4.1) se sembró a flujo lento reciclando 3 veces y se dejó en incubación circular toda la 

noche a 4 °C. El lavado se realizó con PBS-DTT 2 mM, Tritón X-100 al 0,1 % (v/v); se 

recogieron fracciones y se midió la absorbancia en 280 nm hasta que la misma fuera 

idéntica al blanco. Las proteínas de membrana retenidas en la columna se eluyeron con 

PBS-DTT 2 mM conteniendo lactosa 100 mM y Tritón X-100 al 0,1 % (v/v) en 

fracciones de 500 l. Se determinó la concentración de proteínas utilizando el método 

de Bradford (Capítulo 1, sección 2.2). 

 

5. Ensayo de Far Western blotting  

 Una fracción enriquecida en receptores de membrana con afinidad por Gal-1 (10 

g de proteínas) disuelta en sample buffer 2x, sin hervir, se sembró en un gel al 7,5 %. 

La corrida se realizó utilizando el sistema Laemmli y las proteínas se 

electrotransfirieron luego a una membrana de PVDF, como se detalla en el capítulo 1, 

secciones 3.2 y 3.3 de Materiales y Métodos. La membrana se incubó 1 hora en una 

solución TBS-BSA al 3 % y a continuación se incubó toda la noche con una solución de 

rGal-1 1 g/ml en TBS. La membrana se lavó intensivamente durante 1 hora con TBS-

Tween al 1 %, 3 veces, y se volvió a incubar toda la noche con el anticuerpo primario 

anti-Gal-1 en dilución 1:7000. Al día siguiente se incubó con el anticuerpo secundario 
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correspondiente en dilución 1:10000. Se reveló con una solución conteniendo 13 ml de 

Tris-HCl pH 7.4, 3 ml de 4-cloro-1-naftol (3 mg/ml en metanol) y 12 μl H202 al 30 % 

(p/v) frío. La membrana fue incubada hasta visualizar las bandas de interés y se detuvo 

la reacción lavando las membranas con agua destilada.  

 

6. Ensayo de Resonancia Plasmónica de Superficie (RPS) 

La técnica de RPS permite evaluar la interacción entre dos moléculas en tiempo 

real. En este trabajo fue utilizada para confirmar la interacción física y directa entre Gal-

1 y su novedoso ligando CD13 aislado de las células SK-HEP-1. La técnica se 

desarrolló en colaboración con la Dra. Marisa Fernández (Instituto de estudios de la 

Inmunidad Humoral (IDEHU), Facultad de Farmacia y Bioquímica (FFYB, UBA) 

utilizando un equipo Biacore T100 (GE Healthcare, Estados Unidos) (Fernández et al., 

2007; 2011). Brevemente, una molécula ligando es inmovilizada en la superficie de un 

chip sensor y otra molécula, llamada analito se hace fluir en solución. Se hace incidir un 

haz de luz polarizada sobre el sensor donde ocurre un fenómeno de deslocalización de 

electrones libres sobre el metal (resonancia plasmónica) y se puede medir el ángulo de 

la luz reflejada como unidades de respuesta (UR) graficándose en un sensograma, o 

gráfico de respuesta, en función del tiempo. En el software Biacore se registra la 

equivalencia de: 1 UR = 1 pg/mm2. El ligando unido al chip posee una determinada 

señal de respuesta que se toma como blanco, al inyectar en solución el analito puede 

haber una unión y el ángulo de incidencia de la luz reflejada detectada cambiará en base 

al tamaño y forma del complejo aumentando las UR. 

En este trabajo utilizamos a rGal-1 como analito, obtenida como se explicó en el 

ítem 3 de esta misma sección. Suponíamos que la interacción entre la lectina y su 

receptor ocurre a través del reconocimiento de las glicosilaciones de CD13 por el DRC 

de Gal-1. Por ello consideramos de suma importancia obtener a la proteína CD13 

endógena de las células SK-HEP-1, con el patrón de glicosilación característico de esta 

línea celular, de origen endotelial y tejido hepático tumoral. Para ello realizamos el 

aislamiento de CD13 tal cual se describió en el ítem 5 de esta misma sección. Además 

obtuvimos una fracción de proteínas de membrana (eluato) a partir de las células SK-

HEP-1 KOCD13 para utilizar como blanco. 

La fracción conteniendo a CD13 proveniente de las células SK-HEP-1 

SCRAMBLED se inmovilizó sobre un chip CM5 (con una superficie de oro resonante 
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modificada con carboximetil dextrano para la unión del ligando) (Biacore AB, Suecia). 

Para ello, CD13 en una concentración 2 mg/ml se diluyó 20 veces en un buffer acetato 

de sodio, pH 4,5 y se inmovilizó covalentemente sobre la Flow cell 2 (Fc2) del chip, 

empleando química de aminas. Los grupos reactivos de carboximetil dextrán libres 

fueron bloqueados con etanolamina. Como blanco de reacción se empleó un eluato 

obtenido de la misma manera que el anterior, pero proveniente de la línea celular que no 

expresa CD13 (KOCD13). Este eluato se inmovilizó sobre la Fc1 del chip empleando el 

mismo procedimiento que para Fc2. Sobre las Fc1 y Fc 2 se hicieron fluir diluciones 

seriadas al medio de rGal-1 en el rango de 0,075 a 20 M en PBS-DTT por 30 

segundos, con un tiempo de disociación de otros 30 segundos. La regeneración de la 

superficie se llevó a cabo con el mismo buffer de corrida. En el tiempo estipulado para 

el ensayo se alcanzó la saturación del sistema para cada concentración empleada, lo que 

permitió realizar el cálculo de la Constante de Disociación del sistema o KD bajo estado 

estacionario (SSA, en el gráfico es la máxima respuesta constante para cada 

concentración), realizando el ajuste no lineal de la Respuesta Máxima en función de la 

concentración, determinada en RU. Como control positivo se utilizaron diluciones 

seriadas de rGal-3 en el rango de 0,075 a 2 M. 

Además, se determinó la dependencia de glicanos en las interacciones, midiendo 

el efecto de azúcares que compiten por el DRC de las galectinas como lactosa (1 mM) y 

un azúcar no relacionado como sacarosa (1 mM). Las determinaciones fueron realizadas 

al menos 3 veces y los datos analizados utilizando el programa “Biacore Evaluation 

2.0.1”. 
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Capítulo 3 
 

1. Sobreexpresión de Gal-1 en la línea celular HEPG2 

Se sembraron 3 x 105 células HEPG2, de pasaje menor a 30 y libres de 

contaminación con micoplasmas, en una placa de 24 pocillos en medio de cultivo rico 

en suero para obtener un 90 % de confluencia luego de 24 horas, según el protocolo 

descripto en el capítulo 1. Al día siguiente se prepararon 2 soluciones: 0,8 g de 

plásmido pcDNA3.1-LGALS1, gentilmente donado por el Dr. Gabriel Rabinovich, 

diluidos en medio de transfección (DMEM en ausencia de suero y antibiótico) para un 

volumen final de 50 l y 2 l de Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos) 

diluidos en medio de transfección para un volumen final de 50 l. Ambas soluciones se 

incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, las mismas se mezclaron para 

formar los lipoplexos, en una relación ADN/lipofectamina 1:2,5, los cuales se incubaron 

durante 20 minutos a temperatura ambiente. A continuación, las células se lavaron con 

medio de transfección y se incubaron con 100 l de los lipoplexos durante 5 horas. Al 

finalizar dicho tiempo de incubación, se realizó un cambio de medio con DMEM 

conteniendo SFB al 10 % para la recuperación celular. Veinticuatro horas post-

transfección se diluyeron las células al décimo y se sembraron en placas de 6 pocillos. 

Al día siguiente se les cambió el medio por uno conteniendo el antibiótico de selección 

G418 (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) 700 g/ml, concentración seleccionada luego de 

realizar una curva de viabilidad celular mediante el ensayo de MTT explicado en la 

sección 2 de este mismo capítulo para determinar la menor concentración de antibiótico 

necesaria para eliminar el total de las células no transfectadas.  La selección se llevó a 

cabo a lo largo de 3 semanas con continuos cambios de medio hasta la observación de 

colonias resistentes visibles. Las colonias elegidas se aislaron, se amplificaron y se 

confirmó la sobreexpresión de Gal-1 por Western blotting, como se describió en el 

capítulo 1. Estas células se denominaron HEPG2-GAL. Como control, se utilizaron 

células transfectadas con el plásmido pcDNA3.1 sin inserto (Sigma-Aldrich, Estados 

Unidos), las células se denominaron HEPG2-MOCK). 
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2. Ensayo de adhesión heterotípica 

Con el fin de estudiar el efecto de la proteína de membrana CD13 en la adhesión 

de hepatocitos tumorales a CESHs se utilizaron monocapas confluentes de células SK-

HEP-1 wild type (WT), células transfectadas con plásmido control scrambled (SCR) y 

con ARN guía para disrupción génica del gen CD13 (KOCD13), tal como se detalla en 

el capítulo 1 de la sección de Materiales y Métodos. Para ello se sembraron 8 x 103 

células SK-HEP-1 WT, KOCD13 y SCR en una placa de 96 pocillos e incubaron 

durante 72 horas en medio completo (conteniendo SFB al 10 %) a 37 °C para alcanzar 

monocapas completas y uniformes.  

Las células HEPG2 derivadas de un carcinoma hepatocelular humano se 

cosecharon utilizando PBS-EDTA 1 mM para proteger la integridad de las proteínas de 

membrana. A continuación, se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos, se contaron con 

Azul de Tripán y, 4,8 x 104 células se resuspendieron en 50 l de buffer HEPES 20 mM 

pH 7,4 NaCl 130 mM, KCl 4,7 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM; CaCl2 1,5 mM 

y calceína AM verde (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) para una concentración final de 

2  Las células se incubaron 1 hora en agitación circular a temperatura ambiente, 

luego se centrifugaron y resuspendieron en buffer HEPES.  

Seguidamente, se retiró el medio de cultivo de las monocapas de células 

endoteliales y sobre ellas, se sembraron 100 l de los hepatocitos cargados con calceína 

AM verde. Se incubó la placa en oscuridad, en estufa a 37 °C durante 30 minutos. A 

continuación se retiraron las soluciones y se lavó suavemente con medio HEPES, 2 

veces. Las células se mantuvieron en este mismo buffer, los hepatocitos tumorales se 

visualizaron en un microscopio de epifluorescencia (Olympus IX83, Japón), mientras 

que la monocapa de células endoteliales se observó con luz blanca. El éster 

acetoximetilo (AM) del fluorocromo, al ingresar a las células es clivado por esterasas 

intracelulares, lo que permite la fluorescencia verde y la retención dentro del 

citoplasma. Para su detección la muestra fue excitada con una longitud de onda 

(λex 494 nm) y detectada con un filtro de emisión (λem 517 nm). Se tomaron 

microfotografías (con luz blanca y fluorescencia) de 12 campos por pocillo a partir de 

las cuáles se determinó el número de células HEPG2 adheridas a las monocapas de 

células SK-HEP-1 WT, SCR y KOCD13 y se relativizó al control WT.  
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2.1 Ensayo de adhesión heterotípica con células de CHC que sobreexpresan 

Gal-1 

Con el objetivo de estudiar el efecto de la sobreexpresión de Gal-1 en la 

adhesión de hepatocitos tumorales a CESHs y la interacción con el receptor CD13, se 

utilizaron las células transfectadas HEPG2-GAL y HEPG2-MOCK con el mismo 

protocolo explicado en la sección previa sobre monocapas confluentes de células SK-

HEP-1 SCR y KOCD13. Relativizando a la condición control (células HEPG2-MOCK 

sobre monocapas de células SK-HEP-1 SCR.  

 

3. Disminución de la expresión de Gal-1 en la línea celular SK-HEP-1 

Para algunos ensayos biológicos de pérdida de función se llevó a cabo el 

silenciamiento de la proteína Gal-1 en células SK-HEP-1 mediante transfección con el 

sistema short hairpin ARN (shARN) [326]. La transfección del plásmido se realizó 

utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Estados Unidos). Para ello se sembraron 9 x 

104 células SK-HEP-1 de pasaje menor a 20 y libre de micoplasmas en una placa de 24 

pocillos en medio rico de cultivo, según el protocolo descripto en el capítulo 1, para 

obtener un 80 % de confluencia en el momento de la transfección. Al día siguiente se 

prepararon los lipoplexos (ADN + lipofectamina) de la siguiente manera: en primer 

lugar se incubó: solución A: 0,5 g de plásmido con gen de resistencia a puromicina 

Galectin-1 shARN Plasmid (human) (Santa Cruz Biotechnology) en medio de 

transfección (DMEM en ausencia de suero y antibiótico) en un volumen final de 50 l, 

y solución B: 1,25 l de lipofectamina en medio de transfección en un volumen final de 

50 l, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se mezclaron ambas soluciones 

para una relación de ADN:lipofectamina 1:2,5 y se incubó durante 20 minutos a 

temperatura ambiente. Como control, se utilizaron células transfectadas con el plásmido 

shRNA plasmid-A (Santa Cruz Biotechnology), el cual codifica para un shARN 

scrambled cuya secuencia no lleva a la degradación de ningún ARNm conocido.  Las 

células cultivadas desde el día anterior, se lavaron con medio de transfección y se 

incubaron con 100 l de los complejos ADN + lipofectamina durante 5 horas. Al 

finalizar, se realizó un cambio de medio con DMEM con SFB al 10 % para la 

recuperación celular. Veinticuatro horas post-transfección, las células se cosecharon, 

diluyeron al décimo y se sembraron en placas de 6 pocillos. Al día siguiente se les 

cambió el medio de cultivo por medio fresco conteniendo puromicina (Sigma-Aldrich, 
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Estados Unidos) 0,5 g/ml, concentración seleccionada luego de realizar una curva de 

viabilidad celular mediante el ensayo de MTT explicado en la sección 2 de este mismo 

capítulo. La selección de células transfectadas se llevó a cabo a lo largo de 3 semanas, 

con continuos cambios de medio hasta la observación de colonias resistentes visibles. 

Las colonias celulares seleccionadas fueron aisladas, amplificadas y se confirmó luego 

el silenciamiento de la expresión de Gal-1 por Western blotting, como se describió en el 

capítulo 1. Las células establemente transfectadas se mantuvieron en cultivo utilizando 

una concentración de mantenimiento de puromicina de 0,3 g/ml en el medio de 

cultivo. 

 

4. Ensayo de proliferación celular 

 

Con el objetivo de estudiar los roles de CD13 y Gal-1 en la proliferación de las 

células SK-HEP-1 se utilizó el ensayo de MTT [327]. En células metabólicamente 

activas, las enzimas deshidrogenasas mitocondriales son capaces de reducir el 

compuesto (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) (MTT) dando 

como resultado cristales de formazán, un producto de color violáceo insoluble en agua. 

Los cristales se disuelven en dimetilsulfóxido (DMSO) y se lee su absorbancia en 570 

nm utilizando un lector de placas. Este método permite determinar la funcionalidad 

mitocondrial de las células tratadas como un indicador de viabilidad, siendo ésta 

proporcional a la cantidad de fomazán producido. Además, puede ser utilizado en 

ensayos de citotoxicidad y en ensayos de proliferación, relativizando la viabilidad 

celular en un determinado tiempo a la registrada en el tiempo cero. Para la puesta a 

punto de la técnica se cultivaron las células SK-HEP-1 WT durante 24 horas para su 

adherencia (t0) y luego durante otras 24, 48 y 72 horas en medio DMEM conteniendo 

distintas concentraciones de SFB (0, 2, 5 y 10 %). 

Para evaluar los posibles efectos de CD13 y Gal-1 endógenas en la proliferación 

se sembraron 4 x 103 células SK-HEP-1 en placas de 96 pocillos y se incubaron durante 

24 y 72 horas en medio de cultivo en presencia de SFB al 2%. A los tiempos indicados 

se agregaron 10 l del reactivo MTT y se incubó en estufa a 37 °C durante 2 horas. A 

continuación, se retiró delicadamente el medio líquido de los pocillos, se colocaron 200 

l de DMSO y se incubaron las placas en agitación durante al menos una hora en 

oscuridad para facilitar la solubilización de los cristales de formazán. La absorbancia en 



Materiales y métodos | Capítulo 3 

 

170 

 

595 nm se registró con el lector de placas Biotek (BioTek Instruments Inc, Estados 

Unidos). Se calculó el porcentaje de proliferación celular como la relación entre la 

absorbancia a 595 nm al tiempo final considerado (tf) y la absorbancia medida al tiempo 

inicial (t0).  

 

4.1 Ensayo de proliferación celular en presencia de Gal-1 soluble agregada en 

forma exógena  

 En estos experimentos se adicionó rGal-1 a las células SK-HEP-1 en 

concentraciones finales de 0,1, 1, 10 y 100 g/ml, las cuales se incubaron en medio de 

cultivo en presencia de SFB al 2 % por un período de 72 horas. El vehículo en el que se 

prepararon las soluciones de rGal-1 fue PBS-DTT 1 mM utilizado como control 

negativo (concentración final de DTT 0,05 mM). El reactivo DTT resultó tóxico para 

las células en concentraciones iguales o mayores a 1 mM. Luego se realizó el ensayo de 

MTT y se calculó el porcentaje de proliferación celular para cada concentración de 

rGal-1 respecto al vehículo. En algunos experimentos, rGal-1 se pre-incubó con lactosa 

100 mM durante 30 minutos.  

4.2 Ensayo de proliferación celular con rGal-1 inmovilizada 

rGal-1 (10, 20 y 100 mg por pocillo) se inmovilizó en presencia de DTT 0,5 mM 

en placas de 96 pocillos de fondo plano durante 24 horas a 4 °C. BSA al 0,1 % 

inmovilizada se utilizó como control negativo. Se realizó un bloqueo con 100 l BSA al 

0,1 % durante 1 hora a temperatura ambiente. Los pocillos se lavaron dos veces con 

PBS y a continuación, se sembraron 4 x 103 células SK-HEP-1 en medio de cultivo en 

presencia de SFB al 2 % en cada pocillo. Luego se realizó el ensayo de MTT a t0 y a las 

72 horas y se calculó la proliferación celular sobre rGal-1 inmovilizada respecto de la 

obtenida con BSA.  

 

5. Ensayo de migración celular  

 

Para poder determinar el efecto de CD13 en la migración de células SK-HEP-1 

se utilizó el ensayo de la herida o “scratch-wound healing assay”. Las células SK-HEP-

1 WT, KOCD13 y SCR (8 x 103) fueron sembradas en placas de 96 pocillos de fondo 

plano e incubadas durante 72 horas en medio conteniendo SFB al 10 % a 37 °C para 
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alcanzar la formación de una monocapa completa y asegurarse así una migración 

uniforme. Se realizó una herida en cada monocapa utilizando un tip de 10 µL estéril. 

Luego, las monocapas se lavaron con medio DMEM libre de SFB delicadamente para 

retirar los restos celulares y se incubaron también con medio en ausencia total de SFB. 

Se tomaron microfotografías (Nikon, Eclipse TE300) al inicio del experimento t0 y al 

tiempo final, elegido luego de ensayar distintos tiempos en presencia de SFB al 10 % y 

ausencia (0 %). Las imágenes fueron analizadas utilizando el software ImageJ versión 

1.51j8 (National Institutes of Health, Estados Unidos), determinándose las áreas de las 

heridas. El cálculo de porcentaje de cierre de la herida se obtuvo utilizando la siguiente 

fórmula: Cierre de herida (%) = (Área tf / Área t0) x 100. 

 

5.1 Ensayo de migración celular con rGal-1 soluble 

 

En los experimentos de migración en los que se utilizó rGal-1, el protocolo 

debió ser modificado dado que el vehículo (PBS-DTT 1 mM, concentración final del 

DTT 0,05 mM) resultaba citotóxico para la monocapa de células SK-HEP-1. En este 

caso, luego de la realizar la herida, las células fueron incubadas con medio DMEM en 

presencia de SFB al 0,5 % durante 15 horas en estufa a 37 °C. En algunos casos se pre-

incubó la lectina con lactosa (100 mM) durante 30 minutos.  

Para la elección del tiempo final se realizó un ensayo de migración en presencia 

de alta concentración de SFB (10 %) y baja (0,5 %) analizado a distintos tiempos luego 

de realizada la herida.  

 

5.2 Ensayo de migración celular con rGal-1 inmovilizada 

 

Concentraciones crecientes de rGal-1 fueron incubadas en pocillos de fondo 

plano en placas de 96 pocillos durante 24 horas a 4 °C para su inmovilización. Además, 

la proteína BSA al 0,1 % fue utilizada como control negativo. Luego, se adicionaron 

100 l BSA al 0,1 % por pocillo durante 1 hora a temperatura ambiente para realizar el 

bloqueo de los sitios inespecíficos. A continuación, los pocillos se lavaron dos veces 

con PBS y seguidamente se sembraron 8 x 103 células SK-HEP-1 en medio de cultivo 

en ausencia de SFB, y se procedió como se indicó anteriormente.  
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6. Ensayo de tubulogénesis   

Para evaluar los efectos de Gal-1 y CD13 en la capacidad de las células 

endoteliales SK-HEP-1 de formar redes tubulares in vitro se siguió el siguiente 

protocolo [328]. Las células SK-HEP-1 se sembraron en placas de 96 pocillos sobre 45 

l de extracto de membrana basal, libre de endotoxinas y reducido en factores de 

crecimiento (GeltrexTM, ThermoFisher, Estados Unidos), ya que dichos factores podrían 

estimular la actividad angiogénica y enmascarar los efectos producidos por la lectina y/o 

la proteasa.  

La matriz Geltrex se almacena congelada y debe ser descongelada 

manteniéndose en heladera (entre 2 y 8 °C) la noche anterior al día del experimento. El 

gel solidifica luego de 5-10 minutos por encima de los 15 °C, por lo que se debe trabajar 

sobre hielo, con los tips y placas de cultivo previamente enfriadas en freezer para evitar 

la prematura gelificación. De producirse burbujas en la superficie deben ser eliminadas 

utilizando agujas estériles antes de incubar las placas a 37 °C durante 30 minutos. 

Las células se cosecharon utilizando PBS-EDTA 0,5 mM para proteger la 

integridad de las proteínas de membrana y se sembraron 8 x 103 células por pocillo en 

100 l de medio DMEM en ausencia de SFB sobre la matriz Geltrex. En los casos en 

los que se evaluó el efecto de rGal-1 se utilizó como vehículo PBS-DTT 0,05 mM. En 

ciertos experimentos, rGal-1 se pre-incubó durante 30 min con β-D-galactopiranosil 1-

tio-β-D-galactopiranósido (TDG) 20 mM para inhibir su actividad de lectina y prevenir 

su efecto (concentración final 1 mM).  

La tubulogénesis fue evaluada a las 6 horas determinando el número total de 

mallas de túbulos formadas en cada pocillo como se muestra en la figura 60. Se tomaron 

microfotografías (Nikon, Eclipse TE300) de distintos campos representativos.  

 

Figura 60. Imagen representativa de las mallas (M) o túbulos cerrados formados por las células SK-HEP-

1.  



Materiales y métodos | Capítulo 3 

 

173 

 

6.1 Disminución de la expresión de CD13 en la línea celular SK-HEP-1 

mediante transfección con siRNA 

 En el capítulo 1 se detalló el protocolo para la disrupción génica de CD13. En el 

capítulo 3, además de las células KOCD13, se utilizaron células transfectadas con 

siARN como método alternativo de pérdida de función. Las células SK-HEP-1 (9 x 105 

células) fueron sembradas en placas de 24 pocillos en medio DMEM en presencia de 

SFB al 10 %, sin antibiótico durante 24 horas a 37 °C. Al día siguiente, se transfectaron 

con el ARN de interferencia CD13 siRNA sc-29960 (Santa Cruz Biotechnology), el 

cual está diseñado para silenciar específicamente la expresión de esta proteína. Como 

control se utilizó un ARN de interferencia sin blanco específico (siSCRAMBLED) 

(Santa Cruz Biotechnology). Para la transfección, los lipoplexos se formaron incubando 

por un lado, 1,6 l de una solución stock 10 M del siCD13 en 20 l de medio de 

transfección y en otro eppendorf, 2 l de lipofectamina en medio de transfección en un 

volumen final de 20 l, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

combinaron ambas soluciones para una relación ARN:lipofectamina 1:1,25 durante 20 

minutos a temperatura ambiente. Luego, las células se lavaron con medio de 

transfección y se incubaron con 160 l de medio de transfección y 40 l de los 

complejos ARN:lipofectamina preparados anteriormente, durante 5 horas. Al finalizar, 

se realizó un cambio de medio con DMEM conteniendo SFB al 10 % para la 

recuperación celular. La disminución de la expresión de CD13 fue evaluada mediante 

Western blotting, luego de 24, 48 y 72 horas de realizada la transfección, como se 

detalla en el capítulo 1. 

6.2 Ensayo de tubulogénesis con anticuerpo bloqueante de la actividad 

  

 Para evaluar los efectos de Gal-1 sobre la actividad peptidasa de CD13 en la 

formación de redes tubulares in vitro en células SK-HEP-1 se siguió el mismo protocolo 

original, pero se adicionó un anticuerpo anti-CD13, bloqueante de la actividad (ab7417 

WM15; Abcam, Estados Unidos), 25 g/ml en vehículo PBS-DTT 0,05 mM. Como 

control de isotipo se utilizó un anticuerpo IgG de conejo (ab128915 Abcam, Estados 

Unidos).  
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7.  Análisis estadístico 

 

Todos los sets de datos utilizados fueron analizados mediante el Test de 

normalidad de Shapiro-Wilk para determinar la distribución normal de los mismos y el 

Test de Bartlett para determinar la homogeneidad de varianzas, obteniendo en todos los 

casos valores de p > 0,05. 

La significancia de los resultados se evaluó mediante pruebas estadísticas como 

Test t de Student o ANOVA de una vía, según correspondiera, tal como se indica en la 

leyenda de cada figura. Todos los análisis se realizaron utilizando el software GraphPad 

Prism 8, considerando valores de p < 0,05 estadísticamente significativos. 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

ABREVIATURAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Abreviaturas 

 

176 

 

ADN: Ácido desoxirribonucleico  

AFP: α-Fetoproteina 

AJCC: American Joint Committee on Cancer 

AKT: Proteína Kinasa B   

ANPEP: Alanyl aminopeptidase; gen codificante para CD13 

ARN: Ácido ribonucleico  

ARNm: ARN mensajero 

BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer 

BSA: Sero-albúmina Bovina  

bFGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos Básico 

CCLE: Cancer Cell Line Encyclopedia 

CCoV: Coronavirus Canino  

CD: Cluster of Differentiation 

CE: Células Endoteliales  

CES: Células Endoteliales Sinusoidales  

CESH: Células Endoteliales Sinusoidales Hepáticas 

CHC: Carcinoma hepatocelular 

CK: Células de Kupffer 

CLCA: Chinese Liver Cancer Atlas  

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad  

co-IP: Co-inmunoprecipitación 

CoV: Coronavirus Respiratorio Porcino  

CSC: Cancer Stem Cells 

DABCO: 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano  

DAPI: 4’,6-diamidino-2-fenilindol  

DMEM: Medio Esencial Dulbecco Modificado 

DMSO: Dimetilsulfóxido  

DRC: Dominio de Reconocimiento a Carbohidratos  

DTT: Ditiotreitol 

EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 

EGF: Factor de Crecimiento Epidérmico 

eNOS: Enzima Óxido Nítrico Sintasa Endotelial  

EPCAM: Molécula de Adhesión de Células Epiteliales 

ET-1: Endotelina-1 

FeCoV: Coronavirus Felino Entérico 

FGF: Factor de Crecimiento de Fibroblastos 

FIPV: Virus Felino de Peritonitis Infecciosa  

Gal-1: Galectina-1 

Gal-3: Galectina-3 

HCMV: Citomegalovirus Humano 

HGF: Factores de Crecimiento Hepatocitario 

HIF: Factor Inducible por Hipoxia 

HRP: Peroxidasa de Rábano Picante 

HUVEC: Células Endoteliales de la Vena Umbilical Humana 

https://www.google.com/search?sca_esv=32c31fc24eb89b34&q=%C3%A1cido+etilendiaminotetraac%C3%A9tico&sa=X&ved=2ahUKEwi9hM-YrLiPAxUtDbkGHdHYGD4QxccNegQIDxAB&mstk=AUtExfAF59NRaZLz72U2moKgYQnrZtyzHhPWgz_HrYwAmy2o2BdeSHGfTC-OnCmfIZxhnEsIYMb6BxhIZaUn1CNgbZixnQ40Od585lTGix-pis_W22VuWfasDRHEaJA2NEgvHWq5D1WscyBF4sTdKTGMU65QLLLTEo9qkkwPmKPXKMsSU_Y&csui=3
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ICAM-1: Molécula de Adhesión Intercelular 1  

IHQ: Inmunohistoquímica 

IL-1: Interleuquina-1 

IL-6: Interleuquina-6 

IP: Inmunoprecipitantes 

kb: Kilobase 

KO: Knock out 

LANAIS-PROEM: Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios en Péptidos, 

Proteínas y Espectrometría de Masa  

LGALS1: Lectin, galactoside-binding, soluble 1; gen codificante para Gal-1 

LPS: Lipopolisacáridos  

MAPK: Proteína Kinasa Activada por Mitógenos 

MASH: Esteatohepatitis Asociada a Disfunción Metabólica 

MASLD: Enfermedad Hepática Esteatótica asociada a Disfunción Metabólica  

MEC: Matriz extracelular  

Med: Mediana  

MK: Marcadores de peso molecular 

MMP: Metaloproteinasa de Matriz  

MTT: Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-ilo]-2,5-difeniltetrazol  

NES: Normalized Enrichment Score  

NF-κB: Factor Nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las Células B 

activadas  

NGR: Péptido asparagina-glicina-arginina 

NK: Natural killer  

NOS: Óxido Nítrico Sintasa 

ON: Óxido Nítrico 

PBS: Buffer de Fosfatos Salino 

PDGF: Factor de Crecimiento derivado de Plaquetas 

PECAM-1: Molécula de Adhesión a Plaquetas y Células Endoteliales (CD31) 

PGE2: Prostaglandina e 2 

PLGF: Factor de Crecimiento derivado de Placenta 

PMSF: Fluoruro de FenilMetil-Sulfonilo  

PSA: Persulfato de Amonio  

rGal-1: Galectina-1 recombinante  

ROS: Especies Reactivas del Oxígeno  

RPS: Resonancia Plasmónica de Superficie  

RSEM: RNAseq by Expectation-Maximization 

RU: Unidades de Resonancia 

SDS: Dodecilsulfato de Sodio  

SEM: Error Estándar de la Media 

SFB: Suero Fetal Bovino  

TBS: Buffer Tris Salino  

TCGA: The Cancer Genome Atlas  

TDG: Tiodigalactósido 



Abreviaturas 

 

178 

 

TEM: Transición Epitelio-Mesénquima 

TGEV: Virus Porcino de la Gastroenteritis Transmisible  

TGFβ: Factor de Crecimiento Transformante β 

TNF- Factor de Necrosis Tumoral 

TPM: Transcriptos Por Millón  

Tregs: Células T regulatorias 

UALCAN: University of ALabama at Birmingham CANcer data analysis Portal  

UMAP: Uniform Manifold Approximation and Projection 

VCAM-1: Molécula de Adhesión a Células Vasculares 

VEGF: Factor de Crecimiento de Endotelio Vascular  

VEGF-A: Factor de Crecimiento Vascular A 

VEGFR: Receptor de VEGF  

vWF: Factor de von Willebrand 

WNT: Wingless 
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