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Resumen

El carcinoma hepatocelular (CHC) es el principal tipo de cancer del higado y el
segundo con mayor mortalidad a nivel mundial. La principal causa del CHC
corresponde al dano hepatico crénico ocasionado por la infeccion con el virus de la
hepatitis C o virus de la hepatitis B, asi como el consumo de sustancias
hepatotoxicas. Un estudio previo en nuestro laboratorio mostré variaciones
semicuantitativas en la expresion de genes miembros de las familias de las
semaforinas, plexinas y neuropilinas en un modelo de hepatocarcinogénesis
experimental. Asi, el objetivo del trabajo fue determinar cambios en la cantidad de
los productos génicos (ARNm vy proteina) de tres genes semaforinas, dos genes

plexinas y dos neuropilinas en un modelo de hepatocarcinogénesis quimica.

Se utilizdé un modelo de hepatocarcinogénesis inducida por el carcindégeno
dietilnitrosamina (DEN) en ratas Fischer 344 y Wistar donde se analizaron cuatro
momentos del desarrollo del cancer, 6, 12, 18 y 22 semanas. La expresion relativa
de los genes en el higado se determino por RT-qPCR a partir de muestras hepaticas
congeladas. La expresion de las proteinas se analizé mediante western blot y la

localizacion histolégica se observo por inmunofluorescencia y microscopia.

Se observé un aumento gradual en la expresion (ARNm) de Sema3E, SemabA,
Sema3B, PIxnD1, PIxn3A, Nrp-1 y Nrp-2 en ratas Fischer 344, que es mas
susceptible a la induccion de tumores que en ratas Wistar. El aumento en el nivel
de ARNm no mantuvo relacién con los respectivos niveles de proteina analizados
(SEMAGBA, SEMA3B y NRP-1). La localizacion histolégica de las proteinas SEMA3B
y NRP-1 se observo en el citoplasma de los hepatocitos normales y en las muestras
experimentales. La expresion de SEMAGA se observé en el nucleo de hepatocitos
normales del higado normal y las muestras experimentales de 6 y hasta la semana
18, mientras que en la semana 22 se observo en el citoplasma de los hepatocitos.
En conclusién, se encontré un incremento en la expresion de los genes semaforinas,
plexinas y neuropilinas a nivel de ARNm, sin embargo, no se encontré una relacion
entre el nivel de ARNm y los niveles de proteina, mostrando una complejidad en las

funciones que desempeiian durante el desarrollo del carcinoma hepatocelular.
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Introduccion

El término cancer hace referencia a un conjunto de enfermedades, caracterizadas
por células que han perdido la capacidad de controlar su crecimiento, diferenciaciéon
y migracion celular; y como resultado, puede afectar a cualquier parte del cuerpo
[1]. Los danos al ADN son la principal causa de la enfermedad, este dafio puede ser
causado por diferentes agentes entre los cuales estan los fisicos, biolégicos y

quimicos.

El cancer de higado representa la segunda causa de muerte relacionada con cancer
y hasta el 90 % de los canceres de higado corresponden al tipo carcinoma
hepatocelular (CHC). Uno de los principales factores de riesgo es la infeccion con
virus de la hepatitis C y virus de la hepatitis B [2]; tiene una taza de supervivencia
menor del 15% a 5 anos [3]. La elevada mortalidad esta asociada al diagndstico
tardio y las opciones limitadas de tratamiento. Tal problematica conlleva a la
necesidad de comprender los mecanismos moleculares implicados en la

hepatocarcinogénesis.

Las semaforinas, plexinas y neuropilinas han sido de interés en la investigacion del
cancer [4, 5]; sin embargo, hasta el momento no existen reportes publicados que
aclaren su participacioén en el cancer hepatico; por lo tanto, este trabajo representa
el primero que aborda el analisis de la expresidon de semaforinas en el CHC
experimental. El planteamiento surgi6 de un analisis preliminar que utilizd
microarreglos de ADN en nuestro equipo de trabajo que mostro la alteracion en la
expresion de varios genes en el desarrollo del CHC experimental. Considerando
este antecedente, en el presente trabajo se analizé la expresidn de las semaforinas,
plexinas y neuropilinas en el desarrollo de la hepatocarcinogénesis experimental
inducido por el dafio crénico hepatico que produce el carcindgeno dietilnitrosamina

(DEN) de acuerdo con el protocolo de Schiffer [6].



Marco tedrico

Cancer

El cancer hace referencia a un conjunto de enfermedades cuya principal
caracteristica es la pérdida de control en el crecimiento y la diferenciacién celular;
como consecuencia de un dafio acumulado en el ADN que da lugar a células con

caracteristicas genéticas y epigenéticas diferentes a las células somaticas [1, 7].

Se ha establecido que el desarrollo del cancer es un proceso multifactorial y
secuencial. Las causas asociadas con el desarrollo del cancer son de diferente
naturaleza: 1) biolégicas; por ejemplo, las infecciones por virus que predisponen al
desarrollo de cancer; 2) fisicas; entre ellas las radiaciones ionizantes; 3) quimicas;
como la exposicion a compuestos del humo del cigarro y a carcinbgenos quimicos
como las aflatoxinas producidas por el hongo Aspergillus. La Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) reconoce como factores de riesgo adicionales un indice de masa
corporal elevado, consumo insuficiente de frutas y verduras, sedentarismo y un alto
consumo de alcohol [1, 8]. Entre los principales tipos de cancer que causan el mayor
numero de muertes anuales, se encuentran el pulmonar, el de higado, el colorrectal
y el de mama. En particular el cancer hepatico es la segunda causa de muerte por

cancer, con 788,000 defunciones reportadas para el afio 2015 [1].

Carcinoma hepatocelular

A nivel mundial, el cancer de higado es considerado el segundo cancer mas letal
después del cancer pancreatico, y ademas, las cifras de mortalidad muestran
tendencias en aumento en la proxima década [1]. El 90% de los tumores primarios
de higado corresponden al tipo CHC, el cual se origina de los hepatocitos o de sus
células precursoras [8]. En las ultimas décadas se ha observado un aumento en la
incidencia del CHC, colocandose como la quinta neoplasia mas frecuente; el género
masculino es el mas afectado [9, 10]. En México, el incremento de casos es similar,
datos de Globocan del afio 2018 indican que el CHC ocupa la séptima posicién de
incidencia y la cuarta causa de muerte por cancer; los primeros tres lugares son
ocupados por cancer de pulmén, mama y colorrectal en orden decreciente

respectivamente [10, 11].



Factores de riesgo para el CHC e historia natural del carcinoma

Estudios previos indican que del 70 al 90% de los casos del CHC tienen como
principal factor de riesgo la cirrosis hepatica, la cual es causada por infecciones del
virus de la hepatitis C (VHC) y del virus de la hepatitis B (VHB); asi como el consumo
cronico y excesivo de alcohol [2] (>40-60 g/dia). Ademas, la ingesta cronica de
alcohol promueve la cirrosis hepatica y/o un efecto sinérgico con las infecciones por
VHB y VHC. Asimismo, la enfermedad del higado graso no alcohdlico se ha
identificado como un factor de riesgo del CHC. La ingesta de alimentos
contaminados con aflatoxina es un factor de riesgo documentado [9], esta sustancia
es producida por diferentes cepas del hongo Aspergillus que crece en semillas y
granos almacenados en condiciones humedas y calidas. La obesidad y la diabetes
mellitus tipo 2 son factores de riesgo para este tipo de cancer. La enfermedad de
Wilson y la hemocromatosis hereditaria son padecimientos reconocidos como

factores de riesgo en menor medida [8, 9, 12].

El desarrollo del CHC es un proceso de multiples eventos y se inicia cuando
cualquiera de los factores de riesgo contribuye al dano del higado, la exposicidon
constante a uno o varios factores de riesgo de manera continua causa dano
hepatico, donde a nivel celular ocurren ciclos de muerte y proliferacion
hepatocelular. Estos procesos de recambio celular favorecen el dafio cronico del
higado donde intervienen procesos como la inflamacién y la fibrosis hepatica. Asi,
en el proceso de hepatocarcinogénesis se produce una arquitectura hepatica
desordenada, con lesiones focales y nddulares (focos displasicos) que son
considerados lesiones preneoplasicas. Los nddulos displasicos se clasifican en alto
y bajo grado, en funcién de la presencia de atipia celular y otras caracteristicas
morfologicas. Aunque ambos grados de nédulos tienen el potencial para progresar
a un tumor hepatico, son los nédulos displasicos de alto grado los que tienen un

riesgo mayor de transformarse en CHC [13].

Marcadores del CHC
La mayoria de los pacientes con CHC son diagnosticados en etapas avanzadas,

donde la media de supervivencia es de 8 meses; los tratamientos curativos para el
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CHC actualmente utilizados son: el trasplante de higado, reseccién quirurgica del
tumor y ablacion por radiofrecuencia [14]. Es fundamental el desarrollo de
marcadores que permitan diagnosticar el CHC de manera precisa; actualmente,
existen diferentes tipos de marcadores tales como la alfafetoproteina reactiva a
aglutina (AFP-L3), protrombina inducida por la ausencia de vitamina K Il (DCP),
osteopondina, glypican 3, entre otros [15]. Sin embargo, la mayoria esta limitado por
la baja precisidn para su uso rutinario. La Asociacion Americana para el Estudio de
las Enfermedades del Higado (AASLD) y la Asociacion Europea para el Estudio del
Higado (EASL) recomiendan como practica clinica del diagnéstico y la vigilancia del
CHC la determinacion de la alfafetoproteina (AFP) en suero y un estudio de imagen
abdominal. La sensibilidad de la determinacion de la AFP y los estudios de imagen
va del 40% al 65% en conjunto, para detectar el CHC en la etapa temprana. Sin
embargo, los estudios por imagen, tomografia computarizada y resonancia
magneética, se han descartado en estudios de vigilancia debido a la baja sensibilidad
y el riesgo que representa para el paciente la exposicion continua a medios de

contraste y/o la radiacion [16].

La determinacion de la AFP en suero tiene algunas desventajas entre las que
destacan su baja sensibilidad y especificidad, ademas, la determinacion posee una
tasa alta de falsos negativos debido a variaciones especificas del tumor y del
paciente. La baja especificidad de la determinacion de AFP en suero es afectada
por la coexistencia de patologias que alteran su expresion, entre los que destacan
la hepatitis aguda, la cirrosis, el colangiocarcinoma intrahepatico, el cancer gastrico,
el tumor de células germinales, los trastornos fetales, incluso la gestacion normal
[9, 15].

Estudios de expresion de genes en el CHC

Para identificar e implementar biomarcadores tempranos y opciones terapéuticas,
es necesaria la comprension del proceso de progresion del CHC. El estudio de la
expresion génica es una herramienta para identificar y estudiar las vias moleculares
desreguladas, que permiten determinar qué procesos moleculares y celulares estan

alterados. Generalmente, los genes que incrementan su expresion durante el
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desarrollo del cancer estan relacionados con el ciclo celular, reparacién del ADN y
matriz extracelular; mientras que los genes alterados negativamente se relacionan

con enzimas metabdlicas y de la respuesta inmune [16, 17].

Varios genes han sido evaluados y propuestos como biomarcadores del CHC;
algunos de ellos son el glipican 3 (GPC3), proteina Golgi 73 (GP73), des-gamma-
carboxiprotombina, (DCP), ostepontina (OPN), antigeno del carcinoma de célula
escamosa (SCCA), anexina A2, midquina (MDK), AXL, tiorredoxinas, miR 200a y
200b [17]. No obstante, la propuesta de algunos biomarcadores del CHC, el
diagnéstico del CHC sigue siendo en etapas avanzadas. A pesar de contar con
algunos marcadores serologicos, analisis histopatologicos del higado y los analisis
de imagenologia, en la practica médica estas herramientas son limitadas para
detectar tumores hepaticos en etapas tempranas. Actualmente el reto es
determinar un conjunto de biomarcadores con especificidad y sensibilidad 6ptima

para detectar el CHC oportunamente [16, 17].

Modelos animales de hepatocarcinogénesis

La investigacion actual tiene como desafio el entender las alteraciones
moleculares que permitan la identificacion de marcadores que podrian ser utiles
para el diagndstico, prondstico y tratamiento del CHC. Los modelos animales han
sido utilizados para entender los mecanismos celulares de la
hepatocarcinogénesis en seres humanos [18]. Para ello, los modelos deben
asemejar la historia natural de la enfermedad, la patologia y la bioquimica del CHC

en el ser humano.

Los modelos de hepatocarcinogénesis en animales pueden ser clasificados en: a)
modelos inducidos quimicamente, b) modelos de implantacion (modelos
singénicos y de xenoinjerto), ¢c) modelos virales y d) ratones genéticamente
modificados (GEM).

Para los modelos inducidos quimicamente se utilizan algunos compuestos que
inducen hepatocarcinogénesis después de una exposicion aguda, corta o larga. El
tiempo de exposicidn depende de la estructura quimica, de la dosis utilizada, de

la especie y la susceptibilidad del animal [19, 20].
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La hepatocarcinogénesis en roedores de experimentaciéon, frecuentemente es
inducida por la administracion del carcinégeno dietilnitrosamina (DEN). La DEN
causa tumores principalmente en el higado, el tracto respiratorio, el rindn, el tracto
digestivo superior y el sistema hematopoyético. Con base en los datos
experimentales, la DEN puede ser clasificada como un carcinbgeno humano a

pesar de la falta de datos epidemioldgicos [18].

Varios modelos han sido desarrollados en la rata para estudiar las multiples etapas
de la carcinogénesis hepatica incluyendo el modelo del hepatocito resistente de
Solt y Farber el cual utiliza DEN como agente iniciador [21]. La DEN es un agente
alquilante que induce tumores hepaticos por la formacién de aductos de ADN y
por el estrés oxidativo que se produce durante su metabolismo. Adicional a la DEN,
el carcinégeno 2 acetilaminofluoreno (2AAF) en conjunto con una hepatectomia
parcial pueden promover la hepatocarcinogénesis. Los ndédulos hiperplasicos

inducidos con 2AAF son positivos a la a-fetoproteina [22].

Al igual que los seres humanos, en los modelos animales existen variaciones en
la susceptibilidad para desarrollar CHC, y en parte depende de la variacion
interindividual para activar el carcinogeno [23, 24]. Las cepas de ratas NAR y
Wistar, incluyendo su mutante ODS, son resistentes a la hepatocarcinogénesis al
mostrar alta variabilidad en las isoformas del citocromo P-450 [25]; y que es
necesario para la activaciéon de carcindgenos. Mientras que la cepa de ratas
Fischer 344 es susceptible a la hepatocarcinogénesis [25]. La cepa DRH también
presenta incidencia reducida de la hepatocarcinogénesis. Aunque no hay
diferencia significativa en la iniciacion de la carcinogénesis por la DEN en ratas
Fischer 344 y DRH, los focos de hepatocitos alterados observados en las ratas

DRH son menos propensos a progresar a carcinoma hepatocelular [26, 27].

Dos modelos de hepatocarcinogénesis: Modelo de Schiffer y modelo de Solt

& Farber

Nuestro laboratorio estudia la hepatocarcinogénesis, siguiendo dos protocolos
experimentales establecidos; el modelo de cirrosis/cancer de Schiffer y el modelo

de iniciacion/promocion/progresion de Solt y Farber. EI modelo de Schiffer

13



consiste en una administracion crénica de DEN por 16 semanas a una dosis de 50
mg/kg mas dos semanas libres de carcindgeno. El dafo hepatico observado a las
18 semanas reproduce la induccion de la cirrosis y la aparicién de multiples
nodulos del CHC. En este protocolo, en la semana catorce se observa la fibrosis
y en la semana dieciocho se desarrolla el CHC multinodular [6]. El protocolo de
Solty Farber no induce cirrosis, una patologia frecuente en los pacientes, y consiste
en tres intervenciones en un periodo de 10 dias que permiten estudiar las etapas
de iniciacién y de promocion. Se inicia con una administracién del carcindogeno
DEN a una dosis de 200 mg/kg, al séptimo, octavo y noveno dia del inicio, se
administra 2AAF por via intragastrica y el dia 10 se realiza una hepatectomia
parcial. Estas dos ultimas intervenciones estimulan la proliferacion selectiva de
algunos hepatocitos alterados por DEN; lo anterior, permite la formacion de
lesiones nodulares al mes de iniciado el tratamiento; solo algunas de las lesiones
progresan a tumores nueve meses despueés. Las lesiones nodulares y los tumores
tienen como caracteristicas fenotipicas la expresién de la enzima gamma glutamil

transferasa (GGT) en los dos modelos de hepatocarcinogénesis.
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Antecedente directo

En la etapa de progresion de la hepatocarcinogénesis experimental, se forman
cientos de nodulos pero solo algunos progresan para formar un tumor. Se
distinguen dos tipos de nddulos de acuerdo con el patron de expresiéon de la GGT
los cuales se denominan nédulos en remodelacién y nodulos persistentes. El
nodulo en remodelacion contiene dos poblaciones de hepatocitos alterados; los
que expresan la actividad GGT vy las células GGT negativas. Se ha propuesto que
esta caracteristica heterogénea en la expresion de la GGT se debe a un proceso
de rediferenciacion del noédulo. Contrario al nédulo en remodelacion, el nédulo
persistente esta formado en su totalidad por hepatocitos alterados que expresan
la GGT [28, 29].

Con dicho protocolo de hepatocarcinogénesis, nuestro laboratorio determiné
perfiles de expresién genética de diferentes regiones celulares capturadas por
microdiseccion laser, a partir de los nédulos y tumores [30]. Uno de los resultados
de este analisis mostré cambios de expresion genética, de las semaforinas,
plexinas y neuropilinas. La figura 1 muestra la desregulacién en dichas familias de
genes en las lesiones nodulares persistentes, en los tumores tempranos de 9
meses y en los tumores avanzados de 17 meses. Los genes que fueron
considerados de interés mostraron un aumento en el nivel de expresion (denotado
por el color rojo) en los nédulos persistentes, en los tumores tempranos y
avanzados; y no mostraron cambios en los niveles de expresion en el higado
normal y en los nodulos en remodelacion. La expresion de estas familias de
proteinas aun no ha sido descrita en el desarrollo del CHC en la literatura actual,

de modo que su estudio puede generar conocimiento nuevo en este tipo de cancer.

15



Higado
Normal

4 meses 9 meses 17 meses
Nodulos Tumores
En remodelacion
Region Region
GGT Tempranos Avanzados

Persistentes

Pasitiva

5 ) Plxn2b
= Plxn3a

Nrp2
Semaé6a
Semaé6b
Plxndl
Semaéc
Nrpl
Sema3b
Sema3e
Semadc
Semadb
Sema3c
Semada
Sema3f
SemaZa

B sema3c

Plxnbl
Plxna2
Semadg
Sema3g

Plxncl
Semadf
Semaéc
Semadc
Plxn3b
SemaSh
Pixn4a
Sema3a
SemaSa

Figura 1. Cambios de expresidn genética de las semaforinas, plexinas y neuropilinas
durante la hepatocarcinogénesis experimental. E| mapa de calor muestra la intensidad de
fluorescencia para las sondas que codifican para las plexinas (PIxn), semaforinas (Sema) y
neuropilinas (NRP). El color rojo muestra un aumento en el nivel de expresion, el color blanco

indica que no hay cambio en el nivel de la expresion y el color azul sefala una disminucion.
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Semaforinas

Son proteinas de la sefalizacion extracelular que son esenciales en el desarrollo y
mantenimiento de los tejidos y los 6rganos. Inicialmente se habian descrito en
funciones que se encuentran dentro del desarrollo embrionario, en la actualidad se
estudian en el desarrollo de diversos tipos de cancer [31]. Las semaforinas
constituyen una familia de proteinas que pueden ser secretadas o ancladas a la
membrana plasmatica. De acuerdo con su similitud estructural se agrupan en ocho
subclases; las semaforinas de la clase 1y 2 pertenecen a los invertebrados mientras
que las semaforinas de la clase 3 a la 7 pertenecen a vertebrados y las de clase 8
o también llamadas “V” se encuentran en virus. Las semaforinas de la clase 3 son
las unicas que se secretan en vertebrados, mientras que las otras semaforinas de

vertebrados estan ancladas a la membrana o son transmembranales [5, 31].

Las semaforinas tiene como caracteristica distintiva un dominio sema (Fig. 2), un
dominio extracelular de aproximadamente 500 aminoacidos rico en cisteinas.
Dentro de este dominio se encuentran las regiones de reconocimiento a su receptor,
seguido por una region similar al N-terminal de las B-integrinas llamado dominio
plexina-semaforina-integrina (PSI) y dominios similares a inmunoglobulinas. El
dominio C- terminal de las semaforinas de la clase 3 es altamente basico y
conservado. Las semaforinas de la clase 7 se anclan a la membrana plasmatica a
través de glucofosfatidilinositol (GPI). Las semaforinas de la clase 5 se caracterizan
por poseer un dominio de repeticiones de trombospondina pero carece del dominio

similar a inmunoglobulina [5].
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Figura 2. Estructura de las semaforinas. Se muestra la estructura de las diferentes subclases de
las semaforinas. Todas contienen un dominio sema seguido del dominio PSI en el extremo C del
dominio sema. Las semaforinas de clase 3 contienen un dominio basico y se encuentran libres. Las
semaforinas de clase 4-7 estan ancladas a la membrana. Imagen tomada y modificada de Neufeld
G [5].

Las semaforinas actuan como ligandos para regular la forma y la motilidad celular
durante el desarrollo y la operacion de diferentes sistemas tales como: nervioso,
circulatorio, inmunoldgico, digestivo, excretor, 6seo y respiratorio. La sefializacion a
travées de sus receptores denominados plexinas pueden producir cambios
morfologicos en los diferentes tipos celulares a través de modificaciones en el

citoesqueleto de actina y en la adhesion celular.

Expresion de las semaforinas en el cancer

La expresion de las semaforinas regularmente se encuentra alterada en las células
tumorales y en las células del microambiente tumoral. Los cambios en la expresion
de las semaforinas afectan la progresion tumoral de diferentes maneras: 1) La
expresion de las SEMA’s y sus receptores actuan directamente en las células
tumorales al inducir el crecimiento celular, la motilidad y la metastasis. Por ejemplo;
la expresion de SEMA3A inhibe la motilidad de las células de cancer de mama y de
prostata mientras que la expresion de la SEMA3B y SEMAS3F inhibe el crecimiento
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celular de las células de cancer de pulmén, por otra parte, Sema3C se propone
como un regulador de la adhesion célula-célula [31]. 2) Las SEMA’s y sus receptores
pueden promover o inhibir la angiogénesis tumoral al tener efecto sobre las células
endoteliales. Durante la progresion tumoral la SEMA4D esta sobre regulada vy
promueve la angiogénesis tumoral, mientras varias SEMA’s de la clase 3 tienen
efectos anti angiogénicos y su expresion es subregulada en la progresién tumoral.
La Sema6bA puede funcionar como un inhibidor de la angiogénesis y en
consecuencia, actuar como inhibidor tumoral; el gen de la Sema3B se caracteriz6
como un gen supresor de tumor que pierde su expresion en el carcinoma de pulmon,
ademas la pérdida de un solo nucle6tido en este gen se asocia con una mayor
susceptibilidad para el mismo tipo de cancer [5]. 3) Las SEMA’s modulan el
funcionamiento de fibroblastos y las células inflamatorias en el microambiente
tumoral promoviendo un ambiente pro angiogénico y proinflamatorio durante la

progresion tumoral.

En conclusion, los diferentes efectos celulares que promueven las SEMA’s en la
progresion tumoral dependen del contexto celular. Por lo tanto, estudiar las
diferentes funciones de las SEMA’s en el cancer contribuye a la comprension de la

alteracion de las vias de sefializacién en un contexto tumoral determinado [32, 33].

Plexinas: Receptores de semaforinas

Las plexinas son proteinas transmembranales cuyo dominio extracelular es rico en
cisteina y comparte regiones con el receptor del factor de crecimiento del hepatocito
(HGF) que participa en procesos biolégicos tales como desarrollo embrionario
(morfogénesis), oncogénesis, angiogénesis y en la regulacion de la apoptosis. El
dominio extracelular de las plexinas también contiene un dominio SEMA, de dos a
tres dominios plexina-semaforina-integrina (PSl) y tres dominios IPT (pliegue similar
a inmunoglobulina compartido por plexinas y factores de transcripcion), el domino
SEMA es seguido por el dominio citoplasmatico y contiene un dominio Ras-GAP
que inactiva pequefas proteinas G de la familia Rap 1/2. Es un dominio conservado
porque no tiene homologia con dominios de alguna tirosina cinasa y otras proteinas

conocidas, ademas, contiene sitios de fosforilacion de tirosina [34, 35] (Fig. 3).
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Las plexinas estan involucradas en diferentes funciones celulares relacionadas con
la proliferacién celular, la adhesion con la membrana basal, la movilidad celular y la
capacidad invasiva. En los vertebrados se han identificado nueve miembros que se
han agrupado en cuatro subfamilias denominadas plexina A1-4, plexina B1-4,
plexina C1 y plexina D1.

Las respuestas celulares causadas por la interaccion entre la semaforina y la plexina
varian segun la localizacién de la semaforina; las semaforinas pueden encontrarse
unidas a la membrana, en tejidos o en fluidos en su forma secretada. La plexinas
se han reportado como proteinas que forman complejos con receptores de tirosina
quinasa y los activan en “trans” (sefalizacién a la inversa donde el receptor tiene la
capacidad de operar como ligando) después de la union de Sema4D y Sema6D.
Las plexinas, aunque no tienen actividad quinasa, pueden desencadenar la
actividad de las tirosinas quinasas de tipo receptor y no receptor asociado a plexinas
[5, 31].

Entre las interacciones mas afines es la observada entre la SEMA4D y la plexina
B1. La interaccién entre estas dos proteinas se ha observado en condiciones
fisioldgicas normales y en la progresion, metastasis y angiogénesis tumoral. La
plexina B1 es expresada en células endoteliales, por lo tanto cuando SEMA4D se
une al receptor, plexina B1, induce su activacion para estimular un efecto

angiogénico [36].

Neuropilinas: Receptores y co-receptores

Las neuropilinas son proteinas transmembranales altamente conservadas, y
especificas de los vertebrados. Originalmente fueron identificados como moléculas
de adhesion en el sistema nervioso central. Este receptor tiene alta afinidad por las
semaforinas secretadas, las de la clase 3, y por ello la neuropilina es reconocida
como la mejor subunidad de unién a este ligando, mientras que algunos miembros
de las plexinas actuan unicamente como componentes de la transducccion de sefial.
Ademas de la activacién de las semaforinas de la clase 3, la neuropilina es un

receptor que esta involucrada en la activacion de otras semaforinas (Figura 3).
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La familia de las neuropilinas esta compuesta de la neuropilina 1 (NRP-1) y la
neuropilina 2 (NRP-2). La neuropilina 1 y 2 comparten el 44 % de similitud en su
estructura y contienen varios motivos conservados en su dominio extracelular
incluyendo dos motivos de unién al complemento (CUB), dos dominios (b1 y b2)
homdlogos a factores de coagulacién V y VI, ademas tiene un dominio C
denominado MAM similar a meprina-. El dominio intracelular es corto y contiene
un motivo de union al dominio estructural PDZ, que dirige la localizacion del receptor
a los componentes de sefalizacion en la membrana de la célula, pero el dominio
intracelular no es necesario para traducir la senal de la semaforina [37] (Fig. 3).
Aunque las neuropilinas son suficientes para unir a las semaforinas de la clase 3, el
hecho de que el dominio intracelular no es requerido para la sefalizacion sugiere la
presencia de un co-receptor para que la senal de la semaforina se transmita hacia

la célula.

Fuera del sistema nervioso central, las neuropilinas se encuentran en el
mesénquima alrededor de las venas y actuan como co-receptores del factor de
crecimiento de endotelio vascular (VEGF, por sus siglas en inglés). Al unirse al
VEGF, las neuropilinas potencian la actividad de la quinasa de los receptores;
receptor 1 del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGFR1) y receptor 2
del factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGFR2) regulando la activacion

de las células endoteliales y la direccionalidad de su migracion.

Las neuropilinas son co-receptores versatiles, se unen a los receptores VEGFR1,
VEGFR2 y otros receptores a través de interacciones cis o transcelulares [38, 39].
La habilidad de unirse a diferentes ligandos e interactuar con varios co-receptores,
permite a las neuropilinas diversificar sus funciones para regular el funcionamiento
celular relacionado con la adhesidon celular, la supervivencia, la repulsion y la

atraccion [40].

La expresion de la NRP-1 y NRP-2 se encuentra alterada en varios tumores y en
varios tipos de células tumorales; esta expresion correlaciona con la progresion
tumoral y con el mal pronéstico. En el ser humano la expresion de NRP-1

correlaciona con el crecimiento y la invasion de los tumores de prostata, colorrectal,
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pulmdn, mama y los astrocitomas [38]. En modelos de carcinogénesis en animales,
la expresion de NRP-1 en las células tumorales colorrectales promueve la
angiogeénesis tumoral sin incrementar la expresiéon de NRP-1 en las células
endoteliales. En tanto, la sobre expresion de NRP-1 en células tumorales del

pancreas disminuye el crecimiento tumoral [38].

La expresion de la NRP-2 es variable y correlaciona con la progresion tumoral en el
cancer de vejiga [38]. En células no pequefias de cancer de pulmon se ha observado
el incremento relativo en la expresién de NRP-1 y NRP-2 en tejido no neoplasico.
Cuando las células tumorales co-expresan a ambas neuropilinas es de peor
prondstico. La pérdida de la expresibn de NPR-2 se observa en tumores

gastrointestinales y se asocia con la progresion tumoral [38].

En resumen, las neuropilinas son receptores multifuncionales que sirven como
receptores para las semaforinas de la clase 3 y de los miembros de la familia del
factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGR, por sus siglas en inglés). Las
neuropilinas se expresan en la vasculatura y en las células tumorales y su expresion
correlaciona con la progresion y la angiogénesis tumoral. En general, las
neuropilinas modulan los efectos pro angiogénicos inducidos por VEGF, incluyendo

la promocion de la motilidad y adhesion de las células endoteliales [39].
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Figura 3. Estructura de las neuropilinas, plexinas y sus interacciones con las semaforinas. A)
Las plexinas contienen un dominio sema que ayuda al reconocimiento de las semaforinas, dos o tres
dominios PSI, seguidos de tres dominios IPT (pliegues de tipo lg), su dominio citoplasmatico es
débilmente similar a proteinas GTPasa. B) Las neuropilinas son receptores conocidos de las
semaforinas, contienen dos dominios CUB (Motivos de Unién al Complemento); dos dominios
similares a factores de coagulacion V y VI, seguido de un dominio MAM. C) Muestra las
interacciones especificas de manera individual entre las semaforinas y las plexinas, asi como las
interacciones de las neuropilinas con plexinas para formar un complejo receptor de semaforinas.

Imagenes tomadas de Capparuccia L. y Neufeld G [31, 37].
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Justificacion

El carcinoma hepatocelular ocupa el sexto lugar en incidencia de cancer y es el
segundo cancer con mayor numero de muertes a nivel mundial; tiene una tasa de
supervivencia media de 5 afios menor al 15% [3]. Esta elevada mortalidad motiva a

investigar los aspectos moleculares y celulares del desarrollo de esta enfermedad.

Las semaforinas y sus receptores (plexinas y neuropilinas) se expresan de forma
inducible en varios tipos celulares y contribuyen en la regulacién de procesos tales
como la supervivencia celular, adhesién, migracién celular, dinamica del
citoesqueleto y relacionadas a las funciones de las integrinas. La alteracion de tales
procesos son frecuentes en el desarrollo del cancer; esto provoca la supervivencia
celular y la capacidad de invadir tejidos. Estas alteraciones celulares y la expresion
de semaforinas y sus receptores varian en funcion del tipo de tejido del cual se
origina el cancer. Sin embargo, para el cancer del higado esto no ha sido

esclarecido.

Nuestros datos preliminares obtenidos por microarreglos de expresion de genes
ilustran cambios en la expresién de las semaforinas, las plexinas y las neuropilinas
en un modelo de hepatocarcinogénesis descrito por Solt y Farber. Sin embargo, no
existen reportes que ilustren su participacién en la hepatocarcinogénesis, por lo que
se propuso analizar la expresion de algunos genes representativos de las
semaforinas, plexinas y neuropilinas en un modelo del CHC multinodular asociado

a cirrosis.
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Hipotesis

Considerando los cambios de la expresion de los genes de semaforinas y plexinas
observada por analisis de microarreglos en el modelo de Solt & Farber, planteamos
que los genes Sema3B, Sema3E, SemabA, PIxnD1, PIxnA3, Nrp-1 y Nrp-2 tendran
alto nivel de ARNm vy alteraciones en la expresion y localizacion de las proteinas

durante el desarrollo del cancer hepatico.

Objetivos

General

Determinar cambios en la cantidad de los productos génicos (ARNm y proteina) de
las semaforinas, plexinas y neuropilinas en un modelo de hepatocarcinogénesis

quimica.
Particulares

1. Validar cuantitativamente la expresion de ARNm de los genes de Sema3B,
Sema3E, SemabA, PIxnD1, PIxnA3, Nrp-1y Nrp-2 en un modelo de induccion
de cancer hepatico.

2. Determinar si el aumento de la expresion de los genes a estudiar tiene
diferencias entre las cepas de ratas de experimentacion; Fischer 344
susceptible a carcinogénesis y Wistar, heterogénea y resistente a
carcinogenesis.

3. Determinar la localizacion histologica de las proteinas SEMA3B, SEMA3E,
SEMAGA, PLXND1 y NRP-1 asociados al desarrollo del cancer hepatico
experimental.

4. Determinar el nivel de las proteinas de SEMA3B, SEMA3E, SEMAGA,
PLXND1 y NRP-1 en el modelo de cancer hepatico.
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Material y métodos

Animales de experimentacion

Los animales utilizados fueron ratas macho con un peso inicial de 200-300 gramos.
La induccién de la hepatocarcinogénesis se realizo en ratas Wistar provenientes de
la Unidad de Produccion y Experimentaciéon de Animales de Laboratorio de la
Universidad Auténoma Metropolitana (UPEAL-UAM Xochimilco) y de ratas Fischer
344 procedentes de la Unidad de Produccion y Experimentacion de Animales de
Laboratorio del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN (UPEAL-
CINVESTAV). El protocolo experimental estuvo aprobado por el comité de ética de
cada institucion (Numero de protocolo aprobado: 099 y 0001-02 respectivamente
para cada institucion). Las ratas tuvieron libre acceso a alimento y agua durante el
protocolo experimental ademas de ser expuestos a periodos de luz y oscuridad de

12 horas.

El protocolo experimental de hepatocarcinogénesis se realizé de acuerdo con el
descrito por Schiffer [6], administrando 50 mg/kg de carcinogeno DEN por 16
semanas; las muestras de higado obtenidas representan el curso temporal de 6, 12,
18 y 22 semanas del protocolo, en la cepa de ratas Fischer 344 y 18 semanas de la

cepa de ratas Wistar.

Obtencion de muestras

Los animales fueron anestesiados en camara de éter o pentobarbital via
intraperitoneal a una dosis de 25 mg/kg de peso; se obtuvo 5 mL de sangre por
puncion cardiaca. La sangre total fue mezclada con heparina y separada de su

paquete celular por centrifugacion, el plasma se resguardo a -70°C.

La eutanasia se realizd exanguinacion con corte en la vena cava inferior bajo
anestesia. Se extrajo el higado completo, se lavd el érgano con buffer PBS, se
registro el peso, se capturd fotografia y se fraccion6 para preservarlo en
formaldehido al 4% en PBS para su posterior inclusion en parafina; el resto de
muestra se congeld en 2-metil butano con ayuda de nitrégeno liquido. Las muestras

se preservaron a —70°C hasta su analisis.
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Determinacion de la expresion genética por RT-qPCR

Purificaciéon del ARN

Se utilizé6 un promedio de 25 mg de cada higado para extraer el ARN total de
acuerdo con RNeasy Mini kit de Qiagen®. Para ello el tejido congelado fue
procesado en cortes histoldgicos de 2 um con un criostato (Leica, CM3050S®). La
lisis del tejido se indujo al agregar el buffer RLT, 700 pL, suplementado con (-
Mercaptoetanol (0.01% v/v), y de manera mecanica con la micropipeta. Al
observarse una homogenizacion total se adicionaron 700 L de alcohol al 70% (v/v)
y se mezcld perfectamente. El alcohol se adiciona para proporcionar condiciones
apropiadas de unidén con la membrana de silica contenida en la columna utilizada
durante la purificacion. La solucién homogénea se transfirio a la columna y se
permitio la absorcion durante 5 min. a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo
se centrifugd por 15 seg. a 10,000 rpm a temperatura ambiente. El procedimiento
se repitio las veces necesarias hasta terminar la mezcla. Una vez unido el ARN se
procedié a lavar la columna. Primero se adicionaron 700 uL de buffer RW1 y se
permitié su absorcidén por 5 minutos a temperatura ambiente, después se centrifugo
por 15 segundos a 10,000 rpm a temperatura ambiente, se deseché el filtrado;
inmediatamente, se adicionaron 500 pL del buffer RPE a la columna y se centrifugo
15 segundos a 10,000 rpm a temperatura ambiente (se desechd el filtrado).
Nuevamente, se adicionaron 500 pL de RPE pero el tiempo de centrifugacion fue
de 2 minutos. Para eliminar completamente el buffer RPE |la columna se coloco en
un tubo colector de deshechos nuevo y se centrifugd a 13,000 rpm por 1 minuto.
Finalmente, el ARN fue eluido con 35 pL de agua libre de RNAsa (se permitio la
absorcion por un minuto y medio). Se centrifugé a 10,000 rpm por 1 minuto a
temperatura ambiente, este ultimo paso se repitid al recolectar el centrifugado y
colocandolo nuevamente en la columna.

La pureza y la concentracion se verifico espectrofotometricamente utilizando un
Nanodrop ND-1000® (NanoDrop Technologies). Para determinar la pureza, se
determiné el cociente entre la absorbancia a 260 nm (acidos nucleicos) sobre la
absorbancia de 280 nm (proteinas); las muestras con un cociente igual o mayor a

2.0 fueron consideradas como muestras optimas. A la par, se determiné la presencia
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de hidratos de carbono, péptidos y compuestos aromaticos, para esto, se realizd
una lectura a 230 nm y se determiné el cociente A260/A230; un cociente igual o

mayor a 1.5 se tomaron como éptimos.

La integridad del ARN total fue verificada mediante electroforesis desnaturalizante
en gel de agarosa al 1.5%. Un total de 1,000 ng de ARN total fue separado por
electroforesis: 1) Un campo eléctrico de 50 V por 10 minutos garantiza la entrada
adecuada de cada una de las muestras en el gel y 2) Un campo eléctrico de 100
V. durante 35 minutos fue suficiente para separar los diferentes ARN’s contenidos
en la muestra de ARN total. Para visualizar la integridad, el ARN fue tefido con
bromuro de etidio por 5 minutos y visualizado con luz UV en el fotodocumentador
Logic 1500 de Kodac®.

La intensidad de la banda del ARNr 28S debe ser igual o mayor que la banda del

ARNr 18S para considerarlo parcialmente integro.

RT-qPCR: Obtenciéon de cDNA y PCR en tiempo real

Un total de 750 ng de ARN total fue utilizado para sintetizar ADNc, se utilizé el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription de applied biosystems®. La reaccién se

realiz6 siguiendo las instrucciones del fabricante (Tabla 1).

Tabla 1. Componentes de la reaccion para convertir RNA a ADNc.

Componente Volumen por reaccion
(bL)
2X RT Buffer Mix 10
20X RT Enzima Mix 1.0
RNA sample 9
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H20 libre de nucleasas | Cuanto basta para 20 pyL

El ADNc sintetizado fue amplificado por PCR en tiempo real, se utilizaron 7 sondas
Tagman®, de genes especificos, marcadas con el fluorocromo FAM. El volumen de
reaccion fue de 15 pL y contenia: 7.5 yL de Tagman Universal PCR Master Mix 2X
(Appliend Biosystems)®, 0.75 uL de sonda TagMan y 6.75 yL de ADNc a una
dilucion 1:10. El experimento se realizé en el equipo QuantStudio 7 de Appliend

Biosystems® con las condiciones establecidas para el sistema TagMan® (Fig. 4).

Condiciones de qPCR

95 °C 95°C
10 min 0.15 seg
60 °C
50 °C
1 min
2 min

Fig. 4 Condiciones de tiempo y temperatura para la PCR en tiempo real. Las condiciones
utilizadas fueron las establecidas para el sistema TagMan® en equipo QuantStudio 7 de Appliend

Biosystems®

El calculo de la expresion relativa se realiz6 mediante la normalizacion con doble
delta Ct utilizando la expresion del higado normal como la muestra de referencia y
a un gen que no modifica su expresién durante la hepatocarcinogénesis

experimental, se utilizé el gen ARNr 18s como el gen de referencia.
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Analisis de expresion de proteinas por Western blot

Un promedio de 20 mg de tejido congelado, obtenido por la acumulacién de cortes
histologicos de 2 um, se homogeneiz6 en 300 pL de buffer de lisis que contenia
Tris-HCI [20 mM], NaCl [150 mM], 1% de Triton X-100 de AppliChem® y 1X de cdctel
inhibidor de proteasas Complete®. Posteriormente, se centrifugé a 10,000 rpm
durante 15 min recuperandose el sobrenadante el cual se almacené a -20 °C hasta
su uso. La concentracion de proteina fue determinada mediante el método de BCA
[41]. El extracto proteico fue separado mediante SDS-PAGE al 10% y se transfirio
en una membrana de Polifluoruro de Vinilideno (PVDF) Millipore, MA, USA®. Las
membranas se expusieron a anticuerpos especificos (Tabla 2) para Sema3B,
SemabA y NRP-1 durante 14 horas a 4 °C y posterior a esto se incubaron con
anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con HRP y se determind la presencia
de inmunocomplejos mediante Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Millipore, MA, USA®. Los cambios en la expresion se ajustaron al nivel de la

expresion de GAPDH, denominado control interno.

Tabla 2. Informacién técnica de los anticuerpos utilizados.

ANTIBODY | Hospedero | Banda Referencia | Compaiiia | Diluciéon
predicha
(kDa)
Anti-Sema Conejo 114 kDa ab154938 Abcam® 1:1000
6A
Anti- Conejo 103 kDa; | ab81321 Abcam® 1:1000
neuropilina 1 se observa
en 120
kDa
Anti-Sema Conejo 50 kDa: | NB100-2218 | NOVUS 1:1000
3B secretada Biologicals®
83  kDa:
pro-forma
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Localizacion histolégica por inmunofluorescencia

Para determinar la ubicacion histolégica de las proteinas, se utilizaron cortes de 3
pm de tejidos incluidos en parafina. La parafina fue retirada de los tejidos y
finalmente fueron hidratados, se utilizé el kit comercial Rodent de Clacker (BioCare
Medical. CA, USA®) para exponer los sitios antigénicos enmascarados durante el
proceso de inclusion en parafina; posteriormente los cortes histoldgicos se
expusieron a cada anticuerpo Sema3B, Sema3E, Sema6A y NRP-1 durante 14
horas a 4 °C, utilizando una dilucion 1:150, transcurrido el tiempo se lavaron con
TBS- tween 0.01% y se incubaron con anticuerpos anti-conejo marcados con
diferentes fluor6foros a la misma dilucion que los anticuerpos primarios durante 1
hora a 4 °C. Finalmente, los nucleos se tifieron con DAPI durante 5 min a
temperatura ambiente. Todos los tejidos fueron fijados con medio de montaje
Floroshield de Abcam® y observados en microscopio ZEISS Microscopio Axio-
ScopeA1®.

Anilisis estadistico

El analisis de los datos de los diferentes grupos se analizd en el programa
estadistico GraphPad Prism 5.0 Software por analisis unidireccional de varianza
(ANOVA) para evaluar las diferencias entre grupos y posterior prueba de Tukey (¥,
p <0.05; **, p <0.01; ***, p <0.001). Todos los datos se representaron como la media
* con desviacion estandar (SD). Las ratas Fischer 344 tuvieron una n=3 para cada
uno de los grupos experimentales; mientras que para las ratas Wistar el grupo

normal tuvo una n=5y el grupo de 18 semanas tuvo una n=6.
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Resultados

Purificacion de ARN total

La purificacion del ARN por medio de RNeasy Mini kit de Qiagen® mostrd buen

rendimiento en la cantidad del ARN obtenido. Las concentraciones se describen

enlistadas en la tabla 3.

Tabla 3. Concentracion de ARN total

Cepa de rata

Semanas de

tratamiento (ID

ID de la muestra

Concentracion
(ng/pL)

del grupo)
NO/33 810.6
Normal (NL) NO/34 1539.2
NO/35 1803.8
D6/3 1052.2
6 Semanas (D6) D6/4 1030.8
D6/5 9111
Fischer 344 D12/23 1105.7
12 Semanas (D12) | D12/28 348.8
D12/30 752.0
D18/13 1961.8
18 Semanas (D18) | D18/18 1917.8
D18/19 1858.9
D22/01 1791.2
22 Semanas (D22) | D22/03 1013.6
D22/04 964.8
NO/1 259.5
NO/2 227.0
Normal (NL) NO/3 1739.8
NO/4 1276.1
Wistar NO/5 1398.3
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D18/2 1156.6
D18/4 1357.5
D18/5 1050.7
18 semanas (D18) D18/6 446.8
D18/7 2141.7
D18/8 1382.1

Integridad de ARN total
La integridad del ARN fue o6ptima para ensayos de RT-gPCR para todas las
muestras incluidas. Como lo muestra la figura 5 se observan las bandas, del ARNr,

28S y 188S nitidas y claras para cada una de las muestras.

Fischer 344 Wistar

NL/33  NL/34 D6/3 D6/4 D12/23 D12/30 D18/13 D18/18 D22/01 D22/03 NL/R2 NL/R3 D18/4 D18/5

28S
18S

Fig. 5 Integridad del ARN total. Muestra la integridad para algunas muestras determinadas por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. NL=Normal, D6= 6 Semanas, D12= 12 Semanas, D18=
18 Semanas y D22= 22 semanas de tratamiento experimental. Se muestran las subunidades de
ARNr 28S=28S y ARNr 18S= 18S.
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Cambio en la expresién genética de la semaforinas

Mediante RT-qPCR se midieron los cambios en la expresidon genética de las semaforinas: Semaé
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Figura 6. Expresion curso temporal de las semaforinas en la hepatocarcinogénesis experimental. Ay D. Exf
Fischer 344 y ratas Wistar, B y E. Expresion de Sema3B en ratas Fischer 344 y Wistar, C y F. Muestra la expresion ¢
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Cambios en la expresion genética de las semaforinas en ratas Fischer 344

El gen Sema6A mostrd un incremento de acuerdo con el tiempo de desarrollo del
modelo experimental, dicho aumento de mas de 2 veces respecto al NL fue
estadisticamente significativo a partir de la semana 18 (p<0.05) y se mantuvo en
la semana 22 (p<0.05) (Fig.6 A). Los genes Sema3B y Sema3E similar a Sema6A
mostraron un aumento gradual. El cambio en la expresion genética para Sema3B
fue estadisticamente significativo exclusivamente a la semana 22 (p<0.01), pero
fue mas de 100 veces respecto al nivel de expresion del NL (Fig.6 B), mientras
que el aumento en la expresién de Sema3E fue estadisticamente significativo
Unicamente a la semana 18 (p<0.05) y alcanz6 un incremento de 19 veces la
expresion de NL (Fig.6 C). Es de notar, que el aumento de Sema3B (>100 veces
p<0.01) a las 22 semanas, pudo corresponder al proceso tumoral mas que al
efecto agudo del carcinégeno, ya que la ultima administracion del carcinbgeno

DEN (semana 16), implicé una diferencia de 6 semanas libres de carcinégeno.

Cambios en la expresion genética de las semaforinas en ratas Wistar

En los analisis de expresion génica se incluyo la determinacion de semaforinas en
la cepa de ratas Wistar para determinar si los cambios en la expresion génica eran
asociados a la susceptibilidad a la formacién de neoplasias en las cepas de ratas
[42].

Los genes SemabA, Sema3B y Sema3E mostraron un aumento de 12 (p<0.001),
40 (p<0.001) y 25 (p<0.05) veces respectivamente, siendo estadisticamente
significativo a la semana 18 del protocolo de hepatocarcinogénesis (Fig.6 D-F). En
particular, las 40 veces de aumento de Sema3B observado en las muestras de la
semana 18 de las ratas Wistar tienen correspondencia con la elevada expresion
observada en las ratas Fischer 344. Asi, la sobre expresion de los genes
Semaforinas fue reproducible en el protocolo de hepatocarcinogénesis a las 18
semanas tanto en la cepa de ratas susceptible a la carcinogénesis (Fischer 344)

como en la cepa resistente a carcinogénesis (Wistar).
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Cambios en la expresion genética de las plexinas

La expresion del ARNm de PIxn3A en ratas Fischer 344 aumento, hasta 9 veces,
de modo curso temporal siendo estadisticamente significativo en la semana 18
(p<0.05). (Fig. 7 A). Mientras que el aumento en la expresion de PIxnD1 fue una
constante desde la semana 6 hasta la semana 22. Sin embargo, el aumento de
dos veces en la expresion no mostrod significancia estadistica con respecto a NL
(Fig.7 B).
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Los genes PIxn3A y PIxnD1 mostraron un aumento estadisticamente significativo
((p<0.001) y (p<0.01) respectivamente) (Figs.7 C y D) en los higados de 18

semanas de ratas Wistar.

Las ratas Fischer 344 mostraron un aumento mayor de PIxn3A, en los higados de
18 semanas, que en ratas Wistar. El aumento relativo para PIxnD1 fue similar en

ambos tipos de rata a las 18 semanas.

Cambios de expresion genética de las neuropilinas

La Figura 8 muestra los cambios de expresion de Nrp-1 y Nrp-2 de manera
temporal en el modelo de Schiffer. Como lo muestran las figuras 8A y 8B hubo un
aumento, en la expresiéon de Nrp-1 y Nrp-2 en ratas Fischer 344. Aunque el
incremento fue fluctuante, fue estadisticamente significativo para Nrp-2 en los

higados de 18 semanas.
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El incremento en la expresiéon de Nrp-1y Nrp-2 fue significativo en los higados de

18 semanas de ratas Wistar (Figuras 8C y D).

El incremento en la expresién de Nrp-1 fue superior en los tumores de 18 semanas
de ratas Wistar (5 unidades en promedio) comparado con los tumores de 18
semanas de ratas Fischer 344. En tanto, el incremento en la expresion relativa
para Nrp-2 (cinco unidades en promedio) tuvo correspondencia en ambos tipos de

rata para los tumores de 18 semanas.

Localizacion histologica de las semaforinas en la hepatocarcinogénesis
experimental
La técnica de inmunofluorescencia se utilizé para localizar a las semaforinas de

manera curso temporal en el higado del modelo de Schiffer en ratas Fischer 344.

Localizacion de SEMAGA en la hepatocarcinogénesis experimental

La SEMAGA en higado normal (NL) se localizé en el nucleo de los hepatocitos
periportales zona 1 (Fig. 9). Mientras que en los grupos experimentales la SEMAGA
se localizd6 en el nucleo celular desde la semana 6 hasta la semana 18,
particularmente en la semana 22, la proteina se localizé tanto en el nucleo como en

el citoplasma.

NL D6 D12 D18

Figura 9. Expresion y localizaciéon curso temporal de la SEMAGA en la hepatocarcinogénesis

D22

Sema6bA

experimental utilizando inmunofluorescencia. Se muestran imagenes representativas de la
localizacion de la SEMAGA marcada con fluorocromo en rojo y los nucleos marcados con DAPI
(azul) en el higado normal (NL) y en cuatro etapas de la progresion de la hepatocarcinogénesis
experimental: seis semanas de tratamiento= D6, 12 semanas de tratamiento= D12, 18 semanas

de tratamiento = D18 y 22 semanas de tratamiento = D22. Muestras observadas a 40X.

40



Localizacion de SEMA3B en la hepatocarcinogénesis experimental
En el higado normal como en los grupos experimentales (higados con nédulos y
tumores), la expresion de SEMAS3B se localizé en el citoplasma de los hepatocitos

(Fig. 10) sin mostrar ninguna diferencia de intensidad de marca.

NL D6 D12 D18 D22

Figura 10. Localizacién celular curso temporal de SEMA3B en la hepatocarcinogénesis. Se

Sema3B

muestran imagenes representativas de SEMA3B de manera curso temporal tratadas con DEN.
Muestra normal= NL, seis semanas de tratamiento= D6, 12 semanas de tratamiento= D12, 18
semanas de tratamiento= D18 y 22 semanas de tratamiento=D22. Muestras observadas a 40X.

Barra de escala= 50 um.

Localizacion de la SEMA3E en la hepatocarcinogénesis experimental

La Figura 11 muestra la expresiéon y localizacion de la SEMA3E en secciones
hepaticas. La SEMA3E se localizé en el nucleo de los hepatocitos de la zona 1 en
el NL; mientras que, en los grupos experimentales, en la semana 6, 12 y 18 se
observd en el nucleo y citoplasma, mientras que en la semana 22, la marca

predomino en el citoplasma.

NL D6 D12 D18 D22

Figura 11. Expresion de la SEMA3E en la hepatocarcinogénesis experimental. Se muestran

Sema3E

imagenes representativas de SEMA3E inmunomarcada con un fluorocromo en rojo y los nucleos
marcados con DAPI (azul). Muestra normal= NL, seis semanas de tratamiento= D6, 12 semanas
de tratamiento= D12, 18 semanas de tratamiento= D18 y 22 semanas de tratamiento=D22.

Muestras observadas a 40X. Barra de escala= 50 ym.
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Localizacion de la NRP-1 en la hepatocarcinogénesis experimental

La Figura 12 muestra la inmunofluorescencia para NRP-1 en el modelo de
hepatocarcinogénesis. La localizacion de la NRP-1 en el higado normal y en los
grupos experimentales de 6, 12, 18 y 22 semanas se observo en el citoplasma de

los hepatocitos.

NL D6 D12 D18 D22

Figura 12. Expresion de NRP-1 en la hepatocarcinogénesis experimental. Se muestran

NRP-1

imagenes representativas de NRP-1 de manera curso temporal tratadas con DEN. Muestra
normal= NL, seis semanas de tratamiento= D6, 12 semanas de tratamiento= D12, 18 semanas de
tratamiento= D18 y 22 semanas de tratamiento=D22. Muestras observadas a 40X. Barra de

escala= 50 ym.

Expresion de las proteinas semaforinas en la hepatocarcinogénesis
Utilizando la metodologia de Western blot se determind la expresion de Semaforina
3B, Semaforina 6A y Neuropilina-1. Los niveles de expresion se ajustaron al nivel

de expresion de la proteina GAPDH, como un control de carga.

Cambios de la SEMAGA en la hepatocarcinogénesis experimental

La proteina SEMAGA ha mostrado funciones celulares de acuerdo con los diferentes
pesos moleculares de las proteinas [43]. En el higado de ratas localizamos Sema6A
como un duplete a 98 kDa y 89 kDa (Figura 13). Ademas, se observé una proteina
de 44 kDa, y que corresponden con las imagenes proporcionadas en la ficha técnica
del anticuerpo Anti-Sema6A (ab154938) de Abcam®.
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Anticuerpo Sema6A (ab154938)
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Figura 13. Expresion curso temporal de la proteina Semaforina 6A en la hepatocarcinogénesis

experimental en ratas Fischer 344. A. Imagenes tomadas de la ficha técnica del anticuerpo Anti-

SEMAGA (ab154938) de Abcam®. B. Muestra la expresion de SEMAGA en el higado normal (N),

lesiones nodulares de 6 (D6) y 12 semanas (D12). C. Muestra la expresién de SEMAGBA en el higado
normal (N), lesiones nodulares de 12 semanas (D12), de 18 semanas (D18) y 22 semanas (D22). D.

Expresién de la SEMAGA en el higado normal (N), lesiones nodulares de 12 semanas (D12) y en

tumores multifocales de 18 (D18) y 22 semanas (D22) de induccién. * Muestras omitidas en analisis

debido a migracién electroforética inusual.
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La expresion de SEMAGA en la banda de 98 kDa mostré variaciones sin
significancia estadistica; una disminucién en la semana 6 y un aumento gradual
hasta la semana 18 (Fig. 14A), mientras que la banda de 89 kDa disminuyo
significativamente desde la semana 6 hasta la semana 22 (p<0.05) (Fig.14B). La
banda de 44 kDa no tuvo cambios significativos durante la hepatocarcinogénesis
(Fig. 14C). La sumatoria de las bandas observadas no presenté cambios de acuerdo
con el curso de la hepatocarcinogénesis (Fig. 14D). Un fendmeno interesante se
observo en la comparacion de intensidades para las proteinas 98 y 89 kDa (Fig.
14E) donde se encontré un cambio de perfil entre ambas bandas en el higado
normal y los grupos experimentales de la hepatocarcinogénesis. En los grupos
experimentales, la expresion de la proteina de 89 kDa tiende a disminuir, mientras
que la de 98 kDa aumento, estos cambios fueron estadisticamente significativos
para las muestras de 18 semanas que contienen tumores multinodulares. Esta
observacion se confirmé al graficar el cociente de la intensidad (Sema6A 98 / 89
kDa) y (Sema6A 89 / 98) de estas proteinas (Fig. 14F). Mostrando variaciones que

son claras en la semana 18.
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Figura 14. Cuantificacion curso temporal de la Semaforina 6A relativo a la expresiéon de
GAPDH, en la hepatocarcinogénesis experimental. A. Expresion de SEMAGA a 98 kDa. B.
Expresion de SEMAGA a 89 kDa. ** (p<0.01); * (p<0.05) C. Expresién de SEMAGA a 44 kDa. D.
Presenta grafico de la sumatoria de las bandas observadas a 98, 89 y 44 kDa. E. Grafico del perfil
de intensidad para las proteinas de 98 y 89 kDa en el higado normal (N) y tumoral (D18). F. Grafico
de la expresion de la relacion de las proteinas de 98/89 kDa; * (p<0.05) + (p<0.05). * Respecto N; +
Respecto a D6

Cambios de la SEMA3B en la hepatocarcinogénesis experimental
La proteina SEMA3B se observé como una banda de 50 kDa en los extractos de

proteina hepatica. Las muestras del modelo de hepatocarcinogénesis mostraron
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una disminucion en la expresiéon de la SEMA3B de alrededor del 40% que fue
estadisticamente significativa a partir de la semana 12 (p<0.05) respecto del NL. La
disminucién fue mayor, alrededor del 70%, en los tumores multinodulares de la
semana 18 y 22 (p<0.001) (Fig. 15). La banda correspondiente a 29 kDa es una
posible inespecificidad del anticuerpo, ya que no se encuentra reportada en la

literatura actual ni en las imagenes proporcionadas por el anticuerpo.
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Figura 15. Expresion de la proteina Semaforina 3B en la hepatocarcinogénesis experimental.
A. Muestra la expresion de SEMA3B en el higado normal (N) y lesiones nodulares de 6 (D6) y 12
semanas (D12). B. Indica la expresion de SEMA3B en higado normal (N), lesiones nodulares de 12
semanas (D12) y en los tumores multifocales de 18 (D18) y 22 semanas (D22) de induccién. C.
Expresion de Sema3B en higado normal (N), lesiones nodulares de 12 semanas (D12), tumores
multifocales de 18 (D18) y 22 semanas (D22) de induccién. D. Cuantificacion de Sema3B relativo a
la expresion de GAPDH. * (p<0.05); *** (p<0.001) y *** Respecto N. * Muestras omitidas en analisis

debido a migracién electroforética inusual.
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Cambios de la NRP-1 en la hepatocarcinogénesis experimental
La neuropilina-1 se observé como una banda de 130 kDa en los extractos de
proteina hepatica. La cantidad de neuropilina-1 no mostré6 cambios entre el higado

normal y en los grupos experimentales analizados (Fig. 16D).
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Figura 16. Expresion de la proteina Neuropilina-1 en la hepatocarcinogénesis experimental.
A. Muestra la expresion de NRP-1 en higado normal (N), lesiones nodulares de 6 (D6) y 12 semanas
(D12). B. Indica la expresiéon de NRP-1 en higado normal (N), lesiones nodulares de 12 semanas
(D12) y tumores multifocales de 18 (D18) y 22 semanas (D22). C. Expresion de NRP-1 en higado
normal (N), lesiones nodulares de 12 semanas (D12), tumores multifocales de 18 (D18) y 22
semanas (D22). D. Cuantificacion de NRP-1 relativo a la expresion de GAPDH. * Muestras no

consideradas en el andlisis debido a migracion electroforética inusual.
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Discusion

Las semaforinas y sus receptores son anormalmente expresados en varios tipos de
cancer, pero se conoce poco sobre su expresion y la funcion que desempefan. En
particular en el cancer hepatico, se desconoce si los desbalances de expresiéon de
estos genes podrian influir en el desarrollo del cancer hepatico. En primer etapa
decidimos medir los posibles cambios en la expresién de los productos génicos de
las semaforinas y sus receptores en el proceso de hepatocarcinogénesis.
Seleccionamos 7 genes para analizar los cambios en el ARNm, se utilizaron sondas
Tagman para hacer la determinacion. Para analizar el nivel de proteina, utilizamos
anticuerpos especificos. A continuacion, se analizan los resultados obtenidos en

cada gen estudiado y se comparan con los datos disponibles en la literatura.

Sema3E

Observamos un aumento temporal en la expresién del gen de Sema3E, este
aumento es estadisticamente significativo a las 18 semanas en los dos tipos de rata
analizadas. El aumento en la expresion del gen Sema3E ha sido reportado por
Maejima (2016) donde describié una asociacién entre el nivel de la expresion del
gen Semad3E con la progresion metastasica, una pobre diferenciacién celular y una
sobrevida mas corta en estudios en el ser humano con cancer gastrico [44].
Contrario a las demas semaforinas de la clase 3, SEMA3E promueve la progresiéon
tumoral al unirse directamente a la PLXND1 sin necesidad de unirse con alguna
neuropilina mediante la activacion ERK aun cuando la cantidad de PLXND1 es baja
[5, 44].

Casazza (2010) observé que un producto proteolitico de SEMA3E denominado p61-
SEMAGZE favorece la asociacién de PLXND1 con el receptor ERBb2 que promueve
la invasividad y diseminacion metastasica [45]. EI mismo autor reporté en (2012)
que una mutacion protegia a la proteina del corte de la proteasa tipo furina, y
SEMASE de longitud completa no mantenia la unién con ERBB2, e impedia la unién
de p61-SEMA3E con PLXND1 conservando asi su actividad anti angiogénica [46],
adicionalmente, se observé un aumento de los heterodimeros del receptor ERBB2-

EGFR que se encuentran en las células cancerosas pero no en las células
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endoteliales, lo anterior, relaciona la expresion de p61-SEMA3E y PLEXINAD1 con
el riesgo de progresion metastasica [45]. En contraste, Chen (2015) encontré una
reduccion significativa en la expresion de Sema3E en comparacion con el tejido
sano adyacente en cancer gastrico lo que resultd en la inhibicidon de la proliferacion,

la migracion y la invasividad [47].

La detecciéon de la proteina SEMA3E por inmunofluorescencia revel6 una
localizacion en el nucleo de los hepatocitos del higado normal mientras que en los
tejidos del protocolo de hepatocarcinogénesis se observd una localizacion en el
nucleo y citoplasma de los hepatocitos (Fig. 11). Resultados que contrastan con los
reportados por Yong (2016) donde se observa una expresion débil en el citoplasma
en tejido sano y una expresion alta en el nucleo de las células de cancer de pancreas
en humanos; esta expresion también se relacioné con un mal prondstico y una

progresion agresiva de la enfermedad [48].

En conclusién, existe una relacién entre el aumento de la expresion genética de
Sema3E y la progresién tumoral en los dos tipos de rata analizados; por otra parte
su localizacion celular contrasta con los reportados debido quiza al tipo de muestra
utilizado (rata y el ser humano), es necesario mas estudios para poder determinar

el papel que desempefia en la hepatocarcinogénesis.
PlexinaD1

Como se menciono anteriormente, PLXND1 es el receptor canénico de SEMA3E;
en condiciones normales tiene una expresién baja en la edad adulta y esta limitado
a fibroblastos y macrofagos activados, pero se ha observado una expresiéon anormal
en diferentes tipos de cancer como el de pancreas, melanoma, ovario y colon [49].
La expresion de PlexinD1 aumenta en biopsias de cancer de mama y en melanomas
cutaneos en el ser humano [50, 51], resultados que concuerdan con los nuestros
donde observamos un aumento de 2 veces en el nivel de ARNm en la semana 22,
en ratas Fischer 344 y casi 3 veces mas en ratas Wistar a la semana 18 con respecto
al higado normal (Fig. 7B y 7D). Luchino (2013) demostré6 que PLXND1 es un
receptor dependiente de SEMA3E que modula la muerte celular al interactuar con

NR4A1. La interaccion promueve la liberacion del citocromo ¢ que activa la caspasa-
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9 provocando la muerte mediada por mitocondrias, este mecanismo ocurre cuando

se encuentra disociado de las semaforinas.

Por otro lado, la expresién de SEMA3E inhibe la muerte celular mediada por
PLXND1 en células de cancer de mama como consecuencia al cambio estructural
que sufre al unirse con SEMAS3E; asi, al interactuar con el receptor ERBb2 como se
menciona anteriormente y promueve la respuesta de supervivencia y diseminacion
metastasica [50]. Estudios han colocado a PLEXINAD1 como un receptor promotor
del crecimiento tumoral que, al ser suprimido, reduce la metastasis [46]. Rehman
(2016) estudio la regulacién de PLXND1 y encontrd que las proteinas Notch (Notch1
y Notch3) regulan la expresion de PLXND1 en céncer de prostata y ésta a su vez
regula SLUG que finalmente modula la expresion de E-Cadherina; como resultado,
fomenta asi la migracion y la invasién de las células cancerosas [52]. Por lo tanto,
la expresion de SEMA3E es un mecanismo de evasidon de la muerte celular con
consecuencias en el crecimiento y la metastasis de las células cancerosas mientras
que PLXND1 es un receptor que podria ser blanco de estudio para elucidar el

mecanismo de accién completo.

Es importante determinar la expresiéon de plexinaD1 a nivel de proteina en el
desarrollo de la hepatocarcinogénesis para poder determinar si la traduccién de la
proteina tiene relacion con el aumento observado de los transcritos; ademas, para
determinar si PLXND1 modula la muerte celular en la hepatocarcinoma, Para
determinar los efectos de PLXND1 en la supervivencia celular, se podria disefar

experimentos in vivo que permitan agregar un ligando que secuestre a Sema3E.

PLEXINA3A

Los miembros de la familia de plexina-A son los receptores de las semaforinas de
clase 3; estos miembros ligando-receptor generalmente estan regulados
negativamente en el desarrollo del cancer lo que hace suponer que tienen funciones

supresoras de tumor [53].

En condiciones fisiolégicas PLXN3A participa en la sefializacién durante el
desarrollo neuronal [54]. PLXN3A junto al correceptor NRP-1 funcionan como

receptores de SEMAS3A [54, 55]; Katayama (2013) revelé que NRP-1 funciona como
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correceptor de PLEXINA3A y PLEXINA1A en el desarrollo adecuado de las
neuronas del glanglio estatoacustico en el oido interno [54]; mientras que Ben-Zvi
(2008) demostré que la expresion de PLEXINA3A es necesaria para la muerte
celular inducida por SEMA3A en las células neuronales, este resultado se confirma
al silenciar PLEXINAS3A y observar una completa resistencia a la muerte celular in
vitro [55].

La determinacion de la expresion genética de PIxn3A mostrd un aumento
significativo en el grupo de 18 semanas, cuando los higados presentan tumores
multifocales para las dos cepas de ratas. Sin embargo, no existe informacion
publicada para analizar si la expresion de PLXN3A se asocia con el desarrollo del
cancer en general (modelos en animales y el ser humanos). Asi, la elevada
expresion de este gen en la hepatocarcinogénesis podria ser novedosa y contribuir

al entendimiento del desarrollo del CHC.

NRP-2

Las NRP se relacionan con correceptores de diferentes proteinas entre ellas STAT,
MAPK, PI3K, RAS, TGF-B y Notch. Se ha descrito una expresion alterada de las
NRP en diferentes tipos de cancer como mama, cerebro, pulmén, préstata y ovario,
por lo anterior se ha establecido que contribuyen al desarrollo del cancer debido a
que los tejidos tumorales a menudo presentan una expresion elevada de estas
proteinas con respecto a tejidos normales. Las semaforinas de la clase 3 tienen la
capacidad de unirse a complejos que contengan alguna de las NRP. En el caso
particular de NRP-2 tiene una expresion basal en células epiteliales de los tubulos
distales y proximales, células endoteliales de venas y vasos linfaticos [56], su alta
expresion se ha correlacionado con un mal pronéstico en diferentes tipos de cancer.
Las semaforinas SEMA3C, SEMA3B y SEMAS3D interactuan con ambas NRP
mientras que SEMAS3F se une a NRP-2 promoviendo una vascularizacién normal e
inhibe la metastasis. La disminucion de NRP-2 en cancer gastrico previene la
migracion e invasividad in vivo siendo importante para la supervivencia de las

células neoplasicas [57].
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Nuestros datos muestran un aumento en la expresion de Nrp-2 conforme la
temporalidad de Ila hepatocarcinogénesis, se observd wuna diferencia
estadisticamente significativa en la semana 18 en los dos tipos de ratas analizados.
Este incremento de expresién concuerda con los datos reportados por Wittmann
(2015) que muestran un incremento en la expresion de Nrp-2 en las lineas celulares
(SNU-398, SNU-423, SNU-449, SNU-475, Hep3B, HepG2 y FLC-4) con
caracteristicas del CHC del ser humano poco diferenciado y una expresion alta de
NRP-2 en cancer hepatico avanzado. Mientras que, en tejido hepatico normal no se
detecto la expresion de NRP-2 [58]. La elevada expresion de NRP-2 es inducida por
una senalizacion anormal de Factor de Crecimiento Transformante — B (TGF-B /
Smad) en células del CHC que otorgan caracteristicas de migracion a las células

tumorales [58].

El aumento en la expresidén genética de Nrp-2 podria ser un marcador del CHC,
como consecuencia de regular funciones necesarias en el CHC como son la
migracion e invasion celular de acuerdo con lo reportado en la literatura [58];
correlacionandolo con un grado tumoral alto in vivo. Sin embargo, su determinacién

a nivel de proteina sigue siendo necesaria.

NRP-1

Por otro lado, la expresion de NRP-1 en condicion fisiolégica se expresa en corazon,
placenta, pulmon, higado, rifidn y pancreas. Su expresion aumenta en cancer
gastrico, colorrectal, prostata, mama, colangiocarcinoma y adenocarcinoma de
conducto pancreatico y el CHC. Al igual que NRP-2 puede funcionar como receptor
para diferentes ligandos como son los VEGF, TGF- 3 y las semaforinas. SEMA3A
se une a NRP-1 en una forma homodimérica al complejo dimérico de NRP-1 /
PLEXINA1A en estequiometria de 2:2:2 y SEMA3C se une a ambas NRP [56]. En
las células de cancer, NRP-1 funciona como barrera en la inmunidad antitumoral
celular, donde NRP-1 interactia con SEMA4A que se expresa en las células T
reguladoras intratumorales para regular la funcion y luego limitar sus funciones
frente al tumor. Lin (2018) demostré que el Factor de Transcripcion de Dominio TEA

(TEAD) es el promotor de la expresion de NRP-1 en el CHC, y éste es responsable
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de procesos como la angiogénesis tumoral, viabilidad celular, disminucion en la
capacidad de formar colonias y un aumento de apoptosis; lo anterior expone las

capacidades protumorigénicas de NRP-1 en el CHC [59].

De manera interesante, la expresion de Nrp-1 aumentd entre 6 a 22 semanas del
modelo de hepatocarcinogénesis, siendo significativo solo en ratas Wistar en la
semana 18 de tratamiento. Berge (2011) identific6 una expresion en aumento
oscilante de Nrp-1 en el CHC del raton [60]. Lin (2018) y Berge (2011) reportaron
un aumento de NRP-1 en el CHC, en lineas celulares del CHC del ser humano y el
CHC del raton. Nuestros resultados no muestran un aumento de la proteina NRP-1
en el higado de ratas Fischer 344 sometida a hepatocarcinogénesis. La localizacion
histolégica de NRP-1 se encontr6 en el citoplasma de los hepatocitos en higado
normal y en muestras hepaticas con tumores. Estos hallazgos discrepan de los
reportados por Lin (2018) y Berge (2011) donde reportan una expresion en la
membrana celular con intensidad débil a muy predominante tanto en tejido hepatico
normal, asi como en el tejido neoplasico. Ambos trabajos no reportan expresion en
muestras normales de pacientes; pero si en muestras que provienen del raton [59,
60].

Posiblemente las discrepancias encontradas podrian deberse a la especie de
estudio (el ser humano, el raton y la rata); por lo tanto, seria necesario investigar en

muestras del ser humano y ratones para replicar los experimentos.

SEMAGA

Es una proteina transmembranal que se descubridé en el desarrollo del sistema
nervioso central. Controla la guia de axones mediante la reorganizacion del
citoesqueleto neuronal mediante su region intracelular. Los receptores canonicos
para SEMAGA son PLEXINA2A y PLEXINA4A. SEMAGA se ha relacionado como
regulador de la angiogénesis y en el crecimiento vascular, modula la senalizacion
del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VERGFR)-2 en células
endoteliales HUVEC [61]. De igual manera, se relaciona con la viabilidad vy

supervivencia de células de glioblastoma humano U251 y U87 [62].
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Loria (2015) observo que la sobreexpresion de SEMAGA aumenta la proliferacion y
supervivencia de células BRAFV6%E derivadas de melanoma, aunque el mecanismo
que produce el efecto se desconoce, esté no se realiza por medio de sus receptores
PLEXINA2A 6 PLEXINA4A [63]. Diversos reportes indican que las diferentes
regiones de SEMAGA tienen efectos diferentes en las células del cancer. Chen
(2019) reportdé que Sema6bA de longitud completa regula la migracién de células de
cancer de pulmén H1299 mediante la regulacion de NRF2/HMOX1. Aunque aun se
desconoce el mecanismo molecular, se ha propuesto que pudiera ser regulando la
expresion del complejo de receptor de hidrocarburo de arilo (AhR) y el translocador
nuclear del receptor de hidrocarburo de arilo (ARNT) [64]. Por otro lado, Shen (2018)
observo el efecto que tiene el dominio extracelular de SEMAGA sobre la seializacion
del dominio de muerte asociado a FAS (FADD). Se determiné que existe una
disminucidon sobre la apoptosis en células de cancer de pulmén A549 y H1299
cuando esta presente SEMAGA de longitud completa, mientras que SEMAGA sin el
dominio extracelular induce apoptosis al interactuar con FADD, lo cual provoca la

escision de caspasa-8 y posterior muerte celular [65].

Los datos de expresion de ARNm de Sema6A mostraron un aumento significativo
de hasta 12 veces en los higados con tumores multifocales de 18 semanas respecto
del higado normal. Dhanabal (2005) reporté un aumento de ARNm de Sema6A en
células de carcinoma renal [66],[67]; estos resultados sugieren que el aumento de
Sema6bA podria ser comun en los procesos de carcinogénesis tanto in vitro como in

Vivo.

La determinacion de la expresion de SEMAGA por inmunofluorescencia en tejidos
hepaticos incluidos en parafina revel6 una expresion en el nucleo de los hepatocitos
que no cambio con el desarrollo de la hepatocarcinogénesis. Hasta el momento no
existen reportes que describan el papel que desempeina SEMAGBA en el nucleo de
las células, por lo que este dato es valioso en la investigaciéon del desarrollo del
cancer y en concreto del CHC. Sin embargo, en otros tipos de cancer, la
determinacion de la expresiéon de SEMAGA por IHC reveld una localizacion celular

en el citoplasma y nucleo de células provenientes de glioblastoma multiforme. La
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baja expresion de SEMAGA en tumores se asocid con el tiempo de progresion,

diametro del tumor y un peor prondstico de vida [62].

El analisis de la expresiéon de SEMAGA por Western blot revel6 una banda a 98 kDa
con un aumento curso temporal en la hepatocarcinogénesis (Figura 13 y 14).
Dhanabal (2005), expreso el dominio extracelular de SEMAGA del ser humano en
células derivadas de Ovario de Hamster Chino (CHO-K1), posterior a la purificacion;
la proteina migré con un peso ~98 kDa y mostro actividad inhibitoria del VEGF/bFGF
y con ello la migracion de células endoteliales tumorales que expresan SEMAGA de
longitud completa (~120 kDa segun lo reportado por el autor) proveniente del ser
humano. La adicion de SEMAGA extracelular induce cambios morfolégicos en
células HUVEC al regular la organizacion de los filamentos de actina e inhibir la
migracion endotelial [67]. Shen (2018) transfecté SEMAGA de longitud completa, el
dominio extracelular y el dominio citoplasmatico-transmembranal y por Western blot
encontré diferentes bandas donde el dominio extracelular de SEMAGA muestra tres
bandas a ~103 kDa, ~98 kDa y ~70 kDa [65]. Nuestro analisis de expresion de
SEMAGA por Western blot mostré tres bandas a ~98 kDa, ~89 kDa y ~44 kDa, lo
anterior, hace suponer que la proteina detectada en el CHC de la rata podria
corresponder a la region extracelular de SEMAGA. Lo anterior concuerda también
con lo reportado en el inserto del anticuerpo anti-Sema6A (identificado con el cédigo
ab154938 propiedad de abcam®), el cual especifica que el inmundgeno utilizado

corresponde a una region de la parte extracelular de Sema6A.

Observamos un fendmeno interesante, donde la expresion de SEMAGA de 98 kDa
aumento en la hepatocarcinogénesis en la rata, mientras que SEMAGA de 89 kDa
disminuyo significativamente desde las lesiones nodulares de 6 semanas de
tratamiento. Tampoco se sabe si es especifico del CHC o puede encontrarse en
otros tipos de cancer. Es necesaria la investigacion de este fendmeno en el futuro
para determinar si el cambio de perfil de bandas de 98 y 89 kDa tiene alguna

relevancia en la hepatocarcinogénesis.

55



SEMA3B

La proteina SEMA3B es una proteina secretada. Su expresion en tejido normal
(pulmoén, mama y ovario) es alta, pero, disminuye en diferentes tipos de cancer
como: los canceres que provienen de los érganos mencionados anteriormente,
cancer de endometrio y carcinoma de prostata. La SEMA3B inicialmente se
describi6 como una molécula inhibitoria del guiado axonal. Los receptores de
SEMA3B son NRP-1 y NRP-2 en conjunto con PLEXINA1A y PLEXINA3A estas
ultimas son las responsables de la traduccion de senal celular. La SEMA3B se
considera una proteina supresora de tumores cuya expresion aumentada se
relaciona con un mejor prondstico al inhibir la invasion e inducir apoptosis tumoral
[68-70]. Nuestros resultados mostraron que la expresion de Sema3B a nivel de
ARNmM aumento6 en la hepatocarcinogénesis en los dos tipos de ratas analizadas
alcanzando una significancia estadistica en los higados con tumores multinodulares

de 18 semanas.

Castro (2008) report6 que SEMA3B posee actividad inhibitoria sobre la
fosfatidilinositol 3 quinasa PI3K/Akt (regula la supervivencia celular, progresion del
ciclo celular y crecimiento celular). Esta actividad es realizada al competir con el
VEGF-A por el receptor NRP-1 en cancer de pulmoén en células no pequefias y
células de cancer mama MDA-MB-231; por lo que la alta expresién de SEMA3B en
tumores podria resultar en inhibicion de la proliferacién celular y en la induccién de

apoptosis de manera dependiente de NRP-1 [70].

Las siguientes referencias describen aspectos sobre la regulacion se Sema3B en
diversos tipos de cancer: Shani (2017) realizé un andlisis in silico que indicd una
disminucién en la expresion de Sema3B en cancer de mama junto con el factor de
transcripcion GATA3 [69]. Experimentos in vitro demuestran que GATA3 es
promotor positivo de la expresion de Sema3B en células epiteliales mamarias, a su
vez SEMAS3B regula la migracion celular en células de cancer de mama MDA-MB-
231. GATA3 y SEMA3B inhiben la migracion tumoral al regular negativamente los
genes relacionados con la transicion epitelio-mesénquima (EMT) y aumentando la

comunicacioén célula-célula [69]. Hu (2019) por otro lado, observé que la proteina de
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matriz extracelular similar a fibulina, que contiene el factor de crecimiento
epidérmico (EFEMP 1), modula la proliferacién celular y promueve la apoptosis
mediante apoptosis mitocondrial en el CHC al modular la expresion de SEMA3B
[71].

Al interrogar la localizacion histologica de SEMA3B observamos una expresion
conservada en el citoplasma de los hepatocitos desde tejido normal, lesiones
nodulares de 6 semanas hasta tumores multifocales de 22 semanas. Aunque no
existen datos suficientes sobre la localizacion de la proteina SEMA3B en el higado,
Dziobek (2019) reportd una expresion de SEMA3B en muestras de cancer de
endometrio por inmunohistoquimica, observd una expresion reducida en la
membrana de las células [72]; mientras que Guo (2019) observé una expresion en
el nucleo y citoplasma de muestras de adenocarcinoma de cardias gastrico (ACG),
con una prevalencia en el citoplasma de las muestras normales sobre las tumorales
[73].

La expresién de la proteina SEMA3B mostré una disminucién conforme avanzo el
tiempo de hepatocarcinogénesis, alcanzé una significancia estadistica desde las
muestras de 12 semanas y hasta las 22 semanas. Similarmente a nuestros
resultados, Tischoff (2005) analizé la expresion de Sema3B en muestras del CHC y
encontrd una disminucion de la expresion que se correlacionoé con la hipermetilacion
de la region promotora del gen Sema3B [74]. En otros tipos de cancer se han
documentado variaciones en la expresion de SEMA3B; Joseph (2010) observé una
disminucion de la expresion de SEMAB en células de cancer de ovario al
compararlas con la expresion de las células epiteliales de ovario normal proveniente
del ser humano. La sobreexpresion de SEMA3B en células OVCA-420 disminuy?d el
crecimiento celular y la invasividad [68]. Castro (2008) no detectd expresion de
SEMASB en células de cancer de mama y pulmén por Western blot, mientras que
al anadir SEMA3B de manera exdgena indujo una disminucion en la supervivencia
celular y un aumento de la apoptosis [70]. La disminucion de SEMA3B esta

relacionada con el tiempo de progresion del CHC (Figura 10) concuerda con los

57



reportes para diferentes tipos de cancer. Sin embargo, hasta el momento no hay

publicaciones sobre la funcién y relevancia biolégica de SEMA3B en el CHC.

Existen procesos celulares cuyo proposito es mantener un estado de equilibrio entre
las células y su entorno. El dogma central de la biologia sostiene que el flujo de
informacion va de ADN a ARN y finalmente a proteina, pero existe una incertidumbre
en la correlacion entre los niveles de ARNm y los niveles de proteina. Estos genes
muestran una discrepancia entre la expresion de ARNm vy el nivel de proteina;
evidenciando la importante funcién de los procesos de regulacion postranscripcional
(proteinas de union al RNAm, modificacion de ARN y regulaciones de microARN) y
traduccional (control global y regulacion especifica) [75, 76]; sin embargo, aun no
esta claro en qué momentos del proceso y hasta qué grado, contribuyen cada uno

de los procesos de regulacion [77].

La discrepancia entre ARNm y proteina se ha logrado observar mejor con el
mejoramiento de la tecnologia que permite observar la diferencia cada vez mas
precisa; en la literatura se encuentran reportados diversos genes con esta
discrepancia. Wang (2009) analizé la expresion de la enzima convertidora de
angiotensina intrarrenal (ECA) y la ECA tipo 2 en area tubulointersticial en pacientes
con nefropatia diabética; la expresion de ARNm aumenté en ambos genes, pero
ACE a nivel de proteina no cambio con respecto a sus controles sanos, mientras
que, ACE2 disminuy6 al compararlos con controles sanos [78]. Por otra parte,
Thanhaei (2018) describid una discrepancia en la expresion génica de la proteina 5
que contiene el dominio de union de fribronectina tipo Il (Fndc5); esta discrepancia
es causada por miARN que se dirigen a Fndc5, desempefiando un papel importante
en la regulacion de la cantidad de proteina en el sistema nervioso central de rata y
raton [79]. Actualmente, el mecanismo por el cual se regula la expresion génica aun

no esta claro.

La discrepancia que existe entre el aumento de expresion de Sema3B a nivel de
ARNmMm y los niveles disminuidos de proteina SEMA3B probablemente se deban las

alteraciones en los mecanismos moleculares desregulados en la carcinogénesis.
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Estos mecanismos incluyen desregulaciones postraduccionales o alteraciones en la

regulacion de la traduccion [80, 81].

El estudio de enfermedades en modelos animales tiene como reto recapitular las
patologias del ser humano. Esto se debe a que, la rata tiene un metabolismo similar
al ser humano [82]. La rata es el mejor modelo para estudiar el cancer debido a los
mecanismos genéticos similares que llevan a desarrollar cancer. Actualmente, se
han desarrollado cepas de ratas mediante la crianza selectiva de individuos que
expresan caracteristicas deseadas, creando asi una gran cantidad de modelos
genéticos con caracteristicas que se pueden aprovechar en la investigacién de

patologias [83].

La cepa de ratas Wistar se utiliza en modelos de diversas areas de investigacion
incluyendo toxicologia y oncologia. Estudios longitudinales para observar la
incidencia de tumores espontaneos en esta cepa de rata concluyen que es
resistente a carcinogénesis a pesar de ser una rata con altas tasas de supervivencia

al ser compradas con ratas Sprague - Dawley y Fischer 344 [84].

En ratas Fischer 344 se han utilizado en diferentes modelos como: toxicologia,
estudios de envejecimiento y cancer. Entre los estudios de cancer destacan los
modelos con mutaciones en TP53 [82]; al estudiar su genoma se ha encontrado a

las ratas Fischer 344 como una cepa de rata susceptible a desarrollar el CHC [85].

En general, la comparacion de ARNm en ratas Fischer 344, sensible a la
carcinogénesis y ratas Wistar, resistente a la carcinogénesis, fueron similares. De
manera general, la discrepancia entre los niveles de proteinas y la expresién de
ARNmM evidencian mecanismos de regulacion de las semaforinas y sus receptores
que requieren ser investigados, asi como las funciones que desempenan en

procesos que incluyen la carcinogénesis.

59



Conclusiones

1.

Se confirmé cuantitativamente el aumento en la expresion de los genes
Sema3B, Sema3E, SemabA, PIxnD1, PIxn3A, Nrp-1y Nrp-2 en el modelo de
hepatocarcinogénesis descrito por Schiffer.

El desarrollo de la hepatocarcinogénesis mediante en el modelo descrito por
Schiffer, es semejante entre las ratas Fischer 344 susceptible a
carcinogeénesis y Wistar, resistente a desarrollar carcinogénesis.

El aumento en la expresidn génica de las semaforinas (Sema3B, Sema3E,
SemabA), plexinas (PIxnD1 y PIxn3A) y neuropilinas (Nrp-1 y Nrp-2) fue
consistente a las 18 semanas, considerada como etapa tumoral, para las dos
cepas de ratas analizadas.

No se observaron cambios en la expresion de la proteina NRP-1, mientras
que la proteina SEMA3B disminuyé desde la semana 6, considerado como
etapa temprana de la hepatocarcinogénesis.

Se observo un cambio en el perfil de la expresion de SEMAGA, este perfil se
invierte de manera curso temporal, y la proteina correspondiente a 89 kDa
de SEMAGA disminuyé desde etapas tempranas.

La localizacion histolégica de SEMA3B y NRP-1 se observo en el citoplasma
de los hepatocitos en muestras hepaticas normales y en muestras del
protocolo de hepatocarcinogénesis

SEMAGA se observo en el nucleo de los hepatocitos en el higado normal y
en las muestras de 6 a 18 semanas del protocolo de hepatocarcinogénesis,
mientras que para la semana 22 se observo en el citoplasma de los
hepatocitos.

No se encontrd una relacion entre el nivel de ARNm y los niveles de proteina,
mostrando una desregulacion de los productos génicos de las semaforinas,

plexinas y neuropilinas en el desarrollo del carcinoma hepatocelular.
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Perspectivas

Los resultados muestran que las semaforinas y sus receptores estan presentes en
el desarrollo del CHC; debido a que algunas de las semaforinas se excretan o sufren
escision, se sugiere realizar un analisis de estas proteinas en plasma o en suero. Y

asi determinar su presencia en sangre periférica.

Debido a que en la determinacion de la localizacién histolégica de las semaforinas
se esperaba una localizacion en la membrana de los hepatocitos, se sugiere realizar
analisis compartamentalizado de nucleo, membrana y citoplasma para confirmar su

localizacion.

Se sugiere seguir investigando para conocer el papel que desempefian las
semaforinas en la hepatocarcinogénesis; asi como los mecanismos que regulan su

expresion a nivel de proteinas.
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