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Abreviaturas

Wnt Determina el fenotipo “wingless” en Drosophila
TGF Factor de crecimiento transformante
BMP Proteina morfogénica 6sea
APC Adenomatous poliposis coli
HIF Factor inducible por hipoxia
IPAS Proteina con dominio inhibidor PAS
pVHL Proteina von Hippel-Lindau
FIH Factor inhibidor de HIF
PI3K Fosfatidilinositol 3-cinasa
Akt Proteina cinasa B
mTOR Blanco de rapamicina en mamiferos
IGF Factor de crecimiento parecido a insulina
PDGF Factor de crecimiento derivado de plaquetas
MDM2 Minuto doble de ratén 2
Hsp90 Proteina de choque térmico 90
PKC Proteina cinasa C
RACK1 Receptor para la proteina cinasa C activada
VEGF Factor de crecimiento endotelial-vascular
GLUT1 Transportador de glucosa 1
TCFa Factor de necrosis tumoral a
MAX Proteina X de asociacion a MYC
MAD Proteina de dimerizacién con MAX
Cdc25A Homoélogo A de division del ciclo celular




Cdk Cinasa dependiente de ciclinas
Cyc Ciclina

PDK1 Piruvato deshidrogenasa cinasa 1
Sp1 Proteina especifica 1

Nbs1 Nibrina

MRE11A Proteina reparadora de doble hebra 11

RAD50 Proteina de reparacion de DNA 50

HRE Elementos de respuesta a hipoxia




Resumen

El céncer colo-rectal es el tercer tipo de cédncer mas comuin en el ser humano,
probablemente debido a que la tasa de renovacion del epitelio intestinal es muy alta
haciéndolo susceptible a la transformacion maligna.

Los factores inducibles por hipoxia (HIF's) son mediadores esenciales de las rutas de
sefalizacion sensibles a oxigeno de la célula que regulan multiples fases de la
tumorogénesis. Rutas de sefalizacion mediadas por HIF tienen influencia en la
adaptacion metabdlica, eritropoiesis, angiogénesis, tono vascular, crecimiento,
diferenciacion celular, sobrevivencia y apoptosis. Todos estos factores son criticos tanto
en el desarrollo como en la fisiologia de tumores malignos. HIF es un factor
transcripcional heterodimérico compuesto de dos proteinas (subunidad o y subunidad f3)
de tipo hélice-giro-hélice de la familia PAS. En mamiferos existen tres genes que
codifican subunidades HIFo: HIF-1a, HIF-2a (que son funcionales y se regulan de
manera similar) y HIF-3a cuyo papel fisiolégico no se conoce del todo. Las
subunidades HIFa, al igual que la subunidad HIFp, se transcriben y se traducen de
manera constitutiva; pero a diferencia de HIFf, su vida media y su estabilidad dependen
de la disponibilidad de oxigeno en la célula. Bajo condiciones de normoxia, las
subunidadedes de HIFa tienen una vida media muy corta ya que son degradadas
rapidamente via ubiquitinacion y actividad proteosémica mediada por el factor pVHL
que es un componente del complejo ubiquitin ligasa E3. En condiciones de hipoxia, la
proteina HIFa logra escapar de la lisis por proteosomas lo cual permite su acumulacion
y translocacion al nucleo donde se dimeriza con HIFp. El heterodimero HIFo/p se une a
la region HRE de las secuencias promotoras o de los “enhancers” de los genes blanco.
Ademas de la ruta dependiente de oxigeno, la estabilidad y degradacion de HIFa
también se regula de manera independiente de oxigeno.

Se ha visto que HIFa puede estar sobre-expresado en diferentes tipos de cancer. La
sobre-expresion de HIFa ocurre en el cancer como una respuesta a estimulos tanto
fisiologicos (hipoxia) como patologicos (mutaciones). Varios eventos caracteristicos de
la sobrevivencia tumoral como es la angiogénesis, la metastasis, la proliferacion y el
metabolismo glicolitico, estan controlados por genes blancos de la ruta HIF.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar el papel que juega el factor inducible por
hipoxia en el mantenimiento del fenotipo maligno de las lineas celulares cancerosas de
colon en cultivo (RKO, SW-480 y HT-29). Se vio que tanto HIF-1a como HIF-2a estan
sobre-expresadas y presentes en el nticleo de las lineas celulares estudiadas, atn en
condiciones de normoxia. Se realiz6é un “knock-down” de estas dos proteinas mediante
siRNA en la linea celular cancerigena de colon RKO y se vio que las células con el
“knock-down” de HIF-la pero no HIF-2a disminuyen la produccion de lactato a
comparacion de la contraparte control. El lactato es el producto final de un metabolismo
alterado conocido como el efecto Warburg que es uno de los sellos caracteristicos de las
células cancerosas. Este fenotipo no solo confiere ventajas adaptativas a ambientes
hipoxicos de los tumores, sino que también impacta directamente la progresion maligna.
Por otro lado también encontramos que las células con “knock-down” tanto de HIF-1a
como de HIF-2a tienen una tasa de apoptosis elevada en comparacion con las células
control, lo que sugiere que en esta linea celular de cancer de colon, HIF tiene un papel
anti-apoptotico. Ademas también encontramos que tanto HIF-1o como HIF-2a estan
involucrados en la capacidad de migracion e invasion de las células RKO.

Los resultados de este trabajo indican que HIF es muy importante para el
mantenimiento del fenotipo maligno de las células cancerigenas de colon estudiadas.



Capitulo 1. Introduccion

1.1 ESTRUCTURA DEL COLON

El tracto intestinal de los mamiferos estd formado por una monocapa de células
epiteliales organizadas en una estructura bidimensional plegada en crestas y en
invaginaciones denominadas criptas de Lieberkiihn. Las células epiteliales del colon
estan sujetas a una continua renovacion y se originan a partir de células troncales
durante toda la vida del organismo. Asi, en la base de las criptas proliferativas residen
las células troncales las cuales dan origen a las células hijas que migran hacia arriba,
después de experimentar dos o tres ciclos de division, las células se diferencian en
linajes de absorcion (enterocitos) o en células secretoras de hormonas o mucus.
Finalmente, al alcanzar la punta de las crestas intestinales, las células degeneran por
apoptosis y son desprendidas en el lumen del intestino para su remocion [1,2]. La
homeostasis del epitelio intestinal, por tanto, se fundamenta en el balance preciso entre
proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis, por lo que representa un atractivo
modelo para el estudio integrado de la homeostasis de estos procesos celulares. La
evidencia experimental actual indica que la ruta de sefializacion “Wnt” es la fuerza

principal en el control de esta homeostasis, y que cuando esta alterada se produce cancer

[1,2]. (Fig. 1)
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Fig.1. Estructura del tracto intestinal A) Estructura del intestino grueso en donde se
ve que las células troncales residen en el fondo de las criptas. Las células progenitoras
surgen por divisiones mitoticas y después de experimentar dos o tres ciclos de
proliferacion, van siendo empujadas hacia la parte superior de la cripta en donde se
diferencian en dos linajes principales: secretor y absortivo. B) Las principales rutas de
sefalizacion que regulan el mantenimiento del estado indiferenciado (Wnt) y la
diferenciacion (TGF-f y BMP) se muestran a la izquierda y a la derecha se muestra
coémo por division asimétrica se generan dos células hijas distintas: una célula troncal y
otra progenitora que después de proliferar se diferencia [22].



1.2 CANCER DE COLON

Los tumores de tipo colorectal se encuentran entre las formas de neoplasias mas
frecuentes [3] probablemente debido a que la tasa de renovacion del epitelio intestinal, a
expensas de las células troncales, es extraordinariamente alta haciéndolo susceptible a la
transformacion maligna. Diversos estudios han demostrado que en un numero
abrumador de casos de cancer colorectal se presentan mutaciones en proteinas que
forman parte de la via Wnt [3, 4], generalmente en la proteina supresora tumoral APC
(Adenomatous Poliposis coli).

El cancer colorectal (CRC) es el tercer tipo de cancer mas comuin. Esta
fuertemente asociado a componentes sociales y geograficos y en los paises
desarrollados llega a representar el 11% de todos los casos. Este tipo de cancer se divide
en dos categorias: el derivado de polipos, con un componente hereditario (los pacientes
con historia de poliposis adenomatosa familiar representan el 20% de los casos, en
donde aproximadamente un 5-10% es una herencia autosémica dominante), y el cancer

colo-rectal espontaneo, nopoliposo [22].

1.3 FACTORES INDUCIBLES POR HIPOXIA (HIF's)

Los factores inducibles por hipoxia (HIF’s) son mediadores esenciales de las
rutas de sefalizacion sensibles a oxigeno de la célula, que regulan multiples fases de la
tumorigénesis. Las rutas de sefializacion mediadas por HIF’s tienen influencia en la
adaptacion metabdlica, eritropoiesis, angiogénesis, tono vascular, crecimiento,

diferenciacion celular, sobrevivencia y apoptosis. Todos estos factores son criticos tanto
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en el desarrollo como en la fisiologia de tumores malignos [5, 6]. HIF se identificd
originalmente como un regulador crucial de la expresion de la eritropoietina en
respuesta a bajas concentraciones de oxigeno [7]. Desde entonces, se ha encontrado que
se asocia a un gran nimero de promotores de genes que regulan la respuesta al estrés de

deficiencia de oxigeno.

HIF es un factor de transcripcion heterodimérico compuesto de dos proteinas
(subunidad alfa y subunidad beta) de tipo hélice-giro-hélice de la familia PAS
(homologo a Per-Arnt-Sim). Las subunidades HIF-a son reguladas por hipoxia. La
hipoxia ocurre cuando las concentraciones de oxigeno disponibles en la sangre son
menores del 5%. En mamiferos existen tres genes que codifican subunidades HIFa:
HIFla, HIF2a y HIF3a (Fig. 2A). Las tres subunidades alfa estan codificadas en
diferentes locus y bajo la regulacion de diferentes promotores. Se sabe que HIF-1a y
HIF-20 son funcionales y se regulan de manera similar, mientras que el papel
fisiologico de HIF-3a no se conoce del todo [8]. Un “splicing” alterno de HIF-3a genera
la proteina IPAS (proteina con dominio inhibitorio PAS). La expresion de ésta es
inducida por hipoxia y funciona como una asa de retroalimentacion negativa de la ruta
ya que se une a HIF-o impidiendo de esta manera que se forme el dimero HIFo/f
funcional [9]. Las subunidades alfa se transcriben y se traducen de manera constitutiva,
pero su vida media y su estabilidad dependen de la disponibilidad de oxigeno en la
célula. Las subunidades o contienen un dominio de degradacion dependiente de
oxigeno (ODD) tnico, que controla su estabilidad y degradacion, al igual que dos
dominios de trans-activacion CAD (dominio trans-activacional C-terminal) y NAD

dominio trans-activacional N-terminal) [10].
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La subunidad HIF-B (ARNT) también cuenta con tres isoformas funcionales las
cuales son proteinas nucleares de expresion constitutiva no inducibles por cambios en
las concentraciones de oxigeno. Mientras que ARNT1 y ARNT3 se expresan en todos
los tejidos, ARNT2 es de expresion especifica y esta restringida a tejidos adultos del
cerebro y los rifiones [11 y 12] (Fig. 2A).

Las proteinas HIF cuentan con un dominio bHLH de uniéon al DNA y un
dominio PAS de dimerizacion. Bajo hipoxia, el heterodimero o/f se une a una
secuencia pentanucleica central [5°-(A/G)CGT(G/C)-3’] de los genes blanco, que se

encuentra dentro de los elementos de respuesta a hipoxia (HREs) de estos genes [11]

(Fig. 2B)
A)
BHLH PASA PAS B 0ODDD  NAD D CAD
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Figura 2. Estructura de los factores transcripcionales HIF. A) Se sefialan los
dominios y en algunos casos el porcentaje de identidad entre ellos: dominio de unién al
DNA (bHLH), dominio de dimerizacion (PAS), dominio de degradacion dependiente de
oxigeno (ODD), dominio de transactivacion N-terminal (N-TAD) y el dominio de trans-
activacion C-terminal (C-CAD). B) Dimerizacion de HIF y su unién a los elementos de
respuesta a hipoxia en el DNA [21].
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1.3.1 Regulacién dependiente de oxigeno

Bajo condiciones de normoxia (la concentracion fisiologica de dxigeno es de 4 —
40 uM), las subunidades HIFa se expresan constitutivamente, al igual que HIFp, pero a
diferencia de esta HIFa tienen una vida media muy corta, ya que son degradadas
rapidamente via ubiquitinacion y actividad proteosémica mediada por el factor pVLH
(proteina von Hippel-Lindau), que es un supresor de tumores componente del complejo
ubiquitina ligasa E3 [10]. El reconocimiento de HIFa por pVLH durante condiciones de
normoxia, esta mediado por la hidroxilaciéon de dos residuos de prolina en HIFa
catalizada por tres prolil hidroxilasas paradlogas: PHD 1-3. Estas enzimas son
dioxigenasas no-heme-Fe(Il) que utilizan oxigeno y 2-oxoglutarato como co-sustratos y
hierro y ascorbato como co-factores para romper moléculas de oxigeno. Un atomo de
oxigeno es insertado en el péptido HIF-a en el residuo de prolina, mientras que el otro
reacciona con 2-oxoglutarato dando lugar a succinato y CO, como productos [13]. Los
residuos de prolina que se hidroxilan bajo condiciones de normoxia se encuentran
dentro del dominio ODD de las subunidades alfa (prolina 402 y 564 en HIF-1o humano
y prolina 405 y 531 en HIF-2a humano) [14] (Fig 3).

Bajo condiciones de hipoxia, la hidroxilacion de prolina es suspendida, por lo
tanto la proteina HIF-a logra escapar de la lisis por proteosomas lo cual permite su
acumulacion y translocacion al nticleo en donde se dimeriza con HIF-1f. La subunidad
alfa cuenta con dos sefales de localizacion nuclear: aminoacidos 17 — 33 dentro del
dominio bHLH y aminoacidos 718 — 721 dentro del dominio CAD (para HIF-1a), las
cuales le permiten translocarse al nucleo y ahi formar el dimero funcional con HIFf
[15]. El heterodimero HIF se une a la region HRE de las secuencias promotoras o de los
“enhancers” de los genes blanco [6]. El heterodimero HIF activa la expresion de genes

mediante el reclutamiento de cofactores (p300/CBP) (Fig 3).
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Figura 3. Regulacion dependiente de oxigeno de HIF-a. En condiciones de normoxia
la proteina HIFa es hidroxilada por la enzima PHD, lo cual sefializa su ubiquitinacion y
posterior degradacion. Bajo condiciones de hipoxia las enzimas PHD se inactivan, HIFa
se acumula y transloca al nucleo en donde se une con HIFB para formar el factor de
transcripcion activo. El factor de transcripcion HIF regula la expresion de genes
involucrados en: angiogénesis, eritropoiesis, metabolismo de glucosa, regulacion de pH,
metastasis e invasion entre otras.

Las interacciones entre HIF y los cofactores de transcripcion también es regulada de
manera dependiente de oxigeno, por una asparagil-hidroxilasa FIH. FIH usa oxigeno
para hidroxilar la asparagina (Asn 803 en HIF-1a y Asn 851 en HIF-2a humano) dentro
del dominio transcripcional C-terminal (CAD), impidiendo de esta manera la union de
p300. En contraste con la hidroxilacion de prolina que inhabilita la interaccion proteina-

proteina, la hidroxilaciéon de asparagina evita el reclutamiento de proteinas co-

activadoras de la transcripcion [16] (Fig 4).
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Figura 4. Regulacién de HIF por proteina inhibidora de HIF (FIH). La enzima FIH
en presencia de oxigeno hidroxila un residuo de asparagina dentro del dominio CAD lo
cual impide la unién de co-activadores de transcripcion como p300/CBP. En
condiciones de hipoxia esta enzima es inactivada lo cual permite el reclutamiento de co-
activadores y por ende la activacion completa del factor transcripcional HIF [21].

Las dos enzimas sensoras de oxigeno, PDH y FIH, cuentan con Km diferentes; FIH
tiene una afinidad mas alta por el oxigeno (Km = 90 uM) mientras que las PHD tienen
una afinidad mas baja (Km = 250 uM). Debido a esto, las PHD se van a inactivar como
una primera respuesta a hipoxia permitiendo la estabilizacion de la proteina HIFa,
mientras que la enzima FIH va a seguir funcionando limitando la actividad
transcripcional de HIF. A medida que las condiciones de hipoxia aumenten, y las
concentraciones de oxigeno disponible disminuyan, FIH también se inactivara,
permitiendo de esta manera una completa activacion de HIF como factor transcripcional
[17]. Tomado en cuenta esto y resaltando que FIH hidroxila un residuo de asparagina
dentro del domino CAD y no del TAD, se ha sugerido que los dos dominios de trans-

activacion tienen diferentes funciones. En apoyo a esto, se ha visto que el dominio TAD

es el que define la especificidad de los genes blanco de HIF-1a y HIF-2a [18] (Fig5).
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Figura 5. Activacion secuencial de los dominios de transactivacion de HIFa en
respuesta a las concentraciones de oxigeno. A medida que las concentraciones de
oxigeno disminuyen, las enzimas PHD del citosol pierden primero su actividad
catalitica, pero FIH sigue hidroxilando y inhibiendo el dominio CAD en el nucleo. Esto
lleva a la estabilizacion de la proteina HIFa y a la activacion de solo uno de sus
dominios de transactivacion, TAD. Cuando las concentraciones de oxigeno disminuyen
aun mas, FIH es inactivado lo cual permite la activacion del dominio CAD y la
completa activacion del factor de transcripcion HIF [21].
1.3.2 Regulacién independiente de oxigeno

Ademas de la ruta dependiente de oxigeno, la estabilidad y degradacion de HIFa
también se regula de manera independiente de oxigeno. Con respecto a esto, se ha visto
que las proteinas HIFa pueden ser estabilizadas de manera dependiente de especies
reactivas de oxigeno (ROS). La inhibicién de la produccion de ROS por parte de la
mitocondria bloquea la estabilizacion de las proteinas HIFa. Aunque todavia no se sabe
de manera concreta como se da esta inhibicion, se ha visto que elevados niveles de H,O,
inhiben a las PHD ya que disminuyen la disponibilidad de Fe?, que es necesario para la
hidroxilacion. [19]. Estudios genéticos muestran que la perturbacion del complejo 111
(citocromo c¢) de la cadenas transportadora de electrones, también bloquea Ia

estabilizacion de HIFa, pero que la perturbacion del complejo IV de esta cadena no

tiene el mismo efecto. Estos datos sugieren que la respiracion no es requerida para la
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estabilizacion de HIFa pero que el paso de electrones al citocromo c si lo es. Esto

vuelve a sefialar la importancia de ROS y no tanto del consumo de oxigeno [20].

Existe evidencia de que la via PI3K/Akt regula la actividad de HIF de una
manera dependiente de mTOR, y que mTOR regula la traduccion del mRNA de HIFa
[23]. Muchos factores de crecimiento tienen efectos positivos en el sistema HIF. La
sintesis de la proteina HIFa puede ser inducida por diferentes hormonas, factores de
crecimiento y citocinas, como la insulina, factor de crecimiento parecido a insulina
(IGF) y PDGF. P42/44 (Erk1/2) son cinasas activada por mitégenos (MAPK) que han
sido implicadas en la fosforilacion de HIFa dentro de los dominios de transactivacion,
lo que permite que los coactivadores CBP y p300 se unan con mayor afinidad a HIF [24
y 25] (Fig. 6).

Ademas de la via de ubiquitinacion mediada por pVHL, se ha visto que existe
otra manera, independiente de pVHL, de ubiquitinacion de la subunidad a y su
consecuente degradacion. El supresor tumoral p53 es capaz de unirse a HIFa, esta union
recluta a MDM2, una ubiquitin ligasa, lo cual resulta en su degradacion proteosomal.
Congruente con esto se ha visto que la pérdida de p53 en células tumorales aumenta los
niveles de HIFa [26] (Fig. 6).

En el citoplasma, HIFa estd unido a la proteina de choque-térmico 90 (heat
shock protein 90, Hsp90) y esta asociacion promueve la estabilidad de la subunidad
alfa. Cuando la proteina Hsp90 es desplazada por sus inhibidores, el receptor de la
proteina cinasa C activado (RACK1) se puede unir a HIFa, lo cual promueve la unién de

la maquinaria de ubiquitinacion y potencia de esta manera la degradacion de HIFa [27].
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Figura 6. Diferentes niveles de regulacion de HIF. Ademas de la regulacion
dependiente de oxigeno se muestra como esta proteina se puede regular de manera
independiente de oxigeno.

1.4 HIF Y CANCER

Varios eventos caracteristicos del desarrollo y la sobrevivencia tumoral como es

la angiogénesis, la metastasis, la proliferacion y el metabolismo glicolitico, estan

controlados por genes blanco que a su vez responden a la activacion dependiente de HIF

[28]. La adaptacion a hipoxia parece ser un paso importante en la progresion tumoral.

Una importante adaptacion a hipoxia es el efecto Warburg: reducida oxidacion

mitocondrial, una glucolisis aumentada y produccion excesiva de acido lactico, aun bajo

condiciones aerobicas (Fig. 7). Esto favorece la supervivencia en los microambientes

con hipoxias frecuentes encontrados en los tumores, e impacta directamente en la

progresion maligna. El efecto Warburg representa una de las caracteristicas maés

universales de los tumores solidos [5]. De hecho, esta caracteristica se ha aprovechado
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para el diagndstico de pacientes con cadncer mediante el PET (Tomografo por emision

de positrones) al incorporar las células malignas avidamente [*H]-2-D-glucosa.

Tejido diferenciado Tejido proliferativa
- A g - ﬁ
- 0,
Glucosa Glucosa Glucosa
O, Piruvato Q. Piruvato
Firuvato
5%/ \85%
Lactato 7 ! Lactato
Lacrate l
CO.
Fosforilacion Glucolisis Glucolisis
oxidativa anaerdbica aerdbica
. (efecto Warburg)
36 mol ATP/mol glucosa 2 mal ATF/mal glucosa

&4 mal ATR/maol glurnsa

Figura 7. El efecto Warburg. Caracteristico, practicamente, de todos los tumores
solidos. Consiste en una reducida oxidacion mitocondrial, una glucoélisis aumentada y
produccion excesiva de acido lactico, atin bajo condiciones aerdbicas [5].

La metastasis es una caracteristica decisiva del cancer y también es promovida
por la hipoxia tumoral. Es un proceso coordinado en donde las quimiocinas dirigen la
migracion celular, las moléculas de adhesion promueven el anclaje en diferentes
organos y las proteasas y otras enzimas secretadas, degradan o alteran la matriz
extracelular. Estudios en cancer de mama, rifion y colon muestran que el receptor de
quimiocinas CXCR4, un mediador de metastasis, es inducido por HIF [29]. Por otro
lado, también se ha observado en tejidos epiteliales de pulmdn que las metaloproteinas
de matriz (MMP) 2 y 9 también son reguladas por hipoxia [30]. Otro mediador de la
metastasis es la lisil oxidasa; esta enzima altera los componentes de la matriz

extracelular como la elastina y el colageno, y su inhibicion bloquea in vitro la migracion
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e in vivo la metastasis desde el xendgrafo subcutaneo o después de la inyeccion en la
vena de la cola en raton. Esta enzima también es inducida por HIF [31].

La sobre expresion de HIF-a ocurre en el cancer como una respuesta a estimulos
tanto fisioldgicos (hipoxia) como patoldgicos (mutaciones). La actividad de HIF puede
ser inducida en células tumorales mediante la activacion de la ruta de sefializacion
PI3K/Akt o la pérdida de pVHL [21]. Las alteraciones en las rutas metabolicas que
afectan la actividad de las PHD también puede promover la estabilizacion de HIFa en
normoxia. Como ya se menciond anteriormente, las enzimas PHD requieren de 2-
oxoglutarato como sustrato y acido ascorbico como co-factor para catalizar la
hidroxilacion de HIFa, y como producto de esta reaccion obtenemos succinato y
bioxido de carbono ademés de la hidroxilacion de los residuos de prolina. La
inactivacion de la fumarato hidratasa promueve la estabilizacion de HIFa debido a la
inhibicion de las PHD por el fumarato, el cual compite con el 2-oxoglutarato por la
union al sitio activo. Esto se ha visto en canceres renales hereditarios. De manera
similar, la inactivacion de la succinato deshidrogenasa, que ocurre en algunos canceres
renales, de tiroides y de colon, conlleva a la acumulacion de succinato y a la inhibicion
de las PHD [32].

La traduccion de RNAm de HIFo es mediada por mTOR, como ya se ha
mencionado anteriormente. Por lo tanto, la expresion de HIFa en normoxia puede ser
promovida por fallas en la regulacion de mTOR; un aumento en la traduccion de esta
proteina sin sufrir cambios en su degradacion, da como resultado un aumento neto en la
cantidad de proteinas HIFa presentes en la célula. Esto ocurre de manera frecuente en
todos los tumores que presentan una hiperactivacion de los receptores tirosina-cinasa, y
por ende de la traduccion, al igual que en tumores que presentan otras mutaciones que

afecten la via mTOR [33].
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Ademas de sus genes blancos directos, HIF puede regular a los factores
transcripcionales Notch y c-Myc. Se ha visto que HIF-1a necesita a Notch y a sus genes
blanco en modelos de diferenciacion inducida por hipoxia en musculo y en células
neuronales. HIF-1a interacttia de manera directa con el dominio intracelular de Notchl,
aumentando su vida media y su actividad transcripcional [34]. Por otro lado, y como se
va explicar con mas detenimiento posteriormente, HIF-1a, inhibe directamente a c-Myc
causando la activacion de p21 y p27. Los blancos de c-Myc involucrados en la
reparacion “mismatch” del DNA (mal apareamiento del DNA) también son modulados
por HIF-1a, sugiriendo de esta manera que HIF estd involucrado en la inestabilidad
genética inducida por hipoxia. HIF-2a, por otro lado, parece tener un efecto totalmente
diferente en c-Myc. Se ha visto que HIF-2a promueve la actividad transcripcional de c-
Myc [35y 36].

La sobre expresion de HIF se ha detectado en mas del 90% de canceres de colon,
pulmon y prostata analizados, mientras que no se detecta expresion en los tejidos
normales correspondientes. HIF parece ser esencial para la vascularizacion y otros

aspectos de la progresion tumoral [37].

1.5 HIF-1a VERSUS HIF-2a

Los dimeros HIF10/ARNT y HIF2a/ARNT son los principales factores que
regulan la respuesta a hipoxia. Las proteinas HIF-la y HIF-2a tienen muchas
similitudes tales como la estructura funcional de sus dominios, ya que ambas contienen
el dominio de union a DNA, el de dimerizacion en su extremo N-terminal y el dominio

de transactivacion C-terminal. El extremo C-terminal también es similar entre estas dos
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proteinas y estd subdividido en un dominio de activacion N-terminal (NAD), que se
sobrepone con el dominio ODD, y un dominio de trans-activacion C-terminal (CAD).
[38]

HIF-1a. y HIF-2a exhiben homologias significativas en varias regiones:
comparten un 85 y 70% de identidad en sus dominios de union a DNA y dominio de
dimerizacién, respectivamente. Los aminoacidos que rodean los dos residuos de prolina
sensibles a oxigeno (30 ad) son altamente conservados entre las dos subunidades a (70%
de similitud). El dominio CAD comparte un 69% de identidad mientras el dominio
TAD un 40%. [39] (Fig. 2A). Estas homologias proporcionan la base molecular para
explicar varias propiedades comunes de HIF-1a y HIF-20. Los dos usan a ARNT
(HIFB) como compaiiero de dimerizacion, la estabilidad de las dos proteinas se regula
de manera similar dependiente de oxigeno, y la actividad transcripcional del dominio
CAD en los dos casos es regulada por FIH. En estudios recientes se ha demostrado que
HIF-1a y HIF-2a regulan la expresion de genes tanto comunes como especificos de
cada subunidad. Los genes que codifican para las enzimas glicoliticas como la piruvato
deshidrogenasa cinasa(PDK), fosfoglicerato cinasa (PGK), lactato deshidrogenasa A
(LDA), entre otros, son regulados de manera especifica por HIF-1a.. Mientras que otros
genes son especificos de HIF-2a, como Oct4, ciclina D1 (CycD1), el factor de
crecimiento transformante o y  (TGF-a y TGF-B), entre otros. Pero la mayoria de los
genes blanco de HIF son regulados tanto por HIF-1a como por HIF-2a, incluyendo al

gen que codifica para el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el

transportador de glucosa 1 (GLUT1) [40] (Fig. 8).
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Figura 8. HIF-1a vs HIF-2a. Los genes especificos HIF-1a estan involucrados en la
glicolisis y apoptosis, mientras que los genes especificos de HIF-20 regulan la
proliferacion y la diferenciacion. Las dos proteinas regulan la transcripcion de genes
involucrados en angiogénesis, invasion y metastasis.

Se ha reportado que el dominio TAD es el que confiere la especificidad de genes
blanco mientras que el dominio CAD promueve la expresion de genes comunes para
HIF-10 y HIF-2a. [38]. También se ha visto que la expresion de las dos subunidades es
dependiente de tejido al igual que la regulacion de la transcripcion de genes blanco.
Mientras que HIF-la se expresa de manera mas frecuente en todos los tejidos, la
expresion de HIF-2a es tejido especifica. La expresion de HIF-2a se limita al endotelio,
rifidn, corazon, pulmon, epitelio gastrointestinal y a algunas células del sistema nervioso
central [41]. En algunos tejidos, HIF-la puede regular de manera preferencial la
expresion de unos genes, mientras que en otros tejidos esos mismos genes son regulados
de manera preferencial por HIF-2a. Por ejemplo, la expresion de Glut-1 en las células
Hep3B (células de hepatoma humano) y en las c€lulas troncales embrionarias de raton,
esta regulado por HIF-20, mientras que en las células 786-O (células de carcinoma de

higado) y en las células WT8 (células de carcinoma renal) es regulado por HIF-1a. [38

y 42]

23



Los estudios “knockout” de HIF-lo en raton, muestran un mal desarrollo
cardiovascular y letalidad en E10.5 [43 y 44]. Mientras que la pérdida de HIF-2a
conlleva a una serie de fenotipos, dependientes del contexto genético del ratonm,
incluyendo la letalidad embrionaria debida a defectos vasculares y de bradicardia,
letalidad perinatal debida a la incorrecta maduracion de pulmones, y la letalidad
embrionaria y postnatal causada por un falla de o6rganos multiple y disfuncion

mitocondrial [45 y 46].

Las diferencias de los genes blanco y de los fenotipos de ratones “knockout”
sugieren que HIF-2a promueve un fenotipo distinto en los tumores que lo expresan que
en los tumores que expresan solo HIF-la. Esto ha sido observado en tumores del
sistema nervioso central, colo-rectales, de pulmoén y de cabeza y cuello, en donde la
expresion de HIF-2a estd mas fuertemente asociada al mal prondstico en pacientes que
la expresion de HIF-loa. También se ha visto que HIF-200 de manera preferente
promueve la tumorigénesis debido a un aumento en la proliferacion; probablemente por
una aumentada expresion de TCFa y CycD1 (ciclina D1) [47]. Ademas de que HIF-2a,

como se describe posteriormente colabora con c-Myc.

1.6 c-Myc

Como se menciono en la introduccion, la ruta de sefializacion Wnt es la fuerza
principal en el control de la homeostasis del epitelio intestinal, y cuando est4 alterada se
produce cancer. Los programas de expresion génica generados por los ligandos Wnt

estan involucrados en proliferacion, al promover la transcripcion de genes tales como c-
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Myc y CycD1. c-Myc es un proto-oncogene que fue identificado como blanco de la via
Wnt en estudios in Vvitro en lineas celulares de cancer de colon y en el epitelio de las
criptas intestinales tras la delecion de APC in vivo [48 y 49]. En la homeostasis
intestinal, Myc es esencial en la formacion de las criptas intestinales y al ser un gen bajo
el control Wnt (TCF4-Bcatenina) en intestino, se asocia con el mantenimiento de las
células troncales madre [50]. Myc es un factor transcripcional que regula mas del 15%
de los genes en el genoma, actua como un regulador global de transcripcion para grupos
de genes involucrados en apoptosis, regulacion del ciclo celular, metabolismo,
biogénesis ribosomal, sintesis de proteinas, funcion mitocondrial, adhesion celular,
reparacion de DNA y angiogénesis.

Myec es un factor transcripcional con una estructura hélice-giro-hélice zipper de
leucina, que forma un heterodimero con otra proteina, proteina X de asociacion a Myc
(MAX), que a su vez esta bajo una regulacion rigurosa por una serie de interacciones
proteina-proteina con MAD (MXD1; proteina de dimerizacion con MAX y MAD?2
(MXII; interactor MAX 1). Después de su dimerizacion, Myc-MAX se unen a sitios
especificos del DNA, cajas E, para activar o reprimir la transcripcion de sus genes
blanco [51]. Myc esta implicado en el control de la proliferacion celular, muerte celular
programada, diferenciacion y activa todos los genes involucrados en la glucdlisis.
Responde a sefiales de crecimiento en fase G1 activando la trascripcion de genes que
inducen la progresion del ciclo celular como: Cdc25A, Ciclinas D1, D2, E, A, cinasas
dependientes de ciclinas tales como Cdkl, Cdk2. Cdk4 y ademas E2F. La expresion de
c-Myc esta ausente en células quiescentes pero se induce rapidamente al adicionar
factores de crecimiento. Muchos estudios han mostrado un papel de c-Myc en el
aumento de la expresion de CycE y A, al igual que en el mantenimiento de la actividad

de cinasa de CycE/Cdk2 por la induccion de una proteina no identificada que secuestra
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a p27 (CKI) lo que permite que el complejo CycE/Cdk2 permanezca activo y por ende

la progresion del ciclo celular (G1 a S) [52].

1.7 EJE HIF —cMyc

En afios recientes se ha reportado que HIF-1a y HIF-2a interaccionan de varias
maneras con el factor transcripcional c-Myc. Por un lado, en estado celular normal (no
maligno), en el que existe una expresion baja de c-Myc, HIF-la antagoniza las
funciones de c-Myc y promueve arresto celular. HIF-1a compite con c-MYC por la
union a MAX, impidiendo de esta manera la formacion del complejo activo
MAX/MYC. En células cancerosas, en donde c-Myc se sobre-expresa, HIF-1a no logra
inhibir su funcion por la cantidad elevada de c-MYC que existe, y estos dos factores
transcripcionales cooperan dandole muchas ventajas adaptativas de supervivencia a las
células cancerigenas. En contraste, se ha reportado que HIF-2a siempre favorece las
acciones mediadas por c-Myc tanto en condiciones normales como oncogénicas (Fig. 9)

[51].
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A) Condiciones fisiologicas

Fisioldgico

Figura 8. Interaccion proteina-proteina de c-Myc, HIFla y HIF2a; sistema
transcripcional. A) Condiciones Fisioldgicas: Mientras que HIF-2a estabiliza y
promueve la formacion del complejo MYC-MAX, promoviendo de esta manera la
activacion de genes regulados por c-Myc, HIF-1a antagoniza las acciones mediadas por
MYC al unirse a MAX impidiendo la formacion del complejo activo MYC-MAX.
Ademas, HIF-1o induce la expresion de MAXII, un antagonista de c-MYC. B)
Condiciones oncogénicas: cuando c-MYC estd sobre expresado, el antagonismo
ejercido por HIF-1a queda anulado por la ley de accion de masas, ya que los niveles
altos de la proteina MYC mantienen el heterodimero MYC-MAX activo en mayor
proporcion [51]. En estas condiciones, HIF-2a contintia favoreciendo las acciones
mediadas por el complejo MYC-MAX.
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La expresion desregulada del oncogén Myc ocurre en un 30% de los canceres
humanos como es el de colon, prostata y mama. A pesar de que la respuesta fisiologica
a HIF-1a puede inhibir la actividad de MYC normal, la sobre-expresion del oncogén
MYC colabora con HIF para establecer el efecto Warburg. Cuando MYC es sobre
expresado, la estequiometria normal en juego entre los niveles de MYC y HIF normales
ya no es relevante; HIF-1a ya no logra impedir la union de c-MYC con MAX y por
ende no logra inhibir su funcion. Por otro lado también se ha encontrado que los niveles
altos de MYC se unen a una nueva serie de genes blanco, sugiriendo que el
comportamiento de MYC depende de sus niveles. [51]

De manera similar a Myc, HIF-1a activa virtualmente a todos los genes
involucrados en la glucolisis. Tanto HIF-loo como c-Myc inhiben activamente la
respiracion mitocondrial. Esto lo hacen induciendo a la piruvato deshidrogenasa cinasa
1 (PDK1), que fosforila e inactiva al complejo piruvato deshidrogenasa mitocondrial

que cataliza la conversion de piruvato a acetil-CoA (Fig, 10) [51].

28



Glucosa - un

%

Glucosa

\\ H\)
LACTAID s— Firuvato
r-@——J
&

Figura 10. Aspectos moleculares de las interacciones de MYC-HIF-1a. HIF-1a y
MYC colaboran para establecer el efecto Warburg; aumentan el consumo de glucosa
induciendo la expresion del transportador de glucosa GLUT1, inducen la expresion de
hexocinasa 2 (HK2) lo que aumenta la tasa de la glucdlisis, se inhibe la conversion de
piruvato a acetil-coA por la expresion de la piruvato deshidrogenasa cinasa y es
inducida la conversion de glucosa a lactato por la expresion de la lactato deshidrogenasa
A (LDHA) [51].

En condiciones hipdxicas, la glucdlisis reemplaza a la fosforilacion oxidativa, y
la proliferacion celular se detiene a través de la induccion de inhibidores de los
complejos Cyc/Cdks (CKIs). HIF1a es requerido para el arresto celular a través de la
induccion de p21 por una interaccion directa entre HIF-1a y Myc. La interaccion HIF-

Myc libera a MIZI, un miembro de la familia POZI/dedos de Zn de factores de

transcripcion, de la inhibicion por Myc para estimular la expresion de p21 [36 y 52].

Ademas de los efectos en el ciclo celular, se ha reportado que HIF-1a libera al
factor transcripcional Spl, que es requerido para la activacion del promotor por el
complejo MYC/MAX, y esto inhibe a los genes blanco estimulados por c-Myc; MSH2,

MSH6 y sindrome de ruptura Nijmegen 1 (NBN), que estan involucrados en la
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respuesta al dafio en el DNA. La inhibicion de estos genes blanco de c-Myc a través de
la union de HIF-1a a Sp1 estd implicada en la estimulacion de la inestabilidad genémica

inducida por hipoxia [35, 36 y 53] (Fig. 11).

B
Eje HIF-1a—c-Myc

MSH2
MSH6
NBS1

Figura 11. Inhibicién de genes involucrados en la reparacion del DNA. HIF-1a
compite con el complejo MYC-MAX por la union a Spl. La unién de HIF-1a a Spl
inhibe la expresion de genes involucrados en la reparacion del DNA como MSH2,
MSH6 y NBSI.

La sustitucion de los residuos V317, A321 y T327 del dominio PAS-B de HIF-
la por los residuos correspondientes de HIF-2a involucrados en suprimir la actividad
dependiente de la uniéon a Spl, provee una explicacion a la inhabilidad de HIF-2a para
reprimir los genes de reparacion de DNA. Las mutantes VAT de HIF-1a pierden la
habilidad de inhibir la expresion de Msh2 y Nbsl, y las mutaciones reciprocas en HIF-
2a resultan en una ganancia de funcion para la represion de genes [53].

Msh2 y msh2 son subunidades de MutSa, que reconoce mal apareamiento en el

DNA. Forman un componente esencial del sistema humano de reparacion de mal

apareamiento (mismatch) de bases, que cuida la integridad gendmica corrigiendo los
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errores en la replicacion de DNA y bloqueando los eventos de recombinacion entre
secuencias de DNA divergentes. NSB1/nibrina es parte de un complejo muy conservado
de MRE11A-RAD50-NSB1 que interacciona con las rupturas en las dos cadenas de
DNA en las etapas tempranas de respuesta a dafios. Muchas evidencias sefialan que las
mutaciones de estos genes en las lineas germinales son el factor causal asociado con el
cancer de colon no-poliposo y con el sindrome de Nijmegen causante de cancer [36].
HIF-1a también induce de manera directa a MAD2 (MXI1), que compite y se une a
MAX, antagonizando la funciéon de MYC. Un estudio reciente sugirid otro mecanismo
por el cual HIF-1a inhibe la funciéon de MYC por la union a MAX y por lo tanto

desplazando a MYC. [51]

A diferencia de HIF-1a, HIF-2a colabora con Myc uniéndose y estabilizando el
heterodimero MYC-MAX. Este modelo requiere validacion por estudios biofisicos mas
precisos del complejo MYC-MAX-HIF2a. Parece ser razonable que HIF-2a tenga
efectos estimulatorios sobre MYC, ya que las células endotheliales, donde HIF-2a se
descubrié por primera vez, pueden proliferar bajo hipoxia. Es mas dificil de entender el
significado fisiolégico de la colaboracion de HIF-2a y MYC en otros tejidos que
expresan HIF-2a. Debido a efectos aparentes opuestos de HIF-1a y HIF-2a en MYC,
como MYC es modulado en células que expresan tanto HIF-1a como HIF-2a no se sabe

todavia. [51]

La cooperacion de MYC-HIF en cancer, bien podria ser explotada con fines

terapéuticos inhibiendo genes blanco que son comunes para c-Myc y para HIF.
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Capitulo 2. Justificacion y Objetivos

2.1 JUSTIFICACION E IMPACTO

Existe evidencia experimental que indica que durante la tumorigénesis se induce la
expresion de genes modulados por HIF. Uno de los sellos caracteristicos de las células
cancerosas es el de tener una actividad metabodlica caracterizada por una alta tasa
glucolitica y reducida oxidacion mitocondrial que favorecen su supervivencia en los
microambientes con hipoxias frecuentes encontrados en los tumores. Dado que se ha
visto que este fenotipo no soélo confiere ventajas de supervivencia a las células malignas
sino que impacta directamente a la progresion maligna, puede ser “el tendon de
Aquiles” de las células cancerosas. Por tanto, conocer los mecanismos moleculares por
los cuales el HIF controla las ventajas fenotipicas malignas, nos permitiria utilizar esta

informacion como herramienta para eliminar selectivamente a las células cancerosas.

2.2 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el papel que juega el factor inducible por hipoxia en el establecimiento del

fenotipo maligno de lineas celulares cancerosas de colon en cultivo.
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2.3 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Examinar la expresion de HIF1a y HIF200 y c-Myc tanto en las células normales (no

malignas) como en las cancerosas.

2. Examinar el tipo de metabolismo de glucosa presente en las células normales en

comparacion con las células cancerosas.

3. Bloquear la expresion de HIF1a y de HIF2a mediante knockdown con siRNA.

4. Examinar los efectos del bloqueo de la expresion de HIFs en el metabolismo celular,

en la capacidad de invasion de las células, y en la resistencia a apoptosis.

Capitulo 3. Hipotesis

Si HIF es esencial para mantener el fenotipo maligno de las células cancerosas
de colon, entonces el bloqueo de su expresion producira efectos negativos en éste tales
como disminucién de la proliferacion celular, cambios en la resistencia a apoptosis,
cambios en el metabolismo de glucosa y cambios en la capacidad invasiva de las células

cancerosas.
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Capitulo 4. Materiales y Métodos

4.1 MATERIAL BloLoGICO

Se utilizaron las lineas celulares no malignas, tanto de colon humano normal (112
CoN) como de intestino de rata (IEC-18), y las lineas de carcinoma de colon humano
(RKO, HT-29 y SW480) adquiridas de ATCC (American Type Culture Collection,
Manassas, E.U.). Estas lineas se cultivan en Dulbeco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino, antibidticos y glutamina, con
excepcion de las células HT-29, que se mantienen en medio McKoy con 10% de suero

fetal bovino, antibioticos y glutamina.

4.2 ANTICUERPOS

Para los estudios de Western blot y tincion intracelular, los anticuerpos
primarios dirigidos contra HIF-1a y HIF-2a utilizados fueron obtenidos de Millipore
(HIF-1a Q16665 y HIF-2a Q99814) los dos son anticuerpos monoclonales de raton y se
utilizaron en una dilucion 1:1000. Para la deteccion de c-Myc se utilizé un anticuerpo
monoclonal (Santa Cruz c-Myc (C-33): sc-42) a una dilucién también de 1:1000. Para
actina se utilizé un anticuerpo monoclonal, obtenido por el Dr. Manuel Hernandez del

CINVESTAYV, a una dilucién de 1:500.
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4.3 OBTENCION DE EXTRACTOS CELULARES Y SEPARACION DE PROTEINAS POR SDS-

PAGE

Los extractos celulares se obtuvieron a través del siguiente procedimiento: la
monocapa de células se lavé dos veces con PBS (1mL), después se le agregé 1 mL de
buffer de lisis (Tris 50 mM, NaCl 150mM, a pH 7.5 adicionado con 0.5% Triton X-100,
leupeptina 1puM, PMSF 1mM e inhibidor de tripsina 0.1mg/mL) y se incubaron en
agitacion por 30 min a 4°C. Se colectaron los lisados en tubos eppendorf de 1.5 mL y se
centrifugaron las muestras a 13 000 rpm a 4°C por 10 min. Se colecto el sobrenadante
en un tubo nuevo y se tomo una alicuota para la cuantificacion de proteina por el
método de Bradford (BioRad). Al sobrenadante se le agregd buffer de muestra de
electroforesis (Leammli 2x). La extraccion de proteinas nucleares se realizd mediante el
kit comercial adquirido de Sigma siguiendo el protocolo sugerido. Cantidades iguales
de proteina (50-75 ug) se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida (10%
SDS-PAGE) y después se transfirieron a membranas de nitrocelulosa por 75 min a 160

mA.

4.4 ANALISIS DE WESTERN BLOT

Una vez transferidas las proteinas a la membrana, se hizo el bloqueo de la
membrana con 5% de leche (libre de grasa adquirida de Bio-Rad) en TBS-Tween
durante toda la noche a 4°C o 2 horas a temperatura ambiente; la incubacion con el

anticuerpo primario se realizd durante toda la noche a 4°C o durante 2 horas a
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temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con TBS-Tween dos veces por 5 min
y se incubaron con un anticuerpo secundario dirigido contra IgG de raton conjugado a
peroxidasa de rabano (HRP). Las membranas se lavaron nuevamente y se revelaron por
quimioluminiscencia mediante el kit comercial de Supersignal de Pierce. La intensidad
de las sefiales se analizé por densitometria mediante un programa adquirido de Bio-Rad
(Quantity one). Los datos de por lo menos tres experimentos independientes se
compararon estadisticamente mediante una t de student tomando como valores

significativos una p<0.05.

4.5 DETECCION DE LACTATO EN EL CULTIVO CELULAR.

La cantidad de lactato liberado al medio de cultivo por las células se determin6
mediante la siguiente reaccion catalizada por la lactato deshidrogenasa (LDH):
LDH

Piruvato + NADH _) lactato + NAD
Alta A340 Baja A340

Para medir lactato, la reaccion se lleva a cabo de derecha a izquierda con un
exceso de NAD, de tal modo que en presencia de LDH, el aumento de absorbancia a
340 nm resulta en una medida del lactato presente originalmenteen en la muestra de
reaccion.

Las células indicadas se cultivaron por 24 horas hasta obtener un 80% de
confluencia. Se recolectaron 200 pL de medio de cultivo en un tubo eppendorf de 1.5
mL. Al medio le fueron agregados 400 puL de acido tricloroacético frio al 8%. La

mezcla se mezclod vigorosamente en vortex por 30 segundos y se dejo reposar en hielo
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por 5 min, para asegurar la precipitacion de las proteinas, y posteriormente se centrifugo
a 4000 rpm por 10 min. Se recolectd el sobrenadante y para asegurar la
desproteinizacion del medio, se volvio a centrifugar. Se prepar6 una mezcla usando 656
uL de Buffer de glicina (Cat. No. 826-3 Sigma diagnostics), 1.67 mg de NAD (Cat. No.
260-110), 1311 pL de agua y 33ul de lactato deshidrogenasa (Cat. No. 826-6; Sigma
diagnostics), por cada muestra que se analizd y el blanco. Se mezcl6 por inversion y a
cada tubo marcado, ya sea blanco o medio problema, se le agregaron 966.7 uL de esta
mezcla. La reaccion se inicia agregando a cada tubo 33 pL de la muestra de medio
desproteinizado o 33 pL de &cido tricloroacético al 8% en el caso del blanco. Las
muestras se incubaron por 30 min a 37°C y se leyo la absorbancia a 340 nm. La
concentracion de lactato se calcula seglin la siguiente formula:
Lactato (mmol/L) = (Abs 340)(1)/(6.22)(1)(0.033)
En donde: 1 representa el volumen final de la muestra, 6.22 el coeficiente de absorcion

de NADH, 1 el area de la celda y 0.033 es el factor de dilucion.

4.6 ENSAYOS DE KNOCKDOWN DE HIF MEDIANTE SIRNA

Estos experimentos se realizaron utilizando los siguientes plasmidos donados
generosamentente por el Dr. Daniel Chung, de Massachusetts General Hospital en
Boston, EUA y reportados con una efectividad mayor al 85% para abatir la expresion de
los HIF [31]: pSUPER GFPneo-siHIF2a, pPSUPER-PURO-si HIF1a #1470 y pSUPER-
PURO-si HIF1a #2192. Estos plasmidos se transfectaron a las células malignas SW480
las cuales tienen una eficiencia de transfeccion del 60% (determinada previamente por

citometria de flujo).
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Se sembraron 1.5 X 10° células SW480 y 24 horas después las células se
transfectron con 1 o 2 pg del plasmido de interés (siHIF2a o siHIFla) o plasmido
control pSUPER que carece de la secuencia de RNAi. En todos los pozos se mantuvo
constante la cantidad de DNA en 2 pg complementando con el plasmido control. Para
lograr una transfeccion estable, se seleccionaron diferentes clonas y se sembraron en un
medio con antibidtico especifico (purimicina para células transfectadas con el plasmido
de siRNA HIF-1a y neomicina para HIF-2a) durante tres semanas. Las clonas obtenidas
fueron analizadas para verificar la eficiencia del knockdown del HIF mediante Western

blot y/o citometria de flujo.

4.7 ANALISI DE EXPRESION DE HIF POR CITOMETRIA DE FLUJO ( FACS)

Las células se tripsinizan, se lavan con PBS y se centrifugan a 2600 rpm por 2
min. El pellet obtenido se resuspende en buffer de FACS (PBS con 4% de SFB) y se
fijan con paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS incubando durante 10 min a 37°C. Se
vuelven a centrifugar (a 2000rpm X 2min) para quitar el exceso de PFA y se agrega
ImL de metanol absoluto frio (-20°C) incubandose en hielo por 30 min. Las células se
centrifugan a 2000 rpm por 2 min para quitar el metanol y se lavan con buffer de FACS.
Se procede a incubarlas con el anticuerpo primario (1:80 en buffer de FACS) por 15
min. Se vuelven a lavar las células con buffer de FACS y se incuban con el anticuerpo
secundario: HIF-la-anti-mouse-FITC y HIF-2a-antimouse-PE (Jacks Immuno
Research) a una concentracion 1:100 por 15 min a temperatura ambiente.

Posteriormente las células son lavadas con buffer de FACS para quitar el exceso del
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anticuerpo secundario y son resuspendidas en S0uL. de PBS y 100uL de PFA al 4%. Las

células se pasan en el FACS.

4.8 ANALISIS DE APOPTOSIS POR ANEXINA V

En las etapas tempranas de apoptosis, ocurren cambios en la superficie celular.
Uno de estos cambios es la alteracion en la translocacion de la fosfatidil serina (PS)
desde la parte interna de la membrana plasmatica a la parte externa de ésta, exponiendo
de este modo la PS en la superficie celular. Los macréfagos reconocen de manera
especifica la PS expuesta en la membrana plasmatica de los linfocitos durante el
desarrollo de la apoptosis. El reconocimiento y la fagocitosis de células apoptoticas
protegen a los organismos de la exposicion a compuestos que inducen procesos
inflamatorios, que usualmente acompaiian a la necrosis. La Anexina V es una proteina
de union a fosfolipidos dependiente de Ca>" con una alta afinidad por PS, por lo que es
un agente de deteccion de células apoptdticas muy eficiente.
Se sembraron 150,000 células en placas de 24 pozos y 24h después llegaron a una
confluencia del 70%. Las células se incubaron en ausencia (H,O) o en presencia de
H,0, [ImM] para inducir apoptosis, ya que en trabajos anteriores en este mismo
laboratorio se vio que con esta concentracion se obtiene una respuesta Optima sin
inducir necrosis celular. Se dejaron incubar por 12 horas y se recolectaron. Las células
fueron incubadas con Anexin-V-FLUOS siguiendo las instrucciones del estuche
comercial de Roche (Anexin-V-FLUOS Staining Kit, cat. 11858777001) y se analizaron

por FACS.
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4.9 ENSAYO DE INVASION (WOUND HEALING)

Se sembraron 200,000 células en cubre-objetos de 1 x 1 cm colocados en placas
de 24 pozos, en medio de cultivo DMEM con 5% de SFB. Una vez alcanzada la
confluencia (24h después), se hizo una herida en la porciéon media de cada cubre-objetos
utilizando una punta estéril de 200uL y se lavaron con PBS para quitar las células que
se desprendieron en este proceso. Se incubaron nuevamente los cubre-objetos en medio
fresco reducido en suero (DMEM con 0.5% de SFB) durante 24 h. La razoén de reducir
el suero a la décima parte es porque se ha reportado que al quitarle el suero a las células
éstas se arrestan y en vez de proliferar se induce la migracion. Las fotos fueron tomadas
al tiempo cero, que es justo después de cuando se hizo la herida y 24 y 48 horas
después. Este experimento nos ayuda a observar la capacidad de invasion que tienen
estas células; las células que logran cubrir, “sanar” la herida en menos tiempo son las

células mas invasivas.
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Capitulo 5. Resultados y Discusion

5.1. Mediante Western Blot se detect6 la proteina HIF-1a y HIF-2a y se vio que
estan sobre-expresadas en las lineas celulares cancerigenas de colon (SW 480, HT-
29, RKO) en comparacion con la linea celular de colon no maligna (112CoN).

Con el proposito de conocer la expresion de HIF-1o y de HIF-2a en lineas
celulares cancerigenas de colon (SW480, HT29, RKO) y compararla con la expresion

presente en células no malignas (112Con y IECI18), se realizaron analisis de Western

blot en los extractos celulares correspondientes a estas lineas celulares (Fig. 12).
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Figura 12. Expresion de HIF-1a y HIF-2a en lineas celulares cancerosas (RKO,
SW480 y HT-29) y normales (112Con y IEC18). A) Inmunoblot representativo y
cuantificacion de la expresion de HIF-1a en lineas celulares malignas de colon: RKO,
SW480 y HT-29 con respecto a lineas celulares de colon no malignas: 112Con y IEC18.
B) Inmunoblot representativo y cuantificacion de la expresion de HIF-2a en lineas
celulares malignas de colon: RKO, SW480 y HT-29 con respecto a lineas celulares de
colon no malignas: 112Con y IECI18.

0.0

Como podemos observar en la figura 12, la expresion tanto de HIF-1a como de
HIF-20 es mucho mayor en las células cancerosas en comparacion con las células
normales humanas 112CoN. Sin embargo, la mayor expresion de estas proteinas se
encontro en las células IEC-18 que no son tumorales. La explicacion de este hallazgo

puede deberse a varios factores, uno de los cuales es el hecho de que estas células
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requieren insulina para crecer, lo cual podria estar activando la expresion de HIFa
mediante la ruta de las MAPK. Por otro lado, en otros trabajos en este mismo
laboratorio se ha visto que las células IEC-18, que no son de colon humano sino de
intestino delgado (ileon) de rata, no se comportan del todo como células no malignas, ya
que presentan una expresion elevada de P-catenina y expresan isoformas de PKC
presentes solo en células malignas. Por esta razén, en adelante se decidio utilizar como

control de células normales humanas no malignas a las 112 CoN.

La elevada expresion de los factores HIF que encontramos en células
cancerigenas aun bajo condiciones de normoxia es consistente con los reportes de que
las células cancerosas expresan los factores HIF para establecer un programa genético
que promueva el metabolismo de glucélisis aerdbica ain en presencia de oxigeno

(efecto Warburg) y que favorezca la proliferacion y supervivencia del tumor.

5.2 Se examind la localizacion subcelular de la proteinas HIF-1a y HIF-2a en las
lineas celulares estudiadas; se vio que estas proteinas se encuentran en el nicleo de
las lineas celulares cancerigenas de colon (SW480, RKO y HT-29) lo cual sugiere
que estan activas.

Lo siguiente que se hizo fue investigar si en nuestras células estaban activos los
factores HIF. Para ello se analiz6 la localizacion intracelular de estos factores, ya que su
presencia en el niicleo nos indicaria que pueden activar la transcripcion. Se realizd un
fraccionamiento celular separando las fracciones citoplasmica y nuclear de cada linea

celular, y se analiz6 la presencia de los factores HIF en estas fracciones por Western

blot (Fig. 13).
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Figura 13. Presencia de HIF-1o y de HIF-2a en el citoplasma y niicleo de lineas
celulares malignas de colon y no malignas. A) Inmunoblot representativo y
cuantificacion de la expresion de HIF-1a en el nicleo y citoplasmas de células de colon
malignas (RKO, SW480 y HT-29) y en células de colon no malignas (112Con). B)
Inmunoblot representativo y cuantificacion de la expresion de HIF-2a en el nucleo y
citoplasmas de células de colon malignas (RKO, SW480 y HT-29) y en células de colon
no malignas (112Con).

En estos experimentos pudimos observar claramente la presencia tanto de HIF-
la como de HIF-2a, mayoritariamente en el nucleo de las células cancerosas y por tanto

nos sugiere que estan activas transcripcionalmente (Fig 13). En las células no
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cancerigenas 112CoN, la presencia de esta proteina en el nucleo es nula en el caso de
HIF-1a (Fig 2 A), o muy poca como es el caso de HIF-2a. La presencia de HIF-2a en el
tejido epitelial intestinal ya ha sido reportada previamente [41] y por lo tanto su
presencia en las células 112CoN no es tan extrafia. Se sabe que HIF-2a en condiciones
fisiologicas, a diferencia de HIF-10q, esta involucrado en la proliferacion celular, por lo
que su presencia en el tejido epitelial no maligno es de esperarse. Ademas, debe tomarse
en cuenta que el epitelio intestinal es el que tiene la tasa de recambio mas alta en el
cuerpo humano, por lo que la actividad de HIF-2a, que regula la proliferacion, seria
normal. Hay que notar por otro lado que en epitelio normal de colon, 112CoN, aunque
si podemos ver a HIF-2a en el ntcleo de las células, la cantidad de éste es mucho menor
que en lineas celulares cancerigenas, que tienen una tasa de proliferacion mucho mayor
(Fig 13B)

En los western blots también observamos no solo una banda sino varias sobre
todo cuando se trata de extracto proveniente del nucleo. Una de las posibles
explicaciones podria ser la complejidad del método; para poder extraer los ntcleos de
las células se rompen muchos organelos y hay mayor exposicion al medio lo cual hizo a
las proteinas mas sensibles a proteoélisis, esto es congruente con el hecho de que las
otras bandas que se ven son de menor peso molecular. Por otro lado esto también podria
deberse a una inespecificidad del anticuerpo, pero en este caso se utilizo el mismo
anticuerpo que cuando se trabajo con el extracto celular total y en el extracto celular
total no observamos estas bandas inespecificas. Para poder ver si realmente estas son
bandas inespecificas del anticuerpo se podria realizar un experimento muy sencillo
utilizando el epitope para el cual fue disefiado el anticuerpo. El epitope en ese caso,

competiria con el anticuerpo por la union a lugares especificos de la proteina, de esta
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manera impidiendo que este se una de manera especifica a la proteina y solo se una a

sus blancos inespecificos.

5.3 Se examind la presencia de la proteina c-MYC en las lineas celulares
estudiadas; se vio que esta proteina se encuentra sobre-expresada en las lineas
celulares cancerigenas de colon (SW480, RKO y HT-29) en comparacion con su
contraparte no maligna (112CoN).

Como se mencion6 en la introduccion, c-MYC y HIF interaccionan de diferentes
maneras en las células cancerigenas promoviendo la proliferacion tumoral y el efecto
Warburg, entre otras cosas. Por ende, a continuacion se analizo la expresion de c-MYC

en las lineas celulares malignas (RKO, SW480 y HT-29) y en su contraparte no maligna

(112CoN) mediante Western blot (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de ¢-MYC en células cancerosas de colon y en células no
malignas de colon. Inmunoblot representativo y cuantificacion de la expresion de c-
MYC en células malignas (RKO, SW480 y HT-29) y en células no malignas (112Con).
Como se puede apreciar en la figura 14, se encontré que solamente las células
cancerosas expresan a la proteina ¢-MYC, lo cual es de esperarse en las células
cancerosas de colon, ya que las células HT-29 y las SW480 tienen la ruta Wnt activa y
el oncogen c-myc es uno de sus principales genes blanco. En las células cancerosas
RKO, aunque no tienen constitutivamente activa la ruta Wnt, si presentan

constitutivamente activa una via de MAPK (tienen mutada c-Raf), que probablemente

lleve a la sobreexpresion de c-Myc.

5.4 Se midié la produccion de lactato en las lineas celulares estudiadas; se vio que
las lineas celulares cancerigenas de colon (SW480, RKO y HT-29) producen
mayores cantidades de lactato que su contraparte normal (112CoN) lo cual sugiere
la presencia de un metabolismo alterado caracteristico de todos los tumores
solidos.

Se sabe que la presencia de ¢c-MYC conjuntamente con HIF-1a en las células,
promueve el establecimiento de un metabolismo alterado caracteristico de
practicamente todos los tumores solidos. Para confirmar la presencia de este
metabolismo maligno, conocido como el efecto Warburg, se determiné la produccion de
lactato en el medio de cultivo de las células malignas en comparacion con las células no
malignas 112 CoN. Como se mencion6é en la metodologia, esto se hizo midiendo
espectrofotométricamente la reduccion de NAD por lactato deshidrogenasa a partir del

lactato secretado por las células al medio de cultivo. En la figura 15 se presentan los

resultados.
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Figura 15. Produccién de lactato por parte de células malignas de colon a
comparacion de células no malignas. Cuantificacion de la produccion de lactato de las
células malignas de colon (SW480 y RKO) a comparaciéon con la contraparte no
maligna (112Con).

Como se puede observar, las células cancerosas SW480 y RKO producen casi el
doble de lactato de su contraparte no maligna, las células 112CoN (Fig 15). Como ya se
menciond, los tumores solidos, incluyendo el de colon, en su mayoria presentan un
metabolismo alterado que consiste en una tasa de glicolisis elevada dando como
producto final lactato mediante la fermentacion lactica. El lactato es exportado de la
célula mediante un mecanismo antiporter; para sacar lactato también se transportan
protones H', acidificando de esta manera el medio. La acidificacion del medio
extracelular entre otras cosas, ayuda a la degradacion de la matriz extracelular
promoviendo de esta manera la invasion. Esta caracteristica de las células cancerigenas
le ofrece muchas ventajas a éstas, descritas en la Introduccion. Como se menciond con
anterioridad, HIF-1a conjuntamente con c-MYC son los responsables entre otras cosas
del establecimiento de este tipo de metabolismo en las células cancerigenas. Como

vimos, tanto las células SW480 como las RKO sobre-expresan a HIF-1a al igual que a

¢-MYC lo cual es consistente con la presencia de este tipo de metabolismo.
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5.5 Se realizé un knock down estable de la proteina HIF-1a y de HIF-2a mediante
siRNA en la linea celular cancerigena de colon RKO. Se obtuvieron varias clonas
con una eficiencia del knockdown buena del mas del 80% en el caso de HIF-1a y
mayor del 70% en el caso de HIF-2q.

A continuacion se realizo el knockdown de las proteinas HIF, utilizando siRNA
de la manera que se describio en la metodologia. Para verificar la eficiencia del
knockdown, las células fueron tefiidas con los anticuerpos pertinentes y analizadas en el
FACS. Se obtuvieron en total 6 clonas de células con el knock down de HIF-1a (clonas
Ul y U2 transfectadas con el plasmido pSUPER-PURO-si HIF1a #1470; clonas D1 y
D2 transfectadas con pSUPER-PURO-si HIFla #2192; clonas M1 y M5 co-
transfectadas con los dos plasmidos de siRNA para HIF-la) y 2 clonas con el
knockdown para HIF-2a (clonas E2 y E3 transfectadas con pPSUPER GFPneo-siHIF2a.).
Las células SW480 control fueron transfectadas con el plasmido vacio pSUPER. Las
tinciones se hicieron por triplicado y aqui se muestra un resultado representativo de una

de las tinciones para cada clona.
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Figura 16. Células tefiidas para HIF-1a. Las células transfectadas con el plasmido
vacio (control) tefiidas estan representadas con azul mientras que las células
transfectadas con los plasmidos con siRNA estan representadas en naranja.

Como puede observarse en la figura 16, aunque la caida de la proteina HIF-1a
no fue absoluta en nuestras clonas (como era de esperarse), se obtuvo una muy buena

eficiencia de knockdown, ya que la expresion de HIF-1a se abatié mas del 80% en la

cantidad de la proteina HIF-1a.

Con respecto a las células SW-480 transfectadas con el pldsmido pSUPER
GFPneo-siHIF-2a, este plasmido tiene la proteina verde fluorescente (GFP), por lo
tanto a la hora de tefir las células para HIF-2a se utiliz6 un anticuerpo secundario
asociado a PE (ficoeritrina) y no a FITC (fluoreceina-5-isotiocianina) que fluorece en
verde igual que GFP. Teniendo en cuenta estos dos parametros, se pudo observar tanto
la presencia de GFP que indicaba que estas células fueron exitosamente transfectadas,

como la presencia de HIF-2a mediante el anticuerpo secundario asociado al fluoréforo
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PE. Esta tincion también se realizo por triplicado para poder seleccionar las clonas que
si presentan un knockdown de la proteina HIF-2a y aqui solo se muestran las imagenes

de un experimento representativo.

A) Células transfectadas con plasmido control

SW480 con plasmido control

B) siRNA HIF-2a

< _SIRNAHF-2 clona E2 gS HEAHIS coa B
8 ‘0
Y]
N
4o a?
o o
o E
100 102 10% 104 100 10! 104
GFP GFP

Clonas Eficiencia de Knock-
down HIF-2a (%)

E2 40.34

E3 73.02

Figura 17. Células teiiidas para HIF-20. Las células transfectadas fueron tefiidas con
PE para ver la expresion de HIF-2a. El plasmido con siRNA HIF-2a contiene la
proteina GFP mientras que el plasmido vacio no. A) Células transfectadas con el
plasmido vacio (control). B) Células transfectadas con el plasmido pSUPER GFPneo-
siHIF2a.. C) EI 40.34% de la clona E2 fue exitosamente transfectada y es negativa para
HIF-2a. El 73.02% de la clona E3 fue exitosamente transfectada y negativa para HIF-
20
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El siRNA de HIF-2a no fue igual de eficiente que el de HIF-1a, pero a pesar de
eso logramos ver que el 73% de la clona E3 fue exitosamente transfectada y negativa
para HIF-2a mientras que en la clona E2 solo el 40% logro ser transfectado de manera
exitosa y no presentar la proteina HIF-2a. Tuvimos varias dificultades para obtener
estas clonas ya que las células proliferaban de manera muy lenta y tenia una mortalidad

muy alta.

5.6 Se analizaron los cambios metabdlicos que presentan las células con
knockdown de proteinas HIF-1a y HIF-2a, mediante la produccion de lactato. Se
encontré que las células con knockdown de la proteina HIF-1a pero no HIF-2a
presentan una disminucién considerable en la produccion de lactato al
compararlas con las células control.

A continuacion se analizaron los cambios fenotipicos que presentan las células
con knockdown de HIF-la y de HIF-2a en comparacion con las células control
transfectadas con el plasmido vacio. En primera instancia se analiz6 el efecto del
knockdown en el metabolismo de estas células mediante la produccion de lactato. La
cantidad de lactato fue medida como se explica en los métodos y estos valores fueron
normalizados con respecto a la proteina. El valor obtenido para las células transfectadas
con el plasmido vacio (control) se tomd como 1, y todas las clonas analizadas fueron
comparadas con las células control. Los resultados mostrados en la grafica 18 muestran

el promedio = el SEM de tres experimentos realizados con diferentes preparaciones

celulares.
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Figura 18. Produccién de lactato de células con siRNA a comparaciéon con las
células control. Las clonas U, D y M fueron transfectadas con siRNA para HIF-1a
(azul claro). Las clonas E fueron transfectadas con siRNA para HIF-2a (rojo). Las
células control (Cnt) fueron transfectadas con el plasmido vacio. Los datos obtenidos de
produccion de lactato fueron estandarizados contra la cantidad de proteina; el valor
obtenido para las células control fue considerado igual a 1 y los valores obtenidos para
las otras clonas fueron comparadas con respecto a ese valor y esa relacion es la que se
muestra en la grafica.

Como se puede observar en la grafica anterior, las células que fueron
transfectadas con siRNA-HIF1la presentan una disminucion promedio de un 50% en la
produccion de lactato en comparacion con las células control. Estos resultados son
congruentes con la idea de que HIF-la estd involucrado en la regulacion del
metabolismo de las células cancerigenas. HIF-lo regula la expresion de genes
involucrados en el transporte de glucosa y enzimas glucoliticas. Como se menciond
anteriormente, HIF-1o induce la expresion de la piruvato deshidrogenasa cinasa 1
(PDK1), que fosforila e inactiva a la piruvato deshidrogenasa. Esta 0ltima, es un enzima
mitocondrial que cataliza la conversion de piruvato a acetil-CoA, mientras que la

enzima PDK1 la fosforila inhibiendo su funcion; favoreciendo de esta manera la

glucolisis e inhibiendo la respiracion mitocondrial. También HIF-la promueve la
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expresion del transportador de glucosas GLUTI, aumentando de esta manera el
consumo de glucosa por parte de la célula. El aumento en la glucoélisis tiene como
resultado final la fermentacion lactica. El lactato producido es exportado al espacio
extracelular. Las células que tienen un knockdown de HIF-1a tienen una significativa
disminucién en este tipo de metabolismo, conocido como el efecto Warburg, y esto es
lo que vemos reflejado como una disminucion en la produccion de lactato por parte de
las células transfectadas con siRNHA-HIF1la al compararlas con las células control.
Hay que recordar que estas células también sobre-expresan a ¢c-MYC, proteina que
también esta involucrada en establecimiento del efecto Warburg; ya que, como se
explico en la introduccion, estd involucrado en la activacion de practicamente todos los
genes involucrados en la glucolisis. Probablemente debido a esto no podemos ver una
baja total en la produccion de lactato solamente al tener knockdown de HIF-1a ya que
también esté activo y sobre expresado c-MYC. Por otro lado, el efecto tan modesto en la
produccion de lactato observado con el knockdown de HIF-2a puede explicarse porque
este factor no esta involucrado en el metabolismo celular aunque también uno de sus
genes blanco es Glutl [40], por lo que tal vez por esto se puede observar una ligera
disminucién en la produccion de lactato, pero el tener un knockdown de esta proteina no
influye en el metabolismo celular de una manera tan significativa como en el caso de
HIF-1a.

Interesantemente, las células transfectadas con siRNA mostraron cambios
fenotipicos significativos; no viraban el medio con tanta rapidez como las células
control, lo cual vimos reflejado por la disminucion en la produccion de lactato, y

también proliferaban de manera mas lenta.
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5.7 Se analiz6 el efecto del knockdown de las proteinas HIF en la resistencia a
apoptosis inducida con H,O:. Se vio que las células transfectadas con siRNA para
HIF-10 presentan un aumento en apoptosis de hasta el 40% con respecto al control
aun en ausencia del tratamiento con H,O,. Mientras que las células con siRNA
para HIF-2a presentan un aumento mayor al 50% adn sin el tratamiento con
H;0:.

Las células transfectadaas con siRNA proliferaban de manera mucho mas lenta que
su contraparte control. Para ver si la baja proliferacion de estas células se debia a un
aumento en apoptosis, a continuacion se realizd el experimento de determinacion de
apoptosis por la aparicion de fosfatidilserina en la cara extracelular de la membrana
plasmatica utilizando Anexina V de la manera que se indicé en el método. Este
experimento se realizé por duplicado obteniendo resultados muy similares entre si. En
la figura 19 se muestra un ejemplo representativo asi como la grafica que resume los

resultados obtenidos para cada factor HIF.
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B) siRNA HIF-2a
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Figura 19. Efecto del knockdown de los factores HIFla (A) y HIF2a (B) en la
resistencia a apoptosis de las células SW480. Se determino la tasa de apoptosis celular
utilizando el kit de Anexina V en las células SW480 control con respecto a las células
tratadas con H,O, ImM. En el eje de las “x” esta graficada Anexina V que indica
apoptosis y sobre el eje de las “y” ioduro de propidio que indica necrosis. A) células
SW480 transfectadas con siRNA-HIF-la en comparacion con las células SW480
transfectadas con plasmido vacio. B) células SW480 transfectadas con siRNA-HIF-2a
en comparacion con las células SW480 transfectadas con plasmido vacio.
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Como se puede observar en las graficas anteriores (fig. 19), la cantidad de células
apoptoéticas, aun sin el tratamiento de peréxido, es mayor en las células transfectadas
con siRNA-HIFa que en las células control. Este resultado sugiere que en estas células
HIF tiene un papel anti-apoptodtico. En estudios anteriores se ha visto que HIF tiene un
papel complejo en la apoptosis, que depende del tipo celular, ya que puede regular la
expresion de genes tanto pro- como anti-apoptoticos. Consistente con nuestros
resultados, se ha encontrado que el siRNA de HIF-1a promueve apoptosis en células
cancerigenas de mama aumentando la expresion de genes pro-apoptoticos como BAK,
CASP3, CASP8 y CASP10 [54]. Al igual que en otros tipos de canceres, se ha visto que
el siRNA de HIF-la aumenta la respuesta a quimioterapia [55 y 56]. En nuestros
resultados podemos observar un aumento en la cantidad de células apoptdticas de hasta
un 40% en células D1 y M5 con siRNA-HIF-la, ain en ausencia de perdxido, a
comparacion de las células control (Fig. 19A). Este aumento puede deberse ya sea a la
regulacion de los genes involucrados de manera directa en la apoptosis o de manera
indirecta mediante la regulacion de genes implicados en la supervivencia y en el estado
celular. No se sabe con exactitud cudles son los mecanismos involucrados en la
resistencia a apoptosis que les confiere la presencia del factor HIF a las células
cancerigenas, pero es evidente en nuestros datos la presencia de tal mecanismo en las
células SW480. Tenemos que tomar en cuenta que las células SW480 cuentan con una
p53 mutada lo cual ayuda a que estas células sean resistentes a procesos de apoptosis,
por ende, al someter las células control a tratamiento con perdxido no observamos gran
aumento en la cantidad de células apoptoticas (Fig 19A).

Segun nuestros resultados, las células que se ven mas afectadas por procesos de

necrosis y apoptosis son las que tienen un siRNA-HIF2a (Fig. 19B). Atn sin el
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tratamiento de perdxido hay un 90% de células con knockdown de HIF-2a apoptdticas y
necroticas. Ya se ha propuesto que la disminucion en la expresion de HIF-2a promueve
la fosoforilacion de p53, y por ende, su activacion para promover la apoptosis [57]. Las
células SW480 cuentan con una p53 mutada y por lo tanto el aumento en la cantidad de
las células muertas no puede deberse en este caso a las acciones de p53. Se ha visto que
en células de carcinoma renal el knockdown de HIF-2a aumenta la muerte celular ya
que desregula el balance redox promoviendo de esta manera dafio al DNA. Se ha visto
que HIF-2a regula la expresion de muchas enzimas antioxidantes como HMOXI,
XIAP, PRDX3, entre otros, regulando de esta manera los niveles de ROS en la célula
[58]. Los aumentos de ROS inducen dafios en el DNA lo cual puede ser la causa del
aumento tan intenso en la apoptosis en las células con knockdown de HIF2a.

En resumen, aunque no se conocen cuales son las causas del aumento tanto en
apoptosis como en necrosis en las células SW480 transfectadas con siRNA-HIF, es muy
claro que tanto HIF-2a como HIF-1a, en menor proporcion, presentan un mecanismo de

proteccion a las células que favorece su supervivencia.

5.8 Se analizé el efecto del knockdown de HIF en la capacidad de invasion de las
células cancerosas mediante la técnica de “wound healing”. Las células con
knockdown tanto para HIF-la como para HIF-20 mostraron menor capacidad
invasiva en comparacion con las células control.

A continuacion se analizo la capacidad de invasion de las células cancerosas que
tenian knockdown de HIFa con respecto al control. Para esto se llevd a cabo el ensayo
de “wound healing”, descrito en la metodologia. Las fotos fueron tomadas al tiempo
cero, que es justo después de cuando se hizo la herida y 24 y 48 horas después. Como se

observa en la figura 20, a las 24 horas posteriores a la herida ya se veian diferencias

entre las células control y las células con siRNA, pero las diferencias mas significativas
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y evidentes se pudieron observar 48 horas después, los resultados se muestran

continuacion:

A) HIF-1a
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B) HIF2a

Figura 20. Migracion (wound healing). 48 horas después de que se hizo la “herida” se
ve como las células empiezan a migrar; su aspecto morfologico cambia pues se vuelven
tipo fibroblastos (fenotipo alargado) pero es evidente que las células control tienen
capacidad de migracion mucho mayor que las células con knockdown de A) HIFla y B)
HIF2a.

Estos resultados muestran que tanto HIF-1a como HIF-2a estan involucrados en
la capacidad de migracion de las células pues al disminuir la expresion de estas
proteinas de las células podemos observar una disminucion considerable en la capacidad
de invasion y migracion de las células cancerigenas. Tenemos que recordar que el factor
de transcripcion HIF estd involucrado en muchas rutas de sefalizacion, y ya se ha
reportado, en cancer de colon, que uno de sus genes blanco es el receptor de
quimiocinas CXCR4 que es un mediador de metastasis y regula la migracion celular
[41]. Al disminuir la presencia de las subunidades a del factor de transcripcion HIF en
las células con el knockdown, éstas presentan una disminucion en la expresion de los

genes regulados por HIF, como los CXCR4, lo cual puede conllevar a una disminucion

en la capacidad de migracion. Por otro lado la enzima lisil oxidasa también es inducida
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por HIF y ya se ha reportado que la inhibicion o la disminucion en la expresion de esta
enzima bloquea la migracion celular in vitro y la metastasis in vivo [31]. Estas pueden
ser alguna de las causas de la disminucion en la capacidad de migracion de las células
inducida con siRNA-HIF que pudimos observar en estos experimentos en comparacion

con las células control.

Capitulo 6. Conclusiones

Primero observamos que la proteina HIF, tanto HIF-la como HIF-2a estan
presentes y sobre-expresadas en las lineas celulares cancerigenas de colon: HT-29, SW-
480 y RKO en comparacién con su contraparte no maligna humana, 112-Con. La linea
celular IEC-18 que son células no malignas del illo de rata también presentan altos
niveles de estas proteinas, pero estas células son inmortalizadas y ya se ha encontrado
en otros trabajos dentro de este laboratorio que tienen varias caracteristicas de células
malignas como la ruta Wnt activa, ademas de que son crecidas en condiciones diferentes
como la presencia de insulina, que como otros factores de crecimiento, puede activar la
ruta HIF. Por estas razones esta linea celular no puede ser considerada un buen control

de células no cancerigenas por lo que ya no se sigui6 trabajando con ella.

Se analizd la presencia de HIF-1a y HIF-2a en el nucleo tanto de las células
cancerigenas (HT-29, RKO y SW-480) como en las células normales de colon (112-
Con). Se vi6 que las células malignas, a diferencia de las células no malignas, tienen

elevados niveles de HIF-loo como de HIF-2a en el nicleo. La presencia de estas
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proteinas dentro del nucleo celular sugiere que éstas estin formando factores
transcripcionales activos al unirse a HIF-1p que es una proteina nuclear de expresion

constitutiva.

Como se explica en la introduccion, c-MYC interacciona con HIF-1a y HIF-2a
para establecer el fenotipo maligno de la célula. Por lo tanto también se realizo
Western-blot para ver la expresion de esta proteina en estas células. Las células
malignas de colon estudiadas mostraron tener una expresion oncogénica de c-MYC

mientras que su contraparte no maligna no tiene expresada esta proteina.

El efecto Warburg como se explico anteriormente, es uno de los sellos
caracteristicos mas importantes de todos los tumores solidos. Tanto HIF como ¢-MYC
ayudan al establecimiento de este fenotipo en las células cancerigenas. Una de las
consecuencias del efecto Warburg es el aumento en la produccion de lactato por parte
de las células cancerigenas. Por esto se analiz6 la produccion de lactato por parte de las
células de colon malignas (HT-29, SW-480 y RKO) en comparacion con las células de
colon no malignas (112-CoN). Como se esperaba, las células cancerigenas producen

mucho mayores cantidades de lactato que las células no malignas.

Para ver la contribucion real que tiene HIF en el fenotipo maligno de las células
cancerigenas, se bloque6 de manera estable su expresion mediante siRNA tanto para
HIF-1a como para HIF-2a en las células cancerigenas de colon SW480. El knockdown
de HIF-1a afectod la produccion de lactato significativamente en comparacion con las

células control, pero el konckdown de HIF-2a no parece tener el mismo efecto lo cual
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es congruente con la literatura consultada ya que HIF-1a conjuntamente con c-MYC es

el que esta involucrado en la regulacion de genes involucrados en la glucolisis.

Las células a las que se les bloque6 de manera estable la expresion de los
factores HIF mediante siRNA también mostraron tener una tasa de apoptosis mayor que
las células control aun de manera basal, es decir, sin exponer a las células a algiin agente
inductor de apoptosis. HIF-2a mostré tener un mayor efecto negativo en la viabilidad
celular aunque las células con siRNA para HIF-1o también son mucho mas sensibles a
apoptosis que las células control. Se encontré que HIF tiene un efecto anti-apoptotico en

las células cancerosas de colon aunque la via de accion no se conoce.

Por ultimo, se realizé un experimento de Wound-healing para ver el efecto que
tiene el knockdown de las proteinas HIF en la capacidad invasiva de estas células. Se
encontrd que las células con siRNA tanto para HIF-1a como para HIF-2a son mucho

menos invasivas que las células control.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que HIF es muy importante para
el mantenimiento del fenotipo maligno de las células cancerigenas. Esta proteina esta
involucrada en el metabolismo, resistencia a apoptosis, invasion y proliferacion de las
células cancerigenas de colon. Al bloquear de manera estable la expresion de HIFs en
las células malignas, se observa una reversion de caracteristicas importantes del estado
maligno, y por lo tanto HIF puede ser un blanco terapéutico muy importante en los

tratamientos para combatir el cancer.
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