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I. ABREVIATURAS

Abreviaturas Definicion
2-0G 2-oxoglutarato
ADNCc Acido desoxirribonucleico complementario.
Akt Proteina cinasa B
AMPc Adenosina monofosfato ciclico
AP-1/2 Proteina activadora-1/2
ARE Elementos de respuesta antioxidante
Bach-1 BTB And CNC homology 1
BKca Canales i6nicos de K* dependientes de Ca*"
BR Bilirrubina
BV Biliverdina
BVR Biliverdina reductasa
C-terminal Carboxilo terminal
CaMKII Calmodulina cinasa dependiente de Ca?*-I1I
CoO Monéxido de carbono
COX Citocromo oxidasa
CK-2 Caseina cinasa-2
CREB Proteina de union a elementos de respuesta a AMPc
DMOG Dimetiloxalilglicina
DFO Deferoxamina
GC Guanilato ciclasa
ERN Especies reactivas de nitrégeno
ERK 1/2 Proteina cinasa regulada por sefales extracelulares-1/2
ERO Especies reactivas de oxigeno
FIH Factor inhibidor de HIF
H,0, Peréxido de hidrégeno
HAF Factor activado por hipoxia
HIF Factor inducible por hipoxia
HO Sistema hemoxigenasa
HO-1 Hemoxigenasa-1
HO-2 Hemoxigenasa-2
HRE Elementos de respuesta a hipoxia
HRM Motivos de respuesta a hemo




1gG-HRP Inmunoglobulina G conjugada con peroxidasa de

rabano
INK c-Jun N-terminal kinase
N-terminal Amino terminal
NADH Nicotinamida adenina dinucleétido reducido
NAD™ Nicotinamida adenina dinucleétido oxidado
NADPH Nicotinamida adenina dinucledétido fosfato reducido
NADP™ Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidado
NO Oxido nitrico
NOS Oxido nitrico sintasa
Nfx-B Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las

células B activada

Nrf2 Factor nuclear eritroide 2-relacionado al factor 2

MAPK Proteinas cinasas activadas por mitégenos

OoDDD Dominio de degradacion dependiente de oxigeno.

p38 Proteina cinasa p38 activada por mitégenos

PDH Complejo piruvato deshidrogenasa

PDK1 Piruvato deshidrogenasa cinasa-1

PHDs Prolil-4-hidroxilasas

PI3K Fosfoinositol 3 cinasa

PKA Proteina cinasa A

PKC Proteina cinasa C

pvHL Proteina von Hippel-Lindau

RT-PCR Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
reversa.

UTR Regiones no traducidas




II. RESUMEN.

El sistema hemoxigenasa (HO) esta formado por enzimas O6xido-reductasas
ancladas a la membrana del reticulo endopldsmico denominadas como
hemoxigenasa-1 (HO-1) y hemoxigenasa-2 (HO-2), encargadas de regular los niveles
de grupo hemo libre en la célula. Ambas isoenzimas transforman el grupo hemo a
biliverdina (BV), monéxido de carbono (CO) y Fe?*. Son consideradas como enzimas
citoprotectoras contra diferentes eventos que generan estrés celular a través de la
regulaciéon del grupo hemo y a la produccién de metabolitos como la BV y el CO que
actuan como antioxidantes, anti-inflamatorios y anti-apoptoéticos. La HO-1 es la
isoenzima inducible regulada por varios factores de transcripciéon y se incrementa de
forma considerable ante diversos mecanismos de dafo celular. La HO-2, por otro
lado, ha sido considerada histéricamente como una isoenzima constitutiva.
Desempefia un papel importante en diversos tejidos por tener niveles de expresion
basales mas altos a diferencia de la HO-1, por lo que se convierte en una de las

fuentes primarias de defensa contra las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno.

Diversos trabajos han demostrado que ambas proteinas presentan respuestas
tanto en modelos in vivo como in vitro de hipoxia. Se ha observado que la HO-1
puede inducirse, desregularse o no sufrir cambios en diversos modelos de estrés
hipéxico, sugiriendo que su papel ante este evento no es generalizado, a pesar que
es un gen regulado por el factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1). Recientemente se ha
observado su localizaciéon en diferentes compartimentos celulares como el nucleo, la
mitocondria y las caveolas como respuesta a eventos de estrés celular y en cancer.
Con respecto a la HO-2, ésta ha presentado respuestas diferenciales a nivel de
transcrito y proteina en condiciones que involucran alteraciones de concentracion de
0O,. Hasta el momento no existen suficientes estudios que ayuden a explicar el
comportamiento de la HO-1 y la HO-2 ante un estrés hipéxico, por lo que existen
muchas interrogantes sobre la respuesta de ambas isoformas en condiciones de
hipoxia 0o en ambientes que mimeticen la hipoxia a través de la estabilizacién del

factor HIF-1.

En este trabajo se evalud la respuesta del sistema HO a nivel de transcrito a
través del ensayo PCR (por sus siglas en inglés polymerase chain reaction) en tiempo
real, proteina y distribucion celular por Western blot, ELISA (por sus siglas en inglés

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) e inmunofluorescencia bajo condiciones de




hipoxia inducida quimicamente por (Cloruro de cobalto) CoCl, en células PC12
(células derivadas del feocromocitoma de rata), las cuales son consideradas como
modelo idéneo para el estudio de fendmenos de hipoxia, debido a que reproducen el
comportamiento de las células del cuerpo carotideo consideradas como las principales

células que detectan los niveles de oxigeno fisioldgicamente.

Las células se incubaron con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, durante 24 y 48 h, debido
a que bajo estas condiciones se observd la acumulacion y funcionalidad del factor
HIF-1 determinado por ELISA, estableciendo a las células en un ambiente que
mimetiza a la hipoxia. Los niveles de ARNmMm de Ila HO-1 aumentaron
significativamente con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, a 24 y 48 h y a nivel de proteina
provoco un aumento y translocacion al ndcleo y mitocondria como respuesta a ambas
concentraciones de CoCl, y en ambos tiempos. La HO-2 no presentd cambios en los
niveles de ARNm por accién del CoCl,, pero los niveles de proteina en citoplasma
disminuyeron con 0.5y 1.0 mM de CoCl, durante 24 y 48 h. La HO-2 se detect6 en el
nucleo en condiciones fisiolégicas y los niveles proteicos disminuyeron por efecto del
CoCl, con 1.0 mM de CoCl, a 24 h y en ambas concentraciones de CoCl, a 48 h. Se
detect6 también en las mitocondrias de manera fisiolégica y se observé un aumento

proteico con 0.5 MM y 1.0 mM de CoCl, a las 48 h de incubacion.

Con base en estos resultados se concluye que las hemoxigenasas 1 y 2
presentan comportamientos particulares y diferentes a nivel de ARNm y proteina bajo
una hipoxia inducida quimicamente por CoCl, en células PC12, sugiriendo que ambas
isoenzimas pueden ejecutar funciones distintas tanto dependientes e independientes
a su actividad enzimatica en diversos compartimentos celulares como en citoplasma,
ndcleo y mitocondria. También se concluye que la HO-2 no es estrictamente
constitutiva, y que la localizaciéon de ambas isoenzimas no reside principalmente en el
reticulo endoplasmico, sino que pueden ser localizadas en nlcleo y mitocondria y que
podrian ejecutar funciones importantes para la supervivencia de las células PC12 ante

un estrés hipoxico.




III. INTRODUCCION.

1. El sistema hemoxigenasa (HO).

El sistema HO (EC 1.14.99.3) estd formado por enzimas oOxido-reductasas
ancladas a la membrana del reticulo endoplasmico orientadas hacia la cara
citopldsmica encargadas de regular los niveles del grupo hemo libre en la célula
(Maines, 1997; Ryter & Tyrrell, 2000; Gottlieb, 2012). La actividad enzimatica que
lleva a cabo el sistema HO se realiza a partir de la dimerizacion y funciéon
coordinada con el citocromo P450 NADPH reductasa, convirtiendo el grupo hemo a
biliverdina (BV), mondxido de carbono (CO) y liberando Fe?* (Figura 1) (Mancuso &
Barone, 2009). Los integrantes del sistema HO provienen de genes independientes
denominados como hmox1 y hmox2, que a nivel de proteina son conocidos como
hemoxigenasa-1 (HO-1) y hemoxigenasa-2 (HO-2). Aunque se describié una tercera
isoenzima denominada hemoxigenasa-3 (HO-3), estudios posteriores mostraron que
se trata de un pseudogen derivado de la HO-2, ya que no se ha detectado que

codifique para una proteina distinta (Hayashi et al., 2004).

Actualmente, las enzimas que forman el sistema HO se consideran enzimas
antioxidantes, anti-inflamatorias y anti-apoptéticas por la reduccion de los niveles de
grupo hemo (molécula pro-oxidante) y la actividad biolégica que tienen los

metabolitos producidos durante la catalisis.

,é(+/ —\$s+¥i_'\$

)
| Bilverdina  Bilirubina
Grupo hemo | >
}
L\ I
Biliverdina i
Hemoxigenasa (HO) 00 HO Bilverdina reductasa Antioxidantes
Fe?* CO
Es removido por la ferritina y —| Anti-inflammatorio
transferrina Anti-apoptotico
Modulador vascular

Figura 1. Representacién de la actividad enzimatica del sistema HO. Los metabolitos producidos durante
la reaccién catalitica poseen actividad biolégica. La biliverdina y la bilirrubina son potentes
antioxidantes, el CO actiua como un modulador vascular, anti-inflamatorio y anti-apoptético, el Fe”" libre
es removido por la accién de la transferrina y la ferritina evitando la formacién del radical hidroxilo a
través de la reaccion de Fenton.




1.1. El grupo hemo y la reaccion de degradacion catalizada por el sistema HO.

El grupo hemo es un grupo prostético importante para la actividad de varias
enzimas oxido-reductasas como la catalasa, la 6xido nitrico sintasa (NOS), la
citocromo oxidasa (COX), la NADPH oxidasa y algunos citocromos P450 y para
proteinas trasnportadoras de oxigeno (0O,) como la hemoglobina y la mioglobina
(Kumar & Bandyopadhyay, 2005). Sin embargo, cuando estas hemoproteinas
liberan el grupo hemo por estrés celular, éste comienza a causar dafio tisular y
celular, debido a que su extremo hidrofébico se intercala en la membrana plasmatica
y de organelos celulares aumentando la susceptibilidad de sufrir dafio membranal.
Una vez que el hemo estd en la membrana celular, Las especies reactivas de
oxigeno (ERO) producidas por fuentes como la mitocondria y la NADPH oxidasa,
rompen el anillo tetrapirrélico del hemo liberando Fe**. Este amplifica la produccion
de ERO en el interior de la célula a partir de la reaccidon de Fenton, desencadenando
procesos de dafo celular como la lipoperoxidacion y la oxidacion de proteinas
(Belcher et al., 2010). Los mecanismos toxicos desencadenados por el grupo hemo

son neutralizados por el sistema HO.

La reaccion enzimatica del sistema HO inicia con la formacion del complejo
HO-Fe®** hemo, la donacién de dos electrones proveniente de la NADPH mediada por
la citocromo P450 NADPH reductasa y la unién de una molécula de O,, produciendo
un intermediario denominado como hidroperéxido (Fe**-OOH). Este intermediario,
ataca al carbono meso o de la porfirina formando a-meso Fe*'- hidroxihemo. Esta
especie, es convertida a Fe*"-verdohemo por la reaccién de una molécula de O, vy la
adicion de un electréon, produciendo también una descarboxilacién en forma de CO
del carbono a. La siguiente reaccion es la formacién del complejo Fe®*"-biliverdina
IXa por medio de la reaccién con una molécula de O, y tres electrones. Finalmente,
la adicion de un electrén a este complejo permite la liberacion del Fe* y la formacion
de la BV. Posteriormente la BV es convertida a bilirrubina (BR) a través de la
Biliverdina reductasa (BVR), la cual requiere de 2 electrones (Figura 2) (Kikuchi et al.,
2005).

1.2. Metabolitos del sistema HO y su funcion celular.

1.2.1. Los pigmentos biliares (BV y BR).

La BV y la BR son pigmentos biliares con alto poder reductor y que

funcionan como potentes antioxidantes (Vitek & Schwertner, 2007). Ambas moléculas

—
(o)}
| —



pueden prevenir la lipoperoxidacion mas eficientemente que la vitamina E (Wu et al.,
1994) e incluso son capaces de suprimir la produccién de las ERO y de nitrégeno
(ERN) desencadenada por los leucocitos (Jansen & Daiber, 2012). También se ha
demostrado que la BV es tres veces méas potente en inhibir la nitraciéon de las
tirosinas de varias proteinas inducidas por el peroxinitrito (Jansen et al., 2010).
Estudios in vitro utilizando un cultivo neuronal de rata demostraron que una
concentraciobn de 10 nM de BR protege a las células contra concentraciones de
10,000 veces mas altas de H,0,, sugiriendo que la BR no puede estar actuando como
un antioxidante con una estequiometria (1:1) contra el H,O,. El potente efecto
antioxidante de los pigmentos biliares se ha explicado por un mecanismo
denominado como reciclaje entre la BR y BV, el cual consiste en la oxidacion de
la BR por las ERO formando de nuevo la BV y ésta es convertida a BR por la BVR
(Sedlak & Snyder, 2004). Ambas moléculas actian como anti-inflamatorios, ya que
son capaces de inhibir citocinas pro-inflamatorias y aumentar los niveles de citocinas
anti-inflamatorias a través de la modulacion del factor de transcripcion NFk-B y el
incremento de la actividad de Akt. (Haga et al., 1996). También se ha demostrado
que la BV juega un papel muy importante en la regulacién de la via de sefalizacion
MAPKs y de la PKCs controlando la activacién génica inducida por mitégenos y

estimulos de estrés (Lerner-Marmarosh et al., 2005).

Cyt P450
NADPH o,
—p
Sistema Sistema
HO
HO
H,O o HOOC
HoOC + . 5
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Figura 2. Mecanismo de degradacidn del grupo hemo. La conversion del grupo hemo a biliverdina
IXa.es catalizada por el sistema HO y la biotransformacién de la biliverdina IXa.a bilirrubina es
catalizada por la Biliverdina reductasa. a, B, v y & representan las posiciones de los carbonos del
grupo hemo. Modificado de Mufioz-Sanchez & Chanez-Cardenas, 2014.




1.2.2. El CO.

Aunque el CO ha sido considerado como un gas tdxico debido a la interrupcién
del transporte de O, de la hemoglobina, en la actualidad se ha demostrado que posee
un papel importante en la regulacion de varios procesos fisioldégicos. Distintos
estudios han revelado que el CO interviene en varios procesos de sefalizacion
intracelular, culminando efectos como: 1) modulador vascular (vasodilatador); 2)
anti-inflamatorio; 3) anti-proliferativo y 4) anti-apoptético. El CO modula la actividad
de varias enzimas como la citocromo P450, la COX, la NADPH oxidasa, la NOS y la
guanilato ciclasa (GC) a través de su interaccidén directa con estas proteinas. En el
caso de la GC, el CO incrementa la produccibn de GMPc permitiendo la
vasodilatacién, la regulacién en la neurotransmision, la inhibicién de la agregacién de
plaquetas y efectos anti-proliferativos en el musculo liso. EI CO inhibe la actividad de
la NADPH oxidasa reduciendo la produccién de ERO y la actividad de la NOS
disminuyendo la produccion del oxido nitrico (NO) y del peroxinitrito. Con respecto
a los mecanismos anti-inflamatorios, se ha observado que el CO inhibe la via de
seflalizacion MAPK-p38, que es responsable de la regulacién de citocinas pro-y anti-
inflamatorias (Otterbein et al., 2000). Por otro lado, el CO tiene efectos importantes
en la mitocondria, promoviendo la biogénesis mitocondrial y regulando las
concentraciones de Ca®" mitocondrial. Estos efectos tienen influencia en la

modulacién de la muerte celular apoptdtica (Dennery, 2014).

1.2.3. El Fe?*.

El hierro es un elemento esencial para numerosas proteinas celulares, ya que
cumple funciones biolégicas importantes como el transporte de O,, la
transferencia de electrones de enzimas oOxido-reductasas, el metabolismo celular
durante la neurotransmisiéon y la sintesis de ADN. Sin embargo, la concentracién alta
de Fe?" libre provoca efectos téxicos, ya que es responsable de producir ERO como el
radical hidroxilo por medio de las reacciones Haber-Weiss y Fenton. La
liberacion del Fe** por accion del sistema HO es controlado por medio de la induccién

2+

de la ferritina, una proteina “atrapadora de Fe suprimiendo los efectos toxicos
de éste (Schipper, 2004). Actualmente se ha observado en estudios con sulfato de
hierro en un modelo in vitro, que el Fe?* incrementa la viabilidad celular ante un dafio
inducido por el NO. Dentro de estos estudios, se ha observado la formacion endégena

de complejos de sulfuro-Fe**, los cuales tienen la capacidad de atrapar el NO




formando complejos DNIC (dinitrosyl iron-sulfur complex). Estos complejos son
capaces de inhibir la actividad de las caspasas. De esta manera el hierro tiene

mecanismos de proteccion ante los efectos toxicos del NO (Kim et al., 2000).

Por lo tanto, la reaccidn enzimatica del sistema HO es importante para la
sefalizaciéon celular y los mecanismos de citoproteccion a través de sus metabolitos.
Sin embargo, muchos tejidos y células contienen bajos niveles del grupo hemo,

indicando posibles funciones no enzimaticas del sistema HO.

1.3. El sistema HO y su importancia en la seializacién celular.

La HO-1 y la HO-2 son proteinas homologas, con una identidad del 45% y un
plegamiento proteico muy similar. La alineacion de la secuencia primaria de ambas
proteinas muestra dos regiones diferentes: La primera se localiza en el residuo 127
y la otra en la regién carboxilo terminal (C-terminal) entre los residuos 240 y 295
de la HO-2 (Figura 3). Varios trabajos han demostrado que las diferencias en el
dominio C-terminal de ambas isoenzimas juegan un papel importante para la
funcién particular de cada proteina (ver apartado funciones no enzimaticas de la
HO-1 y la HO-2 como sensor de O,). Un segmento de 24 residuos se ha conservado
en ambas proteinas. En la HO-1, este segmento corresponde a los residuos 126-149
y para la HO-2 corresponde a los residuos 145-168 en humano. Este fragmento
conforma el sitio catalitico (Rotenberg & Maines, 1991) y comprende una sustitucion
conservativa de leucina en la HO-1 por una metionina de la HO-2. En la secuencia
de los 24 residuos se ha conservado la histidina 132 para la HO-1 y 151 en la HO-2,
que son residuos importantes para facilitar la reaccién catalitica (McCoubrey &
Maines, 1993). Por otro lado los residuos de histidina 25 para la HO-1 y la histidina
45 para la HO-2 son esenciales para la estabilizacion del hierro en el grupo hemo y
llevar a cabo la reacciéon catalitica (Wilks et al., 1996) (Figura 3). A pesar de que la
HO-1 y HO-2 catalizan la misma reaccion, tienen propiedades bioquimicas,

distribucién tisular y regulacién génica diferentes.
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Figura 3. Comparacién estructural de las proteinas HO-1 y HO-2 a nivel de proteina. El drea azul
representa las regiones conservadas (identidad del 45 % y una similitud del 76%). La HO-2 posee 3 HRMs
(del inglés Heme Response Motifs), las histidinas 25 y 132 para la HO-1 vy las histidinas 45 y 151 para la
HO-2, son esenciales para la reaccién catalitica. La HO-1 posee una secuencia putativa de exportacion
nuclear (LNIELSEELQALL) en el C-terminal (Modificado de Mufioz-Sanchez & Chanez Cardenas, 2014).

1.3.1. La hemoxigenasa-1 (HO-1).

La HO-1 fue la primera isoenzima descrita. Se caracterizé en el proceso de
degradacion de los eritrocitos ya que tiene una importante funcién de eliminaciéon
de los efectos toxicos del grupo hemo en el bazo (Maines, 2000). La HO-1 es
el resultado de un sdlo transcrito (1.8 kb) compuesto de 5 exones y 4 intrones. A
nivel de proteina pesa 32 kDa y se ha clasificado como parte de una familia de
proteinas de choque térmico denominada Hsp32. Es la isoforma inducible y
actualmente se ha considerado como el gen que mas se induce por efecto de
diversos estimulos, debido a que es regulada por diversas moléculas de sefalizacion
y factores de transcripcién como proteinas cinasas MAPKs (JNK, p38, ERK1/2), PKC,
PKA, PI3K/Akt, Nrf2, HIF-1, NFk-B, AP-1, AP-2 y CREB, entre otros (Immenschuh &
Ramadori, 2000; Alam & Cook, 2007). La regulacion de la HO-1 por estos factores
se debe a la presencia de multiples elementos reguladores en su promotor como
son los elementos de respuesta antioxidante (ARE, de Antioxidant Response

Elements), los elementos de respuesta a cAMP (CRE de cAMP Response Elements) y
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los elementos de respuesta a hipoxia (HRE de Hipoxia Response Elements), que
incrementan de manera considerable los niveles de la HO-1 en estimulos como la
isquemia, la hiperoxia, las endotoxinas bacterianas, el H,O,, el p-amiloide, el &acido
kainico, la dopamina, las prostaglandinas, las radiaciones ionizantes, las citocinas
inflamatorias y los metales pesados, entre otros (Dennery, 2000; Schipper, 2000).
Otros factores de transcripcién que intervienen en la regulacién de la HO-1 son
Bach-1 y Jun D, que juegan un papel importante como represores transcripcionales
(Shan et al., 2006). En humanos, la HO-1 presenta un polimorfismo satélite en su
promotor que regula la respuesta transcripcional ante diferentes estimulos. Se ha
observado que los individuos con un menor numero de repeticiones (GT)n
presentan una mayor expresion de HO-1 que los individuos con un mayor ndmero
de repeticiones (GT)n. Existen estudios que indican que los individuos con un
menor numero de repeticiones y mayor expresion de HO-1 presentan menor
susceptibilidad a presentar patologias, principalmente cardiovasculares y renales

por el papel protector que juega la HO-1 (Exner et al., 2004).

Con respecto a su distribucion tisular, se ha visto que esta isoenzima se
expresa en bajos niveles en condiciones fisiolégicas, excepto en bazo e higado.
También se ha encontrado la presencia de la HO-1 en ciertas zonas del cerebro
como el cerebelo, el talamo, el hipotalamo, el hipocampo y la corteza cerebral en
condiciones fisioldgicas (Bergeron et al., 1998). Sus niveles de expresion aumentan
considerablemente como respuesta a la supervivencia y proteccion celular en una
variedad de condiciones patolégicas como el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida, pancreatitis aguda, insuficiencia renal aguda, enfermedad de Alzheimer,
asma, cancer, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, diabetes, enfermedad
gastrointestinal, dafio pulmonar inducido por hipoxia, hipertension, dafio hipéxico-
isquémico, nefritis, trasplante de 6rganos, dafio de la médula espinal, entre otros

(Wagener et al., 2003).

1.3.1.1. Funciones no enzimaticas de la HO-1.

El papel de la HO-1 como enzima antioxidante y citoprotectora se debe a su
capacidad de ser inducida por diversos estimulos de dafio y a los metabolitos
producidos durante la degradacion del grupo hemo. Sin embargo, existen trabajos
que han observado que la HO-1 enzimaticamente inactiva es capaz de seguir

protegiendo contra un dafio oxidativo. La sobreexpresion de esta mutante sin
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actividad incrementa los niveles de la catalasa y del glutation confiriendo efectos
antioxidantes (Hori et al., 2002) y previniendo la toxicidad inducida por H,O, pero no
ante la toxicidad inducida por el grupo hemo (Lin et al., 2008). Las funciones
protectoras no enzimaticas de esta isoenzima no se han podido describir con mayor
detalle. Sin embargo, recientemente se han estudiado funciones novedosas como la
capacidad de translocaciéon de la HO-1 hacia diversos compartimentos celulares
como el ndcleo, la mitocondria y las caveolas como respuesta a diferentes estimulos

de estrés celular y en cancer.

1.3.1.2. Localizacion subcelular de la HO-1 y su participacion en la
sefnalizacion celular.

En condiciones de hipoxia e hiperoxia, la HO-1 puede migrar al nucleo
alterando la actividad de varios factores de transcripciéon como Nrf2 y Ap-1 (Biswas,
et al., 2014; Dennery, 2014; Lin et al., 2007) y regular su propia expresion. Dado
que la HO-1 es una enzima anclada en la membrana del reticulo endoplasmico, se
ha caracterizado que esta migracion se debe a un corte proteolitico que sufre en el
extremo C-terminal exponiendo una secuencia putativa comprendida entre los
aminoacidos 207-221 de la HO-1 de humano (LNIELSEELQALL). Esta secuencia tiene
un 90% de identidad con la secuencia motivo de exportacion nuclear (LX;_.sLX5.3LXL)
encontrada en la proteina Rev del virus de inmunodeficiencia humana tipo 1
(Dennery, 2014), sugiriendo que es responsable de sefializar su migracién al nucleo
como respuesta a la hipoxia e hiperoxia (Figura 3) (Biswas, et al., 2014;
Linnenbaum et al., 2012). El fragmento proteico de la HO-1 nuclear corresponde a
los primeros 237 aminoacidos con un peso molecular de 28 kDa el cual no contiene
el extremo C-terminal. La HO-1 puede interaccionar con distintas proteinas
nucleares como la ribonucleoproteina nuclear heterogénea (HNRNPK) (un modulador
de la transcripcion y traduccién), proteinas de reparacion de DNA (PARP), factores
de transcripcion como STAT3, Nrf2, entre otras (Dennery, 2014; Biswas, et al.,
2014). La presencia de la HO-1 en el nucleo por estrés celular como la hipoxia, ha
sido caracterizada como moduladora en la actividad transcripcional de varios
factores como NFk-B, AP-1 y 2, Brn-3 y CBF (core binding factor) aunque no se
conoce si existe interaccion fisica entre esta isoenzima y estos factores de
transcripcion (Lin et al., 2007). Por lo tanto, el papel fisiolégico de la HO-1 nuclear
en un estrés oxidante, podria modular y potenciar la transcripcion de proteinas

antioxidantes y promover funciones de reparacion al DNA.
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Existen reportes sobre la migracion a la mitocondria de la HO-1 bajo cualquier
tipo de estrés celular, aparentemente para modular la muerte celular mediada por la
mitocondria, dado que su actividad enzimética se incrementa en este organelo. Sin
embargo, el mecanismo de accién de la HO-1 mitocondrial metabdlicamente activa
no ha sido elucidado ni tampoco se ha sugerido coémo es translocado a este organelo
(Dennery, 2014). Finalmente se ha demostrado la presencia de la HO-1 en las
fracciones ricas de caveolas en células mesenquimales retadas con varios estimulos
e incluso se ha demostrado su interaccién con la caveolina-1 y caveolina-2 alterando

la cinética de la reaccion del sistema HO (Taira et al., 2011; Jung et al., 2003).

1.3.2 La hemoxigenasa 2 (HO-2).

La HO-2 ha sido considerada histéricamente como la isoforma constitutiva. En
la udltima década pocos grupos se han dedicado a describir las caracteristicas
bioquimicas y el papel que desempefia en procesos fisiolégicos y patofisioldgicos.
Varios autores han catalogado el gen de la HO-2 como un gen muy complejo, ya que
se han identificado 5 transcritos diferentes en mamiferos, en un rango de 1.3 a
2.4 Kb (1.3, 1.7, 1.9, 2.1, 2.4 Kb). Estos transcritos comparten un numero de 5
exones y 4 intrones. El nimero y tamafno de los transcritos se debe a la edicion
alternativa que sufre en la regiéon 5’ no traducida (UTR) cercana al exén 1 y en dos
sefales de poliadenilacién que estan separadas por 560 nucledtidos. Actualmente no
se sabe como durante el procesamiento se selecciona la sefial de poliadenilacion en
este transcrito. A pesar de los diferentes ARNm, todos codifican una sola proteina.
Por otro lado, se ha visto que la cadena negativa del intrén 1 de la HO-2, contiene
una secuencia de 1046 nucléotidos con un 87% de identidad a un ADNc que
corresponde a la proteina HMG17 (High Mobility Group Protein 17), una proteina no
histobnica que se localiza en el ndcleo y estd implicada en la regulaciéon de la
estructura de la cromatina y la activacibn transcripcional de genes. Se ha
demostrado que entre las dos sefiales de poli-adenilacion, se forman estructuras
secundarias (stem/loops) que proporcionan sitios de unién a proteinas que
controlan la estabilidad del ARNm y el control de la traducciéon (McCoubrey et al.,

1995; revisado en Mufioz-Sanchez & Chanez-Cardenas, 2014).

La expresion de la HO-2 se ha detectado predominantemente en cerebro,
testiculos, endotelio, higado y la porcién distal de la nefrona. Se ha observado que

responde a hipoxia e isquemia, sugiriendo que esta isoenzima es capaz de responder
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a cambios en el estado de 6xido-reduccion celular. En condiciones de hipoxia se ha
visto que la relacion de los transcritos 1.3/1.9 Kb son alterados, siendo el transcrito
mas pequefio el que se traduce con mayor eficiencia (Sun et al., 1990). A través de
este comportamiento se ha sugerido que su regulacién principal depende del
control de los niveles de los ARNm, dado que el Unico elemento de respuesta
transcripcional descrito hasta el momento, es un sitio de unién a glucocorticoides
(GRE de Glucocorticoid Response Element) (Raju et al., 1997). La HO-2 sufre una
modificacion post-traduccional mediante la fosforilacion de la serina 79 por la
caseina cinasa 2 (CK2). El proceso de fosforilacibn resulta de la activacion vy
sefializacion de Ca®*/calmodulina y la PKC (Boehning et al, 2003; revisado en

Mufioz-Sanchez & Chanez-Céardenas, 2014).

1.3.2.1. Funciones no enzimaticas. La HO-2 como sensor de oxigeno.

La HO-2 posee dos motivos reguladores del grupo hemo denominados como
HRM (Heme Response Motifs) (Figura 3). A la fecha, se han identificado ocho
proteinas que contienen estos HRM y son clasificadas como proteinas reguladoras de
O, y grupo hemo. Las proteinas son: aminolevulinato sintasa 1 y 2, Bach-1, la
proteina cinasa elF2, Hapl, IRP2, IR, Per2 y finalmente la HO-2 (Ragsdale & Yi,
2011).

El motivo HRM esta formado por un nudcleo dipeptidico conservado de cisteina-
prolina flanqueado por un aminoacido béasico en el amino terminal (N-terminal) y un
aminoéacido hidrofébico en el C-terminal. Son considerados como sitios de union al
grupo hemo responsables de regular la actividad y funciéon de las proteinas
relacionadas con los procesos de respiracion y dafio oxidativo, en la coordinacion de
la sintesis de proteinas y en el control de la disponibilidad del grupo hemo (Hon
et al., 2000; Lee et al., 2003). Los sitios HRM de la HO-2 estan localizados en los

residuos de Cys®®® y Cys?®?,

Los primeros estudios acerca de los HRM de la HO-2
sugerian que esta enzima ademas de degradar al grupo hemo, podria mantenerlo
“secuestrado” a través de los HRM. Sin embargo, se ha demostrado recientemente
que no es un sitio de unién al grupo hemo per se sino que su funcion estad mas
ligada a detectar las concentraciones de O,. La funcidon de estos motivos es regular
de manera indirecta la afinidad de la HO-2 por el grupo hemo a través de los
cambios de Oxido-reduccion que sufren los residuos de cisteina de ambos HRMs,

formando las formas reversibles tiol-disulfuro. En otras palabras, funcionan como
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interruptores para cambiar la afinidad por su sustrato dependiendo del estado
redox en el que se encuentre (Yi & Ragsdale, 2007). Se ha reportado que el valor de
Kd para el complejo HO-2-hemo cuando las cisteinas de los HRM1 y 2 estan en un
estado reducido (ditiol) es de 350 nM, mientras que el valor de Kd cambia a 33 nM
cuando los HRMs estan en su forma oxidada (disulfuro). EI cambio al estado oxidado
de los HRMs aumenta la afinidad de la HO-2 por el grupo hemo (Figura 3) (Yi et al.,
2009).

A partir de la descripcion de los HRMs de la HO-2 se ha relacionado el papel de
la HO-2 en la regulacion de los canales i6nicos de K* dependientes de Ca** (BKc,).
Estos tienen una gran importancia en las células tipo | del cuerpo carotideo como
canales ionicos que funcionan en la respuesta a los cambios de O,. El cuerpo
carotideo es un 6rgano secretor ubicado a nivel de la bifurcaciobn de la arteria
carétida comun y actia como quimioreceptor de la sangre. Es responsable de la
deteccion de O, y la respuesta hipodxica fisiolégica (Cui et al., 2009). Durante la
hipoxia, los canales BKc, de las células del cuerpo carotideo se encuentran
bloqueados, permitiendo la despolarizaci6n membranal y el incremento de Ca*"
intracelular. La modulacion de la actividad de los canales BK¢, esta dada a través de
los estados de oOxido-reduccion por medio de la formacion tiol/disulfuro en los
dominios de unién a hemo (HBD) de estos canales. Adicionalmente, la actividad de los
BKcq también esta regulada por el grupo hemo y los niveles de CO. Por lo tanto, la
HO-2 es responsable de la actividad de los canales, ya que ésta es la principal
responsable de la regulacién de los niveles del grupo hemo y la produccién de CO en
estas células. Bajo condiciones normales de O,, los dominios HRM de la HO-2 y HBD
de los canales BKc¢, estan en un estado oxidado, donde la afinidad de la HO-2 por el
grupo hemo es alta y la afinidad del hemo por los canales BKc, €s baja. A través de
estos cambios de afinidades de ambas moléculas por el grupo hemo se regula la
apertura de los BKc, por la disociacién del grupo hemo o por accién del CO generado
a través de la catalisis de la HO-2, ya que el CO actiia como un modulador positivo
en la actividad de estos canales. En condiciones de hipoxia, los bajos niveles de O,
permiten que los HRMs de la HO-2 pierdan su afinidad por el sustrato ocasionando
que el hemo se una a los HBD bloqueando la actividad de los canales BKc,. Por otro
lado, la baja produccién de CO en hipoxia potencia el cierre de los canales BKc¢,. A
partir de este vinculo entre la HO-2 y los canales BKc, se ha considerado que esta
isoforma funciona como un sensor de O, (figura 4) (Mufioz-Sanchez & Chanez-

Cardenas 2014; Cui et al., 2009; Yi & Ragsdale, 2007).
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Figura 4. Modelo de regulacién por éxido-reduccidn de la HO-2 y la actividad de los canales BKc,. En
condiciones normales de O,, la actividad de la HO-2 permite la apertura de los canales BKc, a través
de la disponibilidad del grupo hemo y la produccion de CO, mientras que en condiciones de hipoxia,
la afinidad de la HO-2 por el grupo hemo disminuye, permitiendo el cierre de los canales BK¢, HRM
(Motivos de respuesta a hemo) (Modificado de Mufioz-Sanchez & Chanez-Cardenas 2014).

2. La hipoxia.

El O, es una molécula esencial para las funciones metabdlicas de los
organismos aerobios. Su funcion principal es ser el aceptor final de electrones en la
cadena respiratoria mitocondrial, permitiendo el flujo continuo del metabolismo
oxidativo y la generacion de energia celular en forma de ATP (adenina trifosfato),
una molécula importante utilizada en reacciones catabdlicas y anabdlicas para el
mantenimiento de la viabilidad celular. Bajo condiciones normales de O, (normoxia)
las células conservan de manera continua una proporcion de ATP/ADP para seguir
manteniendo su sobrevivencia. La dependencia de las células a la proporcion
constante de ATP/ADP esta directamente relacionada a la dependencia del O,. Por lo
tanto, la reducciéon del suministro normal de O, tiene consecuencias en la viabilidad
celular (Lopez-Barneo et al., 2001; Hardie, 2003). La hipoxia se define entonces
como la disminucién del aporte de O, a las células, limitando la produccién de

energia a niveles por debajo de los requerimientos celulares.
La hipoxia es una condicion celular que puede presentarse en procesos

patofisiolégicos como la aterosclerosis, la diabetes, las enfermedades isquémicas de

distintos 6rganos, el cancer y en general las patologias angiogénicas; pero también
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se presenta en procesos fisiolégicos como el desarrollo embrionario (Brahimi-Horn &
Pouyssegu, 2007; Brahimi-Horn et al., 2007; Sluimer et al., 2008; Li et al., 2006).
Dependiendo de la duracién de la hipoxia, ésta se clasifica en aguda, intermedia y
créonica. En los vertebrados, los distintos 6rganos estan sometidos a diferentes
ambientes hipéxicos, debido a que el suministro de O, no es igual para todos (Tabla
1). La hipoxia se clasifica en varias categorias en funcion de las concentraciones de
O, establecidas en normoxia (21% de 0O,) como hipoxia moderada, intermedia,

fisiologica y anoxia (Tabla 2) (Koh & Powis, 2012; Carreau et al., 2011).

Tabla 1. Concentraciones de O, fisiol6gico en distintos tejidos humanos.

Organo pO. (mmg) % O,
Traquea 150 19.7
Alveolos 110 14.5
Sangre arterial 100 13.2
Cerebro 35 4.4
Tejido intestinal 58 7.6
Higado 41 5.4
Rif6N 72 9.5
Musculo 29 3.8
Médula 6sea 49 6.4

Tabla 2. Términos que describen las bajas concentraciones de O,

Condicion pO. (mmHg) %0,
Normoxia (ambiente) 159 21%
Hipoxia fisiolégica 15-68 2-9%
Hipoxia intermedia 8-38 1-5%
Hipoxia <8 < 1%
Anoxia < 0.08 <0.1%

La capacidad de detectar las concentraciones de O, fue originalmente atribuida
s6lo a células quimioreceptoras especializadas, tales como las del cuerpo carotideo y
células del neuroepitelio que regulan las tasas cardiovasculares y respiratorias
respectivamente. Actualmente se sabe que todas las células nucleadas en el ser

humano detectan el O, y responden al estrés hipoxico.
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2.1 Cambios bioquimicos en la respuesta a la hipoxia.

Las respuestas celulares de adaptacibn a los cambios agudos de la
concentracion de O, (duracibn de segundos a unos pocos minutos) ocurren
principalmente como resultado de alteraciones de estados de fosforilacion y 6xido-
reduccion de proteinas existentes, mientras que en los cambios crénicos en la
concentracion de O, (de minutos a horas) las respuestas adaptativas se basan

principalmente en alteraciones de la expresion génica (Koh & Powis, 2012).

2.1.1. Disrupcién iénica membranal y el papel del Ca®* en hipoxia.

La pérdida de la homeostasis idnica se debe en parte a los canales de K*
sensibles a O, y a la disminuciéon de la produccion de ATP. En condiciones de
normoxia, se ha estimado que el 60% de la produccién de ATP es utilizado por las
bombas de Na*/K" y Ca®"/H" ATPasas (Erecinska & Silver, 2001). Durante la
hipoxia, la disminucion de los niveles de ATP potencia el eflujo de K* y el influjo de
Ca®" y Na?* de manera no controlada. El bloqueo de la actividad de los canales de K*
provoca la despolarizacion membranal y activacion de los canales de Ca®"
dependientes de voltaje causando un incremento de Ca®" intracelular. Lo anterior
ocasiona distintos efectos celulares como: 1) cambios en el metabolismo
mitocondrial; 2) activacion de lipasas y proteasas induciendo dafio membranal; 3)
activacion de endonucleasas y 4) generacion de ERO (Bickler & Donohoe, 2002;
Seta et al., 2004). La conexién entre la respuesta a hipoxia aguda (procesos de
despolarizacion membranal) y la respuesta a hipoxia crénica (cambios en la
expresion génica) esta en la concentracion de Ca®* intracelular. Bajo condiciones de
hipoxia crénica, los cambios de la expresidn génica son regulados principalmente por
los factores de transcripcion inducibles por hipoxia (HIFs, del inglés Hypoxia
Inducible Factors). Aunque intervienen también otros factores como CREB (proteina
de unidn a elementos de respuesta a AMPc), c-fos y jun B (factor de transcripcion
AP-1), ATF-2 (factor de transcripcion activador-2), entre otros (Spicer & Millhorn,
2003; Choi et al., 2009). La proteina clave que vincula la hipoxia aguda y crdénica es
la calmodulina cinasa dependiente de Ca®*-11 (CaMKIl). El incremento de Ca®"
intracelular permite su unién a la proteina calmodulina activando a la CaMKII que a
su vez fosforila al co-activador p300 induciendo la actividad transcripcional de HIF
(Semenza et al., 2006).
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2.1.2 Los factores inducibles por hipoxia.

Mientras que la disrupcion idnica es una respuesta aguda en un evento de
hipoxia, la respuesta a hipoxia crénica involucra cambios en la expresion génica
(Semenza, 1999). El mecanismo esencial en este ultimo proceso es la estabilizacién
de los HIFs. Los HIFs son factores de transcripcion considerados como los principales
reguladores de la respuesta hipdxica crénica (Bracken et al., 2003). Son
heterodimeros compuestos por una subunidad alfa [HIF-1a, HIF-2a (también
conocido como EPAS1, HOP2 o HLF), y HIF-3a] y una subunidad beta (HIF-1p)
conocida también como ARNT (Aryl hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator), los
cuales forman los complejos transcripcionales HIF-1, HIF-2 y HIF-3
respectivamente. La subunidad HIF-1a es una isoforma que se expresa de manera
ubicua, mientras que la HIF-2a solamente se expresa en tejidos especificos como las
células endoteliales, el cerebro, el higado, el pancreas, el riidn, el corazén, los
pulmones y en el intestino delgado (Semenza, 2001; Bracken et al., 2003; Fedele et
al., 2002; Piret et al., 2002). Ambas isoformas son las mas estudiadas actualmente.
HIF-1ay HIF-2a tienen un 48% de identidad en la secuencia de aminoéacidos y un
plegamiento proteico muy similar. Sin embargo, tienen funciones no redundantes
debido a mecanismos de regulacion diferencial induciendo genes no superponibles
(Dengler et al., 2014). Las subunidades a y p poseen en el extremo N-terminal, un
dominio bHLH (basic-Helix-Loop-Helix) y un dominio PAS (Period clock-Aryl
hydrocarbon receptor nuclear translocator-Single minded). El dominio bHLH regula
la dimerizacién y la uniéon al ADN y el dominio PAS participa en la seleccién del gen
blanco (Figura 5). Debido a que la expresién del HIF-18 es constitutiva, la actividad
del complejo HIF es regulada exclusivamente por la expresion de las subunidades
o (Fedele et al., 2002; Dengler et al., 2014).

En muchas lineas celulares HIF-1a responde a periodos de hipoxia cortos (2-
24 h) y concentraciones de O, < 1%, mientras que HIF-2a es activado bajo
condiciones de hipoxia fisiolégica o intermedia (<5% O0,) y se mantiene activa
incluso después de 48 a 72 h (Holmquist-Mengelbier et al., 2006; Koh & Powis,
2012). En ciertas condiciones de estrés hipoxico, HIF-1 dirige una respuesta inicial a
hipoxia, mientras que durante la hipoxia cronica, HIF-2 es el principal modulador.
Este “switch” de los HIFs resulta de un acoplamiento divergente entre HIF-1 y HIF-2
con funciones complementarias durante la respuesta a hipoxia en tejidos bajo

condiciones fisioldgicas y patofisioldégicas (Koh et al., 2011).
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HIF-3a es la isoforma menos estudiada pero se ha reportado que también
tiene una gran similitud a HIF-1lay a HIF-2a en los dominios bHLH y PAS. Sin
embargo, carece del dominio de transactivacion C-terminal (TAD-C). HIF-3a sufre
edicion alternativa. El producto mas estudiado de este proceso pertenece a la
proteina con dominio inhibidor de PAS, una proteina truncada que actda como

modulador negativo de HIF-1a (Dengler et al., 2014).

Pro 402 Lys 532 Pro 564 Asn 803
HIE-1a (PHDS) (VHL) (PHDS) (FIH)
(826 aa) 7 VQIH'V 5 Ub & (IJH % oIH >
(|bHH [ | pasa | " pass || Pac [ Jooop LU [ [ —7Y
Pro 406 Pro 531 Asn 847
HIF-2a (PHDS) (PHDs) (FIH)
(870 aa) O CoH > o>
(IbHH | | Pasa | | pase || pac | | oDDD LS | — Y

Lys 467 Pro 492 Lys 570
(VHL)  (ppDs) (VHL)

HIF-3a.—1 g g,

(669 aa) Ubl i?t'., SV

ST Y Y (N I— N I L
HIF-30—4

HIF-1B

(789 aa)

CbHLH [ | easa [ | pass [ pac | ]

Figura 5. Representacion estructural de los HIFs. Cada una de las subunidades de los HIFs estan integradas por
varios dominios conservados como el bHLH (dominio de unién a ADN); PER-ARNT-SIM (PAS-A y PAS-B), PAC
(PAS-associated C-terminal domain) para la dimerizacion, el ODDD (dominio de degradacién dependiente de O,) y
los dominios N-TAD y C-TAD para la actividad transcripcional. Existen numerosas isoformas de HIF-3a con
dominios de transactivacidn tipo leucine zipper (LZIP) mientras que otras como HIF-3a-4 conocida como IPAS
(Inhibitory PAS domain protein) no poseen este dominio y actian como moduladores negativos para HIF-1aL..

2.1.2.1. Regulacion de los HIFs.

En condiciones de normoxia, HIF-1/2a son hidroxilados por las prolil-4-
hidroxilasas (PHDs) en dos residuos conservados de prolina (P402/P564 vy
P405/P531 de ambas isoformas, respectivamente), localizados dentro del dominio
de degradacion dependiente de O, denominado ODDD (Oxygen-Dependent
Degradation Domain) (Figura 5). La reaccion de hidroxilacidon por las PHDs requiere

de 0O,, 2-oxoglutarato, ascorbato y el i6n Fe?" como cofactor. La hidroxilaciéon de
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HIF-1/2a facilita el reconocimiento de la proteina VHL (Von-Hippel Lindau) al
dominio ODDD. VHL funciona como un médulo que reconoce a las subunidades HIF-
1/2a hidroxiladas para reclutar el complejo E3 ubicuitina ligasa compuesto por la
elongina C, elongina B, cullina-2, y ring-box-1, para dirigir la poliubicuitinacion y la
degradacion por el proteosoma 26S de ambas subunidades (Dengler et al., 2014;
Koh, 2008). Por otro lado, las subunidades o 1/2 poseen otro punto de regulacion
muy importante a nivel de la actividad transcripcional. Este es regulado por FIH
(Factor inhibidor de HIF-1), el cual hidroxila a las asparaginas 803 y 851 de HIF-1a
y HIF-2a respectivamente ubicadas en el dominio de transactivacion (TAD, del inglés
Transactivation Domain) interrumpiendo, su interaccion con los co-activadores
transcripcionales p300/CBP (proteina de unién a CREB) y disminuyendo la eficiencia

de la transcripcién.

El mecanismo de regulacién de los HIFs por las PHDs en normoxia se ha
considerado como el mecanismo candnico de regulacion basado en el bloqueo de la
actividad de las PHDs por la disminucién de O,. Sin embargo no se ha podido aclarar
especificamente cdmo ocurre este evento, ya que varios estudios han demostrado
que las concentraciones de O, que se encuentran en el citosol, en los capilares y en
las arteriolas (—12.5- 50 pM) son menores a los valores de las constantes de
afinidad (Km) por el O, de las PHDs (90uM) y del FIH (230 pM) (Ward, 2008). Esto
supondria que las enzimas se mantendrian inactivas alun en normoxia aumentando
la estabilidad del HIF-1/2a, lo cual no ocurre fisiologicamente (Pouysségur et al.,
2006; Fedele et al., 2002). Una explicacion alternativa es que la disminucién de la
concentracién de O, promueve un aumento en la generacion de ERO en la
mitocondria producidos por el complejo IlIl de la cadena respiratoria (Bell et al.,
2010). Aunque no es muy claro como se generan las ERO en hipoxia y existe una
controversia al respecto (Guzy & Schumacker, 2006), las ERO serian las
responsables de oxidar el Fe?** a Fe*' limitando la actividad de las PHDs. Esta
propuesta se ha comprobado experimentalmente en diversos tipos de células
(células de hepatoma, vasculares de musculo liso, cardiacas, epitelio gastrico,
epiteliales de tubulo renal y macréfagos), al no encontrarse HIF-1a/2a estables y
activos cuando las células son sometidas a hipoxia y tratadas al mismo tiempo con

antioxidantes (Pouysségur & Mechta-Grigoriou, 2006; Lee et al., 2007).

Cualquiera que sea el mecanismo de inhibicion de la actividad de las PHDs en

la hipoxia, la reduccion de esta actividad provoca que la unién de HIF-1/2a con la
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VHL disminuya suprimiendo la maquinaria de degradacion de ambas isoformas. De
esta manera el HIF-1a y el HIF-2a se acumulan, se translocan al nucleo, donde se
dimerizan con la subunidad HIF-1p para unirse a las secuencias consenso 57 -
RCGTG-3” (R= A o G) del ADN denominadas como HRE ubicadas en el promotor de
los genes blanco de estos factores (Mole et al., 2009; Schoédel et al., 2011).
También la inhibicién del FIH en condiciones de hipoxia, ocasiona la disminucién de
la hidroxilacion de las asparaginas de las subunidades a permitiendo que el complejo
p300/CBP se una a los factores HIF-1/2 para iniciar la actividad transcripcional
(Figura 6) (Dengler et al., 2014). Aunque la degradacién dependiente de O, de las
isoformas HIF-1/2a es la via candonica de estabilizacion de los factores HIF-1/2,
existen otras vias alternas de regulacion de los HIFs resumidas en la Figura 7 (Koh
et al., 2008).

2.1.2.2. Expresion génica de los factores HIFs.

Ambas isoformas de la subunidad a de HIF (HIF-1ay HIF-2a) reconocen las
secuencias HRE. Sin embargo, se sabe que la induccién de genes por cada uno de
los factores es independiente y especifica. Se ha propuesto que el tiempo de
exposicion, la abundancia de cada una de las isoformas, mecanismos de regulacion a
nivel traduccional y/o la modulaciéon de co-activadores, son los responsables de que
actuen independientemente (Hoh et al., 2012). La estabilidad de ambas isoformas
de la subunidad a puede estar influenciada por el tipo celular, la severidad y

duracion del estimulo, la presencia de pvHL e incluso las condiciones del medio.

La regulacion temporal de HIF-1a/20 se debe principalmente a las PHDs
debido a que las acciones de estas enzimas sobre las diferentes isoformas o
generalmente no son equivalentes. La PHD2 tiene mas influencia sobre HIF-1a y la
PHD3 sobre HIF-2a. Por otro lado, HIF-2a también es hidroxilado con menor
eficiencia que HIF-1a por las PHDs y FIH-1, aumentando la estabilizacion y
activacion de HIF-2o a concentraciones de O, mas altas (Appelhoff et al., 2004;
Koivunen et al., 2004). Se ha visto también que la estabilizacion del ARNm de la
subunidad la es inhibida después de una hipoxia crénica (Uchida et al., 2004). La
traduccién de HIF-2a estda modulada por el metabolismo de hierro debido a la
presencia de elementos de respuesta al hierro (IRE) en la region 5° UTR de su
transcrito y su traduccion es inhibida cuando el hierro es depletado, suprimiendo los

procesos de eritropoyesis (Sanchez et al., 2007). Con respecto a la regulacién por
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co-activadores, se ha visto que HIF-2 interactia de manera especifica con la
proteina co-activadora Ets-1 (Erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1) (Hu
et al., 2007).

pet

Normoxia
E3 ubicuitina

OH
OH
~
ligasa %géés“
/ Fe2+
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2-oxoglutarato

5 ot A ~
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, ~ 3 3 \::‘ 5 4 v 4?- Gy OH !'
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Figura 6. Efecto de la hipoxia sobre la estabilizaciéon de HIF-1a.. En condiciones de normoxia, las PHDs y el FIH
hidroxilan en los residuos de prolina 402 y 564 y en la asparagina 803 respectivamente en HIF-1a. promoviendo la
unién con el complejo VHL-E3 ubicuitina ligasa marcandola para su degradacién a través del proteosoma 26S. La
unién de los co-activadores p300/CBP se previene por la hidroxilacion de la asparagina. En condiciones de hipoxia,
las PHDs y el FIH son inactivos provocando la acumulacién de la subunidad o del HIF y su translocacidn. HIF-1a. se
dimeriza con HIF-1f uniéndose a los HRE en el promotor de los genes blanco de este factor.

Existen otros mecanismos de regulacién del “switch” de los factores HIF-1/2
como la regulacion por las desacetilasas de histonas (SIRT1), las cuales desacetilan
de manera especifica a HIF-2a incrementando su actividad transcripcional; y la
regulacion por la proteina HAF (Hypoxia-activated Factor), la cual se une de manera
selectiva a HIF-1a dirigiéendola a una degradacion proteosomal independiente de O,
mientras que su interaccion con HIF-2a aumenta su estabilidad y actividad
transcripcional. La expresion de HAF disminuye durante una hipoxia aguda, mientras

que en hipoxia prolongada incrementa sus niveles proteicos. Este mecanismo explica
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parcialmente el papel de HIF-1 en la respuesta de hipoxia aguda y el de HIF-2 en
una hipoxia prolongada (Koh et al., 2008).

Factores que incrementan HIF-1a
» Moduladores de degradacién

Dependientes de oxigeno

v" EPF UCP (degradacién por VHL)
Factores que disminuyen a HIF-1a v' VDU2 (des-ubicuitinasa para HIF-1c.
» Moduladores de degradacién v' SUMOilacién (via RSUME)

v" DeSUMOilacién (via SENP1)
Dependientes de oxigeno

v PHDs, VHL, 0S-9 y SSAT2 Independientes de oxigeno
v" SUMOilacién v’ Calcineurina A (dependiente de Ca2*via
RACK1)

Independientes de oxigeno

v" RACK1 y SSAT1 » Moduladores de la traduccién.
v’ GSK3pB v’ Proteinas de unién a ARN (PTB, HuR)
v' FOX04 v’ Vias de sefializacién PI3K/Akt y MAPK
(traduccién dependiente de cap)
» Moduladores de la traduccién v' Traduccién mediada por secuencias IRES
v’ Sefializacién mediada por Ca2* v’ Sefalizacién mediada por Ca2*
v miARNs v" miARNs
- -

Figura 7. Los niveles de HIF-1a son determinados por el balance entre los mecanismos de degradacion y sintesis.
Esquema que muestra las contribuciones de los moduladores de degradacion y traduccion en la determinacion de
los niveles totales de HIF-1a.

La presencia de HIF-1/2 y su unién a las secuencias HRE en un evento de
hipoxia no necesariamente corresponde a un aumento en la actividad
transcripcional, sugiriendo que existen mecanismos finos de transactivacion de los
factores que dictan el inicio de la transcripcion de los genes regulados por estos
factores. En la Tabla 3, se muestran los genes representativos especificos regulados

por HIF-1 y HIF-2 (Keith et al., 2012).

Tabla 3. Genes regulados por los factores HIF-1 y HIF-2.

GLUT1 ' Transportador de glucosa 4P
ADRP Metabolismo lipidico +
CAXII Mantenimiento del pH Sl
CA-IX Homeostasis del pH + -
FILAG Estructura del citoesqueleto 4F 4F
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IL-6
ADM1
VEGF
BNIP3
BNIP3L
NIX
HK1
HK2
PFK
GADPH
ALDA
PGK1
LDHA
PGK
PDK1
INOS
NADPH oxidasa-2
HO-1
TF
Ceruloplasmina
SoD
ARG
EPO
OCT3/4

TGFa
CCND1
DLL4
ANG2
MMP

El simbolo + significa que promueve la transcripciéon del gen, y el simbolo — significa que no promueve la

transcripcion del gen.

La habilidad de HIF-1 y HIF-2 para activar genes blanco depende del contexto
celular y de los moduladores proteicos que contribuyen a la estabilidad y actividad
de cada uno de los factores para montar una respuesta a hipoxia. Las respuestas
génicas reguladas por los HIFs son opuestas en términos del metabolismo y el
estado de Oxido-reduccion de las células. De acuerdo a los genes de la Tabla 3 y a
varios estudios, se ha demostrado que HIF-1 regula la mayoria de las enzimas

glucoliticas, ayudando a las células a modificar su metabolismo en condiciones de

Inmunocitocina
Angiogénesis
Angiogénesis

Apotosis, autofagia
Apotosis, autofagia
Apotosis
Glucolisis
Glucadlisis
Glucolisis
Glucdlisis
Glucolisis
Glucadlisis
Glucolisis
Glucdlisis
Glucdlisis
Produccion de ON
Enzima prooxidante
Enzima antioxidante que degrada el grupo hemo
Enzima moduladora de hierro
Regulacién del metabolismo de hierro
Enzima antioxidante
Inhibidor de la produccion ON
Eritropoyesis
Mantenimiento de la totipotencialidad de las células
madre
Factor de crecimiento
Progresion del ciclo celular
Sefalizacion de NOTCH
Remodelacion de los vasos sanguineos

Metaloproteinasa
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hipoxia. También regula enzimas pro-oxidantes y relacionadas al metabolismo del
hierro como la NADPH oxidasa-2 (Nox2), la iNOS (Oxido nitrico sintasa inducible) y
la HO-1. El HIF-2 por su parte, no interviene practicamente en la regulacion del
metabolismo glucolitico, pero esta relacionado con la respuesta antioxidante a través
de la induccién de la SOD (superoxido dismutasa) y ARG (Abelson-related gene) asi
como al proceso de eritropoyesis (Keith et al., 2012; Warnecke et al., 2004;

Fujiwara et al., 2007).

Debido a la falta del dominio de transactivacion C-terminal, no existen
reportes de genes regulados por HIF-3 (Figura 5). La principal funcién que se ha
reportado para HIF-3 es modular de manera negativa al complejo transcripcional de
HIF-1 (Dengler et al., 2014).

2.1.3. El metabolismo celular en la hipoxia.

En condiciones de normoxia, el piruvato formado en la glucdlisis es
transportado a la mitocondria y convertido a acetil-CoA por el complejo piruvato
deshidrogenasa (PDH) para dirigirse al ciclo de los &cidos tricarboxilcos (CATC)
formar moléculas de NADH y FADH y finalmente producir ATP a través de la cadena
respiratoria (Wu et al., 2010). Cuando existe un estrés hipoxico (segundos a
minutos) las células no alteran el flujo de acetil-CoA hacia el CATC. Sin embargo, en
condiciones de hipoxia prolongada (horas) la activacion de HIF-1 disminuye el flujo
del CATC (Kim et al., 2006; Mason et al., 2007; Papandreou et al., 2006). La
conversion del piruvato a acetil-CoA es disminuida por la sobreregulaciéon de la
lactato deshidrogenasa (LDHA) y la piruvato deshidrogenasa cinasa-1 (PDK1), los
cuales son genes regulados por HIF-1. PDK1 fosforila a la subunidad E1 del complejo
PDH bloqueando su actividad y previniendo que el piruvato se dirija al CATC
disminuyendo el metabolismo oxidativo debido a la falta de O,. La LDHA entra en
accion convirtiendo el piruvato a lactato, generando NADH como ruta alternativa
para mantener las proporciones de NADH/NAD™, el flujo glucolitico y la formacion de
ATP a partir de la fosforilacion a nivel de sustrato, eventos importantes para la

sobrevivencia celular (Wheaton & Chandel 2011).
HIF-1 también es importante para sefializar la disminucion de la actividad de

la cadena respiratoria en hipoxia a través de dos mecanismos: 1) por la induccién de

la INOS y la sobreproduccion de o6xido nitrico (NO), el cual es un inhibidor de la
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citocromo oxidasa (COX) (Cleeter et al., 1994); 2) por la sobreregulacion de las
proteasas LON (Proteasas dependientes de ATP mitocondrial), las cuales degradan
las subunidades 1-4 de la COX; y 3) a través de la induccién de un microARN
denominado miR-210, el cual silencia la expresién de la subunidad 10 de la COX, la
subunidad D de la succinato deshidrogenasa y las proteinas ISCUL1/2 (Iron-Sulfur
Cluster Assembly Proteins) esenciales para el funcionamiento del complejo | (Chan
et al., 2009; Puissegur et al., 2010).

La disminuciéon del metabolismo oxidativo provoca baja produccién de ATP
alterando principalmente la actividad de las bombas Na*/K* ATPasas afectando la
homeostasis i6nica membranal y desencadenando toda la respuesta mediada por el
Ca®" (ver apartado Disrupcién iénica membranal y el papel del Ca®" en hipoxia).
Otro papel muy importante que ejerce el ATP ademas de la regulacion idnica, es el
mantenimiento de la traduccién de los ARNm (Arsham et al., 2003). La hipoxia
inhibe la traduccién global a través de la modulacion de la actividad de mTORC1
(mammalian Target of Rapamycin complex) y de la cinasa pancreatica elF2o (PERK).
El control de la traduccion por mTORCL1 es a través de la fosforilaciéon de la proteina
S6K1 (p70 ribosomal S6 kinase) y la 4E-BP1 (proteina de unién al factor elF4-1),
proteinas importantes para la traduccion dependiente de cap de los ARNm (Liu &
Simon, 2004). A pesar de que existe una reduccion global de la sintesis de
proteinas, las células responden a la hipoxia de manera precisa y especifica
traduciendo genes importantes en el momento del estimulo hipéxico. Este proceso
involucra un mecanismo denominado traduccién proteica independiente de cap o
mediada por las secuencias IRES (Internal Ribosome Entry Site). Este mecanismo
consiste en la presencia de una secuencia nucleotidica que se encuentra en el
extremo 5'UTR de ciertos genes, el cual provoca la formacion de una estructura
secundaria especifica que es reconocida por factores de inicio de la traduccibn como
el elF2, elF3 y de ribonucleoproteinas nucleares denominados como ITAFs (IRES
transacting factors). La hiperfosforilacion de elF2a ocasiona que solamente se
traduzcan aquellos genes que tengan estas secuencias IRES, que de forma general
seran aquellos genes importantes para responder a las condiciones de hipoxia. Entre
los genes que contienen las secuencias IRES se encuentran aquellos relacionados a
factores de crecimiento (FGF2, PDGF, VEGF, IGF-Il); genes relacionados a vias de
sefalizacion (CaMKII, proteina cinasa p58) genes relacionados al transporte y
receptores (CAT-1, TrkB, GIuR2), genes que codifican factores de traduccion

(elF4GlI-11), genes relacionados a la muerte celular apoptética (Apaf-1, Bcl-2, Bcl-
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XL) y genes que codifican factores de transcripcion (HIF-1a, c-jun, OCT4B, NF-kB,
p53), entre otros (Young et al., 2008; Komar & Hatzoglou, 2011; Hellen et al.,
2011).

2.1.4. Especies reactivas de oxigeno y muerte celular por hipoxia.

En condiciones de normoxia, las EROs pueden ser generadas en multiples
sitios y organelos celulares, sin embargo la principal fuente de produccién de EROs
es a través de la cadena transportadora de electrones (Fruehauf et al., 2000). Se ha
estimado que el 2% del flujo electrénico por la cadena respiratoria produce EROs en
condiciones de normoxia. Las EROs se han catalogado como moléculas esenciales
que participan en las vias de sefalizacion celular actuando como segundos
mensajeros (Hensley et al., 2000; Sauer et al., 2001). Actualmente no se ha podido
entender por completo la formacién de las EROs en condiciones de hipoxia, ya que
se han encontrado resultados controversiales que demuestran aumento o
disminucion de estas especies en condiciones de hipoxia en diferentes células y
tejidos (Gilany & Vafakha, 2010; Chandel & Budinder, 2007; Fandrey & Genius,
2000). Sin embargo, se ha aceptado que en hipoxia crénica existe una
sobreproduccion de EROs derivadas de la mitocondria y del sistema NADPH oxidasa,
las cuales tienen un papel muy importante en la regulacion y estabilizacion de los
factores HIFs (Gilany & Vafakha, 2010; Sudarshan et al., 2009). Se ha observado
que la activacibn de HIF-1 directamente correlaciona con los cambios en la
concentracion de las EROs, debido posiblemente a la inactivacion de las PHDs

permitiendo la acumulacién de los HIFs (Taylor, 2008; Cash et al., 2007).

2.1.4.1. Muerte celular por hipoxia.

La adaptacion celular a hipoxia permite tanto la proliferacion como la
supervivencia celular. Cuando los mecanismos adaptativos y protectores
desencadenados por los complejos transcripcionales HIFs no son suficientes, la
hipoxia conduce a la muerte celular (Gilany & Vafakhah, 2010). La muerte celular
requiere de combinaciones de eventos y factores, como el incremento de Ca®", la
generacion de EROs, cambios en la energia celular, acidosis, etc. (Zauner et al.,
2002; Webster et al., 1999). Existen diferentes formas de muerte celular en hipoxia
como la necrosis, la apoptosis y la autofagia. La necrosis se define como una forma

“pasiva” de muerte celular ya que ocurre en ausencia de ATP. La causa de esta
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muerte es la disrupciéon de los gradientes i6nicos de las membranas celulares
asociados con la disminucion de ATP. La apoptosis es una forma de muerte celular
activa o dependiente de ATP, la cual desencadena una activacién secuencial de un
programa genético. La autofagia ha sido clasificada como una forma alternativa de
la muerte celular programada genéticamente pero considerada como no-apoptotica
(Edinger & Thompson, 2004; Greijer & van der, 2004; Banasiak et al., 2000;
McClintock et al., 2002). El tipo de muerte celular depende de la intensidad del
estimulo, es decir, a las condiciones de hipoxia a las que son sometidas las células,
asi como al tiempo de exposicidon al estimulo (hipoxia aguda o crénica) (Gilany &
Vafakha, 2010). HIF-1 puede controlar genes tanto anti-apoptéticos como pro-
apoptoticos (Tabla 4), y la induccion de estos genes depende de la intensidad del

estimulo del estrés hipéxico (Sendoel & Hengartner, 2014).

Tabla 4. Genes pro y anti-apoptoéticos regulados
por los HIFs.

Familia de genes apoptéticos

Genes Pro-apoptoticos
BNIP3
Noxa
Nix
PUMA
Genes Anti-apotoéticos
Bcl-2
Bel-xL
Bax

Mcl-1

En condiciones de hipoxia crénica, HIF-1 induce apoptosis a través de la
induccién de genes pro-apoptdticos como BNIP3, Nix y Noxa. Estas proteinas actian
sobre la permeabilidad de la membrana mitocondrial facilitando la liberacion de
EROs y componentes del apoptosoma para iniciar la activacion de la apoptosis
intrinseca. Sin embargo, se conoce también que BNIP3 y Nix, intervienen en
procesos de autofagia, la cual puede ser un mecanismo de supervivencia celular a
través de la degradaciéon de proteinas mal plegadas u oxidadas y de proteasas que
estén ocasionando dafio celular. También inhibe la produccién de EROs producidas
por las mitocondrias a través de la degradacion de este organelo, prolongando la

tolerancia a la hipoxia. Por otro lado la inducciéon de los genes anti-apoptoéticos por
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HIF-1 muestra funciones protectoras ante la muerte celular (Edinger & Thompson
2004; Greijer & van der, 2004; Banasiak et al., 2000; McClintock et al., 2002).

El papel del HIF-2 en la muerte celular es menos conocido, pero se sabe que
tiene funciones principalmente anti-apoptéticas debido a que HIF-2 regula de
manera negativa a BNIP3 y potencia la expresién del gen antiapoptdtico Bel-xL. La
variante alternativa de HIF-3 (IPAS) ha sido implicada en la actividad proapotética
debido a que es capaz de interactuar con la proteina Bcl-xL, un gen anti-apoptético,
causando la desestabilizaciéon de la membrana mitocondrial y desencadenando la via

intrinseca de la apoptosis (Sendoel & Hengartner, 2014).

Ademas de la muerte celular regulada por los factores HIFs, participan otros
factores que modulan la muerte celular apoptética como el factor p53 (el supresor
central tumoral y regulador maestro del ciclo celular y de la apotosis) (Graeber et
al., 1994; Sendoel & Hengartner, 2014).

3. Modelos de hipoxia.

El conocimiento de la respuesta molecular a hipoxia en los distintos procesos
fisiolégicos y patolégicos que involucran cambios en la concentracion de O, es
importante para conocer los mecanismos desencadenados en este evento con la
posibilidad de intervenir con una solucion terapéutica. Por esta razén se han
desarrollado varios modelos para el estudio de las respuestas moleculares a hipoxia.
Todos los modelos se basan en la estabilizacion de las subunidades a de los factores

HIF y se pueden clasificar de la siguiente manera:

1) Modelos de hipoxia por reduccion de O,. Se basan en someter tejidos,
células o animales en ambientes con una concentracion < 21% de O,.

2) Modelos de hipoxia inducida quimicamente. Se basan en el uso de agentes
quimicos que inducen la estabilizacion de la subunidad HIF-1a. Entre estos

agentes quimicos se encuentran:

» Analogos del 2-oxoglutarato como: dimetiloxaloiglicina (DMOG), L-mimosina,

etil 3,4 dihidroxibenzoato, S956711 (Mole et al., 2003; Zhang et al., 2011).
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» Quelantes de hierro: deferoxamina (DFO), 8-hidroxiquinolina, M30, HLA-20,
VK28 (Zhang et al., 2011).

» Metales de transicion como: Co?*, Ni**, zZn?*, Mn?", V** (Kaczmarek et al.,
2009).

» Desacoplantes de Ila cadena transportadora de electrones como: 2,4
dinitrofenol, dinitrocresol, pentaclorofenol, (m-clorocarbonilcianuro

fenilhidrazona (Harvery et al., 2004).

El DMOG, la DFO y el Co** se han considerado los mejores agentes
mimetizadores de hipoxia basados en la estabilizaciéon de la subunidad HIF-1a. La
estabilizacion y acumulacion de HIF-1oa se debe a que todos estos agentes quimicos
bloquean la actividad de las PHDs, interrumpiendo la hidroxilacién de la subunidad o
del HIF-1 e inhibiendo la degradacién proteosomal 26S dependiente del complejo
pvHL-E3 ubicuitina ligasa. También tienen efectos inhibidores sobre FIH, aumentando

la actividad transcripcional de los factores HIFs (Zhang et al., 2011).

Los mecanismos de inhibicién de las PHDs por estos mimetizadores de hipoxia
son distintos. EI DMOG es un inhibidor competitivo para las tres isoformas de las PHDs
y del FIH. Actualmente no se ha descrito a detalle la manera en que el DMOG inhibe la
actividad de estas enzimas. Se ha propuesto que al ser un analogo del 2-OG (co-
sustrato de las PHDs), se sitUa en el sitio catalitico sustituyendo al 2-OG y bloquea la
actividad de hidroxilacion. La DFO es un quelante de Fe?*, cofactor indispensable para
la actividad de las PHDs. La falta de la disponibilidad de Fe?* ocasiona que la actividad
de las PHDs y FIH se inhiba provocando la acumulacién y el aumento de la actividad

de HIF-1 (Hewitson & Schofield, 2004; Hewitson et al., 2004; Zhang et al., 2011).

Dado que el Co** ha sido utilizado con mayor frecuencia como mimetizador de
hipoxia, los mecanismos de induccién de estos factores por este metal de transicién

han sido descritos con mayor detalle.

3.1. El Co?* en la estabilizacién y acumulacién de los factores HIFs.

A diferencia del DMOG y de la DFO, el Co?* ha tenido mayor efecto en la
intensidad y acumulacion sostenida de HIF-1a y HIF-2 o (Borcar et al., 2013). Por
esta razon este metal de transicion ha sido muy utilizado en los estudios de la

respuesta génica desencadenados por los factores HIF-1 y HIF-2 simulando la
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respuesta transcripcional que se desata en la hipoxia. Se han propuesto distintos

mecanismos por los cuales el Co?" estabiliza y acumula los niveles proteicos de las

subunidades 1/2 alfa de los factores HIFs.

1)

2)

3)

Inhibicién por reemplazamiento del Fe?* en el sitio catalitico: Este
mecanismo ha sido el mas aceptado basado en la sustituciéon del Fe?* por el
Co®" en el sitio catalitico. Esta sustitucion provoca que la reaccion de
hidroxilacién de la PHDs y el FIH se inhiba, debido a que el Co?* no tiene la
capacidad de sufrir reacciones de 6xido-reduccion como el Fe*". Sin embargo
Kaczmarek et al, (2009) han discutido a partir de sus resultados usando un
andlisis computacional, que este reemplazo es imposible en términos

termodinamicos (Hirsila et al., 2005; Kaczmarek et al., 2009).

Oxidacién del ascorbato por el Co?*. El ascorbato o &cido ascérbico
(vitamina C) es esencial para que las PHDs y el FIH puedan llevar a cabo las
reacciones de hidroxilacion a través del mantenimiento de hierro activo, es
decir en su forma reducida (Fe?"). Se ha comprobado que el Co?* ocasiona la
oxidacion directa del ascorbato produciendo dos metabolitos oxidados
denominados como acido monodeshidroascérbico y acido deshidroascérbico. La
forma oxidada del ascorbato provoca que sea incapaz de reducir el Fe** a Fe?*
localizado en el sitio catalitico de las PHDs y del FIH. Por otro lado, también se
ha comprobado que el Co®*" es capaz de producir ERO, las cuales también
podrian oxidar al ascorbato (Qiao et al., 2009). Por otro lado, se ha demostrado
que el Co®" inhibe la captacion celular del ascorbato, sugiriendo que este i6n
metalico bloquea los transportadores de ascorbato e inhibe sus concentraciones

intracelulares (Salnikow et al., 2004).

Union directa del Co?* en el dominio ODDD de HIF-1/2a. Se ha
comprobado a través de un analisis de espectrometria de masas que a altas
concentraciones de CoCl,, el i6n Co®?" se une al dominio ODDD de las
subunidades 1/2 alfadel factor HIF impidiendo que la proteina VHL pueda
interactuar incluso cuando estan hidroxiladas ambas subunidades, inhibiendo
sus poliubicuitinaciones y degradaciones via proteosoma 26S (Yuan et al.,
2003).
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4)

5)

Regulacion de la traducciéon de los transcritos de las subunidades HIF-
1o y HIF-20. por el Co?* a través de la regulacion de vias de
sefializaciéon. La acumulacion proteica principalmente de HIF-1a por el Co**
es debida en parte, al aumento de la traduccion de los ARNm, principalmente
regulada por la producciéon de EROs y la activacion de la via PISK/Akt/mTOR,
una via importante para la regulacion de la traduccién de los transcritos

(Chachami et al., 2004).

Aumento de la induccién transcripcional del gen HIF-1o por el Co**. Se
ha descrito que la regulacion de los niveles proteicos de la subunidad HIF-1a es
debida principalmente a la inhibicidn proteolitica modulada por el complejo
pVvHL-E3 ubicuitina ligasa. Sin embargo poco se conoce acerca de la regulacion
transcripcional del gen de esta subunidad. Existen trabajos controversiales
acerca de la induccién de los transcritos de HIF-1a por el Co?", ya que se ha
reportado que el Co?* no induce los niveles de ARNm de esta subunidad, pero
existen otros que han demostrado el incremento de los transcritos de este gen
inducido por el Co?'. Estas respuestas diferenciales pueden deberse a los

distintos tipos de células (Pagé et al., 2002).

Dado que el modelo de hipoxia quimica inducido por el Co*" se basa en la

acumulacion de HIF-1 y HIF-2 simulando la respuesta a hipoxia regulada por estos
factores, existen diferencias entre este modelo y el de hipoxia por reduccién de O,. En
la Tabla 5 se resumen algunas de las respuestas reproducibles asi como las que son

diferentes entre ambos modelos a partir de observaciones experimentales.

Tabla 5. Diferencias y similitudes en las respuestas moleculares generadas por la hipoxia por reduccion de O, y por el

2+ . s . . s ~_ e .z
Co”" en el metabolismo celular, regulacion transcripcional y vias de sefalizacion celular.

Funcién celular | Hipoxia por reduccién de 02 Agente mimetizador de Referencias
hipoxia inducido por Co+*2
Metabolismo Estimula la actividad de la LDH en Estimula la actividad de la LDH en | Martietal.,
celular células VSMC células VSMC 1994
Induce la expresion y actividad de Induce la expresion y actividad de | Semenza et
varios genes glucoliticos como la ALDA, | varios genes glucoliticos como la al., 1994
PKM y la PGK en células en células ALDA, PKM y la PGK en células en
Hep3B y Hela. células Hep3B y Hela.
Aumenta los niveles de fosforilacion de | Disminuye los niveles de Borcar et al.,
la PHD en células HepG2. fosforilacién de la PHD en células | 2013
HepG2.
No tiene efecto en los niveles de los Disminuye los transcritos de la Borcar et al.,
ARNm de la PDK-2 en células HepG2. PDK-2 en células HepG2. 2013
Regulacion Induce la actividad promotora de los Induce la actividad promotora de | Befani et al.,
transcripcional | genes SOD y PGK la PGK pero no de SOD 2013
Induce la expresion del gen de la Induce la expresion de la ferritina | Huang et al.,
ferritina H a través de los HRE en H a través de ARE regulado por 2014

células K562
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Vias
sefializacion

Actualmente

de

Induce la expresion de VEGF en Hep3B

Disminuye la expresién de EC-SOD en
tejido pulmonar de ratas.

Aumenta la expresion de la EPO en
rifion de rata.

Aumenta la expresion del gen TH en
células del cuerpo carotideo y en PC12

Aumenta la actividad promotora del
gen Et-1 a través de los elementos HRE
en células HMEC-1

Incremento en la expresion de la EPO
dependiente de HIF-2 en células Huh7
y HepG2

Disminuye la interaccién de las IRP con
los IRE del gen de la ferritina H
incrementando la traduccidon del gen
en células K562

Disminuye los niveles de miR-124 en
células del tubulo proximal renal y
HPASMC.

La  estabilizacion de  HIF-la es
dependiente de la presencia de EROs
Activa las vias de sefializacion de
PI3K/Akt/mTOR y de las MAPKs en
células PC12 y Células madre
embrionarias de ratén.

La estabilizacion de HIF-1a. es
independiente de las vias de
sefializacion PI3K y ERK1/2 en células
Hela

No afecta la proliferacidn de las células
Hela.

contamos con
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Induce la expresion de VEGF en
Hep3B

Disminuye la expresion de EC-
SOD en células COS-7 y pericitos

Aumenta la expresion de la EPO
en rifidon de rata.

Aumenta la expresion del gen TH
en células del cuerpo carotideo y
en PC12

Aumenta la actividad promotora
del gen Et-1 a través de los
elementos HRE en células HMEC-
1

No induce la expresion de la EPO
a pesar de que estabiliza a HIF-2
en las células Huh7 y HepG2.
Aumenta la interaccidn de las IRP
con los IRE del gen de la ferritina
H disminuyendo la traduccion del
gen en células K562

Aumenta los niveles de miR-124
en células hMCS promoviendo la
diferenciacion neuronal.

La estabilizacion de HIF-1a es
dependiente de las EROs

Activa las vias de sefalizacion
PI3K/Akt/mTOR y de p38MAPKs
en células PC12.

La estabilizacion de HIF-1a es
dependiente de las vias de
sefializacion PI3K y ERK1/2 en
células Hela.

Inhibe la proliferacion de las
células Hela de una manera
dependiente de hierro.

acerca de

Lendhal et al.,
2009
Adachietal.,
2011, Hartney
etal., 2011,
Bunn et al.,
1998

Kato et al.,
2010; Spicer
et al., 2003;
Minchenko &
Caro, 2000.

Befani et al.,
2013

Huang et al.,
2014

Adachi et al.,
2011, Hartney
et al., 2011,
Triantafyllou
et al., 2006
Lee et al.,
2008; Spicer &
Millhorn 2003;
Kitagishi et al.,
2012.
Triantafyllou
et al., 2006

Triantafyllou
et al., 2006

Abreviaturas: PHD (Prolilhidroxilasas); HepG2 (Linea celular derivada del carcinoma hepatocelular de higado de humano); PDK-
2 (Piruvato Deshidrogenasa Cinasa-2); LDH (Lactato Deshidrogenasa); VSMC (Células Vasculares del Musculo Liso); ALDA
(Aldehido Deshidrogenasa); PKM (Piruvato Cinasa); PGK (Fosfoglicerato Cinasa); Hep3B (Linea celular derivada del carcinoma
hepatocelular de higado de humano); Hela (Linea celular deriva del adenocarcinoma cervicouterino humano); EPO;
(Eritropoyetina); Huh (Linea celular derivada del carcinoma hepatocelular de higado de humano); HRE (Elementos de
Respuesta a Hipoxia); IRP (Proteina Reguladora de Hierro); IRE (Elementos Reguladores de Hierro); ARE (Elementos de
Respuesta Antioxidante) VEGF (Factor de Crecimiento Endotelial Vascular); EC-SOD (Superdxido Dismutasa Extracelular); TH
(Tirosina Hidroxilasa); Et-1 (Endotelina-1), COS-7 (Linea celular transformante SV40 de rifién de Cercopithecus aethiops); K562
(Linea celular derivada de la leucemia mieldégena crénica humano); PI3K (Fosfoinositol 3 fosfato Cinasa); Akt (Proteina Cinasa
B); mTOR (Serina-treonina cinasa sensible a ripamicina); ERK (Proteina cinasa regulada por sefializaciones extracelulares);
MAPK (Proteina Cinasa Activada por Mitogenos)

la activacion
transcriptoma que se induce en condiciones de hipoxia y cuales de estos genes son
regulados por los factores HIFs. Sin embargo, poco se conoce si el Co®* como agente
mimetizador de hipoxia puede activar la mayor parte del transcriptoma regulado por
los factores HIFs. Como se muestra en la Tabla 5, existen ciertas diferencias en

ambos modelos en cuanto a la regulacion de algunos genes. El trabajo de Lendahl et
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al. 2009 ha mostrado el niumero de genes alterados en hipoxia de 2 y 24 h y por el
Co?* a 2 y 24h en células Hep3B a través de un andlisis de inmunoprecipitacion de
cromatina seguido de ensayos de microarreglos. Estos autores pudieron observar que
muchos genes se sobrelapan en ambos modelos, pero existen otros cuya regulaciéon
es distinta (Lendahl et al., 2009). Ademas también reportan que existen genes que
son regulados UGnicamente por Co?* pero no en hipoxia. Estos datos ayudan a
comprender qué limites puede tener la hipoxia quimica con respecto a la hipoxia por
reduccién de O, y qué respuestas génicas pueden ser compartidas para continuar con
los estudios de las modulaciones génicas provocadas por la hipoxia. Por otro lado es
importante comprender y diferenciar el metabolismo celular y las vias de sefalizacién
para poder explicar ciertos fenbmenos novedosos encontrados en ambos modelos
(Borcar et al., 2013).

3.2. Tipos celulares para el estudio de las respuestas moleculares a hipoxia.

A lo largo del tiempo se ha ampliado el conocimiento para entender como las
células monitorean y responden a los cambios en la concentracion de O,. Algunos
tipos celulares son capaces de detectar estos cambios y adaptarse a estas condiciones
deficientes de O, a través de la modulacion de la actividad de varias cinasas y de los
patrones de transcripcidon y traduccidon génica. Sin embargo, existen pocos tipos
celulares que han desarrollado la capacidad de responder a las alteraciones de O, para
aumentar el suministro de éste a los tejidos y 6rganos hipoéxicos. Las células renales
sensibles a O,, liberan eritropoyetina durante episodios de hipoxia con la finalidad de
estimular la producciéon de eritrocitos. Las células vasculares del muasculo liso
derivadas del pulmén desvian el flujo sanguineo durante la hipoxia para optimizar la
carga de O, a los glébulos rojos. Las células tipo | del cuerpo carotideo son
responsables de detectar la deficiencia de O, arterial para sefalizar la activacion de la
respuesta ventilatoria hacia el sistema nervioso central y aumentar las

concentraciones de O, sanguineo (Spicer & Millhorn, 2003).

La habilidad de detectar los cambios en las concentraciones de O, es
generalmente una propiedad de las células neuroenddcrinas del cuerpo carotideo, ya
que éstas han desarrollado sistemas moleculares especificos para responder a las
condiciones de reduccion de esta molécula y por otro lado son capaces de tener una
gran tolerancia a la hipoxia (Brundin, 1966; Hervonen & Korkala, 1972). La médula

adrenal y otros paraganglios extra adrenales, los cuales son tejidos asociados al
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sistema nervioso simpatico, se han descrito como sensibles a los cambios en los
niveles de O,. Estos estudios se han realizado tanto en rata, raton y lineas celulares
del feocromocitoma (Conforti & Millhorn, 1997; Evinger et al., 2002; Zhu et al.,
1996). La desventaja de utilizar cultivos primarios derivados de la médula adrenal o
de los paraganglios extra adrenales para los estudios de la respuesta a hipoxia ha sido
principalmente la dificultad de crecer a las células de manera abundante para
mantener un cultivo celular. La solucién a este problema, ha sido el uso de lineas
celulares clonales que responden a la hipoxia de forma similar a las de la médula
adrenal y a las del cuerpo carotideo. La linea celular del feocromocitoma de rata
(PC12) ha sido utilizada como un excelente modelo in vitro para las respuestas por

hipoxia.

En condiciones de hipoxia, las células del cuerpo carotideo inhiben la actividad
de los canales de K", induciendo la despolarizacion membranal y la entrada de Ca®"
(Lépez-Barneo, 1996). La hipoxia provoca la induccidon génica y actividad de la TH
(Tirosina hidroxilasa), la cual es la enzima limitante de la sintesis de dopamina,
liberando su secrecion (Shaw et al., 1989). Las células PC12 tienen la capacidad de
reproducir estas respuestas (Czyzyk-Krzeska et al., 1994; Zhu et al., 1997). También
son capaces de tolerar episodios de hipoxia prolongada, haciéndolas un modelo para
los estudios celulares y moleculares de las respuestas a hipoxia (revisado en Spicer &
Millhorn, 2003).

3.2.1 La respuesta a hipoxia en las células PC12.

A través de estudios electrofisiolégicos se han identificado canales de K*
sensibles a O, en las células PC12 denominados como Kv1.2. Los canales Kv1.2 son
importantes para detectar las concentraciones de O, y desencadenar toda la respuesta
a hipoxia. La expresion de los Kv1.2 en células no excitables como los oocitos de
Xenopus, provoca que estas células respondan a los cambios de O,, indicando la

importancia de estos canales en la respuesta aguda a la hipoxia (Zhu et al., 1996).

Las distintas respuestas moleculares que se han descrito en las células PC12 en
condiciones de hipoxia involucran varios eventos como: 1) la inactivacion de los
canales Kv1.2; 2) la despolarizacién y el aumento de las concentraciones de Ca®"
intracelulares; 3) la activacion de la cinasa CaMKII (la cual modifica la transcripcion
de genes para la adaptacion a la hipoxia); 4) la activacion de la cinasa Pyk2 conocida

también como RAFTK (que actua como un modulador negativo de los canales K1.2);
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5) la activacion de la via de sefalizacion PI3K/Akt; 6) la activaciéon de las cinasas
ERK1/2; 7) la activacion de p38a y p38y entre otros. La activacion de estas vias de
sefalizacion de las células PC1l2 en hipoxia sugiere que éstas tienen una gran

capacidad de tolerar condiciones de baja concentracion de O,.

Entre los factores transcripcionales que se ha reportado que son activados en
las células PC12 en condiciones de hipoxia se encuentras los factores HIF-1, HIF-2, el
factor CREB y c-fos y junB. Con respecto a los factores HIF-1/2, se ha visto que se
inducen ambos factores tanto por reduccién de O, como por Co?* y quelantes de
hierro. Los niveles de fosforilacién del factor CREB aumentan en la hipoxia, indicando
un incremento de la actividad transcripcional. La actividad de CREB es importante
para la regulacion génica de la TH, debido a que ademas de tener los HRE, contiene
secuencias CRE. Por otro lado, la funcion de CREB se ha caracterizado como
protectora ante la hipoxia al regular genes anti-apoptéticos como la proteina Bcl-2.
Los aumentos en la fosforilacion de CREB no se deben a las cinasas PKA, PKC,
CaMKII, ERK1/2, MAPKAP, RSK-2 y p38SAPK que normalmente fosforilan a esta
proteina y no se tiene claro aun cémo es que se lleva a cabo la fosforilacion de CREB
en estas células sometidas a hipoxia. ElI factor AP-1 conformado por Ila
heterodimerizaciéon de c-fos y junB se ha considerado como el factor que responde a
etapas tempranas e inmediatas en hipoxia. Cada uno de los transcritos de las
subunidades de AP-1 aumenta de manera rapida y dependiente de Ca?* y de CaMKII.
Los promotores de los genes de c-fos y JunB contienen elementos CRE, indicando el
requerimiento del factor CREB. También es importante la actividad de las cinasas
ERK1/2 para la actividad transcripcional de c-fos. La expresiéon génica de la TH
también requiere de la actividad de AP-1 debido a que contiene elementos
reguladores para este factor. Con estos datos, se puede concluir que los factores HIFs,
CREB y AP-1 juegan un papel importante para la regulaciéon génica inducida por
hipoxia en las células PC12. Entre los genes inducidos por hipoxia en células PC12 se
encuentran junB, c-fos, TH, VEGF, hexocinasa Il, EPO, PGK, PK, enolasa, BNIP3,

Receptor de Adenosina A2 entre otros (revisado en Spicer & Millhorn, 2003).

A partir de la comprension de las respuestas desencadenadas en las células
PC12 por hipoxia se podria lograr un mejor diagnéstico y tratamiento de las

enfermedades isquémicas y de aquellas que involucran a la hipoxia en su patologia.
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IV. JUSTIFICACION.

Este proyecto de investigacion plantea el estudio y caracterizacion de la
respuesta del sistema HO ante las condiciones hipdxicas utilizando la linea celular
PC12 (células derivadas del feocromocitoma de rata) considerada como una linea
celular idonea para estudiar fendmenos de disminucidén de la concentracion de O,, ya
que reproduce el comportamiento de las células del cuerpo carotideo consideradas
como las principales células que detectan los niveles de O, fisiolégicamente. La
caracterizacion del sistema HO en modelos que involucran hipoxia es importante para
contribuir al conocimiento del comportamiento de enzimas protectoras en procesos
hipéxicos. Este proyecto incluye la descripcion del sistema a nivel de transcrito,
cambios en los niveles proteicos y localizacion intracelular de cada una de las

isoformas.

A pesar de todas las evidencias que indican la importancia del sistema HO y su
papel protector en condiciones de hipoxia, la caracterizacion de la respuesta y
regulacion del sistema HO ante la hipoxia no ha sido descrita totalmente. Por ello,
contribuir con el estudio de la caracterizacion de la respuesta de cada componente del
sistema HO a la hipoxia podria tener implicaciones importantes en la generacién de
conocimiento sobre blancos terapéuticos de eventos como la hipoxia, la isquemia de

o6rganos, el cancer y, en general, en patologias que involucran la disminucion de O,.

Existen varios modelos para reproducir las condiciones hipdxicas regulada por
HIF-1 de forma independiente de O,. El conocimiento de la respuesta molecular
regulada por HIF-1 es importante para comprender los distintos procesos fisioldégicos y
patoldgicos que involucran la participaciéon de este factor transcripcional. EI modelo de
hipoxia por disminucién de O, reproduce la respuesta clasica de estabilizacion de HIF-
la por ausencia de O,. Sin embargo, existen modelos de hipoxia inducida
quimicamente que simulan un efecto hipéxico al interrumpir la hidroxilacion de las
prolinas de HIF-1a, como es el caso del CoCl,, el cual inhibe la actividad de las PHDs a
través del reemplazamiento del Fe?* del sitio activo por el i6n Co?*. Esto permite que
la subunidad HIF-1a no se degrade, se transloque al ndcleo y se forme el complejo
heterodimérico con la subunidad B. Una vez formado el complejo transcripcional HIF-
1, éste se une a los motivos HRE de los promotores de genes de respuesta a hipoxia,
montando asi una respuesta transcripcional idéntica a la generada por la ausencia de

0O,. Hacer estudios que utilicen modelos de hipoxia independientes de O, nos permitira
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conocer si soOlo la estabilizacion del factor HIF-1a participa en la regulacion

transcripcional de estas isoformas.

Hasta el momento no existen suficientes estudios que ayuden a explicar el
comportamiento de la HO-1 y la HO-2 ante un estimulo hipoxico, por lo que existen
muchas interrogantes sobre la respuesta y el papel que juegan ambas isoformas en el

modelo de hipoxia inducida quimicamente por CoCl,.

39

—
| —



V. HIPOTESIS.

El sistema HO responde a los cambios en la concentracion de O,, por lo que la
generacion de una hipoxia inducida quimicamente por CoCl, en células PC12 podria
provocar cambios diferenciales en los niveles de transcrito, de proteina y localizacion

intracelular de las isoformas HO-1 y HO-2.

VI. OBJETIVOS.

1. Objetivo general.

Evaluar la respuesta del sistema HO en un evento de hipoxia a través de un

modelo de hipoxia quimica inducida por CoCl, en células PC12.

2. Objetivos particulares.

En células PC12 bajo condiciones de hipoxia inducida quimicamente por CoCl,

determinar si se dan cambios en:

1) Los niveles de ARNm de HO-1 y de HO-2.
2) Los niveles de proteina de HO-1 y de HO-2.

3) La translocacién mitocondrial y/o nuclear de la HO-1 y la HO-2.

VII. MATERIAL Y METODOS.

1. Reactivos.

La linea celular PC12 fue obsequiada por el Dr. José Pedraza Chaverri de la
Facultad de quimica, UNAM. Esta linea celular se adquirié en la ATCC (American Type
Culture Collection). EI medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), el suero
fetal bovino (SFB), el suero de caballo (SC), la TrypTM EL express se obtuvieron de
Gibco (USA). ElI CoCl, (cloruro de cobalto), la acrilamida, la Bis N, N’-
metilénbisacrilamida, el SDS (dodecil sulfato de sodio), el PSA (Persulfato de
amonio), el TEMED (Tetrametiletiléndiamina), se obtuvieron de Bio-Rad (USA). El
ioduro de propidio (IP), el anticuerpo primario a-tubulina, el MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), el isopropanol, el cloroformo, el tween, el

triton X-100, el 2’,7'-diclorofluoresceina (DCF), el 2’,7'-diclorofluoresceina diacetato
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(DCFDA), el mowiol se obtuvieron de Sigma (USA). El TriPure se obtuvo de Roche
(Alemania). La transcriptasa reversa, los hexameros azarosos, los desoxinucledtidos
trifosfatados se obtuvieron de Promega (USA). La sonda TagMan Rn 00561387 (HO-
1), la sonda 18S, la Master Mix Tagman, la Master Mix Sybergreen y el MitoTracker
rojo se obtuvieron de Applied Biosystems (USA). El kit NE-PER, el Kit Mitochondria
Isolation for Cultured Cells, se obtuvieron de Thermoscientific (USA). El kit de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) para HIF-1a se obtuvo de Cayman Chemical
(USA). El kit de ELISA para la HO-1 se obtuvo de Enzo life Sciences (USA). El kit de
ELSA para la HO-2 se obtuvo de Cusabio (China). Los anticuerpos secundarios 1gG
rabbit-HRP, 1gG mouse-HRP se obtuvieron de Jackosn Laboratory (USA). El
anticuerpo anti-HO-1 se obtuvo de Enzo life Sciences (USA). Los anticuerpos anti-lam
B2, anti-HO-2 y el IgG-mouse-Alexa 488 se obtuvieron de abcam (USA). El
anticuerpo IgG-rabbit-Alexa 488 se obtuvo de ThermoFisher scientific (USA).

Todos los demas reactivos que se utilizaron fueron grado analitico y se

obtuvieron de fuentes comerciales conocidas.

2. Cultivo celular.

La linea celular PC12 se cultivé en medio DMEM suplementado con 7.5% de SFB
y 7.5% de SC para su crecimiento. En los ensayos de hipoxia inducida quimicamente
por CoCl,, se utiliz6 medio DMEM suplementado con 0.75% de SFB y 0.75% de SC
(medio de experimentos). Las células fueron incubadas con las siguientes condiciones:
37°C, 5% de CO,, 21% de O, y 95% de humedad.

3. Disefno experimental.

Se prepard una solucion concentrada de CoCl, 10 mM en un amortiguador de
fosfatos 10 mM pH 7.4 y se esterilizé por filtracion. Salvo que se indique lo contrario
en cuanto a concentraciones y tiempos de incubacion, los grupos experimentales

fueron:

1) Células control (medio de experimentos)
2) Células incubadas con 0.5 mM de CoCl,

3) Células incubadas con 1.0 mM de CoCl,
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En cada una de las condiciones, las células se incubaron a 24 y 48 h a 37°C,
5% de CO,, 21% de O, y 95% de humedad en la incubadora INCO 108 (memmert
Experts in Thermostatics). El volumen de CoCl, necesario para preparar cada una de
las condiciones experimentales fue menor al 10% del volumen total del medio de

experimento.

4. Extraccion de nicleos y citoplasma.

En cada condicién experimental se sembraron 3x10° de células en frascos de
cultivo de 25 cm?. Al término del tiempo de incubacién las células se recuperaron y
resuspendieron en un tubo eppendorf de 2 mL y a partir del paquete celular se
obtuvieron las fracciones nucleares y citopladsmicas utilizando el Kit NE-PER. Los
extractos obtenidos con este kit tienen menos de 10% de contaminacion entre las
fracciones nucleares y citoplasmaéticas, que es una pureza suficiente los experimentos

que implican los extractos nucleares.
5. Determinacion de HIF-1a nuclear.

La determinaciéon de los niveles proteicos de HIF-1 se realiz6 por ELISA
utilizando un kit (HIF-1a transcription factor assay kit). Este ensayo permitioé
cuantificar los niveles proteicos y funcionalidad de HIF-1a en la fraccidbn nuclear,
debido a que este kit detecté Unicamente la cantidad de HIF-1a que es capaz de

reconocer las secuencias HRE.

6. Ensayo de cuantificacion de ERO.

Se utiliz6é DCFDA como sonda para detectar la produccion intracelular de ERO.
En cada condicién se sembraron 1 millébn de células y se incubaron durante 0.5, 1, 4,
24 y 48 h. Se retir6 el medio de experimentos y se adicion6 DCFDA a una
concentraciéon final de 10 yM en medio DMEM sin suero en cada una de las
condiciones. Las muestras se incubaron 30 min a 37°C en la oscuridad. Se retiré el
DCFDA vy las células se suspendieron en un amortiguador de lisis (amortiguador de
fosfatos 50 mM pH 7.4, Tritébn X-100 1% v/Vv) y se sonicaron por 15 s. Las muestras
se centrifugaron a 12,000 x g 20 min a 4°C y se recuperaron los sobrenadantes. Las
muestras se leyeron a una longitud de onda de excitacion 488 y una longitud de onda
de emision de 515 nm. Al mismo tiempo se realizd la curva de calibracion utilizando

DCF en un rango de concentracion de O-1 uM.
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Se cuantificé la proteina de los sobrenadantes por el método de Lowry. Los

valores se expresaron como pmoles DCF/ug proteina.

7. Ensayo de reduccion de MTT.

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del MTT realizada por la enzima
mitocondrial succinato deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Las
células se sembraron a una densidad de 30,000 células por pozo en una placa de 96
pozos. Se agregd medio de experimentos (para muestras control) y medio de
experimentos con concentraciones crecientes de CoCl, (0.1-1.0 mM) y se incubaron
durante 24 y 48 h a 37°C. Al término del periodo de incubacién se adicion6 MTT
disuelto en un amortiguador de fosfatos 10 mM pH 7.4 a una concentracion final de
0.45 mg/mL en cada uno de los pozos y se incubd durante 1.5 h. Se adicionaron 150
uL de medio disolvente de MTT (HCI 4 mM, Nonidet P-40 al 0.1% en isopropanol) y se
agitdé durante 15 min en condiciones de oscuridad. Las lecturas de densidad Optica se
realizaron a 590 y 690 nm de longitud de onda en un lector de placas (Synergy,
Biotek). Esta ultima fue la longitud de referencia para restar el fondo, por lo tanto los
valores de densidad Optica se expresaron mediante las diferencias de 590-690 nm
(4D.0.).

El calculo del porcentaje de reduccion de MTT se realizé a partir de la siguiente
ecuacion:
ADO muestra

0 i6 MTT = X1
% reduccion de ADO promedio del control 00

8. Ensayo de viabilidad celular por SubGO.

A través del analisis del contenido de DNA marcado con IP y acoplado por
citometria de flujo, se determind el pico SubGO el cual representa restos celulares,
células en estados tardios de apoptosis y células necréticas, obteniendo el porcentaje
de células muertas. Se sembraron 1x10° células por grupo experimental. Las células
se despegaron con tripsina y se suspendieron con PBS hasta obtener la minima
agregacion celular. Se fijaron con etanol 70% en hielo por 2 h. Las muestras se
centrifugaron a 300 x g por 5 min y el etanol se decantd. Posteriormente se
resuspendieron con PBS durante 30 s y se centrifugaron a 300 x g por 5 min. Las

células se resuspendieron con 1 mL de IP (Tritébn X-100 0.1% (v/v), 10 pyg/mL de IP
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en PBS) y se incubaron a 37°C por 10 min. Las muestras se transfirieron a un
citometro de flujo utilizando una longitud maxima de excitacion de 536 nm y una

longitud de emisién de 617 nm.

9. Niveles de ARNm de la HO-1 y la HO-2 por RT-PCR en tiempo real.

9.1. Aislamiento de ARN total.

En cada condiciébn experimental se sembraron 3x10° de células. Para el
aislamiento de ARN total se utiliz6 1 mL de TriPure ® para cada muestra. Se adicion6
cloroformo (200 ulL). Las muestras se agitaron vigorosamente en un voértex y se
centrifugaron a 12,000 x g por 15 minutos a 4°C. De las tres fases formadas, se
recuper6é la fase acuosa (superior) donde se encuentra el ARN. Se procedié a la
precipitacion del ARN colocando 0.5 mL de isopropanol frio, se agitaron las muestras
vigorosamente en un vortex y se centrifugaron a 12,000 x g por 10 min a 4°C. Se
retird el sobrenadante y se adicionaron 0.5 mL de etanol 75%. Se agit6é en vortex y se
centrifugé a 7,500 x g por 5 min a 4°C. Se retir6 el sobrenadante y se dej6 secar el
paquete blanco durante 5 min a temperatura ambiente. El paquete blanco fue
resuspendido en agua libre de nucleasas. El ARN se cuantificé por espectrofotometria
a 260 nm.

9.2. Sintesis de ADNCc.

Se utilizaron 5 pug de ARN total para sintetizar el ADNc, usando hexameros
azarosos (50 ng) y desoxinucledtidos trifosfatados (dNTPs, 500 uM) con la
transcriptasa reversa (200 U) en un termociclador (GeneAmo PCR System 9700,
Appplied Biosystems) a 37°C durante 1 h. El ADNc se utilizé para amplificar el gen de
la HO-1 utilizando la sonda Tagman Rn00561387. Para la amplificacion de la HO-2, se
utiliz6 Sybergreen usando los siguientes oligonucleétidos: Forward 57
ACAACTCAGCAACAATGTCTTC AG 3, Reverse 5° GGTCTGCCATTTTGGTATGGTT 3~

(Muriioz, 2013); vy el gen ARN ribosomal 18S como gen constitutivo.

9.3. Analisis de cuantificacion de ARNm por PCR en tiempo real.

El ensayo de PCR en tiempo real es utilizado para amplificar y simultaneamente
cuantificar de forma absoluta o relativa el producto de la amplificacion del ADNc. Se

realiz6 la validacion del método de PCR en tiempo real por el método comparativo ACt
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para cada gen para las sondas blanco (HO-1 y HO-2) y el gen enddgeno. Las
condiciones para la HO-1 fueron: Sonda TagMan 1.125 uL, Master Mix Tagman 1X 'y
diferentes diluciones de ADNc (1, 1:10, 1:1000, 1:10000) en un volumen de reacciéon
de 25 puL, con las condiciones de temperatura de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min y
45 ciclos a 95°C por 15 s y 60°C por 1 min. Para la HO-2 fueron: oligonucledétidos 2
ng/uL, Master Mix Sybergreen 1X y diferentes diluciones de ADNc (1, 1:10, 1:50,
1:500, 1:1,000, 1:10,000) en un volumen de reaccion de 25 uL, con las condiciones
de temperatura de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, y 45 ciclos a 95°C por 15 sy
60°C por 1 min en un termociclador (7500 Real Time PCR System, Applied

Biosystems).

Posteriormente se llevo a cabo el analisis de cuantificacion de ARNm de la HO-1
y la HO-2, utilizando las mismas condiciones de la validacion del método. La dilucion
de ADNc que se utiliz6 fue de 1:10. Se utilizé una n=4 y todas las muestras evaluadas

se hicieron por triplicado.

10. Extraccion de mitocondrias.

En cada condicion se sembraron 20x10° células en frascos de cultivo de 75
cm?. Las células se recuperaron y se suspendieron en un tubo eppendorfde 2 mLy a
partir del pellet celular se obtuvieron las fracciones mitocondriales utilizando el Kit
Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells. El kit separa la fraccion mitocondrial con

un alto porcentaje de pureza.

11. Niveles de proteina por Western blot y ELISA.

El Western Blot es una técnica analitica utilizada para detectar y cuantificar de
manera relativa una proteina de un extracto crudo separada por electroforesis
mediante el uso de anticuerpos. El ensayo de ELISA, es una técnica de inmunoensayo
en la cual un anticuerpo inmovilizado detecta y cuantifica a una proteina o antigeno
mediante un anticuerpo enlazado a una enzima capaz de generar un producto
detectable. Las fracciones nucleares y citoplasmicas se utilizaron para cuantificar los
niveles proteicos de la HO-1 y HO-2 normalizando con el gen constitutivo a-tubulina
en citoplasma y lamina B2 en nucleo. Se cargaron 50 ug de proteina en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida al 12% por el método de Laemmli (acrilamida 30%

/ N,N metilénbisacrilamida 0.8%, Tris-HCI 1.5 M/SDS 0.4%, pH 8.8, PSA 10% vy
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TEMED 0.07%). Se realiz6 la transferencia a una membrana de PVDF a 0.5 mA

durante 1.5 h en una camara de transferencia fria.

Las membranas transferidas se bloquearon con una solucibn de leche
descremada al 5% en amortiguador de TBS-T (Tris-base 100 mM, NaCl 500 mM,
Tween 0.1% pH 7.5) durante 2 h. La membrana se incubd con el anticuerpo anti HO-1
a una dilucion 1:1,000 preparado con el amortiguador TBS-T a 4°C por 24 h. Se
realizaron 3 lavados de 10 min cada uno con el amortiguador TBS-T y posteriormente
se incubd6 con el anticuerpo anti-ratén conjugado con peroxidasa de rabano (IgG-HRP)
a una dilucién 1:2,500 por 2 h a temperatura ambiente. Se realizaron 3 lavados de 10
min cada uno con el amortiguador TBS-T y se revel6 por quimioluminiscencia de alta

sensibilidad utilizando placas de ultraradiografia.

Para la a-tubulina se ocuparon las mismas condiciones de incubacion, lavado y
revelado que para la HO-1, con una dilucién 1:10,000 de anticuerpo primario anti a-
tubulina y el anticuerpo secundario anti-raton conjugado con peroxidasa de rabano
(1gG-HRP) a una dilucién 1:10,000.

Para la HO-2 se ocuparon las mismas condiciones de incubacién, lavado y
revelado que para la HO-1, con una dilucién 1:5,000 de anticuerpo primario anti a-
HO-2 y el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con peroxidasa de rabano
(1gG-HRP) a una dilucién 1:10,000.

Finalmente, para la lamina B2 se ocuparon las mismas condiciones de
incubacién, lavado y revelado que para la HO-1, con una dilucibn 1:3,000 de
anticuerpo primario anti a-lamina B2 y el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado

con peroxidasa de rabano (IgG-HRP) a una dilucién 1:10,000.

A partir de las fracciones nucleares, citoplasmicas y mitocondriales, se
cuantificaron los niveles proteicos por ELISA (Kit ELISA HO-1 y kit ELISA HO-2).

12. Localizacion celular de la HO-1 y la HO-2 por inmunofluorescencia.

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcacion que hace uso de
anticuerpos unidos quimicamente a una sustancia fluorescente para demostrar la
presencia y localizacion de una determinada proteina o una molécula. Las células se
sembraron en cubreobjetos a una densidad de 100,000 células/cm? y se incubaron en

cada condicion experimental. Para el marcaje de mitocondrias se ocupé MitoTracker
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rojo a una concentracion final de 100 nM en medio DMEM. Las células fueron
incubadas por 45 min a 37°C. Posteriormente, se fijaron con formaldehido al 0.5%
durante 5 min, se permeabilizaron con Triton X-100 al 0.1% durante 10 min y se
realiz6 un lavado con TBS durante 15 min. Las células se bloquearon con SFB al 3% y
Tritén X-100 al 0.1%.

Para el marcaje de ambas isoformas se ocupd una dilucion de anticuerpo
primario de HO-1 de 1:100 y para la HO-2 de 1:100. Se incubaron por 24 h y se
realizaron 3 lavados con PBS-Triton X-100 al 0.1% durante 5 min. Posteriormente las
preparaciones se incubaron con Hoechst (1:1,000) y con el anticuerpo secundario
anti-mouse IgG Alexa fluor 488 (verde, para marcar a la HO-1) y anti-rabbit IgG
Alexa fluor 488 (verde, para marcar a la HO-2) a una dilucién 1:250. Se incubaron por
2 h, se realizaron 3 lavados con PBS durante 5 min y cada una de las preparaciones

se monto con Mowiol.

Las preparaciones se observaron en un microscopio Olympus 1X2 acoplado a
unidad de disco giratorio (DSU) ubicado en la unidad de Microscopia del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM bajo la asesoria del Dr. Miguel Tapia. También las
preparaciones fueron observadas en el microscopio confocal FV10i ubicado en la
unidad de Microscopia del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM bajo la asesoria de la
Dra. Fabiola Jaimes Miranda. Se tomaron fotografias representativas de cada uno de
los grupos experimentales para cada isoforma del sistema HO con el microscopio

confocal FV10i.
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VIII. RESULTADOS.

1. Niveles proteicos y funcionalidad de HIF-1 y produccion de ERO inducidas
por CoCl..

El fundamento de la hipoxia quimica inducida por CoCl, se establece a partir de
la estabilizacion y translocacion nuclear del factor HIF-1a. En la Figura 8 (A) se
observa que las células PC12 expuestas a 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, durante 24 h
presentan un incremento en la estabilizacidon y capacidad de union de HIF-1 nuclear a
las secuencias HRE unidas al fondo de los pozos de una placa de ELISA (5.7 veces con
0.5 MMy 7.2 veces con 1.0 mM de CoCl,). A 48 h se observa que con 0.5 mM vy 1.0
mM de CoCl, el incremento es de 22.4 y 35.3 veces respectivamente. Por lo tanto, a
estas condiciones de CoCl, se promueve la estabilizaci6bn y translocacién nuclear de

HIF-1 mimetizando la respuesta a hipoxia modulada por este factor.

Adicionalmente, se determiné la generacion de ERO por efecto del CoCl,, un
evento que se presenta en condiciones hipdxicas. En la Figura 8 (B) se observa que la
exposiciéon con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, en células PC12 a diferentes tiempos de
incubacién, genera ERO a partir de 1 h de incubacién. La produccién es significativa,

presentando un pico maximo con 1.0 mM de CoCl, a las 24 h de incubacién.

(A) (B)

051 @mer

S
O .
o B3 0.5 mM CoCl, *# ; 3.0%10 *
€ 04{ MW 1.0mM cocl, p
E (@]
° j -
g. 0.31 * g 2.0810 74
4 2
=] 0.2 L
- N o
g O 1091074
o e [%)]
(To] 0.1' * .:. E
<t P 2 -
SN TN |
O o.0- = [ a 0=

24 h

[CoClz2]

Figura 8. Efecto de la hipoxia inducida quimicamente por CoCl, sobre los niveles proteicos y
funcionalidad de HIF-1a determinado por ELISA en fracciones nucleares (A) y la generacion de
ERO (B). Los valores se expresan como la media £ SEM *p<0.05 y **p<0.001 vs CT de cada
tiempo (n=3); #p<0.001 vs CoCl, 0.5 mM al tiempo correspondiente, utilizando la herramienta
estadistica ANOVA seguido de un andlisis Bonferroni. (B) Generacion de ERO por CoCl, en células
PC12 en forma dosis y tiempo dependiente. Los valores se expresan como la media = SEM (n=3).
*p<0.05 vs Control (CT) de cada tiempo utilizando la herramienta estadistica ANOVA seguido de
un analisis Dunnet.
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2. Efecto del CoCl, en la capacidad reductora, viabilidad celular y morfologia
celular.

Como un primer acercamiento al estado de las células por efecto del CoCl,
durante 24 y 48 h se realiz6 un ensayo de reduccién de MTT. En la Figura 9 (A)
observamos que en las células expuestas a concentraciones crecientes de CoCl, (0.1-
1.0 mM) durante 24 y 48 h, el porcentaje de reduccion de MTT disminuye de forma
dependiente del tiempo y de la concentraciéon. A partir de 0.5 mM de CoCl, este
porcentaje es estadisticamente significativa en ambos periodos de incubacion,
teniendo una reducciéon del 35 % y 45 % a 24 y 48 h, respectivamente. La
disminucion méaxima del porcentaje de reduccion de MTT se observa con 1.0 mM de
CoCl, en ambos tiempos (75% a 24 h 'y 85% a 48 h).

La disminucion de la sefial de MTT en estas condiciones de estrés no
corresponde de forma directa con la disminucién del porcentaje de viabilidad celular.
Los resultados de muerte celular por determinacién del pico SubGO indican que hay
una menor disminuciéon de células vivas. En la Figura 9 (B), se observa que la muerte
celular aumenta de manera significativa con 1.0 mM de CoCl, a 24 h (16%) mientras
que a 48 h con 0.5 mM y 1.0 mM aumenta el porcentaje de muerte celular de 20% a
40% respectivamente. Por lo tanto, a pesar de que los datos de MTT indican un
porcentaje muy bajo de células “viables” a 1.0 mM, la técnica de SubGO indica que en
estas condiciones (CoCl, 1.0 mM) en las que vemos estabilizado a HIF-1 o, la mayoria

de las células estan vivas, aunque han disminuido considerablemente su capacidad

reductora.
(A) (B)
F 1501
; - 24h 601 *
o - B3 24h
o (_3 E3 48h
c 1001 S
© 2
o c
o (]
> (7]
T 501 o
o =
_ \q,
) (6]
© o
=
£ 0T
&
K
o
[CoClz] [CoCl2]

Figura 9. Caracterizacion de la viabilidad celular por efecto del CoCl,. (A) Viabilidad celular con
concentraciones crecientes de CoCl, a 24 y 48 h determinada por MTT. Los valores se expresan como
la media + SEM (n=6-8). *p<0.05 vs Control (CT) utilizando la herramienta estadistica ANOVA seguido
de un andlisis Dunnet. (B) Porcentaje de muerte celular por Sub GO con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, a
24 y 48 h. Los valores se expresan como la media = SEM (n=3). *p<0.05 vs Control (CT) utilizando la
herramienta estadistica ANOVA seguido de un analisis Dunnet.
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24 h

48 h

Con respecto a la morfologia de las células, el CoCl, provoca una ligera
disminucion de células adheridas en la superficie y presentando espacios vacios entre
ellas (Figura 10). Estas observaciones indican que el CoCl, induce muerte celular. Por
otro lado, las células también presentan cambios morfologicos en presencia del CoCl,,
ya que se observa la formacion de prolongaciones citopldsmicas denominadas como
neuritas (flechas rojas Figura 10). La linea celular PC12 tiene la capacidad de
diferenciarse a neuronas catecolaminérgicas en presencia del factor de crecimiento
nervioso (NGF), debido a que las células expresan el receptor para este factor tréfico.
Ya se ha caracterizado que esta linea celular en condiciones de hipoxia por reduccion
de O, y estimuladas con CoCl, como inductor de hipoxia quimica, induce la formacién
de neuritas que en algun momento formaran proyecciones neuronales (axones y
dendritas) (Kotake-Nara et al., 2005).

CcT 0.5 mM de CoCl, 1.0 mM de CoCl,

Figura 10. Efecto del CoCl, sobre la morfologia de las células PC12. El CoCl, induce prolongaciones
citoplasmicas que han sido denominadas neuritas (flechas rojas) caracterizadas por Kotake-Nara et al.,
2005. También se observan espacios vacios entre las células (estrella azul) indicando muerte celular.
Imagenes tomas por un microscopio de campo claro (Kriss optronic) a un aumento de 20X.
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3. Respuesta de la HO-1 a nivel de ARNm en un modelo de hipoxia inducida
quimicamente por CoCl, en células PC12.

Una vez comprobado que la incubacion de las células a 0.5 y 1.0 mM de CoCl,
por 24 y 48 h genera una activaciobn de HIF-1a (Figura 8 A), se determind la
respuesta de la HO-1 a nivel de transcrito en estas condiciones de hipoxia quimica. En
la figura 11 se observa que los niveles de ARNm de la HO-1 aumentan
significativamente en todas las condiciones. Con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, a 24 h se
observa un incremento de 210 veces y 80 veces, respectivamente con respecto al
control, mientras que el tiempo de incubacién de 48 h se observa que los niveles de
transcrito siguen incrementadas de manera significativa, 65 veces con 0.5 mM de

CoCl, y 45 veces con 1.0 mM de CoCl, con respecto a su control.
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Figura 11. Niveles de ARNm de la HO-1 por efecto del CoCl, a 0.5 y 1.0 mM en células PC12 a 24y 48 h
de incubacion determinado por PCR en tiempo real. Los valores se expresan como la media = SEM
(n=4). *p<0.05 vs Control CT 24 h &p<0.05 vs CT 48 h utilizando la herramienta estadistica ANOVA
seguido de un andlisis Dunnet.

4. Niveles proteicos de la HO-1 y su presencia en las fracciones nucleares y
mitocondriales como respuesta al modelo de hipoxia inducida quimicamente
por CoCl, en células PC12.

A partir de las fracciones nucleares, mitocondriales y citoplasmicas de las
células PC12 sometidas con CoCl,, se evaluaron los niveles proteicos de la HO-1. Se
realiz6 una ELISA para detectar a la HO-1 en las fracciones celulares y se interpolaron
los valores de proteina a partir de una curva de calibracién normalizada con los mg de
proteina total. Como se observa en la Figura 12, en citoplasma hay un incremento de

82 ng en el grupo control a 2,500 y 4,110 ng de HO-1 con 0.5y 1.0 mM de CoCl, a las
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24 h, respectivamente, mientras que a 48 h se observé un incremento de 96 ng a
1,200 y 1,300 ng con 0.5y 1.0 mM de CoCl,, respectivamente. En la fraccion nuclear
0.5 MMy 1.0 mM de CoCl;, (24 h) increment6 la cantidad de HO-1 detectada de 100
ng (control) a 227 y 255 ng de HO-1, respectivamente. A las 48 h se observé que los
niveles de HO-1 aumentan de 57 ng (control) a 116 ng con 0.5 mM y 208 ng con 1.0
mM de CoCl,.

Finalmente, la HO-1 también se detectd en la fraccion mitocondrial. A las 24 h
en el control, observamos valores de 129 ng de HO-1 las cuales incrementaron a 220
ng y 350 ng por efecto de 0.5 y 1.0 mM de CoCl,, mientras que a las 48 h, el control
presenta una cantidad de 173 ng aumentando a 510 ng y 926 ng con 0.5y 1.0 mM

CoCl,, respectivamente.
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Figura 12. Niveles proteicos de la HO-1 por efecto del CoCl, 0.5 mM y 1.0 mM en células PC12 en la
fraccion citoplasmica, nuclear y mitocondrial a 24 h (A) y a 48 h de incubacién (B) determinado por
ELISA. Los valores se expresan como la media = SEM, *p<0.05 vs control CT en citoplasma, &p<0.05
vs CT en nucleo, #p<0.05 vs CT en mitocondria utilizando la herramienta estadistica ANOVA seguido
de un analisis Dunnet (n=4).
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La presencia de la HO-1 también se observo en las fracciones citoplasmicas y
nucleares por Western blot. Se verific6 que las fracciones nucleares no estuvieran
contaminadas con proteinas citopldsmicas realizando un western blot para la
deteccién de la a-tubulina (Figura 13). En la Figura 14 se observa un aumento de los

niveles proteicos de la HO-1 en citoplasma y nucleo con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, a

24y 48 h.
1 2 3 4

Figura 13. Pureza de las fracciones citoplasmicas (carriles 1 y 2) y nucleares (carriles 3 y 4)
determinado con la inmunodeteccién de la a-tubulina por Western blot.
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Figura 14. Niveles proteicos de la HO-1 por efecto del CoCl, a 0.5 mM y 1.0 mM en células PC12 en la
fraccion citoplasmica a 24 h (A) y 48 h (B) de incubacioén, en la fraccién nuclear a 24 h (C) y 48 h (D)
de incubacién determinado por Western blot.

Para confirmar la induccién y la presencia de la HO-1 en ndcleo y en
mitocondria después de la exposicion con CoCl, en las células PC12, se realiz6 un

inmunomarcaje utilizando un anticuerpo primario especifico para la HO-1 y un

anticuerpo secundario a-1gG-mouse acoplado con el fluorocromo Alexa 488. Para el




marcaje de ndcleos y de mitocondrias se utiliz6 Hoechst y MitoTracker rojo,
respectivamente. El control negativo para Mitotracker rojo e IgG mouse Alexa 488 se
observa en la figura 15. En la Figura 16 A y B, se observa que a 0.5y 1.0 mM de
CoCl, a 24 y 48 h de incubacibn la HO-1 se induce considerablemente.
Adicionalmente, se observa que la HO-1 co-localiza en el nucleo a través del cambio
de color azul de Hoechst a cyan y en mitocondria a partir del cambio de color rojo del
MitoTracker a naranja, sugiriendo que la HO-1 se moviliza a diferentes
compartimentos celulares como al nucleo y a la mitocondria después de un evento de

hipoxia quimica inducido por el CoCls.

Por otro lado, se observa que el CoCl, induce un arreglo diferencial de las
mitocondrias, ya que en los controles se aprecia un acomodo reticular de éstas,
mientras que con 0.5y 1.0 mM de CoCl,; a 24 y 48 h, las mitocondrias se deslocalizan
en toda la célula, posiblemente sea debido a una fisibn mitocondrial. Actualmente no
existe un reporte sobre la distribucién y morfologia de las mitocondrias en presencia

de CoCls,.

MitoTracker rojo negativo
HO-1 I1gG mouse Alexa 488 negativo

Figura 15. Control negativo para MitoTracker rojo e IgG mouse Alexa 488. La imagen fue
tomada con el microscopio confocal FV10i (Olympus) con un aumento de 60X.
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A Hoechst MitoTracker HO-1 Merge Merge
rojo IgG mouse Alexa 488 Hoechst/HO-1 MitoTracker/HO-1

CT-24 h

0.5 mM
CoCl224 h

1.0 mM
CoCl224 h

Figura 16 (A). La HO-1 se induce y se localiza en nucleo y mitocondria después de la exposicion con CoCl,. Las células PC12 fueron incubadas con 0.5 y
1.0 mM de CoCl, a 24 h de incubacion. Se realiz6 un inmuno-marcaje utilizando un anticuerpo especifico para la HO-1 y un anticuerpo secundario a-l1gG-
mouse 1gG-Alexa 488. La co-localizacién nuclear de la HO-1 se observa con Hoechst indicado con color Cyan y la co-localizacién mitocondrial se observa
con MitoTracker rojo indicado con color naranja. Las imagenes fueron tomadas con el Microscopio confocal FV10i (Olympus) con un aumento de 60X.
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MitoTracker - Merge
B Hiechsd i HO-1 Merge g

rojo IgG mouse Alexa 488 Hoechst/HO-1 MitoTracker/HO-1

Figura 16 (B). La HO-1 se induce y se localiza en nucleo y mitocondria después de la exposicion con CoCl,. Las células PC12 fueron incubadas con
0.5y 1.0 mM de CoCl, a 48 h (B) de incubacidon. Se realiz6 un inmuno-marcaje utilizando un anticuerpo especifico para la HO-1 y un anticuerpo
secundario a-1gG-mouse 1gG-Alexa 488. La co-localizacién nuclear de la HO-1 se observa con Hoechst indicado con color Cyan y la co-localizaciéon
mitocondrial se observa con MitoTracker rojo indicado con color naranja. Las imagenes fueron tomadas con el Microscopio confocal FV10i (Olympus)
con un aumento de 60X.

CT-48 h

0.5 mM
CoCl248 h
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CoCl248 h
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5. Respuesta de la HO-2 a nivel de ARNm en un modelo de hipoxia inducida
quimicamente por CoCl, en células PC12.

Los niveles de ARNm de la HO-2 en células PC12 expuestas a 0.5y 1.0 mM de
CoCl, a 24 y 48 h se presentan en la Figura 17. Se observa que en todas las
condiciones el transcrito no presenta cambios estadisticamente significativos. Sin
embargo, se observa una tendencia a disminuir con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl; a 24 h

de incubacion.
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Figura 17. Niveles de ARNm de la HO-2 por efecto del CoCl, a 0.5 mM y 1.0 mM en células PC12 a 24
y 48 h de incubacion determinado por PCR en tiempo real. Los valores se expresan como la media =
SEM (n=4).

6. Niveles proteicos de la HO-2 y su presencia en las fracciones nucleares y
mitocondriales como respuesta al modelo de hipoxia inducida quimicamente
por CoCl, en células PC12.

Se determinaron los niveles proteicos de la HO-2 a partir de las fracciones
nucleares, mitocondriales y citopldsmicas de las células PC1l2 sometidas a las
condiciones inducidas por CoCl,. Se realizé un ELISA para detectar a la HO-2 en las
fracciones celulares y se extrapolaron los valores de proteina a partir de una curva de
calibracion normalizada con los mg de proteina total. Se detectaron 4,847 pg de HO-2
en citoplasma en las células control. La incubacion con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl,
durante 24 h disminuyd significativamente, detectando 3,365 y 3,227 pg de HO-2
respectivamente. A 48 h de incubacion se detectaron cerca de 2,222 pg de HO-2 en
citoplasma, cantidad que disminuy6 alrededor de un 75 y 60 % por efecto de 0.5 y

1.0 mM de CoCl,, respectivamente. En la fraccibn nuclear se detectaron niveles
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proteicos de la HO-2 en controles (1,181 pg) y el efecto con CoCl, provocé una
disminucién con 0.5 mM (1,029 pg) y 1.0 mM de CoCl, (889 pg) siendo significativa
sOlo ésta ultima. (Figura 18 A). A las 48 h se observa que los niveles de HO-2 nuclear
también disminuyen de 1,047 pg en el grupo control a 741 pg y 799 pg de HO-2 con
0.5 mMy 1.0 mM de CoClI2, respectivamente (Figura 18 B). Finalmente, en la fraccién
mitocondrial se detectaron niveles proteicos de HO-2 en el grupo control (1,187 pqQ)
sin ningun cambio con CoCl, a las 24 h (Figura 18 A). Sin embargo, a las 48 h se
observa que la HO-2 aumenta significativamente de 1,157 pg (grupo control) a 1,897

y 1,741 pg con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl,, respectivamente (Figura 18 B).
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Figura 18. Niveles proteicos de la HO-2 por efecto del CoCl, a 0.5 mM y 1.0 mM en células PC12 en la
fraccion citoplasmica, nuclear y mitocondrial a 24 h (A) y a 48 h de incubacion (B) determinados por
ELISA. Los valores se expresan como la media = SEM, *p<0.05 vs CT en citoplasma, &p<0.05 vs CT
en nucleo, #p<0.05 vs CT en mitocondria utilizando la herramienta estadistica ANOVA seguido de un
andlisis Dunnet (n=4).
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Los cambios proteicos de la HO-2 como respuesta a la hipoxia quimica también
se detectaron por western blot en las fracciones citoplasmicas y nucleares. En la
Figura 19 se observa que los niveles proteicos de la HO-2 en citoplasma disminuyen
con 0.5 mMy 1.0 mM de CoCl, a 24 y 48 h. En las fracciones nucleares, se detecta la
presencia de la HO-2 en el grupo control y el efecto de ambas concentraciones de

CoCl, y en ambos tiempos disminuye la cantidad de proteina.
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Figura 19. Niveles proteicos de la HO-2 por efecto del CoCl, a 0.5 mM y 1.0 mM en células PC12 en
la fraccion citoplasmica a 24 h (A) y 48 h (B) de incubaciéon y en la fraccion nuclear a 24 h (C) y 48
h (D) de incubacién respectivamente por Western blot. Figura representativa de una n=3.

Para confirmar los cambios proteicos de la HO-2 inducidos por el CoCl, y su
presencia en el ndcleo y la mitocondria en las células PCl12, se realiz6 un
inmunomarcaje, utilizando un anticuerpo primario especifico para la HO-2 y un
anticuerpo secundario o-lgG-rabbit acoplado con el fluorocromo Alexa 488. Para el
marcaje de nulcleos y de mitocondrias se utiliz6 Hoechst y MitoTracker rojo
respectivamente. El control negativo para Mitotracker rojo e 1gG rabbit Alexa 488 se
observa en la figura 20. En la figura 21 A y B, se observa que la HO-2 se encuentra
presente en el ndcleo y en la mitocondria a través del cambio de color azul de Hoechst
a cyan y la de color rojo del MitoTracker a naranja, respectivamente en los grupos

controles. El tratamiento con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, a las 24 y 48 h muestra una
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tendencia a disminuir los niveles de la HO-2 en la fraccion nuclear y citoplasmica;
mientras que en la mitocondria no fue posible observar claramente el aumento de
esta isoenzima por efecto del CoCl, a 48 h, como se mostr6é con el método de ELISA
(Figura 18B). Estos resultados sugieren que la HO-2 se compartimentaliza en
diferentes organelos celulares como el nucleo y la mitocondria de forma diferencial a
como lo hace la HO-1. Ademas, también demuestran que la HO-2 se localiza en el
nucleo y mitocondria en este tipo celular (PC12) de forma fisioldégica, un resultado que

no ha sido reportado previamente.

MitoTracker rojo negativo
HO-2 IgG rabbit Alexa 488 negativo

Figura 20. Control negativo para MitoTracker rojo e IgG rabbit Alexa 488. La imagen fue tomada
con el Microscopio confocal FV10i (Olympus) con un aumento de 60X.
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Hoeehst MitoTracker HO-2 Merge Merge
A rojo IgG rabbit Alexa 488 Hoechst/HO-2 MitoTracker/HO-2

CT-24 h

0.5 mM
CoCl224 h

1.0 mM
CoCl224 h

Figura 21 (A). La HO-2 se localiza en nucleo y mitocondria de manera fisioldgica en las células PC12. Las células PC12 fueron incubadas con 0.5y 1.0
mM de CoCl, a 24 h de incubacion. Se realizd6 un inmuno-marcaje utilizando un anticuerpo especifico para la HO-2 y un anticuerpo secundario a-1gG-
rabbit 1gG-Alexa 488. La co-localizaciéon nuclear de la HO-2 se observa con Hoechst indicado con color Cyan y la co-localizacién mitocondrial se observa
con MijtoTracker rojo indicado con color naranja. Las imagenes fueron tomadas con el Microscopio confocal FV10i (Olympus) con un aumento de 60X.
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Hoechst MitoTracker HO-2 Merge Merge
rojo IgG rabbit Alexa 488 Hoechst/HO-2 MitoTracker/HO-2

CT-48 h

0.5 mM
CoCl248 h

1.0 mM
CoCl248 h

Figura 21 (B). La HO-2 se localiza en nucleo y mitocondria de manera fisioldgica en las células PC12. Las células PC12 fueron incubadas con 0.5y 1.0
mM de CoCl, a 48 h de incubacion. Se realizé un inmuno-marcaje utilizando un anticuerpo especifico para la HO-2 y un anticuerpo secundario a-lgG-
rabbit 1gG-Alexa 488. La co-localizaciéon nuclear de la HO-2 se observa con Hoechst indicado con color Cyan y la co-localizacién mitocondrial se observa
con MitoTracker rojo indicado con color naranja. Las imagenes fueron tomadas con el Microscopio confocal FV10i (Olympus) con un aumento de 60X.
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IX. DISCUSION.

Las respuestas moleculares desencadenadas por las células ante los cambios de
O, son esenciales para la adaptacion y supervivencia celular. Para la comprensién de
la adaptacion celular a la hipoxia ha sido importante estudiar procesos de respuesta
rapida como la deteccion de la disminucion de O, asi como la regulacion
transcripcional resultado de la hipoxia crénica. Los estudios relacionados al estrés
hipoxico estan enfocados principalmente a las vias reguladas por los factores HIFs, ya
que son los principales mediadores de la adaptacion celular en la hipoxia y se hallan
fuertemente expresados en estas condiciones. En la actualidad, se han utilizado
modelos de hipoxia inducida por agentes quimicos denominados como mimetizadores
de hipoxia como el Co?*, debido a que provoca la acumulacién del factor HIF-1a,
desencadenando una respuesta transcripcional similar al modelo por reduccién de O,.
En este trabajo empleamos la linea celular PC12 como modelo para estudiar las
respuestas moleculares desencadenadas por la hipoxia, debido a la sensibilidad que
tiene a los cambios de O,, asi como a la capacidad de estabilizar los factores HIF-1 y -
2a. En este trabajo se observo la estabilizacion del factor HIF-1 nuclear después de 24
y 48 h de incubacién con 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, en células PC12 (Figura 8A).
Resultados experimentales de varios grupos han demostrado que en la hipoxia por
reduccion de O, se producen ERO y éstas son parcialmente responsables de la
estabilizacion de las subunidades 1 y 2 a de los factores HIF. La generaciéon de ERO
inducidas por CoCl, a 0.5 mM y 1.0 mM de CoCl, fue determinada (Figura 8B)
concluyendo que en nuestras condiciones, el modelo de hipoxia quimica reproduce

estos dos efectos de forma similar a lo observado en el modelo por reduccion de O,.

Por otro lado, la viabilidad celular en condiciones de hipoxia varia en funcion del
tipo de celular. La evaluacibn de la muerte celular en los diferentes grupos
experimentales es importante para conocer con qué porcentaje de células se trabaja
en cada una de las condiciones. En este trabajo se evalud el porcentaje de muerte
celular a través de la determinacion del pico SubGy y la respuesta metabdlica en
condiciones de hipoxia inducidas por CoCl, a través de la reduccion de MTT. En las
condiciones utilizadas para la induccion de hipoxia quimica (0.5 y 1.0 mM durante 24
0 48 h) se observé que el porcentaje de células vivas fue mayor al 50%. A partir de
este porcentaje se observo que la capacidad de reducir el MTT es afectado de manera
significativa por el CoCl, a partir de 0.5 mM a 24 y 48 h de incubacién, observando un

efecto mayor a 1.0 mM de CoCl, (Figura 9 A). Estos resultados indican que el CoCl,
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afecta el metabolismo celular, alterando posiblemente la actividad de varias enzimas
deshidrogenasas como la succinato deshidrogenasa responsable de reducir al MTT
para formar la sal de formazan correspondiente. La disminucién de la capacidad
reductora de las células inducida por el CoCl, indica una disminucién de la funcidn

mitocondrial.

Los cambios morfolégicos de las células PC12 inducidos por CoCl, y que se
observan como prolongaciones citoplasmicas (Figura 10) indican posiblemente el
crecimiento de neuritas. Se ha descrito que esta linea celular sometida a hipoxia por
reduccion de O, y por Co?* se induce la expresion de marcadores neuronales
paralelamente a la formacidon de neuritas que en algun periodo de la diferenciacion

daran origen a la formacioén de axones y dendritas. (Kotake-Nara et al., 2005).

1. HO-1.

El sistema HO es un conjunto de enzimas moduladoras de la supervivencia y
proteccion a cualquier tipo de estrés celular debido al mantenimiento del grupo hemo
y a las funciones que realizan los metabolitos producidos durante la reaccion catalitica
que lleva acabo (Maines, 2000). La capacidad de sobreexpresion de la HO-1 como
respuesta a varios factores que generan estrés oxidante provee de proteccion a una
gran variedad de células y tejidos aminorando el dafio celular (Abraham & Kappas,
2008). Varios investigadores la han catalogado como el gen que mas se induce por
diversos estimulos. Existen estudios en donde se demuestra que su expresion varia
dependiendo de la intensidad del estimulo de la hipoxia, el tipo de tejido y la linea
celular (He et al., 2010; Zhang et al., 2011). Se ha observado que en modelos de
hipoxia tanto in vitro como in vivo, la HO-1 puede inducirse, desregularse o no sufrir
cambios, sugiriendo que su respuesta en hipoxia no puede generalizarse. En el
modelo de hipoxia inducido quimicamente por CoCl, en células PC12 observamos que
la HO-1 aumenta y significativamente tanto en niveles de ARNm (Figura 11) y
proteina con respecto al control (Figuras 12, 14 y 16). Estos incrementos de la HO-1
podria ser debido a la acumulacion del HIF-1a (Figura 8A), ya que es un gen regulado
por este factor de transcripcidon al contar con secuencias HRE en su promotor. Se
observé también que por efecto del CoCl,, la HO-1 incrementd su presencia en el
nucleo, sugiriendo un papel importante para modular la sefial de hipoxia
desencadenada por el CoCl, (Figuras 12, 14 y 16). Se ha propuesto que la presencia

en nucleo de la HO-1 esta relacionada con la regulaciobn de varios factores de
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transcripcién por interaccién proteina-proteina (NFk-B, STAT3, AP-1, Nrf2, entre
otros) y con otras proteinas de reparacion de DNA como la PARP (Dennery, 2014;
Biswas et al., 2014, Lin et al., 2007). En el caso del factor de transcripcion Nrf2, se ha
descrito que la HO-1 se une directamente al dominio Neh5 de éste, aumentando su
vida media, sosteniendo y prolongando la respuesta antioxidante desencadenada por
el Nrf2, entre ellos la respuesta de la misma HO-1, un gen regulado por Nrf2. Otro de
los factores que regula a la HO-1 es el factor de transcripciéon AP-1. Se ha observado
que la HO-1 nuclear aumenta la actividad transcripcional de este factor (Biswas et al.,
2014; Li et al.,, 2011). Estos datos sugieren que la HO-1 provoca una
retroalimentacién positiva para su propia regulacion transcripcional, explicando en
parte el nimero de veces que se induce ante varios estimulos. Estas funciones no
enziméaticas de la HO-1 se han descrito recientemente y hasta el momento no se ha
podido detectar actividad del sistema HO en el nudcleo. De hecho, recientemente se ha
descrito que la capacidad de translocarse hacia al nudcleo en condiciones de estrés por
hipoxia se debe al corte proteolitico de 36 residuos aproximadamente del dominio C-
terminal (dominio transmembranal del reticulo endoplasmico), exponiendo una
secuencia putativa de exportacibn nuclear de la proteina Rev-1 del virus de
inmunodeficiencia humana (Dennery, 2014). Esta secuencia es posiblemente la sefal
que dirija su translocacién al nucleo en condiciones de hipoxia. Adicionalmente se ha
observado la interaccién de la HO-1 con la proteina de exportaciéon nuclear CRM1, lo
que sugiere que la HO-1 es transportada hacia el ndcleo por esta via. Estas evidencias
apoyan que la HO-1 puede translocarse al nudcleo como respuesta al estimulo de
estrés hipoxico, regulado muy posiblemente por los factores HIFs. En este trabajo se
demostré y se confirmdé por inmunofluorescencia que la HO-1 migra hacia al nucleo
(Figura 16) como respuesta al CoCl,, sugiriendo que la localizacién nuclear de la HO-1
es dependiente del factor transcripcional HIF-1, debido a que este modelo de hipoxia

estabiliza a la subunidad o del HIF independientemente de O,.

La presencia de la HO-1 en mitocondria ha sido descrita recientemente para
otras condiciones de estrés. En estos casos, la HO-1 migra hacia la mitocondria para
modular el estrés oxidante generado por este organelo a través de su actividad
enzimética. De hecho, se ha reportado que la migracion de HO-1 hacia la mitocondria
esta acompafada por la P450 NADPH oOxido-reductasa, una enzima importante para la
actividad del sistema HO. Se ha visto también la translocacion de la BVR a la
mitocondria para potenciar el efecto antioxidante de la BV a través de la conversion a
BR (Bindu et al., 2011; Denery et al., 2014). Por lo tanto, la presencia de la HO-1 en

mitocondria en el modelo quimico de estrés hipoxico, posiblemente ocurre para
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regular el estrés oxidante a través de la produccion de ERO generados en este

organelo (Figura 12 Ay B; Figura 16 Ay B).

2. HO-2.

La HO-2 ha atraido la atencidon de varios grupos de investigacion. El trabajo con
animales genéticamente modificados ha revelado que esta isoforma actia como una
proteina protectora ante el estrés en el sistema nervioso. Desempefia un papel
importante por tener niveles de expresion altos en este tejido a diferencia de la HO-1,
por lo que se convierte en una fuente primaria de defensa contra las ER y ERN.
Resultados experimentales han permitido atribuirle un papel en la neuroproteccion
ante estimulos de dafio como la isquemia y el dafio hemorréagico cerebral con ratones
knock-out para la HO-2 (Parfenova & Leffler, 2008). La pérdida de la actividad de la
HO-2 en ratones knock-out (HO-2-/-), provoca alteraciones en la fertilidad y genera
obesidad, hipertension y resistencia a la insulina en contraste con lo observado para
ratones deficientes en HO-1 (Sodhi et al., 2009). Los ratones HO-2-/- presentan una
mayor susceptibilidad al dafio por la isquemia inducida por oclusion de la arteria
cerebral media, presentando una lesién de infarto de aproximadamente el doble que

los ratones wild type (Doré et al., 1999).

Existen pocos estudios acerca del comportamiento de la expresion de la HO-2 a
nivel de ARNm y proteina en varios estimulos de dafio. Resultados en modelos in vivo
e in vitro han revelado que la HO-2 presenta cambios en su expresion y que éstos
varian dependiendo del tipo celular, tejido y estimulo estudiado. Zhang et al. (2006)
determinaron que la expresion de la HO-2 durante 48 h de hipoxia (O, 1%), presentd
una disminucién a nivel de transcrito y proteina en 5 lineas celulares (Linfocitos T
Jurkat, células de eritroleucemia YN-1 y K562, células HelLa y células HepG2). He et
al. (2010) observaron que en células endoteliales humanas expuestas a 16 h de
hipoxia (O, 1%) la HO-2 tuvo un decremento a nivel de ARNm sin ninguna alteracion
de los niveles proteicos. También observaron que a las 48 h de hipoxia, se present6
una recuperacion de los niveles de ARNm de la HO-2 sin ningln cambio en el nivel de
proteina. A pesar de la reduccion de los niveles de transcrito de HO-2 y la reducciéon
de la sintesis total de proteina, los niveles de proteina de la HO-2 no se modificaron.
Este fendmeno fue explicado a través de un perfil de polisomas, el cual revel6 un

aumento en la asociacion del transcrito de la HO-2 con polisomas durante la hipoxia
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aumentando la traduccion de la HO-2 a pesar de la reduccién de los niveles del

transcrito (Zhang et al., 2006; He et al., 2010).

Otra evidencia de que la HO-2 no es estrictamente constitutiva, se obtuvo a
través del trabajo de Govindaraju et al. (2005), quienes determinaron que los niveles
de proteina de la HO-2 aumentaron en endotelio adrtico de ratas tras 16 h de hipoxia.
Han et al. (2010), también demostraron un aumento en los niveles proteicos de la
HO-2 en miocardio en ratones expuestos a hipoxia durante 28 dias. Sutherland et al.
(2009), demostraron que en condiciones de hipoxia isquémica, es decir un modelo
que combina un evento de hipoxia e isquemia global, existe un aumento en la

expresion de la HO-2 en células neuronales, gliales y endoteliales.

Los resultados de la tesis de Mufoz-Sanchez, (2013) muestran que la HO-2
tiene una respuesta significativa en un evento de isquemia-reperfusion cerebral en
rata presentando cambios tanto a nivel de transcrito, como de proteina en corteza
fronto-parietal y en tejido estriatal. En estriado, la HO-2 disminuy6 a nivel de ARNm y
de proteina; mientras que en la corteza se observé un incremento en el transcrito y la
cantidad de proteina de la HO-2 a las 2 h de isquemia y 4 h de reperfusion.
Posteriormente, los niveles de ARNmM disminuyé a partir de 6 h de reperfusion
manteniendo la proteina elevada hasta las 10 h de reperfusién, (Mufoz-Sanchez,
2013). Existen evidencias de que la HO-2 posee mecanismos post-transcripcionales
que regulan su estabilidad, degradacién y eficiencia traduccional. Varios autores han
establecido que la HO-2 tiene mecanismos de estabilidad transcripcional, aunque no
han explicado de qué manera pueden modificar la estabilidad y promover un
incremento en los niveles de ARNm ante varios estimulos, ya que el Unico elemento
de respuesta transcripcional esta mediado por glucocorticoides. Tampoco se conoce
qué mecanismos moleculares son los responsables de un aumento en los niveles
proteicos de la HO-2. Hasta ahora el mecanismo que trata de explicar por qué los
niveles de proteina de HO-2 se mantienen o incrementan es el de la incorporacion del
transcrito en polisomas, lo que aumenta la eficiencia traduccional de la HO-2. Otros
autores han postulado que también puede ser a través de mecanismos de
degradacion de la proteina, aunque actualmente no se conoce qué factores proteicos
son los encargados de su degradacion (He et al., 2010). En este trabajo se demostro
que la HO-2 responde uUnicamente a nivel de proteina, siendo inversa a la observada
para la HO-1 (Figuras 17, 18, 19 y 21). Se observo que el estrés hipéxico inducido
quimicamente por el CoCl, ocasiond una disminucién de los niveles de HO-2 en la

fraccion citoplasmica, sugiriendo posiblemente una degradacién. Adicionalmente se

67

—
| —



demostré que la HO-2 esta presente en el nucleo en las células PC12 de manera
fisiolégica (Figuras 18, 19 y 21) y el CoCl, disminuye los niveles proteicos en este
organelo. Existen reportes que indican que en células cancerosas asi como en varias
lineas tumorales la HO-1 estd presente en el nudcleo (Chau, 2015), sin embargo no
existen reportes que indiquen si la HO-2 también es capaz de translocarse hacia el
nacleo en células cancerosas. Este seria el primer reporte que indique que la HO-2
también puede sufrir translocacion nuclear en células cancerosas como la linea celular
PC12 determinado por Western blot, ELISA e inmunofluorescencia, sugiriendo una

funcién importante para la supervivencia de este tipo de células.

Finalmente, observamos que la HO-2 también estéa presente en mitocondria de
manera fisiolégica y aumenta su presencia Unicamente al estrés hipdxico prolongado
inducido por CoCl, (48 h) (Figura 17 B). También se observé a la HO-2 por
inmunofluorescencia en el control de las mitocondrias, sin embargo, el aumento de
esta isoforma en este organelo con 0.5 y 1.0 mM de CoCl, a 48 h no se observd
claramente por esta técnica como se observa por ELISA. Posiblemente, estos
resultados son debido a la sensibilidad de cada una de las técnicas. En la actualidad
no hay reportes que indiquen que la HO-2 también tenga la capacidad de migracion
mitocondrial. Sin embargo, conociendo que existe dimerizacion entre la HO-1 y HO-2
(Hwang et al., 2014), es muy probable que la migracién sea dependiente de la HO-1,

y esto constituye un interesante tema de estudio sobre la HO-2.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la expresion y la
regulaciéon del sistema HO podria estar jugando un papel muy importante en la
respuesta al estrés hipdxico y en particular en un modelo de hipoxia quimica inducido

por CoCl..
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X. CONCLUSIONES.

El sistema HO present6 respuestas diferenciales a nivel de transcrito, proteina y
localizacion subcelular los cuales podrian estar relacionadas con el aumento del factor

HIF-1a y la produccion de ERO con el CoCl..

La HO-1 aumentd a nivel de transcrito y proteina y provocé la presencia de esta
isoenzima en nucleo y mitocondria con el tratamiento con CoCl, sugiriendo que podria
jugar un papel importante en mitigar el dafio celular por hipoxia. La HO-2 no cambi6 a
nivel de ARNm y disminuy6 en citoplasma con el tratamiento con CoCl,. Se demostro
por primera vez la presencia de la HO-2 en nudcleo y en mitocondria en las células
PC12 sugiriendo que la HO-2 podria tener funciones importantes en la sefalizacion
nuclear y mitocondrial para mantener esta linea celular en un estado de
inmortalizaciéon. ElI CoCl, redujo los niveles proteicos en nucleo, mientras que en
mitocondria aumenté a 48 h posiblemente para aminorar el dafio celular causado por
la hipoxia inducida quimicamente por CoCl,. Los cambios observados con la HO-2
sugieren que esta isoenzima no es estrictamente constitutiva presentando una

respuesta contraria a la observada de la HO-1.

XI. PERSPECTIVAS.

A partir de los resultados de este trabajo, se abre un campo en la investigacion
sobre las posibles funciones de la HO-1 y la HO-2 en diversos compartimentos
celulares como el ndcleo y la mitocondria por estrés hipéxico. Una de las interrogantes
que deja este trabajo es conocer si la participacion de ambas isoenzimas en estos
organelos se debe principalmente a su actividad enziméatica. Los estudios donde se
reporta la presencia de la HO-1 en el nucleo sugieren que no posee actividad
enzimatica pero si en la mitocondria determinado por un ensayo acoplado a la
actividad de la BR, lo que sugiere funciones distintas en cada compartimento celular.
En nucleo posiblemente actie como moduladora de proteinas nucleares como factores
de transcripcion o de reparacion de ADN por interaccion proteina-proteina; mientras
que su funcién en la mitocondria sugiere un papel importante que depende de su
actividad enzimatica. Actualmente, el principal problema que existe para diferenciar
las actividades enziméticas de la HO-1 y la HO-2 es la falta de inhibidores especificos.
La mayor parte de los estudios atribuyen la actividad ya sea a la HO-1 o a la HO-2

dependiendo de su abundancia en el tejido, o bien se atribuye completamente a la
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HO-1 debido a su induccion. Tradicionalmente, una gran parte de los trabajos utilizan
inhibidores como las metaloporfirinas por su similitud estructural con el grupo hemo,
afectando la actividad de ambas isoformas. En los ultimos 10 afios se han reportado
estudios en los que se emplean derivados del imidazol-dioxolano para inhibir
selectivamente a la HO-1 o HO-2 purificada a partir de sistemas recombinantes o en
una preparacion de microsomas. Sin embargo, ninguno de estos compuestos se ha
utilizado aun para la resolucién de problemas bioldgicos. EI compuesto hidrocloruro de
2-[2-(4-clorofenil) etil]-2-[(1H-imidazol-1-il) metil]-4-metil-1,3-dioxolano ha
presentado mayor selectividad en inhibir la HO-1 (Kinobe et al., 2006). A partir del
desarrollo de este inhibidor especifico, se podra investigar con mayor precision la
actividad especifica de la HO-1 y de la HO-2 en eventos de hipoxia y se podra
discernir qué papel juega la actividad enzimatica de cada una de las isoenzimas ante

un dano celular.

Por otro lado, en el ndcleo seria interesante conocer si el sistema HO ejecuta
una funcion independiente de su actividad enzimatica como las interacciones proteicas
con factores de transcripcion, proteinas de reparaciéon de ADN, proteinas involucradas
con el remodelaje de la cromatina, mientras que en la mitocondria su relacién con

proteinas involucradas en la respiracién oxidativa.

Finalmente, realizar un estudio sobre la respuesta del sistema HO en un modelo
de hipoxia por reduccién de O, puede contribuir a conocer si la respuesta generada
del sistema HO por el CoCl, como mimetizador de hipoxia es dependiente o
independiente de la presencia de O, y la posible contribucion del factor HIF-1 para la

generacion de las respuestas de ambas isoformas.
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