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ABREVIATURAS 

2-ME: 2 Metoxiestradiol 

ANOVA: Análisis de Varianza 

BSA: Albúmina sérica bovina 

CDDP: Cisplatino/ cis-diaminodicloro platino II 

DMSO: Dimetil sulfóxido 

EDHB: Etil 3,4-dihidroxibenzoato 

HIF-1α: Factor Inducible por Hipoxia-1 alfa 

HRE: Elementos de Respuesta a Hipoxia 

LH: Linfoma de Hodgkin 

LNH: Linfoma no Hodgkin 

LCAG: Linfoma de células anaplásicas grandes 

LB: Linfoma de Burkitt 

LL: Linfoma linfoblástico 

LCGB: Linfoma de células grandes de B 

µM: Micromolar 

mM: Milimolar 

PBS: Solución Amortiguadora de Fosfatos 

SFB: Suero Fetal Bovino 

siRNA: RNA de interferencia 
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1. RESUMEN 

El Linfoma no Hodgkin (LNH) es una de las neoplasias más comunes en la 

infancia. El desarrollo de quimioresistencia por parte de las células tumorales 

se ha convertido en una de las principales causas de falla al tratamiento. Esta 

resistencia se ha asociado a diferentes mecanismos, uno de ellos es la 

sobreexpresión de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-xL. Se ha demostrado 

que esta proteína es regulada por el factor de transcripción HIF-1α, que se 

encuentra sobre expresado en una gran variedad de tumores, incluyendo el 

LNH. Por lo que la sobreexpresión de ambas proteínas puede resultar en la 

resistencia a la quimioterapia. En este trabajo, evaluamos el papel de HIF-1α 

en la resistencia a la quimioterapia a través de la regulación de Bcl-xL en un 

modelo de LNH, utilizando la modulación farmacológica de la expresión y 

actividad HIF-1α. Nuestros resultados muestran que el tratamiento de la línea 

celular de LNH Ramos con etil 3,4-dihidroxibenzoato, un inhibidor de la prolil 

hidroxilasa, induce la acumulación de HIF-1α, lo cual correlaciona con un 

aumento en la expresión de Bcl-xL, así como, con una mayor resistencia a la 

apoptosis, después de la exposición de las células a los fármacos 

quimioterapéuticos. En contraste, la inhibición de HIF-1α con RNA de 

interferencia o con 2-metoxiestradiol, un inhibidor de la actividad de HIF-1α, 

disminuyen la expresión de Bcl-xL y esto correlaciona con la sensibilización de 

las células tumorales a los fármacos quimioterapéuticos. Por otro lado, 

utilizando la tecnología de microarreglo de tejidos, evaluamos la expresión de 

HIF-1α y Bcl-xL en biopsia de pacientes con diferentes tipos de LNH mediante 

inmunohistoquímica y patología digital, los resultados mostraron que estas dos 

proteínas se sobreexpresan en los tipos histológicos mas agresivos. 
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Nuestros datos demuestran por primera vez que HIF-1α induce un fenotipo de 

quimioresistencia en células de LNH esto a través de la regulación de la 

proteína anti-apoptótica Bcl-xL, esto es consistente con el hallazgo de la 

sobreexpresión de ambas proteínas en los subtipos de LNH de peor 

pronóstico. Lo cual perfila a HIF-1α como un potencial blanco terapéutico y/o 

marcador pronóstico en esta neoplasia. 
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2. ABSTRACT 

Non-Hodgkin’s Lymphoma (NHL) is one of the most common cancers in 

childhood. The development of chemoresistance in tumor cells is one of the 

principal causes of treatment failure. This resistance has been associated to 

different mechanisms, being the overexpression of anti-apoptotic proteins such 

as Bcl-xL. It has been shown that this protein is regulated by the transcription 

factor HIF-1α, which is overexpressed in several tumors, including NHL, and the 

overexpression of both proteins may result in resistance to chemotherapy. We 

investigated the role of HIF-1α in resistance to chemotherapy via the induction 

of the Bcl-xL expression in NHL cell lines, using a pharmacological modulation 

of HIF-1α. Our data showed that treating the Ramos cell with ethyl 3,4-

dihydroxybenzoate, the inhibitor of prolyl hydroxylase, induces accumulation of 

HIF-1α and this correlates with an increase of Bcl-xL as well as resistance to 

apoptosis after the exposition to chemotherapeutics drugs. In contrast, inhibition 

of HIF-1α with RNA interference or 2-methoxyestradiol, an inhibitor of the 

activity of HIF-1α, decreases the expression of Bcl-xL and this correlates with 

the sensitization of tumor cells to chemotherapeutic drugs . Furthermore, using 

microarray technology of tissue, we evaluated the expression of HIF-1α and 

Bcl-xL in biopsy of patients with different types of NHL by 

immunohistochemistry and digital pathology, the results showed that these two 

proteins are overexpressed in more aggressive histologic types.  

Our data show for first time that HIF-1α induces a phenotype of 

chemoresistance in NHL cells through the regulation of anti-apoptotic protein 

Bcl-xL. This is consistent with the finding of overexpression of both proteins in 
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the subtypes of poor prognosis of NHL. This profile to HIF-1α as a potential 

therapeutic target and /or prognostic marker in this neoplastic. 
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3. INTRODUCCIÓN 

 

3.1 Epidemiología del cáncer. 

A nivel mundial el cáncer es la primer causa de muerte y se le atribuye, 

aproximadamente, el 13% de las defunciones ocurridas en 2008 [1]. En México, 

las enfermedades oncológicas se ubican dentro de las primeras diez causas de 

muerte en la población en general, lo cual implica una carga financiera 

importante a las instituciones del sector salud [2].  

En la población infantil de México, el cáncer es la segunda causa de mortalidad 

en el grupo de edad de 5 a 14 años [3].  La edad de mayor incidencia de 

cáncer se encuentra en la primera década de la vida y lo padecen en su 

mayoría los varones, en donde los linfomas se encuentran entre las neoplasias 

de mayor incidencia en la población infantil [4].  

 

3.2 Linfomas.  

Los linfomas son un grupo heterogéneo de neoplasias del tejido linfoide, que se 

caracterizan por presentar una evolución aguda o subaguda; en niños, con 

frecuencia invaden la médula ósea y se presentan en sitios extraganglionares 

[5].  

Los linfomas son divididos en dos grupos los Linfomas de Hodgkin  (LH) y los 

linfomas no Hodgkin (LNH). Los linfomas de Hodgkin se caracteriza por la 

presencia de células de Reed Sternberg, las cuales presentan aneuploidia [6], 

por otra parte el termino de LNH se ha empleado para identificar a un grupo de 

neoplasias de origen linfocitario, cuya localización se encuentra afuera de la 

medula ósea. La organización mundial de la salud ha clasificado a  los LNH en 
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diversos subtipos de acuerdo a sus características epidemiológicas, a su 

etiología y a manifestaciones clínicas particulares [7]. 

El LNH es uno de los tipos de cáncer de mayor incidencia en Estados Unidos, 

representando alrededor de 4% de todas las neoplasias dignosticadas cada 

año [8]. En la población infantil de Estados Unidos el linfoma (LH y LNH) ocupa 

el tercer lugar de incidencia con alrededor de 8% de casos diagnosticados, solo 

por detrás de leucemias y tumores del sistema nervioso central [9]. En México, 

los linfomas se encuentran entre las primeras 10 neoplasias de mayor 

incidencia en la población adulta [3]. Mientras que en la población infantil al 

igual que en Estados Unidos ocupan el tercer lugar de mayor incidencia [4]. 

En la población infantil existe una menor variabilidad entre los LNH que en la 

población adulta. Los principales tipos de linfoma que se presentan en la 

población infantil son: linfoma/leucemia de Burkitt (LB), leucemia/linfoma 

linfoblástico (LL), linfoma de células grandes B (LCGB); y linfoma anaplásico de 

células grandes (LACG), que pertenecen a la categoría de neoplasias de 

células T y NK [10].  

 

3.3 Sintomatología y Diagnóstico. 

El primer síntoma notable es un aumento del tamaño progresivo y no doloroso 

de los ganglios linfáticos, ya sea localizado o sistémico. Dependiendo de la 

localización será la sintomatología acompañante; en caso de localizarse en 

mediastino pueden llegar a poner en peligro la vida por obstrucción de la vía 

aérea. En caso de presentarse en abdomen muy frecuentemente se asociarán 

con síntomas de obstrucción, tales como estreñimiento severo o dolor [7]. 
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Los LNH presentan mayor afección extraganglionar y tienen mayor preferencia 

de invasión de la médula ósea y del sistema nervioso central al compararlos 

con los LH; razón por la cual los primeros síntomas son: alteraciones 

hematológicas acompañados de hemorragia e infecciones; o bien 

manifestaciones neurológicas tales como debilidad, sensibilidad anormal hasta 

crisis convulsivas. Con el fin de corroborar el diagnóstico es necesaria la 

realización de una biopsia. El estudio histopatológico permite identificar la 

diferencia entre el LH y los distintos tipos de LNH. Con el fin de afinar el 

diagnóstico es necesario realizar inmunohistoquímica, con lo cual se establece 

el origen B o T. La extensión de la enfermedad al momento del diagnóstico es 

uno de los factores que precisan el tratamiento y el pronóstico del paciente. La 

tomografía axial computarizada permite el sondeo de los probables sitios 

afectados. Se realiza un aspirado de médula ósea y la obtención de líquido 

cefalorraquídeo con el fin de determinar infiltración de células tumorales  [5].  

 

3.4 Tratamiento. 

En la actualidad el tratamiento del LNH toma en consideración el subtipo 

histológico y el estadio de la enfermedad; generalmente los tipos de LNH que 

se originan a partir de linfocitos B tienen una mejor respuesta al tratamiento. El 

tratamiento de elección de estas neoplasias es la quimioterapia con múltiples 

medicamentos [5,11]. El empleo de la cirugía se limita a situaciones especifica 

en la cuales es posible la remoción completa del tumor. Hoy en día existen 

diversos protocolos de tratamiento que permiten una supervivencia global del 

80 al 90% como son el CHOP (ciclofosfamida, doxorrubicina, oncovin y 

prednisona) el cual puede ser complementado con inmunoterapia utilizando el 
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anticuerpo anti-CD20 y el tratamiento con metotrexato, ifosfamida, etoposido y 

dexametasona [11,12]. Sin embargo, una respuesta parcial indica que el tumor 

tiene resistencia primaria, por lo tanto la continuidad del mismo tratamiento 

tiene pocas probabilidades de éxito. En estos casos las opciones terapéuticas 

son pocas y se puede anticipar que los resultados serán poco eficaces 

[13,14,15]. 

El tratamiento simultáneo de la quimioterapia con anticuerpos monoclonales 

humanizados dirigidos contra antígenos no modificados, como Rituximab (anti-

CD20) - el cual induce la lisis celular por activación de receptores Fc [16], 

además de inducir la quimio-sensibilización de las células de linfoma por 

inhibición de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-xL [17] - han demostrado 

importante utilidad en el tratamiento del LNH en pacientes adultos [18,19,20]. 

No obstante, su uso en niños a la fecha es controversial y pocos estudios han 

mostrado un efecto positivo en el tratamiento del LNH [18,21].  

 

3.5 Resistencia a fármacos.  

El desarrollo de resistencia es uno de los principales obstáculos durante el uso 

de quimioterapia para el tratamiento del cáncer. Entre los mecanismos que 

participan en la resistencia a la quimioterapia se encuentran:  

1) La reducción de la acumulación de los fármacos en la célula por la 

participación de proteínas expulsoras, como la glicoproteína-P 170, MRP, LRP, 

VAMAT y ARX;  de  esta proteínas la mas estudiada es la glicoproteína P  (gp-

170), una proteína fosforilada y glicosilada de 170 kD y 1,280 aminoácidos, 

codificada por el gen MDR1. Esta glicoproteína P, puede translocar una gran 

variedad de compuestos, en especial moléculas con caracteristicas 
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hidrofóbicas [22]. Se ha reportado que diversos tumores, en donde gp-170 se 

encuentra sobre expresado muestran resistencia a fármacos como la 

doxorrubicina, la vinblastina, el paclitaxel y el etopósido [23]. 

2) Destoxificación celular mediante el sistema de la Glutation S transferasa 

(GST). La destoxificación celular mediante la GST cataliza la reacción entre el 

glutatión y los fármacos, lo cual resulta en un conjugado del fármaco con 

glutatión. Este conjugado es menos activo y más polar (aumenta su solubilidad 

en agua), por lo tanto es más fácilmente expulsado de la célula. Niveles altos 

de glutatión se han encontrado en células tumorales resistentes a agentes 

alquilantes como  ciclofosfamida y clorambucil [24]. 

 3) Alteración de genes y proteínas que controlan la apoptosis. Como por 

ejemplo la proteína p53, la familia de las IAP's y las de la familia de Bcl-2. 

Estas últimas han sido las más estudiadas en cáncer [24]. Se ha observado 

que la sobre expresión de proteínas como Bcl-2 y Bcl-xL está asociada a 

resistencia a la quimioterapia en nefroblastomas [25], carcinoma de ovarios 

[26], leucemias monocíticas [27], carcinoma de células escamosas [28] y en 

leucemia aguda de células T [29]. 

El papel de la apoptosis en la resistencia a los fármacos se puede explicar si se 

considera que la carcinogénesis sucede en múltiples etapas, en las cuales se 

presentan mutaciones en genes que controlan la proliferación celular y la 

apoptosis, permitiendo a las células adquirir capacidades que le permiten 

crecer en ausencia de estímulos de crecimiento, a pesar de las señales de 

inhibición de crecimiento [30].  
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3.6 Principales vías de inducción de apoptosis.  

La apoptosis está caracterizada por distintos cambios celulares tanto 

morfológicos como bioquímicos. Uno de los principales mecanismos que 

participan en este proceso, es el mediado por la familia de cisteín-proteasas 

denominadas caspasas, las cuales  se expresan como zimógenos, que son 

activados mediante procesamiento proteolítico. Se conocen dos vías 

principales de inducción de apoptosis que involucran la activación de las 

caspasas: la intrínseca y la extrínseca. La vía extrínseca, se inicia a través de 

la unión de los ligandos de muerte como CD95L, TNF y TRAIL  a sus 

receptores, CD95, TNFR o DR4/DR5, respectivamente, esta unión induce la 

activación de las caspasas proximales (o activadoras, como caspasa 8 y 10), 

las cuales procesan y activan a las caspasas efectoras como  caspasa 3 y 7 

[31]. 

La vía Intrínseca  requiere de la desestabilización de la membrana mitocondrial 

y la liberación de proteínas pro-apoptoticas que incluyen Smac/DIABLO, HtRA2 

y Citocromo c [30]. Cuando el Citocromo c interacciona con  Apaf-1 induce la 

activación de la caspasa 9, dando pauta al inicio de la cascada de caspasas, 

mientras que Smac/DIABLO y HtRA2 se unen y antagonizan a las IAPs [32]. 

Este proceso es altamente regulado por la interacción entre las proteínas de la 

familia de Bcl-2. 

 

3.8 Familia de Bcl-2 

La familia de Bcl-2 se divide en dos grupos: las proteínas anti-apoptóticas  

como Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 y A1 y las  proteínas pro-apoptóticas, las 
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cuales se subdividen en las proteínas iniciadoras ó BH3 “only” Bim, Bad, Bid, 

Puma, Noxa, entre otras y las  proteínas efectoras Bax y Bak [33].  

La interacción entre las proteínas de la familia de Bcl-2 regula la muerte celular, 

a  través de la liberación de factores pro-apoptóticos de la mitocondria. Se ha 

reportado que estímulos como: el daño al DNA, ausencia de factores de 

crecimiento, el estrés oxidativo, y la exposición a radiaciones, inducen la 

activación de las proteínas BH3 “only” de la familia de Bcl-2, que a su vez 

llevan a la activación de las proteínas efectoras Bax y Bak, provocando un 

cambio conformacional que les permite insertarse en la membrana de la 

mitocondria formando oligomeros, que llevan acabo la permeabilización de la 

membrana externa mitocondrial (MOMP por sus siglas en inglés), iniciando así 

la cascada apoptótica que llevara a la activación de la caspasa 9 y la caspasa 

3 (figura 1, activación) [34]. No obstante, se ha observado que la activación de 

las proteínas efectoras Bax y Bak también les permite interactuar con las 

proteínas anti-apoptoticas como Bcl-xL [35], evitando de esta forma la 

permeabilización de la membrana mitocondrial y la liberación de factores pro-

apoptóticos (figura 1, inhibición).  
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Figura 1. Participación de las proteínas de la Familia Bcl-2 en la regulación de la vía 
intrínseca de la apoptosis. Estímulos apoptóticos como el daño al DNA llevan a la activación 
de las proteínas pro-apotóticas favoreciendo la salida de Citocromo c entre otros que inician la 
cascada de apoptosis. Mientras que la sobreexpresión de proteínas anti-apoptóticas como Bcl-
xL evitan la permeabilización de la mitocondria al secuestrar a las proteínas efectoras Bax y 
Bak Modificado de Häcker G y col [36].  
 
 
Desde hace ya varios años se ha reportado que la desregulación de las 

proteínas de la familia de Bcl-2  tiene un papel fundamental en los mecanismos 

de la carcinogénesis, pues se observó que la sobre expresión de la proteína 

anti-apoptótica Bcl-2 en líneas celulares de leucemias [37], cáncer de mama 

[38] y cáncer de pulmón [39] están asociadas a la quimioresistencia. De igual 

manera, la sobre expresión de Bcl-xL se ha asociado a la resistencia a una 

gran variedad de fármacos [40,41] en distintos tipos de neoplasias como el 

cáncer de próstata [42] y en el LNH [43,44,45].  

Por lo que entender el mecanismo de regulación de las proteínas anti-

apoptóticas de la familia de Bcl-2 puede ayudar en un futuro a desarrollar 
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nuevas estrategias para bloquear su actividad e inducir de esta forma a la 

célula tumoral a morir por apoptosis. Ejemplo de ello es que la inhibición de 

Bcl-xL con RNAs de interferencia [46], péptidos antagónicos [47] o por la 

acción de fármacos [48], sensibiliza a las células tumorales a morir por 

apoptosis. 

En este aspecto, se ha reportado que Bcl-xL es regulada por varios factores de 

transcripción,  como STAT-1 [49], GATA-1 [50], PAX3 [51], Ets2 [52], Brn-3a 

[53] y NF-κB [54], este último se ha reportado que su inhibición resulta en la 

sensibilización de líneas celulares de LNH a la acción de los agentes 

quimioterapéuticos [17]. 

No obstante, Chen y cols [42] reportaron que Bcl-xL, también  es regulada de 

forma transcripcional por el Factor Inducible por Hipoxia-1α (HIF-1α), esto en 

líneas celulares de cáncer de próstata, en donde, la inhibición de este factor de 

transcripción con un RNA de interferencia correlaciono con la disminución de la 

expresión de Bcl-xL y la sensibilización  de las células a la radioterapia.  

 

3.9 El Factor Inducible por Hipoxia (HIF-1α) y la carcinogénesis 

El factor de transcripción HIF-1 es el principal factor de transcripción activado 

en condiciones de hipoxia, que regula la expresión de una gran variedad de 

genes que  juegan un papel importante para la adaptación de la célula en un 

ambiente reducido en oxígeno. No obstante, se ha reportado que HIF-1 

también es activado en condiciones de normales de oxígeno (normoxia) por 

estímulos como citocinas y hormonas [55]. 



  14 

El factor de transcripción HIF-1 se compone de dos subunidades, la unidad alfa 

(HIF-1α) y la subunidad beta (HIF-1β), también conocida como ARNT la cual se 

encuentra expresada constitutivamente en el núcleo de la célula.  

En condiciones como infarto o cáncer [56,57,58,59,60,61,62], en donde se 

producen estados de hipoxia, se induce la expresión de HIF-1, el cual 

contribuye a la adaptación y sobrevida de las células a bajas concentraciones 

de oxígeno [63,64]. Sin embargo, el mRNA de ambas subunidades es 

detectable aún en estado de normoxia, lo cual indica que la subunidad α es 

regulada de manera postranscripcional [65]. En relación con su regulación, el 

primer paso es la detección de cambios de oxígeno, la cual se lleva a cabo por 

un sensor de oxígeno, que hidroxila dos residuos de prolinas (P402 y P564) 

[65], que se localizan en el dominio de degradación dependiente de oxígeno, 

(ODD), además se hidroxila la asparagina (N803) la cual se localiza en el 

dominio de transactivación en la región carboxilo terminal (C-TAD). Esta 

hidroxilación permite la unión del inhibidor de HIF-1 (FIH-1) y con ello evita la 

unión del co-activador p300/CBP [66]. Por su parte, la hidroxilación de las dos 

prolinas favorece la unión de la proteína von Hippel Lindau (VHL) [67] y con 

esto da la señal para la ubiquitinación por una ligasa de ubiquitina tipo E3 y su 

subsecuente degradación por el proteasoma 26S (figura 2, normoxia) [68]. Por 

otro lado, en estado de hipoxia estas hidroxilaciones no se producen, lo que 

permite que la subunidad α sea translocada al núcleo y ahí dimeriza con la 

subunidad β, lo cual permite la unión a los elementos respondedores en hipoxia 

(HER) (figura 2, hipoxia) [66], llevándose acabo así la transcripción de diversos 

genes. Se han reportado a la fecha más de 150 genes regulados por HIF-1, los 

cuales participan en diversos procesos como son eritropoyesis, metabolismo 
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energético, glicólisis, crecimiento celular, sobrevida, movilidad celular, 

apoptosis, y carcinogenesis (REF) . 

 

Figura 2. Activación y degradación del factor HIF-1. En condiciones de normoxia HIF-1α es 
hidroxilado en sus residuos de prolina lo que permite el anclaje de la proteína VHL y servir de 
señal para su ubiquitinación por la enzima E3 ubiquitin ligasa y así ser degradada vía 
proteosoma. Mientras que en hipoxia HIF-1α es fosforilado favoreciendo la interacción con la 
proteína CBP/300 para que se lleve la translocación a núcleo y así unirse a los sitios HRE  para 
que se lleve la regulación transcripcional de sus genes blancos como Bcl-xL . 
 

En los últimos años se ha reportado que HIF-1α está sobre expresado en 

distintos tipos de cáncer como: cáncer de cabeza y cuello [69], cáncer cérvico 

uterino [70], cáncer de ovario [71], cáncer de mama [72,73] y cáncer de pulmón 

[74], entre otros [75], y se ha asociado a diferentes procesos que favorecen el 

desarrollo tumoral, ya que regula una gran variedad de genes implicados en 

distintos procesos carcinogénicos como: proliferación celular, angiogénesis, 
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metabolismo, metástasis y apoptosis, así como resistencia a fármacos 

[12,76,77].  

En el LNH también se ha observado la sobre expresión de HIF-1α [12,78], 

sugiriendo que este factor de transcripción podría estar implicado en la 

regulación de Bcl-xL en esta neoplasia.  

Por lo que en este trabajo, evaluamos el papel que juega HIF-1α en la 

quimioresistencia, a través de la regulación de Bcl-xL en un modelo de linfoma 

no Hodgkin. Para este fin se utilizaron dos agentes farmacológicos: etil 3,4-

dihidroxibenzoato (EDHB), con la finalidad de inducir la acumulación de HIF-1α, 

por la inactivación de la enzima prolil hidroxilasa. Esta enzima pertenece a la 

familia de oxigenasas dependientes de 2-oxoglutarato, un grupo de enzimas 

que requieren iones de fierro, oxígeno, ascorbato y α-cetoglutarato para su 

actividad [79,80]. Por lo que moléculas análogas al α-cetoglutarato como el 

EDHB funcionan como inhibidores competitivos de la enzima evitando de esta 

forma la hidroxilación de HIF-1α para que  no sea degradada vía proteosoma 

[81]. 

Por otro lado, también utilizamos 2-metoxiestradiol (2-ME), un metabolito del 

17β-estradiol, que se produce de forma natural en el organismo [82] y tiene 

baja afinidad por el receptor de estrógenos ER [83], el cual se ha observado 

inhibe la proliferación en distintos modelos de cáncer [84]. Adicionalmente, se 

ha reportado que el tratamiento de líneas celulares de cáncer de mama con 2-

ME aumenta la expresión del receptor de muerte DR5 sensibilizando a las 

células a apoptosis y a el tratamiento con el ligando del receptor TRAIL [85], 

así mismo, se observo que el 2-ME induce la apoptosis de líneas celulares de 

cáncer de páncreas, debido a la inactivación por fosforilación de proteínas anti-
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apoptóticas de la familia de Bcl-2, favoreciendo la liberación de factores pro-

apoptóticos como Citocromo c [86].  Por otra parte, se ha reportado que el 2-

ME inhibe la translocación nuclear de HIF-1α evitando de que lleve a cabo la 

regulación de sus genes blanco [75]. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El linfoma no Hodgkin (LNH) es una de las neoplasias de mayor incidencia en 

la población infantil. A pesar de que los tratamiento con quimioterapia resulta 

en un alto porcentaje de sobrevida de los pacientes, alrededor del 20% de 

estos desarrolla resistencia a dicho tratamiento. 

En los últimos años se ha reportado la relevancia que tiene el factor de 

transcripción HIF-1α en la progresión del cáncer. 

La resistencia a la quimioterapia se ha asociado a la sobre expresión de 

proteínas  como HIF-1α y como Bcl-xL, las cuales se encuentran aumentadas 

en distintos tipos de neoplasias incluyendo el LNH, por lo que entender la 

participación de estas proteínas  en la resistencia a la quimioterapia, puede 

ayudar a mejorar la respuesta al tratamiento.  
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5. HIPÓTESIS 

HIF-1α modula la resistencia a la quimioterapia a través de la regulación de 

Bcl-xL en un modelo in vitro de linfoma no Hodgkin. La sobre expresión de 

ambas proteínas puede estar asociada a la agresividad del subtipo histológico 

del LNH infantil. 
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6. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar la participación de HIF-1α en la resistencia a la quimioterapia mediada 

por Bcl-xL. 

 

6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS 

• Desarrollar un modelo in vitro de simulación de hipoxia para inducir la 

expresión de HIF-1α y Bcl-xL. 

• Evaluar que el aumento de HIF-1α y Bcl-xL en una línea celular de LNH 

induce la resistencia a la quimioterapia. 

• Evaluar que la disminución de HIF-1α y Bcl-xL induce la 

quimiosensibilidad a la quimioterapia. 

• Evaluar la expresión de HIF-1α y Bcl-xL en un microarreglo de tejido de 

biopsias de pacientes infantiles con LNH, así como su asociación con el 

grado de agresividad. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

7.1 Reactivos.  

El medio de cultivo RPMI advanced, el suero fetal bovino (SFB) y otros 

reactivos de cultivo celular fueron adquiridos de Gibco BRL (Grand Island, NY, 

EE.UU.).Los fármacos Etil 3,4-dihidroxibenzoato (EDHB), cisplatino (CDDP) y 

2-metoxiestradiol (2-ME) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 

EE.UU.). La doxorrubicina se adquirió de Lemery (México DF, México). Los 

anticuerpos anti-HIF-1α y anti-Bcl-xL se obtuvieron de Novus Biologicals 

(Littleton, CO, EE.UU.) y Cell signaling technology (Boston, MA, EE.UU.), 

respectivamente. El anticuerpo anti-tubulina se obtuvo de Abcam Biochemicals 

(Cambridege, MA, EE.UU.) y el anticuerpo anti-actina fue de Santa Cruz 

Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.).  

 

7.2 Línea celular y condiciones de cultivo. 

 Las líneas celulares de Linfoma no Hodgkin Ramos y Daudi se obtuvieron de 

American Type Culture Collection y se cultivaron en medio RPMI advanced, 

suplementado con SFB al 3%, adicionado con una solución al 1% de antibiótico 

y antimicótico que contiene 10,000 U/ml de penicilina G, 10 mg/ml 

estreptomicina y 25 µg/ml de anfotericina B.  

La línea celular Rs-Rs (Ramos-Resistentes) celular se generó a partir de línea 

celular Ramos la cual fue tratada con una concentración de 25 µM de EDHB 

por un periodo de dos meses. 

7.3 Condiciones de hipoxia in vitro. 

Los efectos del EDHB sobre la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó en las 

células de Ramos. Brevemente, 1x105 células se cultivaron en medio RPMI 
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advanced y se incubaron con diferentes concentraciones de EDHB (10, 25, 50 

y 100 µM) o DMSO como vehículo. El efecto del EDHB sobre las células 

Ramos también se evaluó con respecto al tiempo (18, 24 y 48 hrs) utilizando 

una concentración fija de 100 µM de EDHB. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se 

evaluado por Western Blot e inmunocitoquímica. 

 

7.4 Transfección con RNAs de interferencia. 

La inhibición específica de HIF-1α, se realizó con un RNA de interferencia 

(siRNA) empleando como control un siRNA inespecífico, ambos obtenidos de 

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EE.UU.). Brevemente, 1 x 105 

células Ramos se transfectaron con una concentración 30 nM del siRNA contra 

HIF-1α o el siRNA control, mas 1 µl lipofectamina 2000 invitrogen (Carlsbad, 

CA, EE.UU) en medio RPMI advanced. La mezcla (siRNA + lipofectamina 

2000) se incubó 25 min. a temperatura ambiente para facilitar la formación de 

complejos. La mezcla resultante se añadió a las células Ramos cultivadas en 

una placa de 24 pozos y se incubaron por 3:30 horas a 37°C en 5% de CO2. La 

expresión de HIF-1α y Bcl-xL se determino por Western blot. Para determinar la 

sensibilización de las células Ramos después de la inhibición de HIF-1α, las 

células transfectadas con los siRNAs contra HIF-1α o el control se trataron con 

2.5 µg/ml de CDDP por 18 hrs, y posteriormente se evaluó el porcentaje de 

células en apoptosis por el ensayo de caspasa 3 activa como se describe mas 

adelante. 
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7.5 Análisis por Western Blot. 

Las células Ramos tratadas y sin tratar  con EDHB se lisaron con el buffer 

RIPA [NaCl 150 mM, EDTA 5 mM, HEPES 50 mM, 1% de Nonidet P-40, 0,5%  

DOC y 0,1% de un cóctel de inhibidores de proteasa de Roche Diagnostics 

(Indianápolis, IN, EE.UU.). Los lisados celulares (20 µg) se fraccionaron por 

SDS-PAGE y luego se transfirieron a una membrana de PVDF (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, EE.UU.). Las membranas se bloquearon a temperatura 

ambiente con buffer PBS adicionado con 0,05% de Tween-20 (PBS-T) y 5% de 

leche. Después las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C con 

los anticuerpos primarios contra HIF-1α, Bcl-xL o Tubulina en el buffer PBS-T 

más 3% de Albumina sérica bovina (BSA). Posteriormente, las membranas se 

incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a HRP y se incubaron a 

temperatura ambiente durante 1 hr. Para la detección de proteínas se utilizó el 

sistema de detección Luminol de Santa Cruz de Biotechnology. 

El mismo procedimiento se utilizó con las células Ramos tratadas o sin tratar 

con diferentes concentraciones de 2-ME para inhibir la actividad de HIF-1α (0-

5, 1, 2,5, 5 y 10 µM). Así como, su expresión con respecto al tiempo (12, 24, 48 

y 72 h) cuando se empleo una concentración fija de 1 µM de 2-ME, el DMSO 

se utilizó como vehículo. 

 

7.6 Densitometría. 

Las bandas correspondientes a las proteínas HIF-1α y Bcl-xL se cuantificaron 

con el software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland) y se 

normalizaron con respecto al control de carga Tubulina o Actina. Los cambios 

en la expresión se muestran en comparación con las células no tratadas. 
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7.7 Inmunocitoquímica. 

La expresión de HIF-1α y de Bcl-xL se analizó en las células Ramos y en las 

células Rs-Rs (sin tratar, tratadas con EDHB, tratadas con 2-ME o con el 

vehículo DMSO) por inmunocitoquímica, utilizando el kit de LSAB (Dako, 

Carpinteria, CA, EE.UU.). Los anticuerpos específicos se procesaron 

simultáneamente en un único experimento utilizando una dilución 1:1000 en 

PBS con suero normal de cerdo al 2% (SNC). Se utilizó un protocolo estándar 

de marcaje con estreptavidina-biotina para la tinción con 3-diaminobenzidina 

como cromógeno y hematoxilina como tinción de contraste. Por último, las 

laminillas se observaron bajo un microscopio óptico (Olympus BX-41) y se 

analizaron con el software Image-Pro Plus, Media Cybernetics (Bethesa, MD, 

EE.UU.) 

 

7.8 Ensayos de apoptosis 

La apoptosis se evaluó mediante el ensayo de caspasa-3 activa por citometría 

de flujo. Brevemente, 1 x 105 células se incubaron en presencia o ausencia de 

100 µM de EDHB durante 24 h. Después, las células se lavaron para eliminar 

el EDHB y se trataron con CDDP durante un periodo de 18 hrs. Posteriormente, 

las células se tiñeron con el anticuerpo anti-caspasa-3 activa conjugado a FITC 

de BD Pharmigen (San Diego, CA, EE.UU.) según las instrucciones del 

fabricante. El mismo procedimiento se empleó para las células tratadas con 2-

ME por 24 hrs y posteriormente tratadas con CDDP por 18 hrs más. 

Adicionalmente, las células de Ramos y Rs-Rs se trataron con los fármacos 

CDDP o doxorrubicina durante 18 horas y posteriormente se tiñeron con el 
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anticuerpo anti-caspasa-3 activa conjugado a FITC siguiendo el mismo 

protocolo. 

Todas las células se analizaron en un citómetro de flujo FACSCalibur Becton 

Dickinson (Franklin Lakes, NJ). 

 

7.9 Muestras biológicas 

Para este estudio se incluyeron 35 muestras de pacientes con LNH, de los 

cuales 12 eran de Burkitt, 8 de células grandes, 11 linfoblástico y 4 anaplásico. 

Los cuales fueron diagnosticados por patólogos expertos en este tipo de 

neoplasia del Hospital Infantil de México, Federico Gómez, que fueron 

protocolizados por el departamento de Oncológica Pediátrica y archivados en 

el departamento de Patología del mismo Hospital. Se incluyeron aquellos que 

tuvieron mejor calidad y cantidad de tejido. Así como también aquellos que 

según su expediente no hayan tenido tratamiento previo.  

 

7.10 Microarreglo de tejidos 

Para la construcción del arreglo de tejidos se procedió de la siguiente manera. 

De cada bloque de parafina que con tejidos diferentes se realizaron cortes de 5 

µm para la tinción de hematoxilina y eosina con el fin de identificar la región de 

interés. Es decir, una región que contenía exactamente la lesión representativa 

del subtipo histológico de linfoma. Posteriormente, se procedió a la 

construcción del arreglo utilizando el equipo semiautomático Advanced Tissue 

Arrayer (ATA 100 Chemicon)  en donde una aguja calibre 0.5 mm mediante la 

cual se extraerán cilindros de parafina de 3 mm de altura de un bloque de 

parafina de 2.5 X 2.5 cm “en blanco”, delimitándose una matriz de 5 x 5 
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elementos. Una vez elaborada la matriz, se utilizo una aguja de calibre 0.4 mm 

para obtener cilindros de tejido de cada una de las muestras de tejido 

embebidas en parafina (bloque donador), se tomo como guía el corte teñido 

con hematoxilina y eosina. Cada uno de estos cilindros que contienen el tejido, 

fueron implantados en el bloque en blanco que ya había sido previamente 

perforado (bloque receptor) y una vez completada la matriz de 360 tejidos 

(cada tejido por triplicado), se impregno una pequeña cantidad de parafina 

líquida sobre el arreglo para igualar la altura de los cilindros. Posteriormente, el 

arreglo se calentó en un horno a 60 ºC por 15 minutos para homogeneizar la 

parafina de los cilindros inyectados con la del bloque en blanco y que no 

quedaran huecos entre los cilindros de las muestras y el bloque aceptor, los 

cuales pudieran causar problemas al momento de cortarlos. Finalmente, el 

arreglo se enfrío durante 5 minutos en hielo y se obtuvieron los cortes de 4 µm 

con un microtomo rotatorio. 

 

7.11 Inmunohistoquímica y análisis de patología digital 

Se realizaron tinciones de inmunohistoquímica en cortes de 4 µm del 

microarreglo de pacientes pediátricos con deferentes tipos de linfoma para HIF-

1α y Bcl-xL, previamente desparafinados. Posteriormente, se realizó la 

recuperación de antígenos, utilizando una solución de citrato de sodio al 

0.01%, pH 6.0, durante 15 min en ebullición. La actividad de la peroxidasa 

endógena fue bloqueada con una solución al 3% de H202 con metanol durante 

25 minutos. La unión inespecífica de los anticuerpos se redujo al incubar con 

una solución al 2% de suero normal de cerdo en PBS (PBS-SNC) durante 60 

min. Las laminillas  se incubaron toda la noche a temperatura ambiente con 
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anticuerpos contra el HIF-1α (1:750) y Bcl-xL (1:500). Al día siguiente, las 

laminillas se lavaron cinco veces en PBS 0.1 M, pH 7.4 durante 8 min. Después 

del lavado, las laminillas se incubaron con un segundo anticuerpo biotinilados 

diluido 1:500 que reconoce al primero (Anti-cabra IgG o anti-Conejo 1:500), 

durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguida por una incubación con  

estreptavidina conjugada a HRP (LSAB  de la corporación DAKO), durante 30 

min a temperatura ambiente. Para desarrollar el color se utiliza  3,3´ tetra-

hidrocloruro diaminobenzidina  (DAB líquido, Corporación DAKO) de uno a 

cinco min. La reacción fue detenida con agua destilada  y las laminillas se 

contra tiñeron con Hematoxilina. Finalmente, los tejidos son deshidratados y 

conservado con un medio Mount E-2 (Lab Shandon, Pittsburg, PA, Estados 

Unidos).  

Las laminillas se escanearon y analizaron en un equipo de patología 

digitalizada (Aperio, San Diego, CA. USA). A fin de reducir la variabilidad, todas 

las muestras de cada grupo se procesaron  al mismo tiempo en un solo 

experimento usando una sola alícuota de anticuerpos diluida en PBS-SNC. 

Se procedió al escaneo de las laminillas para la obtención de archivos 

electrónicos. En donde se realizo el análisis digitalizado de la tinción de 

inmunohistoquímica se realizó mediante en un equipo de patología digital 

Aperio CS (San Diego CA. USA) en donde la densidad de la expresión (color 

café) en el área total del tejido (mm3) fue analizada utilizando un algoritmo para 

determinar densidad en pixeles, o por el conteo del número de células positivas 

mediante el programa incluido en el sistema de Aperio ScanScope. De los 

datos obtenidos se calculó la media por cada paciente y luego por grupo. 
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7.12 Análisis estadístico. 

Todos los datos se presentan como los valores de la media de tres 

experimentos independientes ± su desviación estándar (DE). Los datos fueron 

analizados estadísticamente mediante un análisis de ANOVA de una vía para 

un nivel de significación de p <0,05. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 El aumento de la expresión de HIF-1α y Bcl-xL en la línea celular 

Ramos induce resistencia a CDDP. 

El EDHB es un fármaco empleado para simular condiciones de hipoxia, debido 

a que inhibe la actividad de la enzima prolil hidroxilasa encargada de hidroxilar 

a HIF-1α, evitando de esta forma su degradación. Con base a esto, se utilizó el 

EDHB para inducir la acumulación de HIF-1α en las células Ramos y ver si 

existía una correlación entre el aumento de este factor de transcripción y una 

sobre expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-xL. 

Los datos obtenidos corroboraron que la incubación de las células de Ramos 

con EDHB indujo la acumulación de HIF-1α y correlacionó con un incremento 

en la expresión de Bcl-xL de forma dosis dependiente después de 24 hrs de 

tratamiento (Figura 3). 

 
Figura 3. El EDHB induce el incremento de HIF-1α y Bcl-xL de manera dosis dependiente 
en las células Ramos. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por western blot en células 
tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de EDHB o DMSO como vehículo. El 
aumento en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se determinó por densitometría normalizando con 
respecto al control de carga tubulina. 
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Así mismo, en la figura 4 se muestra que la mayor expresión de HIF-1α se 

obtuvo a las 24 hrs después del tratamiento con 100 µM de EDHB y la mayor 

expresión de Bcl-xL se puede apreciar a partir de las 18 hrs después del 

tratamiento. 

 

Figura 4. El EDHB induce el incremento de HIF-1α y Bcl-xL con respecto al tiempo en las 
células Ramos. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por western blot en célula tratadas 
con una concentración de 100 µM de EDHB por distintos periodos de tiempo, el DMSO como 
vehículo. El aumento en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se determinó por densitometría 
normalizando con respecto al control de carga tubulina. 
 

Adicionalmente, analizamos la expresión nuclear y citoplasmática de HIF-1α y 

Bcl-xL por inmunocitoquímica. Nuestros resultados muestran una mayor 

acumulación de HIF-1α en el citoplasma y núcleo en las células tratadas con 

100 µM EDHB por 24 hrs en comparación con las células no tratadas o 

tratadas con el vehículo, en donde HIF-1α se localiza principalmente en el 

citoplasma. Además, la acumulación nuclear de HIF-1α en células Ramos 

tratadas con EDHB correlaciona con una mayor expresión de Bcl-xL en el 

citoplasma de estas células (Figura 5). 
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Figura 5. El aumento de la expresión HIF1α y Bcl-xL después del tratamiento con EDHB. 
Se evaluó por inmunocitoquímica la expresión de ambas proteínas. Claramente se puede 
observar que HIF-1α se expresa predominantemente en núcleo, auque también a nivel 
citoplasma después del tratamiento con 100 µM de EDHB por 24 hrs, en comparación con las 
células no tratadas o tratadas con el vehiculo en donde se observa una expresión 
predominantemente en citoplasma. En el caso de Bcl-xL se observo un comportamiento similar 
en después del tratamiento con EDHB aumenta la expresión de esta proteína a nivel 
citoplasma en comparación con las células no tratadas o tratadas con en vehiculo. Se utilizó un 
anticuerpo inespecífico anti-IgG como control de especificidad, en donde no se observo tinción. 
Magnificación 40X. 
 

Por otro lado, una vez encontrado las condiciones en donde se observaba un 

aumento en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL después del tratamiento con 

EDHB (100 µM por 24 h), el siguiente paso fue evaluar si el aumento de estas 

proteínas correlaciona con la resistencia a CDDP. Para ello, se trataron a las 

células Ramos con EDHB o el vehículo durante 24 hrs y posteriormente las 

células se expusieron al agente quimioterapéutico CDDP durante 18 hrs mas. 

Nuestros hallazgos muestran que las células tratadas con EDHB tienen un 

menor porcentaje de células positivas para caspasa-3 (células en apoptosis) 

activa en comparación con las células no tratadas o tratadas con el vehículo 

(Figura 6). 

 



  32 

 

Figura 6. EDHB induce quimioresistencia en células Ramos. Las células tratadas con 
EDHB (100µM/24 hrs), muestra el  menor porcentaje de células positivas para caspasa-3 activa 
después de la exposición al CDDP (5 µg/ml). Cada columna representa el promedio y error 
estándar de tres experimentos independientes. * p<0,05. 
 

Estos resultados sugieren que la sobre expresión de HIF-1α y Bcl-xL inducen la 

resistencia al CDDP en la línea celular de LNH Ramos. 
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8.2 El largo período de exposición a hipoxia induce un fenotipo quimio-

resistencia en una línea celular de LNH. 

Para mostrar que la exposición a largos periodos de hipoxia induce quimio-

resistencia a través de la expresión de HIF-1α y Bcl-xL y debido a que la 

exposición a altas concentraciones de EDHB, así como, un tiempo prolongado 

a este fármaco puede inducir la muerte de las células de Ramos, lo que 

representa una limitación de el sistema de inducción HIF-1α (Figura 7).  

 

 

Figura 7. Altas dosis de EDHB induce a apoptosis a las células Ramos. Las células Ramos 
tratadas con dosis crecientes de EDHB, muestra el  mayor porcentaje de células positivas para 
caspasa-3 activa. Cada columna representa el promedio y error estándar de tres experimentos 
independientes. * p<0.05. 
 

Entonces evaluamos si una menor concentración de EDHB es capaz de 

aumentar la expresión de HIF-1α y Bcl-xL, evitando  de esta forma la muerte 

celular. Para este propósito, se incubaron las células Ramos con 25 µM de 

EDHB durante un período prolongado de tiempo (dos meses). Estas células se 

nombraron como Rs-Rs y posteriormente evaluamos la expresión de HIF-1α y 
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Bcl-xL. Nuestros resultados muestran que la expresión de HIF-1α y Bcl-xL es 

mayor en las células Rs-Rs en comparación con las células Ramos (figura 8).  

 

Figura 8. La exposición prolongada a condiciones de simulación de hipoxia induce la 
expresión de HIF-1α  y Bcl-xL. La exposición prolongada a condiciones de simulación de 
hipoxia (2 meses) indujo el incremento en la expresión de ambas proteínas en la línea celular 
Ramos, la cual fue renombrada como la línea celular modificada Rs-Rs. La expresión fue 
evaluada por Western blot. El aumento en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se determinó por 
densitometría normalizando con respecto al control de carga Tubulina.  
 

La expresión de HIF-1α y Bcl-xL también se analizó por inmunocitoquímica, 

como se muestra en la figura 9, HIF-1α se localiza principalmente en el núcleo 

en las células Rs-Rs, mientras que en las células Ramos se encuentra en 

mayor proporción en el citoplasma. De igual forma, se observaron resultados 

similares con la expresión de Bcl-xL en donde hay una mayor expresión en las 

células Rs-Rs en comparación con las células Ramos (figura 9). 
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Figura 9. Aumento en la expresión HIF-1α y Bcl-xL después de la exposición prolongada 
a hipoxia. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por inmunocitoquímica en las células 
Ramos y en las células modificadas Rs-Rs. Se puede observar que HIF-1α se expresa 
predominantemente en núcleo, auque también a nivel citoplasma en las células Rs-Rs  en 
comparación con las células Ramos en donde se observa una expresión predominantemente 
en citoplasma. En el caso de Bcl-xL se observo  que las células Rs-Rs tienen una mayor 
expresión a nivel citoplasma, en comparación  de las células Ramos. Se utilizó un anticuerpo 
inespecífico anti-IgG como control de especificidad, en donde no se observo tinción. 
Magnificación 40X 
 

Para determinar si la sobre expresión de HIF-1α y Bcl-xL induce un fenotipo 

quimioresistencia, se trataron a las células Rs-Rs y  a las células Ramos con 

dos diferentes concentraciones de CDDP (2,5 y 5 µg/ml) por un periodo de 18 

horas y posteriormente se evaluó el porcentaje de células en apoptosis 

mediante la determinación de células positivas para caspasa-3 activa por 

citometría de flujo. Nuestros resultados muestran que las células Rs-Rs 

presentan el menor porcentaje células caspasa-3 activa positivas, en 

comparación con las células Ramos (figura 10).  
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Figura 10. El incremento en HIF-1α y Bcl-xL en las células RS-Rs inducen la resistencia 
al fármaco CDDP. Las células Ramos y Rs-Rs se expusieron a distintas concentraciones de 
CDDP (2.5 y 5 µg/ml) por 18 hrs y posteriormente se evalúo la muerte celular, mediante un 
ensayo de determinación de caspasa-3 activa por citometría de flujo. Las células Rs-Rs 
presentan el menor porcentaje de células positivas para caspasa-3 activa en comparación con 
las células Ramos después de la exposición al CDDP. Cada columna representa el promedio y 
error estándar de tres experimentos independientes. * p <0.05. 
 

Esta diferencia es estadísticamente significativa (*p <0.05) para las dos 

concentraciones de CDDP probadas. Así mismo se obtuvieron resultados 

similares cuando las células Rs-Rs y las células Ramos se trataron con dos 

diferentes dosis de doxorrubicina (Figura 11). 
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Figura 11. El incremento en HIF-1α y Bcl-xL en las células RS-Rs inducen la resistencia 
al fármaco Doxorubicina. Las células Ramos y Rs-Rs se expusieron a distintas 
concentraciones de CDDP (1 y 2.5 µg/ml) por 18 hrs y posteriormente se evalúo la muerte 
celular, mediante un ensayo de determinación de caspasa-3 activa por citometría de flujo. Las 
células Rs-Rs presentan el menor porcentaje de células positivas para caspasa-3 activa en 
comparación con las células Ramos después de la exposición a la doxorubicina. Cada columna 
representa el promedio y error estándar de tres experimentos independientes. * p <0,05. 
 

8.3 La inhibición de HIF-1α y Bcl-xL sensibiliza a las líneas celulares de 

LNH Ramos y Daudi al efecto del CDDP. 

Los datos presentados hasta el momento sugieren que un aumento en la 

expresión de HIF-1α y Bcl-xL en células de LNH induce la resistencia a 

fármacos empleados en la quimioterapia. Por lo tanto, es factible pensar que la 

inhibición de HIF-1α a su vez correlacione con la disminución de la expresión 

de Bcl-xL y esto sensibilice a las células de LNH al tratamiento 

quimioterapéutico. Para llevar a cabo esto, se utilizó 2-metoxiestradiol (2-ME), 

un metabolito natural del 17-β estradiol, cuya capacidad para inhibir la actividad 

de HIF-1α se ha demostrado en diferentes modelos cáncer [84]. Las células 

Ramos se trataron con 2-ME a diferentes concentraciones y por distintos 

períodos de tiempo, con el fin de disminuir la expresión de HIF-1α y de Bcl-xL. 
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Nuestros resultados muestran que el tratamiento de las células Ramos con 2-

ME disminuye la expresión de HIF-1α en una forma dosis dependiente y estos 

correlaciona con la disminución de Bcl-xL (figura 12). 

Figura 12. El 2-Metoxiestradiol induce la disminución de HIF-1α y Bcl-xL de forma dosis 
dependiente en las células Ramos. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por western 
blot en células tratadas por 24 horas con diferentes concentraciones de EDHB o DMSO como 
vehículo. La disminución en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se determinó por densitometría 
normalizando con respecto al control de carga β actina.  
 

No obstante, una alta concentración de 2-ME es capaz de inducir apoptosis en 

esta línea celular (figura 13).  

 

Figura 13. Altas dosis de 2-ME induce a apoptosis a las células Ramos. Las células 
Ramos tratadas con dosis crecientes de 2-ME, muestra el  mayor porcentaje de células 
positivas para caspasa-3 activa. Cada columna representa el promedio y error estándar de tres 
experimentos independientes. * p<0.05. 
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Por otra parte, se observó una disminución de HIF-1α y Bcl-xL entre  24 y 48 

horas después de tratar las células Ramos con 1 µM de 2-ME, pero no así en 

las células no tratadas o tratadas con el vehículo (Figura 14). 

 

Figura 14. La disminución de HIF-1α y Bcl-xL se mantiene por 48 horas después del 
tratamiento con 2-metoxiestradiol. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por western 
blot en célula Ramos tratadas con una concentración de 1 µM de 2-ME a distintos periodos de 
tiempo, el DMSO se utilizó como vehículo. La disminución en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL 
se determinó por densitometría, normalizando con respecto al control de carga β actina . 
 
 La disminución de HIF-1α y Bcl-xL también fue evaluada por 

inmunocitoquímica (Figura 15). 

 

Figura 15. 2-Metoxiestradiol disminuye la expresión de HIF1α y Bcl-xL en la línea celular 
de LNH Ramos. Se evaluó por inmunocitoquímica la expresión de ambas proteínas. Se puede 
observar una disminución en la expresión de HIF-1α en el núcleo, así como, en el citoplasma 
de las células Ramos tratadas con  una concentración 1 µM 2-ME, en comparación de las 
células no tratadas o tratadas con el vehículo, en donde se observa una expresión de HIF-1α 
en citoplasma. En el caso de Bcl-xL se observo un comportamiento similar en después del 
tratamiento con 2-ME en donde se observa una disminución en la expresión de esta proteína a 
nivel citoplasma en comparación con las células no tratadas o tratadas con en vehiculo. Se 
utilizó un anticuerpo inespecífico anti-IgG como control de especificidad, en donde no se 
observo tinción. Magnificación 40X.  
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Finalmente, después de observar que el 2-ME disminuye la expresión de HIF-

1α y Bcl-xL. El siguiente paso fue determinar si el tratamiento con 2-ME induce 

la sensibilización de las células a los fármacos quimioterapéuticos. Los 

resultados obtenidos muestran que el tratamiento de las células Ramos con 

una concentración 1 µM de 2-ME durante 24 hrs. induce el mayor porcentaje 

de células positivas para caspasa-3 activa después de ser expuestas por 18 

hrs a CDDP, esto en comparación con las células sin tratar o tratadas con el 

vehículo (figura 16).  

 

Figura 16. 2-Metoxiestradiol sensibiliza a las células Ramos  al tratamiento con CDDP. 
Las células Ramos se trataron con una concentración 1 µM de 2-ME por 24 hrs, seguido de la 
exposición por 18 hrs. a CDDP. Posteriormente se evalúo la muerte celular, mediante un 
ensayo de determinación de caspasa-3 activa por citometría de flujo. Las células tratadas con 
2-ME presentan el mayor porcentaje de células positivas para caspasa-3 activa en 
comparación con las células Ramos no tratadas, después de la exposición a diferentes 
concentraciones de CDDP (1, 2.5 y 5 µg/ml). Cada columna representa el promedio y error 
estándar de tres experimentos independientes. * p <0.05. 
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Esta diferencia es estadísticamente significativa (*p<0,05) en todas las 

concentraciones probadas de CDDP. Así mismo, se obtuvieron resultados 

similares en la línea celular Daudi, en donde, el tratamiento previo con 2-ME 

sensibiliza a las células a la apoptosis mediada por CDDP (Figura 17). 

 

Figura 17. 2-Metoxiestradiol sensibiliza a las células Daudi  al tratamiento con CDDP. Las 
células Daudi se trataron con una concentración 1 µM de 2-ME por 24 hrs, seguido de la 
exposición por 18 hrs. a CDDP. Posteriormente se evalúo la muerte celular, mediante un 
ensayo de determinación de caspasa-3 activa por citometría de flujo. Las células tratadas con 
2-ME presentan el mayor porcentaje de células positivas para caspasa-3 activa en 
comparación con las células Ramos no tratadas, después de la exposición a diferentes 
concentraciones de CDDP (20, 30 y 40 µg/ml). Cada columna representa el promedio y error 
estándar de tres experimentos independientes. * p <0.05. 
 

Para corroborar que la sensibilización de las células de LNH se debe a la 

inhibición de HIF-1α, lo que a su vez, induce la disminución de Bcl-xL, se 

realizó la inhibición específica de  HIF-1α, a través del silenciamiento con RNAs 

de interferencia (siRNAs). Como se muestra en la figura 18, el tratamiento de 

las células Ramos con un siRNA contra HIF-1α, no solo disminuye la expresión 
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de esta proteína, si no que además correlaciona con la disminución de Bcl-xL. 

Este efecto no fue observado en las células tratadas con un RNA de 

interferencia inespecífico.  Así mismo, las células tratadas con el siRNA contra 

HIF-1α, presentaron el mayor porcentaje de células caspasa-3 activa, al ser 

expuesta a  2.5 µg/ml de cisplatino, en comparación con las células no tratadas 

o tratadas con el siRNA inespecífico (Figura 19).  

 

Figura 18. La inhibición de HIF-1α con un RNA de interferencia correlaciona con la 
disminución de Bcl-xL. La expresión de HIF-1α y Bcl-xL se evaluó por western blot en célula 
Ramos transfectadas por 24 hrs con un siRNA contra HIF-1α. La disminución en la expresión 
de HIF-1α y Bcl-xL se determinó por densitometría, normalizando con respecto al control de 
carga β actina. 
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Figura 19. La inhibición de HIF-1α con RNAs de inferencia sensibiliza las células Ramos 
al tratamiento con CDDP. Las células Ramos transfectadas con un siRNA contra HIF-1α o un 
siRNA inespecífico por  24 hrs, se trataron 18 hrs con CDDP. Posteriormente se evalúo la 
muerte celular, mediante un ensayo de determinación de caspasa-3 activa por citometría de 
flujo. Las células transfectadas con el siRNA contra HIF-1α presentan el mayor porcentaje de 
células positivas para caspasa-3 activa en comparación con las células Ramos no tratadas, 
después de la exposición a diferentes concentraciones de CDDP (1 y 2.5 µg/ml). Cada columna 
representa el promedio y error estándar de tres experimentos independientes. * p <0.05. 
 

Estos resultados sugieren que la disminución de la expresión Bcl-xL a través 

de HIF-1α induce la sensibilización a los fármacos quimioterapéuticos en las 

células de Linfoma no Hodgkin. 
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8.4. La sobreexpresión de HIF-1α y Bcl-xL se presenta en los subtipos 

histológicos más agresivos de LNH 

Con el propósito de corroborar nuestros estudios in vitro, analizamos la 

expresión de las proteínas HIF-1α y Bcl-xL, en un microarreglo de tejidos de 

pacientes con LNH con diferentes grados de agresividad. La tecnología de 

microarreglo de tejidos ofrece la ventaja de disminuir la variabilidad entre 

muestras ya que nos permite analizar de manera simultánea una gran cantidad 

de muestras. Utilizando esta tecnología se realizó la tinción para HIF-1α y Bcl-

xL en un microarreglo de tejidos de biopsias de pacientes pediátricos con LNH 

en el que se incluyeron muestras de linfoma de Burkitt (LB), linfoma 

linfoblástico (LL), linfoma de células grandes de B (LCGB) y linfoma de células  

grandes anaplásicas (LCGA). En la figura 20, se muestra la microfotografía 

representativa de la expresión de HIF-1α (a y c) y Bcl-xL (b y d) en un 

pacientes con LB, un subtipo histológico de LNH poco agresivo (a y b) y en un 

paciente con LCGA, un subtipo histológico muy agresivo (c y d), así mismo, se 

pudo observar una mayor expresión nuclear de HIF-1α en los subtipos más 

agresivos de linfoma (LCGB y LCAG) en comparación de los subtipos menos 

agresivos (LB y LL), siendo en estos últimos subtipos de linfoma donde se 

observo menor expresión citoplasmática de Bc-xL, mientras que en los 

subtipos más agresivos se observo una mayor expresión de esta proteína lo 

que sugiere una relación entre  la expresión de HIF-1α y Bcl-xL. La expresión 

de ambas proteínas se cuantificó con patología digital utilizando un equipo 

Scanscope de Aperio, el cual homogeniza la densidad de expresión al utilizar 

un algoritmo para determinar la densidad en pixeles, obteniendo valores mas 

exactos de la expresión de HIF-1α y Bcl-xL en el tejido. En la figura 21, se 
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muestra que los subtipos histológicos más agresivos de linfoma presentan una 

mayor expresión tanto de HIF-1α como de Bcl-xL en comparación con los 

subtipos menos agresivos (Linfoma anaplásico). Esta diferencia es 

estadísticamente significativa (p= 0001 para el caso de HIF-1α y  p= 001 para 

el caso de Bcl-xL).  

Los resultados anteriores demuestran que la expresión de HIF-1α y Bcl-xL se 

encuentran sobreexpresados en los LNH con mayor grado de agresividad, lo 

cual es consistente con nuestros estudios in vitro. 

 

Figura 20. HIF-1α  y Bcl-xL se encuentran mayormente expresados en el linfoma de 
células anaplásicas. Se evaluó la expresión de ambas proteínas en un microarreglo de tejido 
de pacientes con linfoma no Hodgkin mediante inmunohistoquímica. Se observa claramente 
una menor expresión de ambas proteínas en el linfoma de Burkitt (de menor agresividad), en 
comparación con el linfoma anaplásico (subtipo mas agresivo). Magnificación 20X (insertado 
40X). 
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Figura 21. Los subtipos más agresivos de linfoma no Hodgkin tienen la mayor expresión 
de las proteínas HIF-1α y Bcl-xL. Se encontró la expresión de HIF-1α y Bcl-xL mas elevada 
en los subtipos mas agresivos de linfoma no Hodgkin (Linfoma de células Grandes y Linfoma 
de células anaplásicas). La cuantificaron se realizó por patología digital. 
 



  47 

8.5 Expresión de otras proteínas miembros de la familia de Bcl-2. 
 
Debido a que se ha reportado que HIF-1α también regula a otros miembros de 

la familia de Bcl-2 como Mcl-1 de forma positiva [87] , decidimos evaluar si la 

expresión de esta proteína se veía alterada después de inducir el aumento de 

HIF-1α con EDHB o de inhibir su actividad con 2-ME. Como se puede observar 

en la figura el tratamiento de las células Ramos con 2-ME disminuye la 

expresión de Mcl-1, sin embargo, el tratamiento con EDHB no aumenta su 

expresión a diferencia de Bcl-xL que incrementa considerablemente (figura 22). 

Así mismo evaluamos la expresión de la proteína pro-apoptótica Bax la cual se 

ha reportado que es regulada de forma negativa en condiciones de hipoxia [88], 

no obstante,  no observamos un disminución considerable  de Bax después de 

tratar a las células Ramos con EDHB, pero se observo una pequeña 

disminución después del tratamiento con 2-ME (figura 22). 

 

Figura 22. Expresión de proteínas miembros de la familia de Bcl-2 después del 
tratamiento con EDHB ó 2-ME. La expresión de HIF-1α, Bcl-xL, Mcl-1 y Bax se evaluaron por 
western blot después del tratamiento por 24 hrs con 1µM de 2-ME ó 100µM de EDHB. La 
variación en la expresión de estas proteínas se determinó por densitometría normalizando con 
respecto al control de carga β actina.  
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9. DISCUSIÓN 

La quimioresistencia es el principal obstáculo para una quimioterapia efectiva 

en muchos tipos de cáncer, incluyendo el linfoma no Hodgkin, lo que confiere 

un mal pronóstico para el paciente. A la fecha se han propuesto diferentes 

mecanismos que podrían estar participando en la resistencia a la quimioterapia 

y la radioterapia [24]. Uno de estos mecanismos es la alteración de las vías 

que están involucrados en la muerte celular programada (apoptosis), como la 

familia de proteínas de Bcl-2 [89]. La proteína anti-apoptótica Bcl-xL pertenece 

a esta familia y su sobreexpresión se ha asociado a la resistencia a múltiples 

fármacos en diversos tipos de cáncer [40,41,90]. Mientras que su inhibición 

resulta en la sensibilización de las células tumorales a la apoptosis  [46,48]. 

La proteína Bcl-xL es regulada transcripcionalmente por diferentes factores de 

transcripción como NF-κB [54]. Vega y cols. [17], mostraron que el tratamiento 

con el anticuerpo monoclonal humanizado Rituximab, que reconoce a las 

moléculas de CD20 sobre la superficie de las células B, disminuye la expresión 

de Bcl-xL a través de la inhibición de NF-κB y por lo tanto sensibiliza a la célula 

tumoral a apoptosis. Así mismo, se ha reportado que NF-κB, puede inducir la 

expresión de HIF-1α en líneas celulares de LNH y promover de esta forma la 

resistencia a la radioterapia [91]. Por otro lado, Evens y cols. [92] reportaron 

que HIF-1α se expresa de forma estable en diferentes líneas celulares de LNH 

y también en el tejido de biopsias de pacientes con linfoma difuso de células 

grandes de B (LDCGB). Este grupo también observó que la expresión de HIF-

1α se correlaciona con una mejor tasa de supervivencia en pacientes con 

LDCGB tratados con el esquema de Rituximab mas los agentes 

quimioterapéuticos: ciclofosfamida, doxorubicina, oncovin y prednisona (R-
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CHOP) en comparación con los pacientes que sólo recibieron el esquema 

CHOP como tratamiento [12]. Sin embargo, este incremento en la tasa de 

supervivencia de los pacientes podría estar asociada con el efecto de 

Rituximab sobre la activación de NF-κB, más que a la actividad de HIF-1α, el 

cual se ha implicado en la resistencia a la quimioterapia en distintos modelos 

de cáncer, además de que se ha mostrado que también regula de forma 

transcripcional a Bcl-xL [42]. 

En el presente estudio se evaluó el papel de HIF-1α en la quimioresistencia a 

través de la regulación positiva de la expresión de Bcl-xL en células de LNH. 

Nuestros hallazgos muestran que HIF-1α se encuentra principalmente en el 

citoplasma de las células Ramos, sin embargo, la simulación de hipoxia a 

través de la modulación farmacológica induce la acumulación y translocación 

de HIF-1α a el núcleo y este aumento correlaciona con la sobreexpresión de 

Bcl-xL, así como, una mayor resistencia al tratamiento con agentes 

quimioterapéuticos. Además, se observó que la alta expresión de HIF-1α 

induce apoptosis en las células tumorales lo que es consistente con otros 

reportes, en donde se ha mostrado  que la hipoxia severa (anoxia) induce 

apoptosis a través de la estabilización de HIF-1α con la proteína p53 [93]. 

 

En contraste, Graeber y cols, [94] reportaron que la hipoxia promueve la 

resistencia de las células tumorales a la apoptosis. Con base a esto, nos dimos 

a la tarea de modificar a la línea celular Ramos, esto al exponerla a bajas 

concentraciones de EDHB durante un período largo de tiempo con el fin de 

hacerlas resistentes a condiciones de hipoxia. Adicionalmente, se observó que 

esta línea celular modificada no sólo era resistente a la hipoxia, si no también 
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aumento su resistencia a los fármacos CDDP y doxorubicina, dos 

medicamentos comúnmente utilizados en la clínica. Esta resistencia podría 

estar asociada a la sobre expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-xL, que 

se ha asociado a la resistencia a la radio y la quimioterapia [40,41,95].  

Cabe señalar que aunque no se ha demostrado que existe un ambiente 

hipóxico importante en el caso de los LNH, debido a que no se trata de un 

tumor sólido como tal, se ha reportado que HIF-1α también pude ser activado 

en condiciones de inflamación por una vía denominada independiente de 

hipoxia, en donde participan quimiocinas como TNF- α e IL-1β [96,97], Así 

mismo, se ha reportado que el óxido nítrico, el cual es producido por las células 

de linfoma [98], puede llevar a cabo la estabilización de la subunidad HIF-1, así 

como su activación con lo que podría llevar acabo la regulación de sus genes 

blanco, incluyendo la resistencia a la quimioterapia [99].  

Por otro lado, si la acumulación de HIF-1α induce un fenotipo de 

quimioresistencia, entonces, la inhibición de este factor de transcripción podría 

conducir a la sensibilización de las células de LNH a la quimioterapia. Para 

este fin, se utilizó 2-ME que ha mostrado tener actividad antitumoral a través de 

diferentes mecanismos, siendo la desregulación de HIF-1α, uno de ellos [75]. 

Adicionalmente, el 2-ME se ha utilizado en diferentes modelos de cáncer y 

actualmente se están probando en ensayos clínicos en pacientes con cáncer 

de próstata, mama y de ovario [84]. Además, Park y cols., [100] reportaron que 

el 2-ME inhibe la proliferación celular e induce la apoptosis de una manera 

dosis-dependiente en líneas celulares de LNH. Nosotros encontramos un 

comportamiento similar en las células Ramos después del tratamiento con 2-

ME. Sin embargo, nuestro principal hallazgo fue que el tratamiento con 2-ME 
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seguido de la exposición a CDDP, induce un mayor porcentaje de células a 

apoptosis, en comparación con las células tratadas solo con el fármaco. Esto 

podría estar asociado a una disminución en la expresión de HIF-1α y Bcl-xL en 

las células Ramos, ya que al inhibir específicamente a HIF-1α con un RNA de 

interferencia, también se observo una disminución de Bcl-xL y la sensibilización 

de las células al CDDP como cuando se trataron con 2-ME. 

A la fecha se ha observado que 2-ME puede tener distintos efectos sobre la 

célula tumoral como es la inhibición de la proliferación  en distintas líneas 

celulares de cáncer  [84], la inhibición de la angiogenes [75], inducción de 

apoptosis por la vía extrínseca al aumentar la expresión de receptores de 

muerte como DR5 [85] ó inducción de la vía intrínseca de la apoptosis a través 

de la inhibición de las proteínas anti-apoptóticas de la familia de Bcl-2 [86].  

Aunque, en este trabajo no nos centramos en el efecto del 2-ME sobre otros 

miembros de la familia de Bcl-2. Se ha reportado que la línea celular Ramos es 

deficiente en la expresión de Bcl-2 [101,102]. Sin embargo, otros reportes, han 

mostrado que el 2-ME induce la fosforilación de Bcl-2 provocando su 

inactivación y la inducción de apoptosis en un modelo de cáncer de próstata 

[103,104]. Además, se ha reportado que el 2-ME aumenta la relación entre los 

RNAs mensajeros de Bax/Bcl-2 en células de carcinoma cervical lo que podría 

estar asociada con una mayor apoptosis [105].  

Por otra parte, se ha reportado que el factor de transcripción HIF-1α, regula de 

forma transcripcional a la proteína Mcl-1 [87]. Adicional a esto Gao y cols., 

[106] mostraron que el 2-ME inhibe la expresión de Mcl-1 a través de la 

inactivación de la vía de Akt, la cual también se encarga de regular la expresión 

de HIF-1α [107]. De acuerdo a lo reportado por Gao y cols., [106] nosotros 
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también observamos disminución en la expresión de Mcl-1 después de tratar 

las células Ramos con 2-ME, sin embargo, el tratamiento de las células con 

EDHB no aumento la expresión de Mcl-1 a diferencia de Bcl-xL en donde si se 

observó un incremento considerable. Estos datos sugerirían que la regulación 

de Mcl-1 por HIF-1α pueden estar asociado a la vía de Akt mas que al 

microambiente hipóxico propio del tumor, tal  como lo han mostrado otros 

autores [108,109]. 

No obstante, aquí mostramos que el 2-ME disminuye la expresión de Bcl-xL y 

esto podría deberse a la inhibición de HIF-1α, teniendo como resultado la 

sensibilización de las células tumorales de LNH a la quimioterapia. 

Por ultimo, se ha reportado que HIF-1α y Bcl-xL se encuentran sobre 

expresado en varios tipos de cáncer, incluyendo el linfoma [40,41,44,45,75,78] 

en donde se han asociado a diferentes procesos que favorecen el desarrollo 

del tumor, incluyendo resistencia a fármacos [40,41,76]. Los resultados 

obtenidos en este trabajo en biopsias de pacientes pediátricos con LNH 

muestran que HIF-1α y Bcl-xL se encuentran sobre expresados en los subtipos 

de LNH con mayor grado de agresividad, lo cual es consistente con los 

estudios ya mencionados, y además es consistente con nuestros estudios in 

vitro en donde mostramos que HIF-1α participa de manera importante en la 

quimioresistencia, mediante la regulación de la expresión de Bcl-xL, y que esta 

regulación puede tener un efecto biológico importante en los pacientes con 

LNH. Aunque se ha reportado la sobreexpresión de HIF-1α [12] y de Bcl-xL [44] 

en pacientes adultos con LNH. A la fecha no existen reportes de la expresión 

de estas proteínas en la población infantil. Así mismo, no existen reportes en 
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donde se haga una asociación entre estas dos proteínas en biopsias de 

pacientes con LNH en población adulta e infantil.  

Finalmente, el uso de la tecnología de microarreglo de tejidos y patología digital 

nos permitió realizar un análisis detallado de la expresión de HIF-1α y Bcl-xL en 

biopsias de pacientes infantiles con LNH, apoyando de esta manera la posible 

asociación que existe entre estas proteínas y la resistencia a la quimioterapia 

como los sugieren nuestros resultados in vitro. 

 

Este es el primer reporte que examina el papel de HIF-1α en la 

quimioresistencia a través de la sobreexpresión de Bcl-xL en el linfoma no 

Hodgkin (ver modelo propuesto en la figura 23). Los datos aquí presentados, 

exponen la necesidad de diseñar nuevas estrategias para el tratamiento por 

quimioterapia, en el que la inhibición de las proteínas que inducen la 

resistencia a los fármacos como es el caso de HIF-1α y Bcl-xL puede ayudar a 

mejorar la respuesta al tratamiento. Además, apoya la propuesta de que estas 

dos proteínas podrían utilizarse como marcadores pronóstico y/o blancos 

terapéuticos en linfoma no Hodgkin. 
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Figura 23. Modelo propuesto. El microambiente hipóxico induce la resistencia 
a la quimioterapia a través del aumento del factor de trascripción HIF-1α el cual 
induce la sobreexpresión de Bcl-xL bloqueando la actividad de proteínas pro-
apoptóticas como Bax, teniendo como consecuencia la resistencia a la 
quimioterapia en células de linfoma no Hodgkin. 
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10. CONCLUSIONES 

 

 El ambiente hipóxico juega un papel importante en el desarrollo de la 

resistencia a los tratamientos quimioterapéutico.  

 En este trabajo mostramos por primera vez la participación de HIF-1α  

en el desarrollo de la resistencia en LNH.  

 HIF-1α induce un fenotipo de resistencia a la quimioterapia en células de 

LNH a través de la regulación de Bcl-xL. 

 Nuestros datos sugieren una asociación entre la sobreexpresión de HIF-

1α y Bcl-xL con la agresividad del subtipo de LNH. 
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