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 1. Resumen  
 

La hipoxia es un componente característico del microambiente tumoral. Uno de los principales 

sensores de cambios en la concentración de oxígeno en las células son los factores 

transcripcionales inducibles por hipoxia, HIFs, los cuales son mediadores esenciales de las rutas 

de señalización sensibles a oxígeno que regulan múltiples fases de la tumorigénesis tales como la 

la reprogramación metabólica tumoral, inducción de angiogénesis, resistencia a apoptosis, 

invasión y metástasis. El papel preponderante que juegan en la biología del cáncer se ha establecido 

claramente para los factores HIF-1  y HIF-2, pero el de HIF-3  apenas empieza a ser estudiado. 

 

El cáncer de piel del tipo melanoma se origina en las células productoras de pigmento o 

melanocitos y se caracteriza por ser el tipo de cáncer de piel más letal que existe ya que tiene una 

alta incidencia de metástasis comparado con otros tipos de cáncer de piel. Una característica de la 

dermis es el ambiente fisiológico de hipoxia en el que se encuentra, lo que resulta en que las células 

de la piel estén constantemente expuestas a concentraciones bajas de oxígeno y se promueva el 

desarrollo de melanoma. Estas características ambientales pueden inducir algunas de las funciones 

que tienen los HIFs en células normales, así como en células transformadas.  En el caso del 

melanoma, solo se ha demostrado ampliamente el papel preponderante que juega HIF-1α en la 

supervivencia, promoción de invasión, metástasis, y generación de resistencia a tratamiento, pero 

se conoce poco del papel que juega HIF-2α en estos procesos, y hasta ahora no se ha investigado 

el papel que juega HIF-3α.  

 

El objetivo de este estudio es determinar el papel que desempeñan los factores inducibles por 

hipoxia 2α y 3α (HIF-2α y HIF-3α), principalmente investigando su participación en distintos 

aspectos característicos del fenotipo maligno, como la viabilidad celular, la proliferación celular, 

la apoptosis, la migración e invasividad celular y la inducción de metástasis. 
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2. Marco Teórico 
 

2.1 Cáncer 
 

El cáncer es una enfermedad caracterizada por la rápida y descontrolada proliferación de células 

alteradas por mutaciones genéticas. Se han propuesto características principales para distinguir a 

esta familia de enfermedades, conocidos como los Hallmarks del cáncer, entre los cuales incluye 

señalización proliferativa constitutivamente activa, evasión de supresores de crecimiento, 

resistencia a apoptosis, inmortalidad replicativa, inducción de angiogénesis, y activación de 

invasión a otros tejidos (1). La transformación maligna de una célula depende de la adquisición 

sucesiva de estas características, y las células cancerosas pueden diseminarse a otras partes del 

cuerpo en un proceso conocido como metástasis. Hoy en día, el cáncer representa la segunda causa 

de muerte a nivel mundial, resultando en aproximadamente 10 millones de muertes anuales 

(INEGI). Los tratamientos principales incluyen cirugía, radioterapia, quimioterapia e 

inmunoterapia y la eficiencia de estos depende de la etapa en la que se encuentre el tumor, así 

como las características del tumor. El cáncer se considera tratable siempre y cuando se detecte en 

etapas tempranas, pero tiende a ser letal cuando la etapa es más avanzada. Siendo que el cáncer 

raramente presenta síntomas hasta que está en una etapa avanzada, es necesario desarrollar 

tratamientos y métodos de diagnóstico que ayuden a abordar este problema.  

 

2.2 Bases Moleculares del Cáncer 
 

El cáncer es una enfermedad en donde las células acumulan y retienen mutaciones genéticas que 

alteran la expresión de genes y afectan el funcionamiento de diversas vías de señalización celular. 

Las mutaciones pueden ocurrir en oncogenes como lo son MYC y KRAS, genes supresores de 

tumores como TP53, o en componentes de diferentes vías de señalización como la vía de mTOR 

(2–5). Aunque el cáncer se caracteriza principalmente por alteraciones genéticas, se ha observado 

que las alteraciones epigenéticas pueden influir en la incidencia y desarrollo de un tumor.  

  

Los oncogenes son alelos “activados”, comúnmente por una mutación, de la versión silvestre de 

un proto-oncogén, cuya función está involucrada en procesos de regulación del ciclo celular. Entre 
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ellos se encuentran genes que codifican factores de crecimiento, factores de angiogénesis, 

receptores de factores de crecimiento, y transductores de señales (5–7). Los genes supresores de 

tumores son aquellos en que la mutación se manifiesta con pérdida de función, y por tanto facilita 

la transformación maligna de la célula (8). Estos genes regulan procesos de señalización celular, 

inducción de apoptosis, reparación de DNA entre otros relacionados con regulación del ciclo 

celular.  

Aun cuando el cáncer es una enfermedad altamente heterogénea, con células del mismo tumor 

mostrando un perfil genético diferente, los Hallmarks del cáncer proponen una serie de 

características que se observan en las células cancerosas. Además de las ya mencionadas, otras 

características de las células cancerosas son la evasión del sistema inmune, promoción de 

inflamación, metabolismo desregulado, inestabilidad genómica, plasticidad fenotípica, 

reprogramación epigenética, microbiomas polimórficos, y capacidad de senescencia (9).  

 

2.3 Epidemiología del Cáncer 
 

En el 2020, Globocan (Global Cancer Observatory) reportó 19,292,789 casos nuevos y 9,958,133 

defunciones, así como un total de 50,550,287 casos prevalentes, siendo el cáncer de mama el más 

común reportado. En México, se reportaron 195,499 casos nuevos, 90,222 defunciones y 530,602 

casos prevalentes y el INEGI reportó cifras similares.   

 

Respecto al cáncer de piel, se encuentran dos clasificaciones principales: el melanoma y el no 

melanoma, este último representa del 90 al 95% de los casos de cáncer de piel e incluye una 

variedad de tipos de cáncer que entre los más comunes se encuentran el carcinoma de células 

basales (70%) y el carcinoma de células escamosas (25%). El cáncer de piel no melanoma es el 

tipo de cáncer más frecuente, sin embargo, es altamente tratable y las estadísticas relacionadas a 

este cáncer son comúnmente omitidas en los censos (10).  

 

En cuanto al melanoma de piel, se reportaron 324,635 casos nuevos y 57,043 defunciones y 

1,092,818 casos prevalentes en 2020 a nivel mundial, considerando que en muchos países no existe 

un sistema accesible para la detección de cáncer, México siendo uno de estos. El incremento anual 
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en incidencia de cáncer de piel es el más alto de todos los tipos de cáncer. En EUA la incidencia 

ha incrementado de 1 en 1500 en 1935 a 1 en 68 en 2002 (11,12).  

 

2.4 Melanoma 
 

El melanoma cutáneo (MC) es un tipo de cáncer de piel que se origina en las células productoras 

de pigmento conocidas como melanocitos. Aun cuando no es el tipo de cáncer de piel más común, 

se considera el tipo de cáncer de piel más agresivo y con mayor tasa de mortalidad por la alta 

incidencia de metástasis que lo caracteriza (3,13,14). Se han identificado diversos factores de 

riesgo que contribuyen al desarrollo de MC, entre ellos la exposición a rayos ultravioleta (UV), 

historial familiar de melanoma, presencia numerosa de lunares atípicos y tonalidad de piel clara 

(14,15). En años recientes, se han considerado características del microambiente dérmico como 

factores que promueven la transformación celular en melanoma, cómo lo es la hipoxia fisiológica 

de la piel (11).  

 

La vía BRAF/RAS/RAF/MEK/ERK es la que comúnmente se encuentra alterada en MC y 

comprende aproximadamente el 90% de los casos. Entre las mutaciones más comunes observadas 

se encuentran alteraciones en protooncogenes BRaf y NRas, y en el gen supresor de tumores 

CDKN2a (15–17).  

 

Actualmente, el diagnóstico de MC se realiza mediante la obtención y análisis de una biopsia junto 

con un examen físico. El análisis puede revelar información sobre el tipo y estadio del melanoma, 

lo que ayudará a determinar el tipo de tratamiento a seguir. El tratamiento estándar para MC es la 

cirugía cuando es posible. En otros casos, el tratamiento incluye quimioterapia y radioterapia. Sin 

embargo, se han hecho avances muy importantes en el tratamiento de MC, posicionando la terapia 

dirigida y la inmunoterapia como los tratamientos más efectivos para el melanoma. La detección 

temprana, como en otros tipos de cáncer, continúa siendo la clave para un pronóstico favorable.  

 

El melanoma se caracteriza por tener una tasa elevada de mutaciones, algunas derivadas de 

exposición a rayos UV y se puede subclasificar según las mutaciones genéticas que están presentes 

en las células tumorales. La mutación genética más comúnmente asociada con el melanoma es la 
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mutación en el gen BRAF, pero también se pueden encontrar otras mutaciones en otros genes (17).

  

 

Mutación BRAF: Es la mutación más frecuente en el melanoma cutáneo. La mutación más común 

es la sustitución de la valina por glutamato en la posición 600 (V600E) del gen BRAF. Esta 

mutación activa la vía de señalización MAPK, que promueve el crecimiento y la supervivencia 

celular. Otros tipos de mutaciones BRAF incluyen V600K y V600R. El tratamiento dirigido con 

inhibidores de BRAF y MEK ha demostrado eficacia en pacientes con mutación BRAF. 

 

Mutación NRAS: Es otra mutación frecuente en el melanoma. NRAS es un gen que codifica para 

una GTPasa implicada en la vía de señalización MAPK. Las mutaciones en NRAS activan esta vía 

de señalización y promueven el crecimiento celular descontrolado. Sin embargo, los inhibidores 

específicos de NRAS todavía no están disponibles y el tratamiento suele ser más desafiante en 

comparación con el melanoma con mutación BRAF. 

 

2.5 Factores de transcripción inducibles por hipoxia 
 

Los HIFs son factores transcripcionales heterodiméricos compuestos de una subunidad α y una 

subunidad β de tipo hélice-giro-hélice de la familia PAS. En mamíferos existen tres genes que 

codifican subunidades alfa: HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α. La subunidad HIF-β (ARNT) también 

cuenta con tres isoformas funcionales que no son reguladas por cambios en las concentraciones de 

oxígeno (18–22). 
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Figura 1. Comparación estructural de HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α y la proteína 

translocadora nuclear del receptor arilhidrocarburo (ARNT) HIF-1β. HIF-1α, HIF-2α y 

HIF-3α comparten un dominio de tipo hélice-giro-hélice y dos dominios PAS (A y B) que 

facilitan la unión y dimerización al DNA. PAC es otro dominio de tipo PAS que está asociado 

al carboxilo terminal y también comparten el dominio ODD que está involucrado en la 

degradación dependiente de oxígeno. 

 

Los HIFs se expresan constitutivamente, pero la estabilidad de las subunidades α es dependiente 

de la concentración de oxígeno en la célula. Cuando los niveles de oxígeno en las células son 

normales, HIFα es hidroxilado en residuos clave de prolina por enzimas llamadas prolil-

hidroxilasas, lo que lo lleva a ser reconocido por la proteína von-Hippel Lindau (pVHL) que lo 

señaliza para ubiquitinación y degradación vía proteosoma. En hipoxia, las prolil hidroxilasas son 

inhibidas, HIFα es estabilizado y se acumula en el núcleo, en dónde dimeriza con HIFβ para llevar 

a cabo la actividad transcripcional (18).  

 

Además de la ruta dependiente de oxígeno, la estabilidad y degradación de las subunidades HIFα 

también se regula de manera independiente de oxígeno: se ha demostrado que la expresión de HIFs 

se induce también mediante la activación de rutas de señalización activadas por mitógenos y 

factores de crecimiento, tales como la vía de PI3K/Akt/mTOR, que promueven la estabilidad y 

traducción del RNAm que codifica las subunidades HIFα, así como la transcripción de los HIFs 

(23). Por tanto, es importante tener en consideración que, en las células cancerosas, esta forma de 

activación independiente de oxígeno es particularmente relevante, pues las células cancerosas 

generalmente tienen mutaciones oncogénicas en estas vías de señalización, que permiten la 

acumulación de HIFs independientemente de los niveles de oxígeno (18–21). 
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Figura 2. Vías de regulación de HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α. En la regulación dependiente de 

oxígeno, los HIFs son hidroxilados y posteriormente degradados en condiciones de normoxia. 

En la regulación independiente de oxígeno, los HIFs son estabilizados a nivel de traducción 

y se estimula su expresión también a nivel de transcripción por factores de crecimiento que 

estimulan diferentes vías de señalización oncogénicas frecuentemente activas de manera 

constitutiva en células malignas. 

 

Al ser un factor transcripcional, la estabilización de HIF tiene como objetivo inducir la expresión 

de genes que permiten la adaptación celular a las concentraciones cambiantes de oxígeno. Se ha 

observado que cada HIF tiene un set de genes blanco propios y también genes que regula en 

conjunto con otros HIF (21). De igual forma, la expresión de cada factor es dependiente del tejido 

y características del microambiente que lo rodea.  El complejo HIF activo se une a regiones 

específicas del DNA conocidas como elementos de respuesta a hipoxia (HRE, por sus siglas en 

inglés) presentes en los promotores de varios genes. Al unirse a estos elementos, el complejo HIF 

estimula la transcripción de una serie de genes involucrados en la adaptación celular a la hipoxia. 

Estos genes incluyen aquellos involucrados en la angiogénesis, el metabolismo anaeróbico, la 

proliferación celular, la supervivencia y otros procesos que ayudan a la célula a sobrevivir y 

adaptarse a la hipoxia (18–21).  

Además de las modificaciones que regulan la estabilidad de la subunidad alfa en hipoxia, los HIFs 

son sujetos de diversas modificaciones transcripcionales, incluyendo la generación de isoformas 

por splicing alternativo. Aunque hasta ahora solo se han reportado e identificado isoformas para 
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HIF-3, análisis bioinformáticos demuestran la alta probabilidad que tienen HIF-1 y HIF-2 de 

generar variantes por splicing alternantivo (21).  

 

2.5.1 Factores de transcripción inducibles por hipoxia en cáncer 
 

El rápido crecimiento tumoral, así como la mala vascularización llevan a que la hipoxia sea una 

característica del MT, misma que promueve la expresión de características del fenotipo maligno 

en las células cancerosas a través de la actividad de los HIFs (16). Anteriormente se ha observado 

que la estabilización de HIF-1 por estrés oxidativo induce la activación de genes blanco que 

fomentan la dispersión, invasividad, angiogénesis y crecimiento de células de melanoma (24). 

 

En las células cancerosas, los HIF promueven la supervivencia, el crecimiento y la invasión 

tumoral. Estimulan la expresión de genes involucrados en la angiogénesis, promoviendo así la 

formación de nuevos vasos sanguíneos que suministran oxígeno y nutrientes a las células 

cancerosas (25,26). Los HIF también regulan la expresión de genes implicados en el metabolismo 

celular, promoviendo una mayor producción de energía mediante la glucólisis. Esto proporciona a 

las células cancerosas una ventaja de supervivencia y crecimiento en un entorno hipóxico (27).  
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Figura 3. Genes blanco de HIF-1α, HIF-2α y HIF-3α. Los HIF regulan procesos de 

adaptación a hipoxia, entre ellos genes responsables de angiogénesis, proliferación celular, 

reprogramación metabólica y supervivencia. La implicación en la regulación de estos genes 

los convierte en un factor importante para la tumorigénesis. 

 

 

La epidermis se encuentra en un ambiente constitutivo de hipoxia y por tanto facilita la 

estabilización de HIF-. Se ha reportado una sobre-expresión de HIF-1 en células de melanoma 

en comparación a nevos benignos (13,28). En un estudio, se observó que la sobre-expresión de 

HIF-1 incrementó la capacidad angiogénica y de invasividad de las células de melanoma. De 

manera interesante, también se observó una sobre-expresión de HIF-1 en queratinocitos 

colonizados por células de melanoma en comparación a tejidos distales al tumor (16). La expresión 

de HIF-2 no ha sido caracterizada para tejido o células de melanoma, sin embargo, un estudio 

reportó la expresión elevada de HIF-1 y HIF-2 en el suero sanguíneo de pacientes con 

melanoma (29). En la actualidad no hay reportes de la expresión de HIF-3 en melanoma y el 

papel que juegan HIF-2 y HIF-3 en melanoma no ha sido elucidado.   

 

3. Planteamiento del problema 
 

Los HIFs constituyen un posible blanco terapéutico para el tratamiento contra el cáncer. 

Determinar el papel que HIF-2 y HIF-3 juegan en el tipo de cáncer de piel más agresivo y 

elucidar algunas de las funciones que tienen en el desarrollo del fenotipo maligno pueden 

proporcionar herramientas para un tratamiento más eficaz de este tipo de cáncer. 

 

4. Hipótesis 
El bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 disminuirá viabilidad, proliferación e invasividad 

de células de melanoma. 
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5. Objetivos  
 

5.1 Objetivo General 
 

Determinar el papel que juegan HIF-2 y HIF-3 en el fenotipo maligno de células de melanoma 

humano 

 

5.2 Objetivos Particulares 
 

1. Examinar y determinar el perfil de expresión de HIF-2 y HIF-3 en melanocitos normales en 

comparación con malignos en condiciones de normoxia (21% O2) y de hipoxia (3% O2).  

2. Bloquear la expresión de HIF-2 y HIF-3 mediante shRNA y confirmar la eficiencia del 

knockdown. 

3. Analizar el efecto que tiene el bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 en la viabilidad 

celular de melanocitos malignos. 

4. Analizar el efecto que tiene el bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 en la 

proliferación celular/capacidad clonogénica de melanocitos malignos. 

5. Analizar el efecto que tiene el bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 en la migración 

celular en melanocitos malignos. 

 

6. Materiales y Métodos 
 

6.1 Materiales y Reactivos  
 

6.1.1 Cultivo Celular 
- Melanocitos Normales HEMa (ATCC PCS-200-13) 

- Melanocitos Malignos A375 (ATCC CRL-1619) 

- Melanocitos Malignos VMM1 (ATCC CRL-3225) 

- Melanocitos Malignos VMM425 (ATCC CRL-3231) 

- Adult Melanocyte Growth Kit (ATCC PCS-200-042) 

- Suero Fetal Bovino (GIBCO-Invitrogen, California, EUA) 
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6.1.2 Western Blot 
- Anticuerpos Primarios Monoclonales: 

o HIF-2: Anti-HIF2α: Rabbit, Cell Signaling 7096 

o HIF-3: Anti-HIF3α: Rabbit, Novus NBP03155 

o GADPH: Anti-GADPH: Mouse, SantaCruz SC47724  

- Anticuerpos Secundarios 

o Anti-Rabbit IgG: Cell Signaling #7074 

o Anti-Mouse IgG: Cell Signaling #7076 

 

7.  Metodología 
 

7.1 Cultivo Celular 
 

La línea de melanocitos normales HEMa se cultiva en medio ATCC Dermal Cell Basal Medium 

adicionado con ATCC Adult Melanocyte Growth y 1% antibiótico/antimicótico. La línea A-375 

se cultiva en medio DMEM, suplementada con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% 

antibiótico/antimicótico. Las células VMM1 y VMM425 fueron cultivadas en medio RPMI 

Advanced 1640 suplementado con 10% de SFB y 1% antibiótico/antimicótico.  

 

7.2 Tratamiento de Hipoxia 
 

Se utilizó una cámara de hipoxia (StemCell Technologies Cat #27310) con una concentración 

ambiental de 3% O2, 5% CO2 y 92% N2. Se purgó la cámara de hipoxia previo a su uso con un 

flujo de 20 L/min por cuatro minutos. Posteriormente, se colocaron las cajas Petri con los cultivos 

celulares, se selló la cámara y se dejó dentro de la incubadora a 37°C por 24 horas. Se utilizó un 

tratamiento de normoxia (21% Oxígeno) como control.  
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7.3 Lisado Celular y Cuantificación de Proteína 
 

Posterior al tratamiento de normoxia e hipoxia, los cultivos fueron lisados utilizando buffer de lisis 

RIPA (50mM Tris-HCl pH 7.4, 150mM NaCl, 0.1% SDS, 1% NP-40, 0.25% Na-desoxicolato, 

1mM EDTA) adicionado con 10μL de NaPPi, 10 μL de inhibidor de tripsina, 2 μL de Leupeptina 

20μM, 10μL de PMSF 1mM, 2mg de NaV04, y 25 μL de NaF. Cada cultivo fue incubado por 30 

minutos con el buffer de lisis y el lisado celular fue recolectado con un gendarme. Posteriormente, 

se centrifugaron los lisados (13,000 rpm, 5min, 4°C) y se tomó una alícuota para determinar la 

concentración de proteína. 

Posteriormente, se obtuvieron alícuotas de proteína diluidas 1:100 de cada lisado celular y se 

cuantificaron mediante el método Bradford. Utilizando albúmina de suero bovino (0.1mg/mL), se 

determinó la absorbancia a 595nm en un lector de placas (VICTOR Nivo Perkin Elmer). Se creo 

una gráfica para determinar la concentración de proteína en cada extracto y determinar el volumen 

a cargar en el SDS-PAGE. Cada lisado fue guardado a -80°C hasta previo a su uso en SDS-PAGE. 

 

7.4 SDS-Page/Western Blot 
 

Electroforesis 

Se realizó una electroforesis (Buffer Tris-Glicina pH 8.3) con geles al 10% de acrilamida, se 

cargaron las muestras de proteína mezcladas con buffer Laemmli 4x (20% β-Mercaptoetanol). El 

gel se migró a corriente constante con un voltaje de 80V por 20 minutos y posteriormente un 

voltaje de 120V hasta previo a la salida del frente de corrida.  

Electro-Transferencia 

El gel fue transferido (1.5 horas, 0.16Amp) a una membrana de nitrocelulosa utilizando una cámara 

de transferencia semi-seca utilizando buffer Nielsen-SDS.  

Western Blot 

La membrana de nitrocelulosa se bloqueó con leche (5% en TBS) durante una hora en agitación. 

Posteriormente, se hicieron tres lavados de cinco minutos en agitación con TBS-Tween 20 (0.1%; 

TTBS). La membrana se incubó con el anticuerpo primario monoclonal para GADPH (1:5000), 

HIF2α y HIF3α (1:1000) durante toda la noche a 4°C. El anticuerpo primario fue removido y la 

membrana se lavó tres veces por cinco minutos con TBS-Tween 20 para su posterior incubación 

con el anticuerpo secundario (Anti-Mouse 1:2000 y Anti-Rabbit 1:2000) por dos horas en 
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agitación. La membrana fue lavada dos veces con TBS-Tween 20 por cinco minutos en agitación 

y una vez con TBS por cinco minutos en agitación. Para finalizar, la membrana se incubó por un 

minuto con luminol (GADPH, Forte 300μL) (HIFs, 200μL Buffer + 200μL Luminol) para su 

posterior revelación utilizando un escáner revelador. 

 

7.5 Bloqueo y análisis de expresión de HIF-2 y HIF-3 
 

El bloqueo de la expresión se realizó a través de una transfección lentiviral con un shRNA (short-

hairpin RNA) de interferencia. Se sembraron 2.5x105 células de la línea A375 por pocillo en una 

placa de 6 pocillos y se incubaron por 24 horas para permitir la formación de la monocapa. Se 

añadió medio DMEM completo (10% SFB) con polibreno (10μg/mL) y se agregaron 7μL de 

partículas lentivirales a cada pocillo. Se utilizó un sh-RNA no dirigido como control (sc-108080), 

EPAS-1/HIF2 shRNA de humano (sc-35316) y HIF3 shRNA de humano (sc-38167) 

respectivamente. Se transfectaron dos pocillos por grupo experimental. Posteriormente, se retiró 

el medio con polibreno y partículas lentivirales, y se seleccionaron las células transfectadas 

utilizando puromicina (1μg/mL).  

 

El análisis de bloqueo se realizó inmediatamente después de la transfección por medio de Western 

Blot utilizando el protocolo y anticuerpos ya mencionados. Los ensayos funcionales se realizaron 

a la par del análisis para asegurar estabilidad del bloqueo.  

 

7.6 Ensayo de Cierre de Herida 
 

Se sembraron 3.5x104 células por pocillo en una placa de 12 pocillos y se incubaron a 37°C hasta 

obtener una confluencia del 70%. Se agregó medio de ayuno (DMEM 0% SFB) durante 24hrs. 

Transucrrido este tiempo, se realizó una herida utilizando una punta estéril de 200μL. Las células 

se lavaron con PBS y se incubaron a 37°C en medio de ayuno. Se obtuvieron fotografías de las 

zonas aledañas a la herida a tiempo 0hrs y 72hrs. El área de la herida se determinó usando el 

programa Fiji (ImageJ).  
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7.7 Ensayo de Formación de Colonias 
 

Se sembraron 1x102 células de cada condición (sh-control, sh-HIF2, sh-HIF3) por pocillos en 

una placa de 96 pocillos para obtener n=12 por condición. Las células se cultivaron a 37°C y 5% 

CO2 durante 4 días. Posteriormente, se fijaron las colonias con metanol (MeOH) absoluto y se 

realizó una tinción utilizando cristal violeta (0.5% en 25% MeOH). El número de colonias se 

cuantificó utilizando un microscopio óptico. 

 

 

7.8 Ensayo de viabilidad celular (MTT) 
 

Células A375 scramble y bloqueadas para HIF2 y HIF3 fueron sembradas en placas de 96 

pocillos en medio DMEM completo. Posteriormente, se añadió H2O2 para crear una curva de dosis-

respuesta con concentraciones de 0.0, 0.5, 1 y 2mM H2O2 con triplicados para cada concentración. 

Se utilizó medio DMEM completo + H2O como vehículo y se incubaron las células a 37°C por 

24hrs.  

 

Posteriormente, se agregaron 10μL de reactivo MTT (0.5mg/mL) por 100μL de medio DMEM 

completo por pocillo y se incubó cubierto con aluminio a 37°C por tres horas. Se retiró el medio, 

se agregó isopropanol ácido (2M) para disolver los cristales y se midió la absorbancia a 570nm 

utilizando un lector de placas (VICTOR Nivo Perkin Elmer). 

 

 

8. Resultados 
 

 

8.1 HIF-2 se encuentra sobre-expresado en células malignas de melanoma humano 
 

Anteriormente se ha reportado la sobreexpresión de HIF1 en líneas celulares y tejidos de 

melanoma, cuya actividad está asociada con características del fenotipo maligno (30). En un 

estudio (29) se detectaron niveles elevados de HIF-2 en el suero sanguíneo de pacientes con 
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melanoma en comparación con pacientes sanos, pero el papel que juega HIF-2 en melanoma 

no se ha reportado. La expresión de HIF-3 apenas comienza a ser estudiada en otros tipos de 

cáncer como el de mama y colon. Sin embargo, no hay reportes de la expresión o el papel que 

HIF-3 pudiese ejercer en melanoma. 

 

Con el objetivo de identificar diferencias en la expresión de HIF-2 y HIF-3 entre melanocitos 

malignos y melanocitos normales, se analizó la expresión basal de la proteína en tres líneas 

celulares de melanocitos malignos y una línea celular de melanocitos normales mediante 

Western Blot. Dado que la proteína HIF- es estabilizada solo en condiciones de hipoxia, se 

obtuvieron extractos de las cuatro líneas celulares cultivadas tanto en normoxia como en 

hipoxia.  

 

Se observó una sobreexpresión de HIF-2 en condiciones de hipoxia para las líneas celulares 

de melanocitos malignos en comparación con la línea celular de melanocitos normales.   

De forma inesperada, se observó la expresión de una banda no reportada anteriormente en la 

literatura para HIF-2 de aproximadamente 60 kDa que sólo expresan las células malignas y 

de forma independiente de oxígeno. Cabe recalcar que la línea celular de melanoma VMM425 

está caracterizada por ser altamente metastásica y en esta línea celular solamente se observa la 

expresión de la isoforma de menor peso no reportada para HIF-2, sin identificarse expresión 

de la banda de 100 kDa (Figura 3).   



Page 23 of 38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Expresión de HIF-2 en melanocitos normales y melanocitos malignos (A375, 

VMM1, VMM425).  

 

El factor inducible por hipoxia 3 (HIF-3) es el único de los tres HIFs para los que se ha reportado 

la existencia de isoformas por splicing alternativo con funciones específicas (22,31–33). Respecto 

a la expresión de HIF-3 en melanocitos y células de melanoma, se observa la expresión de la 

isoforma completa de HIF-3 de aproximadamente 75 kDa. De forma interesante, esta isoforma 

se expresa en condiciones de normoxia e hipoxia tanto para melanocitos normales como 

melanocitos malignos. De igual forma se observa la expresión de bandas de menor tamaño en las 

cuatro líneas celulares (Figura 5).  

Aunque de forma aparente no se observan cambios significativos entre líneas celulares o entre 

condiciones de oxígeno, el análisis densimétrico revela un aumento en la expresión de HIF-3 

para las líneas celulares de melanoma VMM1 y VMM425, líneas celulares con una alta tasa de 

metástasis, aunque el aumento no resulta significativo. 
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Figura 5. Expresión de HIF-3 en melanocitos normales y melanocitos malignos. 

** Blot a repetir cuando llegue el anticuerpo de HIF-3 con menor carga de proteína 

 

 

8.2 El bloqueo de HIF-2 y HIF-3  por método de transducción lentiviral resulta en una 
disminución considerable, aunque no completa, de su expresión. 
 

El papel preponderante que juega HIF-1 en la expresión de diversas características del fenotipo 

maligno se ha determinado en gran parte a través de estudios en dónde HIF-1 es silenciado a 

través de una transducción lentiviral con un shRNA (24,34). Este método fue utilizado en el 

presente estudio para evaluar los efectos del bloqueo de expresión de HIF-2 y HIF-3 en líneas 

celulares de melanoma. La línea celular A375 fue considerada para el bloqueo de expresión de 
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HIF-2 y HIF-3 y los posteriores ensayos funcionales por ser la única de las líneas celulares que 

no presentó cambios drásticos en morfología al ser tratada con puromicina.  

 

El bloqueo de expresión por método lentiviral resultó exitoso y se observó una disminución alta, 

aunque no completa de la expresión de HIF-2 (Figura 6) y HIF-3 (Figura 7). La 

interdependencia de las tres variantes de HIF, así como de las isoformas ha sido reportado 

anteriormente. En acuerdo con esto, se observa una disminución de la expresión de HIF-2 cuando 

la expresión de HIF-3 es bloqueada (Figura 6) y de igual forma, una disminución en la expresión 

de HIF-3 cuándo la expresión de HIF-2 es bloqueada (Figura 7), lo que demuestra la 

interdependencia antes reportada.  

 

Es importante mencionar que este método compone una limitación de este estudio ya que las 

células recuperaban la expresión de HIF-2 y HIF-3 de forma rápida, probablemente debido a la 

generación de resistencia contra puromicina. De igual forma no fue posible utilizar este método 

con las células VMM1 y VMM425 ya que resultaron ser altamente sensibles a concentraciones 

bajas de puromicina, afectanto su morfología y muy probablemente funciones celulares.  

 

Figura 6. Expresión de HIF-2 en células sometidas a bloqueo de expresión de HIF-2 y 

HIF-3 con shRNA.  
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Figura 7. Expresión de HIF-3 en células sometidas a bloqueo de expresión de HIF-2 y 

HIF-3 con shRNA. 

 

 

8.3 El bloqueo HIF-2 disminuye la viabilidad celular de melanocitos malignos de forma 
basal y los sensibiliza aún más al tratamiento con inductor de apoptosis (H2O2 ).   

 

Los HIFs son factores transcripcionales que tienen como blanco genes responsables de mediar 

procesos de proliferación y muerte celular. Los HIFs permitien la adaptación de las células 

cancerosas a condiciones de hipoxia, por lo que desempeñan un papel crucial en la viabilidad 

de las células cancerosas. HIF-1 induce la expresión de genes que protegen contra muerte 

celular y se ha demostrado que el bloqueo de expresión de HIF-1 sensibiliza a las células 

cancerosas contra agentes citotóxicos (19,35).  

 

Con el objetivo de identificar el papel que juegan HIF-2 y HIF-3 en la viabilidad celular de 

células de melanoma, células A375 Scramble, sh-HIF-2 y sh-HIF-3 fueron expuestas a 

peróxido de hidrógeno por 16 horas. El bloqueo de la expresión de HIF-2 redujo de forma 

significativa la viabilidad de las células malignas, tanto en condiciones basales como cuando 

expuestas a concentraciones crecientes de peróxido de hidrógeno (H2O2), efecto que se vio 
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exacerbado en condiciones de hipoxia. Lo anterior sugiere una disminución en la proliferación 

celular, un aumento en apoptosis, o ambos. 

 

 

Figura 8. Viabilidad celular de células A375 (Scramble y sh-HIF-2) de melanoma en 

condiciones basales y expuestas a H2O2.  

 

Como se mencionó anteriormente, la expresión de una isoforma de menor tamaño para HIF-2 

no ha sido reportada previamente en la literatura. Sin embargo, la capacidad de HIF-3 de 

formar isoformas por splicing alternativo sugiere que tanto HIF-1 como HIF-2 tienen el 

potencial de generar isoformas. Se realizó un Western Blot para determinar la expresión de 

HIF-2 cuando las células están expuestas a H2O2 en normoxia. En condiciones de normoxia, 

sólo se observa le expresión de la banda de menor tamaño (60kDa) para HIF-2 (Figura 4). Se 

observó un incremento en la expresión de HIF-2 (60 kDa) para las células Sh-Scramble 

cuando se exponen a H2O2. Sin embargo, la expresión de HIF-2 disminuyó para las células 

Sh-HIF-2 cuando se exponen a H2O2 (Figura 9), lo que sugiere que esta banda sí corresponde 

a la expresión de una isoforma de menor tamaño de HIF-2 y que el bloqueo con shRNA es 

parcialmente efectivo.  

 

Hipoxia Normoxia 
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Figura 9. Expresión de HIF-2 (60 kDa) en condiciones basales y cuando expuestas a 

H2O2. Sh-S: A375 Sh-Scramble, Sh-2a: A375 Sh-HIF-2  

 

 

8.4 El bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 resulta en una disminución en la 
proliferación celular y en la capacidad clonogénica de células de melanoma  

 

Los factores inducibles por hipoxia promueven la capacidad proliferativa de las células 

cancerosas, facilitando su adaptación a las bajas concentraciones de oxígeno y favoreciendo la 

formación de colonias de las células malignas y por tanto el crecimiento y dispersión del tumor. 

El bloqueo de la expresión de HIF-2 disminuyó la capacidad clonogénica de células de cáncer 

de mama in vivo e in vitro (36).   

 

Para investigar el papel que juega HIF-2 y HIF-3 en la capacidad clonogénica de las células 

de melanoma, se realizó un ensayo de formación de colonias con células A375 Scramble, sh-

HIF-2 y sh-HIF-3. En el presente estudio se observó que el bloqueo de la expresión de HIF-

2 y HIF-3 disminuyó de forma significativa la capacidad clonogénica de las células de 

melanoma (Figura 10), así como el tamaño de las colonias formadas, sugiriendo una 

disminución en la proliferación celular, así como en la auto-renovación.   
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Figura 10. Capacidad clonogénica basal de células A375 de melanoma (Scramble, sh-HIF-

2 y sh-HIF-3). 

 

8.5 El bloqueo HIF-2 y HIF-3 resulta en una disminución en la capacidad migratoria de 
células de melanoma  

 

La capacidad migratoria de las células cancerosas es una característica del fenotipo maligno 

que demuestra el potencial que tienen las células de diseminarse a otras partes del cuerpo en un 

proceso conocido como metástasis. Con el objetivo de determinar la función de HIF-2 y HIF-

3 en la capacidad migratoria de las células de melanoma, se realizó un ensayo de cierre de 

herida para comparar la migración de células A375 Scramble con células sh-HIF-2 y sh-HIF-

3 de forma basal en un tiempo de 48 horas. Se observó una disminución significativa en la 

capacidad migratoria de las células cuya expresión de HIF-2 o HIF-3 fue bloqueada (Figura 

11), lo que sugiere que el bloqueo de la expresión de HIF-2 y HIF-3 inhiben de manera 

contundente la capacidad invasiva de las células de melanoma y por tanto el potencial de 

metástasis.  
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Figura 11. Capacidad migratoria basal de células A375 de melanoma humano (Scramble, 

sh-HIF-2 y sh-HIF-3). 

 

9. Discusión 
 

La acción de los factores inducibles por hipoxia se ha clasificado como un factor clave de la 

carcinogénesis, permitiendo la adaptación de las células tumorales a las concentraciones hipóxicas 

del MT y fomentando la expresión de diversas características del fenotipo maligno. El papel 

preponderante que juega HIF-1 en la carcinogénesis se ha establecido en numerosos modelos 

(37,38) e incluso se le atribuía la mediación de la respuesta a hipoxia en su totalidad. Sin embargo, 

recientemente se descubrió la existencia de dos isoformas adicionales, nombradas HIF-2 y HIF-

3. Como consecuencia, el papel que juegan estos dos factores apenas comienza a ser estudiado. 

Aunque se ha determinado que ambos juegan un papel importante en la regulación y expresión de 

características del fenotipo maligno (21,39), la expresión y el papel que éstos juegan en el 

desarrollo de melanoma humano no ha sido estudiado. 

 

En el presente estudio se presentan los efectos funcionales del bloqueo de HIF-2 y HIF-3 en 

algunas de las características clave del fenotipo maligno de células de melanoma humano. La 
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isoforma completa de HIF-2 se encuentra sobre-expresada en las células de melanoma humano 

comparado con la expresión en melanocitos normales, sugiriendo que su expresión es importante 

para las células malignas. En cuanto a HIF-3, no se observa una diferencia significativa en la 

expresión de la banda completa, sin embargo, es importante estudiar a detalle la expresión de las 

isoformas derivadas de splicing alternativo a mayor resolución para estudiar una posible alteración 

en la expresión de ellas. De forma aparente, las células malignas expresan HIF-3 de una forma 

similar a las células normales y es importante mencionar que los melanocitos se encuentran en un 

ambiente fisiológico de hipoxia in vivo, y por tanto existe la posibilidad de que uno o varios 

mecanismos de respuesta a hipoxia crónica estén activos de manera constitutiva en estas células.  

 

De manera muy interesante, se observó la expresión de una isoforma no reportada para HIF-2 de 

aproximadamente 60 kDa, peso que nos permite descartar un doblete por modificación 

postraduccional. Esta isoforma parece ser exclusiva de las células cancerosas y también estar 

relacionada con un perfil alto de agresividad, siendo la línea celular VMM425, una línea altamente 

metastásica, la que mostró la expresión más alta de esta banda y perdiendo casi por completo la 

expresión de la banda completa reportada de 100 kDa. La expresión de isoformas por splicing 

alternativo se ha reportado anteriormente para HIF-3 (22,31,33) pero no para HIF-2, sin 

embargo, la similitud estructural de los HIFs y la capacidad de HIF-3 de generar variantes por 

este mecanismo, además de evidencia bioinformática, sugiere que tanto HIF-1 como HIF-2 son 

capaces de generar variantes por splicing alternativo. Consistente con esto, se ha reportado que las 

células cancerosas son capaces de activar mecanismos de splicing alternativo y generar variantes 

que promueven el fenotipo maligno (40,41). Lo anterior sugiere que las células de melanoma 

pueden activar mecanismos que generen variantes de splicing alternativo de los HIFs para 

promover la tumorigénesis. 

 

Anteriormente se ha reportado que HIF-2 fomenta la expresión de diversas características del 

fenotipo maligno en cáncer de mama (36), colon (42,43), neuroblastoma, carcinoma renal, 

glioblastoma, entre otros (39). En cuanto a melanoma, se reportó que HIF-2 promueve el fenotipo 

de célula troncal mediante la acción del microRNA 363-3p/p21(Cip1/Waf1) (44). Se ha observado 

que el bloqueo de HIF-2 resulta en la disminución de la expresión de las características del 
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fenotipo maligno en glioblastoma (45), cáncer de mama (36) entre otros, y en nuestro laboratorio  

demostramos que el bloqueo específico de HIF-2α, pero no de HIF-1α, solo o combinado con 

quimioterapia, revierte la resistencia a agentes citotóxicos en cáncer de colon (43).  

 

En el presente estudio se observó que el bloqueo de HIF-2 disminuye de forma significativa la 

viabilidad de células de melanoma humano de forma basal y también cuando se exponen al agente 

oxidativo H2O2. Esto se observó tanto en condiciones de normoxia como de hipoxia, con un efecto 

más evidente en hipoxia. La expresión de HIF-2 aumentó en presencia de H2O2, lo que es 

esperado ya que los HIF, y particularmente HIF-2 (43) también participa en la respuesta a estrés 

oxidativo actuando como un protector de las células a este tipo de estrés. Este efecto se abatió 

mediante el bloqueo de HIF-2 tanto en normoxia como en hipoxia. Lo anterior sugiere que HIF-

2 juega un papel clave en la supervivencia de las células cancerosas de melanoma y que bloquear 

a HIF-2 sensibiliza a las células a muerte celular de manera basal y aún más cuando se exponen 

a un agente oxidante.  

 

El bloqueo de HIF-2 resultó también en una disminución en la capacidad clonogénica de las 

células, reduciendo tanto el número de células como el tamaño de las colonias. Esto sugiere que 

HIF-2 juega un papel crucial en la modulación del ciclo celular y la proliferación de las células 

de melanoma humano. Por último, el bloqueo de HIF-2 resultó en una disminución en la 

capacidad migratoria de las células de melanoma humano, sugiriendo la participación de HIF-2 

en procesos de migración, factor clave en la transición epitelio-mesenquimal, invasividad y 

capacidad de metástasis de las células cancerosas. Estos resultados muestran que HIF-2 es un 

factor clave responsable de mediar procesos de la tumorigénesis y características del fenotipo 

maligno de las células de melanoma humano como son viabilidad y proliferación celular, 

capacidad clonogénica y migración.  

 

El papel que juega HIF-3 ha sido el menos estudiado de los tres HIFs y es la isoforma más 

compleja de estudiar debido a las diferentes variantes por splicing alternativo que han sido 

reportadas. Anteriormente se ha observado que HIF-3 ejerce la acción de factor de transcripción, 

pero también es un regulador de HIF-1 y HIF-2 (46). HIF-3 se encuentra sobre-expresado en 



Page 33 of 38 

 

diferentes tipos de cáncer (47) y que promueve la expresión de características del fenotipo maligno 

(48–50).  

 

En el presente estudio se observó que el bloqueo de la expresión de HIF-3 resultó en la 

disminución de la capacidad clonogénica de las células de forma significativa y similar a la del 

bloqueo de HIF-2. Esto sugiere que HIF-3 juega un papel clave en la capacidad replicativa y 

de auto-renovación de las células de melanoma humano. También se observó que el bloqueo de 

HIF-3 disminuyó de forma significativa la capacidad migratoria de las células, sugiriendo la 

interferencia con procesos de invasividad y metástasis de las células de melanoma humano. En 

conjunto, nuestros datos sugieren que HIF-3 juega un papel crucial en la expresión de las 

características del fenotipo maligno de células de melanoma humano y que por tanto es clave en 

la formación y desarrollo de melanoma.  
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10. Conclusión 
 

Determinar el papel que juegan los factores inducibles por hipoxia HIF-2 y HIF-3 en el cáncer 

de piel más agresivo y con una alta tasa de metástasis es crucial para entender la acción de estos 

factores en la tumorigénesis y en la expresión de diversas características del fenotipo maligno. Al 

día de hoy se conoce el papel preponderante que juega HIF-1 en diversas etapas del cáncer de 

piel más agresivo que es el melanoma. Sin embargo, se sabe poco del papel que juega HIF-2 y 

aun menos del papel que juega HIF-3 en estos procesos. En este estudio se determinó que tanto 

HIF-2 como HIF-3 juegan un papel crucial en la viabilidad celular, la capacidad clonogénica y 

la capacidad migratoria de las células de melanoma humano. Esto posiciona a HIF-2 y a HIF-3 

como proteínas de interés y posibles blancos terapéuticos en el tratamiento de melanoma, hoy el 

cáncer de piel más letal que existe y con una incidencia que incrementa anualmente en el mundo.   
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