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Resumen

El crecimiento desmedido de las células cancerigenas provoca la reduccion de los
nutrientes y de las concentraciones de oxigeno dentro del nicho tumoral. Como
consecuencia se activan diferentes vias de sefializacion y asi se promueve la
expresion de factores inducidos por hipoxia (HIFs). En el presente trabajo se ha
evaluado, la expresiéon de HIF1a, HIF2a y HIF3a, en condiciones de hipoxia y
normoxia a diferentes tiempos en células de adenocarcinoma pulmonar A427. Se
cultivaron células A427 en condiciones de normoxia (5% CO2) e hipoxia (1% O2) por
6, 12, 24 y 48 horas. Se extrajeron proteinas nucleares, y por Western blot y analisis
densitométricos, se determind la expresion proteica de los tres diferentes HIFs. Se
observé que en condiciones de hipoxia HIF1a incrementd su expresion a las 6 horas
(p = 0.004), y a 24 horas (p= 0.001), y disminuy6 a las 48 horas. La expresion de
HIF2a disminuyé en condiciones de hipoxia a las 6 horas (p= 0.001) y aumenté a
las 24 horas (p =0.001). La expresion de HIF3a fue mayor en condiciones de hipoxia
alas 6 horas (p = 0.001) y a las 24 horas (p = 0.002). Se logré determinar que existe
mayor expresion de estos factores en condiciones de hipoxia a diferencia de las
condiciones de normoxia en funcion del tiempo.

Abstract

The excessive growth of cancer cells causes the reduction of nutrients and oxygen
concentrations inside the tumor niche. As a consequence, different signaling
pathways are activated inducing the expression of hypoxia-induced factors (HIFs).
In the present study, the expression of HIF1a, HIF2a and HIF3a has been
evaluated under hypoxia and normoxia conditions at different times in A427 lung
adenocarcinoma cells. A427 cells were cultured under normoxia (5% CO2) and



hypoxia (1%02) conditions for 6, 12, 24 and 48 hours. Nuclear proteins were
extracted, and Western blot and densitometric analysis were carried out to
determine the protein expression of the three different HIFs. Under hypoxic
conditions, HIF1a expression increased at 6 hours (p = 0.004), and 24 hours (p =
0.001), and it decreased at 48 hours. HIF2a expression decreased under hypoxic
conditions at 6 hours (p= 0.001) and increased at 24 hours (p = 0.001). HIF3a
expression was higher under hypoxic conditions at 6 hours (p = 0.001) and at 24
hours (p = 0.002). It was possible to determine that there is a major expression of
these factors in hypoxia than normoxia conditions as a function of time.
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Introduccién

El cancer esta asociado con dafios en el ADN de células causado por distintos
factores, resulta con la multiplicacion rapida de células anormales que se extienden
mas alla de sus limites habituales y pueden invadir partes adyacentes del cuerpo.
El mecanismo de propagacion del cancer se denomina “metastasis” y es la causa
principal de muerte por cancer (4).

En 2020 se registraron 1,086,743 defunciones en México, de los cuales 8% (90,603)
se debieron a tumores malignos (1). La tasa de defunciones aument6 de 6.18 a 7.17
por cada 10 mil personas en 10 afos (Figura1).
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Figura 1. Tasa de defunciones por tumores malignos por afio de registro (Defunciones por cada 10
mil habitantes para cada afo de registro), se logra ver un aumento gradual con el paso de los
afos.



Tabla 1. Numero estimado de casos incidentes y muertes México, ambos sexos, todas las edades.

Mama 29929 7931
cuello uterino 9439 4335
Colon 11191 6245
Leucemia 6955 4786
Higado 7536 7175
Pulmon 7588 7100
No linfoma de Hodgkin 6 840 3071
Prostata 26742 7 457
Estémago 8 804 6735

Tiroides 11227 956

Con base a las estadisticas del INEGI (Figura 1) y la Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (Tabla 1), se puede hacer una comparacion de la
tasa de defunciones que va de 4.79 a 5.7 respectivamente solo en México.

Las tasas de supervivencia a cinco afnos para el cancer de pulmon siguen siendo
muy bajas (<15%) en los casos de etapa tardia lo que representa un problema de
salud publica muy grande no solo en México sino en todo el mundo (5).

Cadena metastasica

La metastasis inicia cuando las células cancerosas genéticamente inestables
aumentan su proliferacion cambiando las caracteristicas metabdlicas del
microambiente del tumor primario (4). Esto obliga a las células adaptarse a ese
nuevo microambiente para después desprenderse del tumor primario y migrar a
otros 6rganos, el mecanismo inicia con el agotamiento de los nutrientes y el oxigeno,
en estas condiciones se induce la acciéon de varios factores que favorecen la
formacion de vasos sanguineos (disfuncionales), mediante estos vasos sanguineos
el tumor pasa a circulacion en un proceso llamado intravasacion, posteriormente
dentro del sistema circulatorio puede ser extravasado a otro 6rgano y poder iniciar
de nuevo el proceso de crecimiento y proliferacion tumoral (6).

Microambiente tumoral

El microambiente tumoral (TME por sus siglas en inglés) es un ambiente
heterogéneo, surge con un conglomerado de células tumorales, el flujo sanguineo
es variable a través de vasos sanguineos inmaduros con fugas que dan como
resultado regiones de acidosis e hipoxia (9). Los elementos estructural y funcional
en el estroma de un microambiente tumoral son; fibroblastos miofibroblastos, células
neuroendocrinas, adiposas, inmunitarias e inflamatorias, las redes vasculares
sanguineas y linfaticas y la matriz extracelular (MEC), dentro del microambiente se
dan procesos de angiogénesis y linfangiogénesis de aqui la importancia de la TME
en la etapa premetastasico del tumor primario (10).



Dentro del microambiente tumoral existe una fragmentacion en la respuesta
inmunoldgica por parte de las células T, células B, células NK y macréfagos,
neutréfilos entre otros, es decir que por un lado una respuesta inmunitaria activo
dentro del microambiente es buena sefal ya que se esperaria que con ayuda de
estas células se puede detener la proliferacién tumoral, sin embargo, no siempre es
asi ya que secretan IL-2 para regular la funcion de células NK. (15)

La hipoxia es un fendbmeno comun en las neoplasias solidas. Surge cuando las
demandas de oxigeno de los tejidos exceden los suministros de oxigeno debido a
la formacion andmala de vasos sanguineos, las fluctuaciones en el flujo sanguineo
y el aumento de las demandas de oxigeno por la rapida expansion del tumor (9).
Ademas, en condiciones de hipoxia se promueve la formacidén de una matriz rica en
fibronectina, aumenta la lisil oxidasa (LOX), que modifica covalentemente los
colagenos para aumentar la actividad de la cinasa de adhesion focal, migraciéon
celular y la metastasis (7).

El factor 1 inducible por hipoxia (HIF1a) juega un papel clave en la progresion del
tumor bajo hipoxia. HIF1a es un factor de transcripcion heterodimérico basico
hélice-bucle, consta de una subunidad alfa y una subunidad beta, HIF13. En
condiciones de normoxia, HIF1a se une a la proteina supresora de tumores Von
Hippel-Lindau (VHL). Este complejo proteico hace que HIF-1a sea el objetivo de
ubiquitinacién, lo que conduce a una degradacion proteosomal. Pero en condiciones
de hipoxia, no hay hidroxilacién asi que HIF1a no se degrada, se une con HIF1B y
al complejo CBP/p300, para entrar al nucleo y transactivar diversas expresiones
génicas (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de activacion y degradacion de HIF1a en condiciones de hipoxia y normoxia.




Se han identificados dos homdlogos de HIF1a, HIF2a y HIF3q, los dos primeros son
muy similares, son regulados por hidroxilacion dependiente de oxigeno, pero
difieren en sus dominios de transactivacion. Por otro lado, HIF3a carece del dominio
de transactivacion y puede funcionar como un inhibidor de HIF1a y HIF2a, en cuanto
a expresion HIF1a es expresado en un 69% en metastasis, comparado con tumores
primarios de un 29%, HIF2a es sobreexpresado en pacientes con carcinoma renal,
cancer de pulmén de células no pequefas de cancer pulmonar (6, 8).

HIF1a y HIF2a funcionan como moduladores de la respuesta transcripcional a la
hipoxia, por otro lado, HIF3a tiene diferentes variantes debido a diferentes
promotores, estudios sugieren que estas variantes tienen funciones diferentes e
incluso opuestas. La hipoxia aumenta los niveles de HIF3a y es de interés ya que
hay variantes que compiten con HIF1a y HIF2a por unirse al HIF13 dando un efecto
de inhibicion (12).

HIFs en la progresién del cancer

La Transicion Epitelial-Mesenquimal (EMT) es un proceso bioldgico en el que las
células epiteliales polarizadas que normalmente interactian con su membrana
basal pierden su organizacién y las uniones intracelulares, reprograman la
expresion génica y desarrollan cambios bioquimicos, reorganizacion citoesqueleto,
lo que lleva a una capacidad migratoria aumentada, resistencia a la apoptosis y
produccion elevada de componentes de matriz extracelular (11). La E-cadherina es
el componente principal de las uniones adherentes de epitelio y confiere polaridad.
La pérdida de E-cadherina es clave para EMT, y en condiciones de hipoxia se
induce EMT dependiente de HIF como regulador de los represores de transcripcion
de E-cadherina como SNAIL, TWIST1, TCF3, ZEB1 y ZEB2 (6).

Estudios demuestran que la alteracion de la membrana basal es promovida por la
regulacion de la catepsina D (CTSD) dependiente de HIF1a. En estado de hipoxia
también se expresa el factor de motilidad autocrina (AMF) que es otra citoquina
secretada por tumores inducida por HIF1a y VEGF bajo hipoxia para mejorar la
proliferacion, migracion y angiogénesis a través de mecanismos autocrinos o
paracrinos (6). HIF1a aumenta la expresién del microARN miR-372/373, que se
dirige a la proteina inhibidora de MMPs, RECK para promover la intravasacion (6).

Hipoétesis
Los factores (HIF1, HIF2 y HIF3) se expresaran en mayor medida en condiciones
de hipoxia, a su vez disminuira después del tratamiento con carboplatino.
Objetivos
o Identificar de HIFs en extracto de nucleos de células neoplasicas (A427,
adenocarcinoma pulmonar) en condiciones de normoxia e hipoxia (Oz al 1%)
a6, 12,24,y 48 horas.



¢ Inhibir de la expresion de HIFs en normoxia e hipoxia por carboplatino que
es un agente citotoxico que se utiliza en la quimioterapia y YCI (inhibidor
especifico de la expresion de HIFs).

Metodologia experimental
El desarrollo experimental se puede apreciar en la figura 2.
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Figura 3. Metodologia general esquematica del proceso experimental desde la preparacion del
medio de cultivo hasta el andlisis estadistico.

Cultivo celular

Se llevo a cabo el cultivo de la linea celular A 427, (adenocarcinoma pulmonar) de
la American Type Culture Collection (ATCC). Las condiciones fueron en medio
RPMI con antibiético/antimicético y con 10% de suero fetal bovino (SFB),
suplementado con aminoacidos no esenciales, en una atmosfera de 5% de CO:2
alcanzando una confluencia del 80%.

Experimentos de hipoxia

Se realiz6é expansion a 6 cajas que ya tenian una confluencia del 80% a 24 cajas,
12 para tiempos cortos (6h, 12h) y 12 para tiempos largos (24h, 48h). Se consiguio
una confluencia del 80%, posteriormente se les cambio el medio por RPMI sin suero,



después se etiquetaron de acuerdo a las condiciones en las que fueron sometidas.
Las cajas se colocaron en la incubadora de COz2 para las condiciones de normoxia
y para las condiciones de hipoxia se colocaron dentro de las camaras de hipoxia
(1%02) perfectamente sellados, posteriormente se incubaron a los tiempos
correspondientes (6, 12, 24 y 48 horas).

Extraccién de proteinas nucleares

Una vez terminada los experimentos a diferentes tiempos en condiciones de hipoxia
y normoxia se extrajo el medio y las células se despegaron con Dulbecco’s
phosphate Buffered Saline (sin CaCl y sin MgCl), posteriormente se colocaron en
tubos de 15 mL, se centrifugaron a 14000rpm para obtener el pellet celular,
posteriormente se retird el PBS y se llevd a cabo la extraccion de proteinas
nucleares de acuerdo al manual ab113474-Nuclear Extraction Kit (Abcam,
Cambridge MA, USA). Se obtuvieron las proteinas nucleares correspondientes a los
diferentes tiempos y se utilizaron para hacer la determinacion de proteinas de los
extractos nucleares con el método del acido bicinconinico, (Pierce Chemical Co,
Rockford, Ill, EE. UU.).

Electroforesis y Western blot

Para la electroforesis se prepararon geles SDS-PAGE al 8%, se precorrieron a 45V
por gel durante 30min, se tomaron 30ug de proteinas nucleares por cada muestra 'y
se colocaron en tubos eppendorf, para la desnaturalizacion se les anadié solucion
desnaturalizante (B mercaptoetanol), buffer superior (SDS 10%, Tris 0.5M, pH 6.8),
glicerol, agua dd en una relacion 1:1 y se sometié a una temperatura alrededor de
95°C por 10 minutos, terminado el proceso de desnaturalizaciéon se procedié a
cargar el volumen de muestra correspondiente a cada carril, se configurd la
electroforesis a 90V por 2 horas con una fuente de poder de BIORAD. Para la
transferencia de proteinas se utilizaron membranas de PVDF, se activaron con
metanol, posteriormente se despegaron los geles resultantes de la electroforesis y
colocaron en buffer de transferencia, finalmente se colocaron en orden los
materiales para la transferencia y la fuente de poder se configuré6 a 100V por 2
horas.

Transcurridas las horas de transferencia, se procedid a bloquear las membranas
con leche descremada en polvo al 2.5% en buffer TTBS (Tris-HCI 100 mM, Tween
20 al 0,1%, NaCl 150 mM, a pH 7.5) durante una hora, posteriormente se colocaron
los anticuerpos primarios correspondientes a las proteinas a determinar en cada
experimento por triplicado: anti-HIF1a rabbit, 1:100 anticuerpo policlonal (Abcam),
anti-HIF2a mouse, 1:100 anticuerpo monoclonal (Abcam) y anti-HIF3a rabbit, 1:100
anticuerpo policlonal (Novus Biologicals, Centennial, CO. USA.) como control del
WB se us6 anti-Histona3, 1:100 (Abcam). Cada anticuerpo primario se incubd por
90 minutos, después se hicieron tres lavados con TTBS en intervalos de 10 minutos,



después se anadid el anticuerpo secundario correspondiente a rabbit o mouse de
VECTASTAIN Elite ABC kit, Peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EE.
UU.), se dejo por 45 minutos, transcurrido el tiempo se realizaron los lavados para
quitar el exceso de anticuerpo, 3 lavados con intervalos de 10 minutos, después se
preparé el reactivo ABC (VECTASTAIN) y se dejé por 45 minutos, terminado el
tiempo se lavd 3 veces por 10 minutos cada uno y finalmente se usé un método
colorimétrico para el revelado con 1mL de diaminobenzidina y 2 gotas de
cromogeno kit DAKO (Agilent Technologies Stevens Creek, Santa Clara, CA, EE.
UU.), resultando un color marréon en las bandas correspondientes a la proteina en
cuestion. Las bandas resultantes de cada experimento fueron detectadas mediante
densitometria con ayuda del software de analisis de imagenes Kodak Digital
Science ID, version 2.0 (Kodak, Rochester, NY, EE. UU.) que mide el area y la
intensidad de las bandas. Los resultados obtenidos de cada lectura se expresaron
en unidades densitometria (UD).

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como media  error estandar correspondientes a cada
lectura de la densitometria, para las comparaciones se uso la prueba U de Mann-
Whitney para cada tiempo y condiciones de los experimentos. Se considerd que
p=<0.05 indicaba una diferencia estadisticamente significativa.

Resultados

Como ya se menciond anteriormente acerca del principal mecanismo de HIF1q, es
la translocacion al nucleo y posteriormente mediante la unién con CBP/p300 induce
la expresidn de genes, asi que es necesario extraer proteinas nucleares ya que es
donde podemos encontrar con mayor concentracion estos factores en funcion del
tiempo de exposicidén de las células en condiciones de hipoxia.

Para verificar una optima transferencia de proteinas, se realizé una electroforesis
con las muestras obtenidas de los extractos nucleares, después de la transferencia
se prosiguidé a corroborar que no hubiera proteina sin transferir comparandola con
el control. (Figura 4)
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Figura 4. Se realiz6 una electroforesis como control para la transferencia de proteinas de cada HIF.



Expresiéon de HIF1a en condiciones de normoxia e hipoxia en células A427.
El Western blot mostré bandas de aproximadamente 120 kDa que corresponde a
HIF1a (Figura 5).

N6 H6 N12 H12 N24 H24 N48 HA48

HIF- 1a

s — D o & -

Figura 5. Western blot para HIF1a. Esta técnica mostr6 bandas de un peso molecular de
aproximadamente 120 kDa que se observaron en condiciones de normoxia (N) y en condiciones de
hipoxia (H) a diferentes tiempos. Como control del Western blot se usé histona 3 (H3).

El analisis densimétrico mostré que la expresién mas alta de esta molécula fue en
condiciones de hipoxia a las 6 h (33912.7 + 2536.8 U.D.), seguido por la expresion
en las mismas condiciones a las 12 h (33288.9 + 358.2 U.D.) sin que existan
diferencias estadisticamente significativas (Figura 5). El analisis comparativo entre
normoxia e hipoxia demostré que hay un aumento significativo en la expresion de
HIF1a a las 6 h (N6 = 22140.8 + 2075.4 U.D., H6 = 33913.7 £ 2536.8 U.D.; p =
0.004), y alas 24 h (N24 = 19475.0 + 880.7 U.D., H24 = 1125.4 U.D.; p = 0.001).
Posteriormente a las 48 h la expresion tiende a bajar en condiciones de hipoxia con
una diferencia estadisticamente significativa (N48 = 24328.7 + 1199.1 U.D., H48 =
20022.5 £ 842.0 U.D.; p = 0.01).

Por otro lado, hay un incremento significativo de la expresion de HIF1a en
condiciones de normoxiaa 6 hy 12 h (N6 = 22140.8 + 2075.4 U.D., N12 = 30949.9
+ 2381.7 U.D.; p = 0.037), después hay un descenso en la expresion a las 12 h
hacia 24 h (N12 = 30949.9 + 2381.7 U.D., N24 = 19475 + 880.7 U.D.; p = 0.001).
Finalmente hay un aumento significativo a las 24 h y 48 h (N24 = 19475 + 880.7
U.D., N48 = 20022.5 + 842 U.D.; p = 0.01).

En condiciones de hipoxia se logré determinar una disminucion constante de 12 h a
24 h (H12 = 33288.9 + 358.2 U.D., H24 25096.8 + 1125.4 U.D.; p = 0.003). La
expresion disminuyd aun mas de 24 h a 48 h (H24 = 25096.8 £ 1125.4 U.D., H48 =
20022.5 + 842 U.D.; p = 0.01) (Figura 5).
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Figura 6. Expresion proteica de HIF1a. La expresion de HIF1a baja en condiciones de hipoxia
mientras que en normoxia hay mayores fluctuaciones. Se observa una mayor expresion en
condiciones de hipoxia a las 6 h 'y 24 h en comparacién con normoxia. A las 48 h aumenta
significativamente la expresiéon de HIF1a en condiciones de normoxia.

Expresion de HIF2a en condiciones de normoxia e hipoxia en células A427.
El siguiente experimento con Western blot mostré bandas de aproximadamente 95
kDa que corresponden a HIF2a (Figura 7).
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Figura 7. Inmunoblot de HIF2a. El western blot revel6 bandas de aproximadamente 95 kDa que
corresponden a HIF2a que se expresa de manera diferente en condiciones de normoxia (N) e
hipoxia (H). Como control del Western blot se us6 histona 3 (H3).

En el analisis desintométrico se observd que hubo una disminucién en la expresion
de HIF2a estadisticamente significativa en condiciones de hipoxia en comparacion
con normoxia a las 6 h (N6 = 39239.3 + 2088.6 U.D., H6 = 17906.7 + 408.2 U.D.; p
= 0.001) (Figura 7). Para las 12 h no hubo diferencias, pero a las 24 h aumenté
significativamente la expresion de esta molécula en condiciones de hipoxia frente a
normoxia (N24 = 17945.5 £ 618 U.D. H24 = 22030.6 £ 879.1 U.D. p = 0.001). A las
48 h no hubo diferencias estadisticamente significativas entre ambas condiciones.
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Por otro, la expresion en condiciones de normoxia tiende a la baja con el paso del
tiempo, de 6 ha 12 h (N6 = 39239.3 + 2088.6 U.D., N12 = 28554.2 + 1114.7 U.D ;
p = 0.0001), seguido de 12 h a 24 h (N12 = 28554.2 + 114.7 U.D. p = 0.0001),
finalmente disminuye aun mas de 24 h a 48 h (N24 = 17945.5 + 618 U.D., N48 =
13709.8 £ 1724.6 U.D.; p = 0.021). Para las condiciones de hipoxia la expresion
aumenta significativamente de6ha12h (H6 =17906.7 £+ 408.2 U.D., H12 = 29332.1
1+ 1828.3 U.D.; p = 0.001), posteriormente hay una disminucion significativa de 12 h
y 24 h (H12 = 29332.1 + 1828.3 U.D., H24 = 22030.6 + 879.1 U.D.; p = 0.01),
finalmente de 24 h a 48 h (H24 = 22030.6 + 879.1 U.D., H48 = 19235.7 + 1668.7
U.D.) no hubo diferencias significativas en la expresion de este factor (Figura 8).
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Figura 8. Expresion proteica de HIF2a. De acuerdo al analisis densitométrico hay una mayor
expresion en condiciones de normoxia a las 6 horas (N6) que en condiciones de hipoxia (H). A su
vez este factor aumenta a las 24 h.

Expresién de HIF3a en condiciones de normoxia e hipoxia en células A427.
El Western blot mostré bandas de alrededor de 75 kDa que corresponden a HIF3a
(Figura 8).

Figura 8. Western blot para HIF3a. En el western blot se lograron observar bandas con mayor
intensidad en condiciones de hipoxia. Como control del western blot se us6 histona 3 (H3).
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El analisis densitométrico demostré una mayor expresion de HIF3a en condiciones
de normoxia a las 12 h (18559.9 + 267.7 U.D.) seguida en condiciones de hipoxia
alas 12 h (17826.5 + 249.6 U.D.) sin una diferencia significativa entre las mismas.
Hubo un aumento significativo en la expresién de HIF3a a las 6 h en hipoxia en
comparacién con normoxia (N6 = 5695.1 + 573.1 U.D., H6 = 16449.5 + 543.2 U.D,;
p = 0.001); el comportamiento fue similar a las 24 h (N24 = 5011.8 + 341.9 U.D.,
H24 = 12270.4 £ 226.9 U.D.; p = 0.02) (Figura 9). Finalmente, para las 48 h no se
pudo realizar el experimento por falta de muestra y reactivo para la extraccion de
proteinas nucleares.
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Figura 9. Expresion proteica de HIF3a. De acuerdo al analisis densitométrico hay una mayor
expresion de HIF3a a las 24 y 48 horas en condiciones hipoxia.

Discusion

Los Factores Inducidos por Hipoxia en sus tres isoformas conocidas hasta ahora,
(HIF1a, HIF2a y HIF3a) son los principales mediadores de respuesta a las bajas
concentraciones de oxigeno en las células, HIF1a y HIF2a presentan similitudes en
su estructura y mecanismo, aunque existen diferencias en su funcion, ya que HIF1a
promueve la proliferacion y migracion en la angiogénesis temprana y regula
VEFGR-1, y en el caso de HIF2a esta involucrado en la reestructuracion vascular
ademas de regular VEGFR-2 en células epiteliales (18, 22).
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Para entender mejor los mecanismos de los HIFs se opt6 por usar una linea celular
de adenocarcinoma (A427) debido a que se asemejan mas a las que estan
presentes en los pacientes con cancer pulmonar. Cabe mencionar que
investigaciones anteriores no han evaluado el comportamiento en conjunto de estos
tres factores en una misma linea celular y en condiciones llevadas a cabo como en
este trabajo. La expresion de HIF1a concuerda con trabajos ya antes reportados
como en el trabajo de Sofia Mucci y colaboradores, en donde la hipoxia aumenta la
expresion de HIF1a en células madre pluripotentes lo que induce su apoptosis (23).
Aunque otro estudio revela que la ausencia de HIF1a en cancer de pancreas
aumenta la expresion de la subunidad reguladora 1B de la proteina fosfatasa 1
(PPP1R1B), que esta implicado en la metastasis de adenocarcinoma ductal
pancreatico. Estos son ejemplos de que falta por conocer aun mas acerca de los
HIFs. En el presente trabajo se pudo determinar y cuantificar la expresién de HIF1q,
HIF2a y HIF3a cumpliendo con el primer objetivo: Identificacion de HIFs en extracto
de nucleos de células neoplasicas (A427, adenocarcinoma pulmonar) en
condiciones de normoxia e hipoxia (O2 al 1%) a 6, 12, 24 y 48 horas.

El analisis densitométrico demostré que la expresion de HIF1a en condiciones de
hipoxia a las 6 y 12 horas aumenta significativamente, pero disminuye en un estado
cronico de 24 a 48 horas, con lo que intuimos puede actuar en mayor medida en un
estado agudo en la formacion de vasos sanguineos para un desarrollo mas rapido
y agresivo del cancer pulmonar. Otro estudio llevado a cabo por Uchida, Tokujiro y
colaboradores, expusieron células A549 a 4 horas a diferentes concentraciones de
oxigeno. Ellos obtuvieron proteinas de células completas y nucleares, y reportaron
que efectivamente la hipoxia induce la expresidon de estos factores, ademas resulta
interesante ya que concluyen que a tiempos mas prolongados HIF1a disminuye su
expresion (26).

A su vez en el presente estudio, HIF2a tiene un comportamiento similar a HIF1a,
pero en condiciones de normoxia, es decir tiene una mayor expresion en normoxia
a las 6 horas, posteriormente disminuye de manera constante a las 12, 24 y 48
horas; en cuanto a condiciones de hipoxia tiende a estabilizarse y a expresarse en
un estado cronico. Esto es muy interesante ya que en un trabajo de Torres A. K. y
colaboradores llevaron a cabo un estudio acerca de las repercusiones funcionales
de HIF2a en la fibrosis pulmonar idiopatica, en donde concluyen que este factor
actud en gran medida en un estado cronico de la enfermedad (18). También Wang,
Q. y colaboradores, en su estudio con muestras obtenidas de pacientes
diagnosticados con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), y
clasificadas segun el sistema de estatificacién internacional (TNM), lograron
observar por medio de inmunohistoquimica, que HIF2a se expresa con mayor
intensidad en estadios avanzados. Ademas, en el estudio preliminar con A549
observaron que HIF2a se acumulé gradualmente y persistid niveles altos en
exposicion prolongada a hipoxia (27).
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Con base a los resultados obtenidos en este trabajo se puede inferir que el
comportamiento de HIF1a y HIF2a se complementan con la finalidad de mayor
adaptacion, proliferacion y migracion de las células.

En el caso de HIF3a se ha reportado como un competidor en la union de la
subunidad beta por lo que resulta interesante ya que en el presente trabajo existe
una mayor expresion en condiciones de hipoxia en un estado agudo (6 y 12 h),
aunque en menor cantidad. Otros autores como Yadi Huang y colaboradores,
presentan un trabajo interesante en donde HIF3a desempefa un papel importante
en la alveolizacion y la diferenciacion de células epiteliales durante el desarrollo de
los pulmones de ratén (20). Ademas, Qi Fang Li y Xiang Rui Wang, observaron que
incrementa la expresion de HIF3a en células A549 a 2 horas y 16 horas en
condiciones de hipoxia, y concluyen que la accion de HIF3a es complementario con
HIF1a en la proteccién del dafio hipdxico de las células (25).

Haciendo una comparacién general de los tres factores todo indica que la expresion
de HIFs va a estar en funcion de las necesidades de la célula dentro del
microambiente tumoral.

El ambiente con bajos niveles de oxigeno propicia mecanismos para la
supervivencia, adaptacion a la respuesta inmunitaria y proliferacion de las células
de cancer. En el presente trabajo se observo que la expresion de HIFs esta presente
no solo en condiciones de hipoxia sino también en normoxia. La razon aun es
incierta ya que en el cancer estan implicados mutaciones en el ADN que también
pueden interferir en como reaccionan las células ante los estimulos que se
indujeron. Si bien las investigaciones acerca de los HIFs se han abarcado en otros
tipos de cancer y células, los mecanismos aun siguen siendo en su mayoria
inconclusas o desconocidas, con este trabajo se logra visualizar de manera mas
completa la dinamica de HIFs en una misma linea celular y condiciones de
exposicion, la expresion de un factor u otro puede ser indicativo del estado de
desarrollo de un cancer. Para HIF3a con base a los resultados obtenidos no seria
suficiente el mecanismo de inhibicion ya que se expresa en menor medida, pero se
puede realizar mas investigacion acerca de este factor con el objetivo de evaluar la
actividad de unién a la subunidad beta siendo un competidor principal frente a HIF1a
por la unién en la subunidad beta.

Conclusiones

Durante el desarrollo del protocolo se obtuvieron nuevos conocimientos muy
importantes para llevar a cabo la elaboracion, analisis e interpretacion de nuevos
conocimientos acerca de los mecanismos involucrados en la metastasis.

De acuerdo a la hipotesis planteada solo se pudo confirmar o debatir la primera
parte, que consistia que en condiciones de hipoxia los HIFs (HIF1a, HIF2a y HIF3a)
iban a tener una mayor expresioén lo cual no fue del todo cierto, HIF1a no solo se
expresa mayormente en hipoxia, ademas disminuye con el paso del tiempo, HIF2a
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se expresa en mayor medida en normoxia en estado agudo y posteriormente en
hipoxia en estado crénico, por ultimo, HIF3a se expresé en hipoxia, aunque en
menor medida. Concluimos que las diferencias pueden deberse a otros factores y
mecanismos implicados ademas de las concentraciones de oxigeno.

Por otro lado, de acuerdo con los objetivos planteados, se alcanzaron a identificar y
cuantificar HIFs (HIF1a, HIF2a y HIF3a) en células de adenocarcinoma pulmonar
A427 en condiciones de normoxia e hipoxia a 6, 12, 24 y 48 horas. Sin embargo,
debido a dificultades técnicas externas al laboratorio (instalaciones eléctricas del
edificio, fallas en el REVCO, etc.), asi como falta de tiempo, reactivos y dificultades
en el crecimiento celular, no se pudo llevar a cabo el segundo objetivo que era:
Inhibicion de la expresion de HIFs en normoxia e hipoxia por carboplatino que es un
agente citotoxico que se utiliza en la quimioterapia y YCI (inhibidor especifico de la
expresion de HIFs). No obstante, no deja de ser importante continuar con estos
estudios para lograr determinar si el farmaco tiene un impacto en la expresion de
estos factores y disminuir el riesgo de metastasis, si bien existen investigaciones
acerca de la inhibicion de HIF1a con farmacos mas selectivos y terapias dirigidas
ya en estudios preclinicos y clinicos muy prometedores, es muy importante ubicar
el contexto cultural y socioeconémico de la poblacién mexicana que es afectada por
esta enfermedad asi como los tratamientos mas accesibles para los mismos, lo que
resulta dificil optar por terapias mas prometedoras.
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Proyecto Efectos de la quimioterapia en la expresion de HIFs en
condiciones de hipoxia.
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inicio de cultivo celular para su proyecto.
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Conocimiento e inicio en el manejo de técnicas necesarias para
el desarrollo de su proyecto: cuantificacion de proteinas,
electroforesis, cultivo celular (A427).
Inicio de cultivo celular para proyecto.

Octubre- Cultivo de células neoplasicas, exposicion de células a hipoxia

Noviembre (02 1%), por 6, 12, 24 y 48 y en condiciones de normoxia.
Extraccion de proteinas nucleares. Western blot de HIF-1,2 y 3.
Densitometria

Diciembre Experimentos de toxicidad con carboplatino

Enero Cultivo células neoplasicas, exposicion de células a hipoxia
(021%) por 6, 12, 24 y 48 horas y en condiciones de normoxia
en presencia de carboplatino y del inhibidor de expresién de
HIFs, YC1. Extraccion de proteinas nucleares. Western blot de
HIF-1, 2 y 3. Densitometria.

Febrero Terminar experimentos y analisis de resultados.

Reporte final.
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