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Resumen. La hipoxia es una caracteristica comun en los tumores soli-
dos, contribuyendo local y sistémicamente a la progresion tumoral, ademas
de la falta de respuesta a la radioterapia y quimioterapia, lo cual provoca un
incremento en la probabilidad de recurrencia de un tumor. El factor de
transcripcion HIF-1 es el mayor regulador de la adaptacion del tumor a la hi-
poxia, induciendo la expresiéon de muchos genes que permiten a las células
sobrevivir en estas condiciones. Los eventos dependientes de HIF-1 que es-
tan implicados en la progresién tumoral son maltiples, destacando la proli-
feracion, el metabolismo de la glucosa, la angiogénesis y la metdstasis. Es
fundamental investigar mas acerca de los mecanismos de accion del factor
HIF-1 ya que es factible encontrar inhibidores que puedan usarse terapéuti-
camente contra el cancer. En este trabajo se hace una revision del papel que
desempena el factor HIF-1 en la hipoxia, asi como su implicaciéon en la angio-
génesis y la metastasis.
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Abstract. Hypoxia is a common characteristic of solid tumors. It contrib-
utes to local and systemic tumor progression, as well as the lack of response
to radio and chemotherapy, therefore increasing the probability of tumor re-
currence. The HIF-1 transcription factor is the main regulator of tumor adap-
tation to hypoxia stress, stimulating the expression of many genes that allow
cells to survive under these conditions. Products dependent on HIF-1 factor
are involved in processes of tumor progression, such as proliferation, glucose
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metabolism, ph-acidosis, angiogenesis and metastasis. It has become increas-
ingly necessary to gain knowledge on the HIF-1 mechanisms of action, since it
is possible to find inhibitors that could be used therapeutically against cancer.
In this review, a summary is given on the role that the HIF-1 factor plays in
hypoxia, as well as its implications on angiogenesis and metastasis.

Recibido: 25-09-2008. Aceptado: 18-06-2009.

INTRODUCCION

Los sistemas respiratorio y cardiovas-
cular hacen posible la adecuada provision y
distribucion de oxigeno (O,) en todo el or-
ganismo, permitiendo que las células, por
medio de la fosforilacién oxidativa, adquie-
ran la energia necesaria para funcionar ade-
cuadamente y asi mantener sus niveles ho-
meostaticos. Por ello, tanto la funcion y via-
bilidad celular como la integridad funcional
y estructural de los tejidos y 6rganos depen-
den del constante y adecuado suministro de
O,. Por el contrario, si hay reduccion en su
disponibilidad, causada por alteraciones
respiratorias o circulatorias, tal situacion
no podra ser tolerada, ni siquiera por cortos
periodos de tiempo, provocandose escasez
de la energia que es producida por la glico-
lisis anaerdbica. En el caso de ocurrir lo
contrario, una excesiva acumulacién de O,,
se pueden ocasionar lesiones en las células
debido a la acumulacién de especies reacti-
vas de O,, (ROS en inglés), capaces de oxi-
dar macromoléculas tan fundamentales
como lo son las proteinas y los acidos nu-
cleicos. Es por estas razones que las células
poseen un sistema para detectar los cam-
bios de O,, que les permite regular, de for-
ma muy efectiva, su equilibrio, respondien-
do a las variaciones mediante mecanismos
protectores y adaptativos que evitan o mini-
mizan el dano a los tejidos (1). La adapta-
cion a la baja tension de oxigeno en células
y tejidos lo que se conoce como hipoxia,
promueve la inducciéon transcripcional de
una serie de genes que participan tanto en
la angiogénesis, el metabolismo del hierro y

la glucosa, como en la supervivencia y la
proliferacion celular. Lo que media esta res-
puesta es un factor sensible al oxigeno que
se expresa ubicuamente en todos los tejidos
del organismo, el cual ha sido bastante es-
tudiado (2). La hipoxia, al provocar una
baja en el potencial energético de las célu-
las, hace que el O, necesario para la fosfori-
lacion oxidativa disminuya a nivel celular
(3). Tal disminucién es detectada por un
complejo mecanismo de reacciones sensi-
bles a su descenso, cuyo resultado final serd
la estabilizacién de un factor de transcrip-
cion denominado “factor inducible por hi-
poxia”, (HIF-1 en inglés), el cual estimulara
la expresion de un gran namero de genes
que haran posible la adaptacién de las célu-
las a las condiciones de hipoxia (4, 5). La
irrigacion sanguinea es fundamental para
todos los tejidos, por lo que la ausencia de
una red vascular adecuada interferira con el
crecimiento, bien sea en tejidos normales o
tumorales, estando el mismo limitado por
la mayor o menor capacidad del O, de po-
derse difundir para llegar adecuadamente a
las células. En el caso especifico de la hipo-
xia tumoral, ella es considerada como uno
de los mas graves problemas terapéuticos
en el paciente con cancer, esto hace que los
tumores sean mas resistentes a la quimiote-
rapia y la radioterapia. A este respecto, los
estudios clinicos y experimentales mues-
tran que la ausencia de oxigeno en el
interior del tumor modifican su potencial
maligno (6).

Todo indica que los tumores se desa-
rrollan preferentemente en las regiones hi-
poxicas, donde los mecanismos de respues-
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ta a la falta de O, se convierten en factores
fundamentales en algunos de los eventos de
la progresion tumoral, como lo son la an-
giogénesis, la infiltracion y la metdstasis.
En todos estos fenomenos destaca, en pri-
mer lugar, la angiogénesis, que es el meca-
nismo utilizado para responder a las necesi-
dades metabdélicas de crecimiento de un tu-
mor, siendo su ausencia una etapa limitan-
te de la progresion tumoral y la metdstasis.
La angiogénesis es asi un proceso capital
para el crecimiento del tumor cuando éste,
en su desarrollo, va mas alla de unos pocos
mm de didmetro, lo cual dificulta la difu-
sion de oxigeno y nutrientes celulares (7).
Al limitarse la difusiéon del O,, las células
endoteliales, tanto en tejidos sanos como
no sanos, son generadoras de los nuevos va-
sos sanguineos, y deben ser estimuladas
para que puedan proliferar, y para que esto
ocurra es necesario el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF en inglés), secre-
tado bajo condiciones de hipoxia, que indu-
ce de esta manera, la proliferacion y organi-
zacion de las células endoteliales (8).

La presente revision describe el papel
que desempena el factor HIF-1 como sensor
de oxigeno, asi como su implicacion en la
historia natural del cdncer, especificamente
en el proceso de la angiogénesis y de la me-
tdstasis.

HIPOXIA

Existen la hipoxia temporal de tejidos
traumatizados, durante el ejercicio, y la
sepsis y la hipoxia cronica, de zonas de teji-
dos menos oxigenadas ocasionados por las
grandes alturas, a lo cual sumamos la hipo-
xia presente en el campo de la patologia,
donde destacan por su frecuencia la isque-
mia tisular, la insuficiencia cardiaca, la en-
fermedad pulmonar y el cancer (9).

La respuesta a la hipoxia puede sinteti-
zarse en tres puntos:

a) Deteccion: sensor de oxigeno

b) Regulacién: control de la expresiéon ge-
nética

¢) Efector maltiple: expresion de genes y
multiples cambios funcionales, como
la estimulacion de moléculas vasodila-
tadoras hasta la afinidad de la hemo-
globina por el oxigeno.

El sistema regulador estd modulado di-
rectamente por el sensor y el elemento or-
ganizador principal, que es el factor
HIF-1.En cuanto al sensor de oxigeno, en
los dltimos anos se han hecho avances nota-
bles para dilucidar su mecanismo de ac-
cién, basindose los estudios en su propie-
dad de activar la sefalizacion via factor
HIF-1. Los modelos existentes involucran a
diferentes moléculas como responsables de
dicho mecanismo, tales como, las hidroxila-
sas, PHDs (prolyl hydroxylase domain en in-
glés) que utilizan 2-ceto-glutarato como
sustrato, que al ser reguladas por el O,, son
fundamentales y cumplen las premisas para
ser consideradas como el sensor principal
de oxigeno (10). En la estructura de estas
proteinas, de grupo prostético tipo heme,
el Fe2+ puede ser sustituido por otros meta-
les como el Co2* o el Ni2*, causando un blo-
queo en la capacidad hidroxilasa de la enzi-
ma y por lo tanto una inhibicion de la de-
gradacion de HIF-1 (11). Otro tipo de regu-
lacion se atribuye a las especies reactivas de
oxigeno, ROS, principalmente el superoxido
O, vy el peroxido de hidrégeno, H,0,, con
un papel modulador muy importante que se
ejerce de dos maneras: a) la enzima NADPH
oxidasa es la responsable de la produccién
de ROS, que en condiciones de normoxia
induce la degradacion de HIF-1; b) la pro-
duccion de ROS en la mitocondria en con-
diciones de hipoxia induce la estabilizacién
de HIF-1 (12). Los mecanismos celulares de
ambas formas de regulacion todavia no se
han dilucidado, por lo que es otro punto
fundamental en torno a la hipoxia que toda-
via debe ser investigado.
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En la respuesta a la hipoxia, la diferen-
cia entre los tejidos y 6rganos no proviene
de su dotacién genética, sino de la expre-
sion particular de los genes en cada tipo ce-
lular, haciendo que los factores de trans-
cripeion acttien para orientar y adaptar,
creando patrones definidos de respuesta
para la proliferacion, el crecimiento, la mi-
gracion y la supervivencia. Esa misma res-
puesta requiere un alto nivel de coordina-
cion, por lo que su mecanismo incluye todo
un conjunto de cambios que van desde la
expresion enzimatica que adectian la pro-
duccion de energia frente a una menor dis-
ponibilidad de oxigeno, hasta la activacion
de mecanismos de autoeliminacion de célu-
las por hacérseles imposible sobrevivir en
circunstancias hostiles extremas. Todos los
organismos, a todos los niveles, poseen me-
canismos para el mantenimiento de la ho-
meostasis del O,, esenciales para la produc-
cion de energia y la supervivencia.

En los mamiferos la respuesta a la hi-
poxia es compleja ¢ incluye, entre otras,
adaptaciones de la funciones respiratoria y
hemodindmica, metabolismo intermedio, y
funcién renal. Estas adaptaciones se mues-
tran en cambios hormonales, de mediado-
res y de actividad enzimatica, e implican va-
riaciones en la expresion de una serie de ge-
nes entre los que destaca el factor de creci-
miento del endotelio vascular, (VEGF en in-
glés). En esta revision misma se destaca por
su importancia, el incremento en la expre-
sion de VEGF en condiciones de hipoxia, el
cual ocurre a través de mecanismos mole-
culares de aumento de trascripcion y/o es-
tabilizacion del ARNm. Esta regulacion
transcripcional estd mediada por la unién
de HIF-1 a secuencias especificas localiza-
das en el promotor del VEGF constituida
por las bases: -RCGTG- (13). La respuesta a
la hipoxia es integral, y cubre todos los as-
pectos necesarios para abastecer de O, a las
células y conseguir su utilizacion mas efi-
caz. La identificacion de genes que se acti-

van por HIF-1 ha aumentado ampliamente e
incluyen muchos cuyas proteinas participan
en multiples funciones dirigidas a favorecer
la oxigenacion tisular, como lo son el meta-
bolismo energético, la proliferacion y viabi-
lidad celular, la eritropoyesis, el remodela-
do vascular la angiogénesis y la apoptosis.

En los tratamientos contra el cancer
es fundamental evitar la hipoxia tumoral, ya
que el O, es un potente radio-sensibiliza-
dor, por lo que evitarla o neutralizarla ase-
gurara una mayor destruccion de la masa
tumoral.

Existe una serie de factores que au-
mentan o disminuyen la radio-sensibilidad
celular, siendo muy importante el “efecto
oxigeno”, ya que, el oxigeno es el radio-sen-
sibilizador mas universal y potencia la ac-
cién de las radiaciones en todo tipo de célu-
las, lo cual tiene un valor terapéutico muy
grande. Si se administra oxigeno en el mo-
mento de la radiacion, dicho efecto es ma-
Ximo.

Se han publicado dos teorias para ex-
plicar el efecto radio-sensibilizador del oxi-
geno:

— El oxigeno potencia la formacion de
radicales libres.

— Muchos de los cambios quimicos que
se producen como resultado de la irra-
diacion son reversibles si el oxigeno no
esta presente.

Se ha demostrado que los pacientes
con cancer presentan un alto porcentaje de
anemia leve antes de la radioterapia, y des-
pués del tratamiento la anemia se hace mas
severa. Se ha demostrado que al tratar tan-
to la hipoxia como la anemia en los pacien-
tes con cancer, s¢ consigue un mayor con-
trol local regional del tumor, una mayor su-
pervivencia y una mejor calidad de vida, asi
como un menor namero de recidivas.

Actualmente, también para combatir
la hipoxia, se estan realizando ensayos clini-
cos en los que se promueve el aumento de
la hemoglobina, y se utilizan técnicas que
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aumentan su concentracion, como pueden
ser las transfusiones de hematies, los trata-
mientos con eritropoyetina, etc. También
se pueden incrementar los niveles de O,
mediante el uso de la cdmara hiperbarica
(14-16).

FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA

El factor de transcripcion HIF-1, al ser
inducido por la hipoxia, modula numerosos
genes que regulan la misma. El HIF-1 es un
heterodimero de 120 kDa constituido por
tres sub-unidades a: las HIF-1 o, HIF-2 o y
la HIF-3 a0 (17), mas una sub-unidad B cono-
cida con el nombre de translocador nuclear
del receptor Ah, Arnt, de 80 kDA, los cuales
organizan proteinas nucleares constitutivas
(18). Ambas sub-unidades contienen un do-
minio denominado bHLH, (siglas en ingles
de basic helix-loop-helix), y un dominio de
interaccién proteina-proteina PAS, (siglas
de Per Arnt Sim) (19). Los miembros de la
familia bHLH, HIF-1 o y HIF-1 B se dimeri-
zan para formar un complejo que se une al
ADN en una secuencia conocida con el
nombre de elemento de respuesta a la hipo-
xia, denominado en inglés HRE.

Bajo condiciones de normoxia, HIF- o
es la unidad limitante del complejo, ya que
es esencialmente indetectable debido a su
rapida degradaciéon por el sistema ubiqui-
tin-proteosoma (20), la cual es mediada por
la proteina supresora de tumores VHL (von
Hippel-Lindau, en inglés) (21, 22). La pro-
teina VHL es un componente de la ligasa
E3, implicada en la degradacion de una fa-
milia de factores de transcripcion induci-
bles por hipoxia (HIF en inglés), que acti-
van la expresion de genes que inducen la
angiogénesis, como lo es el factor de creci-
miento del endotelio vascular (VEGF en in-
glés). La mayor parte de las mutaciones de
VHL impide la degradacion de HIF en con-
diciones normoéxicas, y predispone a la for-
macion de lesiones hiper-vasculares y tumo-

res renales (23). Para que el complejo
HIF-1 sea funcional, la proteina HIF-1 o
debe ser inducida, bien sea via su estabiliza-
cién o por mecanismos transcripcionales y
traduccionales. Es importante sefialar que
HIF-1 o posee otros dominios funcionales
importantes para la regulacion de la activi-
dad de este complejo (24), es extremada-
mente inestable en la normoxia, por lo que
el mismo es hidroxilado sobre residuos es-
pecificos en su dominio de degradacion de-
pendiente del O, (ODDD en inglés). Una
vez que el HIF-1 a es hidroxilado, es blanco
del proteosoma para su degradacion (25,
26). La regulacion de la actividad de HIF-1
también se puede llevar a cabo por los do-
minios de transactivacién de HIF-1 o que se
encuentran en los dominios amino y carbo-
xiloterminal (N-TAD y C-TAD). La activa-
cion del factor HIF-1 es regulada a numero-
sos niveles, con los cambios intracelulares
del O, como estimulo principal (27), pero
existen otros factores no relacionados con
la hipoxia que pueden intervenir en la regu-
lacién, entre los que tenemos: la insulina,
el factor de crecimiento epidermal EGF y el
factor de crecimiento de plaquetas PDGF, a
los cuales se suman las citocinas, tales
como el factor- a de la necrosis tumoral y la
interleuquina 1 B, que pueden aumentar la
expresion del factor HIF-1. Todo sugiere la
importancia de la activacion de este factor
durante algunos procesos anormales, como
la inflamacion y la tumorigénesis (28).

Hay multiples genes que son blanco
del factor HIF-1, ya que son regulados en
caso de hipoxia, entre los que tenemos:

a) De la proliferaciéon celular y apoptosis

(29,30):

— factor de crecimiento-2 de la insulina

IGF-2;

— factor de crecimiento transformante- o

TGF «;

— factor de crecimiento transformante-

B, TGF B
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b) De la regulaciéon de pH (31):
— anhidrasa carbonica IX, CAIX
¢) Del metabolismo del Hierro (32):
— transferrina
d) De la eritropoyesis (33):
— eritropoyetina, Epo
e) Del metabolismo de la matriz extrace-

lular (34):

— metaloproteinasa-2, MMP2

f)  De la inflamacién (35):
— interleuquina-8, IL-8
g) Del metabolismo de la glucosa (36):

— transportador-1 de la glucosa, Glutl;

— transportador-3 de glucosa, Glut3;

— lactato deshidrogenasa A, LDHA;

— aldolasa, fosfofructoquinasa L, PFKL

h) De la resistencia a las drogas (37):

— multidroga resistencia-1, MDR1

i)  Dela angiogénesis (38-40):

— factor de crecimiento vascular endote-
lial VEGF, VEGF-receptor-1, VEGF-R1/
Flt1, VEGF-receptor-2, y VEGF-R2/Flk1;

— factor- B de crecimiento derivado de
las plaquetas PDGF ;

— angiopoyetina-2 Ang2;

— inhibidor del activador del plasmindge-
no-1 PAIL.

La respuesta de HIF-1 es especifica
tanto para la hipoxia como para el estimulo
por factores de crecimiento, que es la via
que se relaciona con la necesidad de pro-
veer una mayor oferta de oxigeno en tejidos
en expansion celular, lo cual lleva a pregun-
tarnos si la célula responde a la caida ener-
gética de forma idéntica a cuando hay falta
de oxigeno. Los datos disponibles parecen
indicar que el déficit de ATP, que podria ser
interpretado como un equivalente de hipo-
xia, no parece estimular la activacion de
HIF-1, aunque si en cambio la de HSPs (41,
42). En células tubulares renales (LLC-
PK1), la hipoxia no extrema no causa deple-
cion de ATP, lo cual refleja la eficiente
adaptacion de la produccién energética
ante la disminucion de oxigeno (41). No se

han realizado estudios similares con blo-
queo de HIF-1, pero es probable que HIF-1
sea en gran parte responsable de la citada
eficiencia, lo cual crearia nuevas posibilida-
des terapéuticas.

Las acciones cito-protectoras abarcan
multiples tipos celulares y respuestas sisté-
micas, siendo HIF-1 un factor transcripcio-
nal clave en una respuesta génica compleja,
desarrollada a multiples niveles. Se ha ob-
servado en ratones que episodios breves de
hipoxia intermitente inducen la produccion
de EPO, la cual protege al corazon del dano
apoptotico por isquemia; por el contrario,
en animales que no expresan HIF-1, esta
respuesta no ocurre, al no estimularse la
produccion de EPO con la hipoxia (43).

PATOLOGIA TUMORAL Y FACTOR HIF-1

El rapido crecimiento de los tumores
hace que su incremento de tamaifo no se
acompaie de un desarrollo vascular adecua-
do, lo que genera zonas de hipoxia en el in-
terior de la masa tumoral. Esta hipoxia acti-
va el factor HIF-1 y éste a su vez pone en
marcha toda la familia de genes angiogéni-
cos, aumentando la densidad y permeabili-
dad vascular, y por tanto el crecimiento y
propagacion del tumor (44). En algunos ca-
sos la resistencia al tratamiento, indepen-
dientemente de la hipoxia, la activacion de
HIF-1 se relaciona con la inactivacion fun-
cional del gen supresor VHL, lo que dismi-
nuye la degradacion y aumenta el HIF-1,
aun en normoxia (45, 46). El hallazgo re-
ciente de niveles altos de HIF-1 en neopla-
sias como la leucemia aguda linfatica, en la
que no existe aparentemente hipoxia, sugie-
re que la explicacion del aumento debe ser
mas compleja (47). Si bien el incremento
de HIF-1 en los tumores es una realidad, no
se han desarrollado medios terapéuticos ba-
sados en su bloqueo especifico, por lo cual
se hace necesario un mayor esfuerzo en las
investigaciones al respecto. Por ejemplo,
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aun se desconocen las causas de por qué,
dentro de todos los genes dependientes de
HIF-1, solo se expresan con mayor intensi-
dad algunos. Un fenémeno que debe estu-
diarse y que se relaciona con la presencia
de sitios co-reguladores de los efectos de la
unién del HIF-1 al HRE. Un aspecto de gran
interés es el posible papel de HIF-1 en la
adaptacién metabdlica de los tumores, en
los que la glucolisis anaerobia no se inhibe
en presencia de formaciéon de ATP por via
aer@bica, situacién que puede relacionarse
en forma directa con el efecto protector del
HIF-1 sobre las células tumorales. Por otra
parte, en los tumores, el factor HIF-1 se en-
cuentra marcadamente activado, lo cual se
relaciona con una mayor agresividad del tu-
mor. Otra posible explicacion de los efectos
de HIF-1 sobre los tumores proviene de da-
tos que demuestran una elevacion de HIF-1,
con efectos protectores, en las células en-
doteliales de tumores irradiados, lo que
aporta un nuevo abordaje de interpretacion
a los posibles mecanismos de resistencia
tumoral a la radioterapia (48).

ANGIOGENESIS

Ha sido demostrado que los tumores
malignos pueden inducir el proceso de la
angiogénesis por medio de la liberaciéon de
una serie de factores, y que los tumores vas-
cularizados tienen una alta propension a
producir metdastasis, en contraposicion a los
tumores poco vascularizados o los carcino-
mas “in situ” (49, 50). El proceso de la an-
giogénesis involucra tres funciones celula-
res bien caracterizadas: 1) la motilidad; 2)
la proteolisis y 3) la proliferacion, las cuales
exigen condiciones metabdlicas adecuadas,
dependientes de un suficiente suministro
de oxigeno para obtener la energia necesa-
ria que exigen las células para cumplir to-
das sus funciones.

Existe una serie de eventos bajo los
cuales la angiogénesis puede iniciarse, la

cual estd determinada por un balance de
factores pro-angiogénicos y anti-angiogéni-
cos, donde la hipoxia juega un rol primario
como disparador de la misma al incremen-
tar la actividad de HIF1, y por tanto los ni-
veles de VEGF. En el caso del cancer, al ser
muchos de sus tratamientos citotoxicos,
ellos pueden cambiar la oxigenacion de los
tumores y hacer que ello pueda influenciar
la respuesta angiogénica del tumor. La re-
gulacion oncogénica de la angiogénesis
también ha sido sugerida, bien sea sola o
trabajando en combinacién con la hipoxia.
Por ejemplo, la sobre-regulacion de H-RAS y
el receptor de factor de crecimiento epider-
mal, EGFR, y la inactivacion del gen supre-
sor de tumores, TP53, pueden incrementar
la tasa de sintesis de HIF-1 a un nivel tan
alto que sobrepasa la capacidad de 1a via de
degradacion para eliminarlo. La sobre-regu-
lacion de VEGF es también un disparador
para la iniciacion de la angiogénesis de las
metastasis “dormidas” y el inhibidor de la
angiogénesis, la trombospondina 1 puede
inhibir la actividad de VEGF promoviendo
la no proliferacion celular en los focos me-
tastasicos. Por otro lado, la hipoxia incre-
mentara la actividad de regulacion de HIF1,
en tanto que VEGF disminuira la regulacion
del trombospondina creando un medio am-
biente favorable a la angiogénesis. El desa-
rrollo vascular depende de regulaciones mo-
leculares que ocurren tanto en el tejido
sano como en el patolégico (51), y son de-
pendientes de sefiales paracrinas que indu-
cen la formacion, proliferacion, migracion y
estructuracion de las células vasculares
para la formacion de pequenos y grandes
vasos. En los primeros participan dos tipos
de células fundamentales: las endoteliales y
los pericitos; en los segundos acttan las cé-
lulas endoteliales y las células musculares
lisas (52).

Una serie de factores solubles, recep-
tores y moléculas de la matriz extracelular
juega un papel preponderante en la morfo-
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génesis de la red vascular, estando la expre-
sion de estos factores bajo el control mole-
cular a nivel celular, que se conoce como
encendedor angiogénico (angiogenic switch
en inglés), y la hipoxia es un factor esencial
para su funcionamiento (53). Por otra par-
te, un gran porcentaje de genes, inducidos
luego de la respuesta a la hipoxia, estd im-
plicado en las diversas etapas de la angiogé-
nesis, y son los que regulan el factor de cre-
cimiento vascular endotelial VEGF, que es
uno de los factores mds importantes al ser
el regulador de la formacion de los nuevos
vasos sanguineos (54). En el caso particular
de los tumores malignos, la presencia de la
hipoxia en el seno de sus tejidos, es uno de
los factores esenciales para que ocurra la
angiogénesis tumoral, al activarse el factor
HIF-1, lo cual hara posible proveer de O2 a
las células cancerosas, y mantener su equili-
brio homeostitico en un medio hipéxico, lo
cual favorecera su crecimiento, la invasion y
la neo-vascularizacion, todo lo cual va a lle-
var a la metastasis (55). Como contraparti-
da, en el caso de la etapa embrionaria, re-
cordemos que los precursores de las células
endoteliales, angioblastos, se aglutinan y
forman una primera red de capilares en el
proceso conocido como vasculogénesis, la
cual posibilitara la angiogénesis, que a par-
tir de vasos sanguincos preexistentes, serd
la responsable del desarrollo de los
capilares adicionales (56).

El factor de crecimiento vascular endo-
telial, VEGF, es el prototipo de molécula
pro-angiogénica que esta constituida por:

— una familia de seis factores de creci-
miento denominados VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D y VEGD-E;

— tres factores de crecimiento placenta-
rio, PLGF;

— tres receptores denominados VEGFR1
(flt1), VEGFR2 (KDR/FLk1) y VEGFR3
(FLt4).

El factor VEGF-A se¢ une a VEGFR2 y
VEGFR1; el factor VEGF-B se une solamen-

te a VGFR1; el factor VEGF-C y el factor
VEGF-D se wunen preferencialmente a
VEGFR3; finalmente las PLGF se unen a
VEGFRI1.

De la familia VEGF, la molécula
VEGF-A es la mejor caracterizada, esta
compuesta de seis isoformos (57, 58), y una
de sus caracteristicas principales es la capa-
cidad de inducir permeabilidad vascular que
conduce a un depésito de fibrina en la ma-
triz extracelular, la cual sirve de soporte
para la migracion de las células endoteliales
(59). En el caso de los receptores de VEGF,
los VEGFR, son tres tiroxina-quinasas trans-
membrana que se localizan preferencial-
mente en las células endoteliales (60).

Por otra parte, es importante destacar
que el encendedor angiogénico no depen-
de solamente de la hipoxia, sino también
de la transformacién oncogénica. La acti-
vacion del encogen RAS induce la expre-
sion de VEGF ¢ inhibe el de la tromboes-
pondina (61).

La expresion de VEGF es regulada por
una serie de factores tales como la hipoxia,
el estrés oxidativo, el supresor de genes, las
citocinas y los factores de crecimiento.
Existen otros factores que no solo estimu-
lan las células endoteliales, sino también a
los pericitos, entre ellos se encuentran el
factor de crecimiento de los fibroblastos,
(FGF en inglés), factor de crecimiento deri-
vado de las plaquetas (PDGF en inglés), y
las angiopoyetinas (62).

Los estudios genémicos comparativos
han demostrado que los vasos linfiticos son
genéticamente diferentes a los vasos san-
guineos (63), y que la linfoangiogénesis jue-
ga un papel importante en la metastasis,
habiéndose determinado la influencia que
tiene VEGF-C y VEGF-D, asi como el recep-
tor 3 del VEGF (VEGFR3) (64). También se
ha demostrado que los factores de creci-
miento de fibroblastos, tales como FGF1 y
FGF2, inducen la linfangiogénesis (65). El
gen PROX1 induce la expresion de FGF3, lo
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que trae como consecuencia el aumento de
sensibilidad de los vasos linfaticos por los
factores de crecimiento de fibroblastos
(66). Por otro lado es importante senalar
que el bloqueo de la linfoangiogénesis por
la inhibicion de antagonistas de VEGFR-3,
inhibe la metastasis (67).

Las integrinas de las células endotelia-
les también contribuyen a la regulacién de
la angiogénesis y la linfoangiogénesis. Las
integrinas son proteinas transmembrana
compuestas por diferentes sub-unidades ca-
paces de formar mas de 20 heterodimeros
diferentes que unen tanto proteinas de la
matriz extracelular como ligandos de la su-
perficie celular a través de secuencias pep-
tidicas cortas (68). Es importante senalar
que los vasos quiescentes expresan un tipo
de integrinas, mientras que los vasos que
experimentan angiogénesis expresan tipos
distintos. Por otra parte, una serie de pro-
teasas extracelulares, que se encuentran fi-
sica y funcionalmente conectadas con las
integrinas proangiogénicas, que también in-
tervienen en el proceso (69)..

En el caso particular de la expresion
de la integrina denominada avb3, la misma
es minima en el endotelio en reposo, pero
durante la angiogénesis aumenta notable-
mente y la inhibicién de su interaccion con
su ligando es inductora de la apoptosis en-
dotelial. De esta forma, avb3 acttia como
un biosensor para facilitar la muerte celu-
lar cuando el endotelio interacciona con
una matriz extracelular “inapropiada”, lo
cual facilita una morfogénesis vascular co-
rrecta y evita la formacion de vasos, lo que
indica que es un importante blanco tera-
péutico (70).

Las enzimas proteoliticas tales como
las metaloproteasas y sus inhibidores, y el
activador del plasmindégeno, controlan la
angiogénesis, destacando, adicionalmente,
que estas moléculas deben estar presentes
a concentraciones criticas para promover la
invasion, y es por cllo necesaria la presencia

de inhibidores, tal como por ¢jemplo, el in-
hibidor de la metaloproteasa MMP2
(TIMP2), presente en la superficie celular
para poder c¢jercer la actividad proteolitica
(71). Durante la migracion de las células
endoteliales, el bFGF induce la expresion
del activador de plasmindgeno tipo uroqui-
nasa (u-PA) y del tipo tisular (t-PA); del in-
hibidor del activador de plasmin6geno-1
(PAI-1) y del receptor de u-PA.

Una vez que las células endoteliales se
activan por acciéon del estimulo angiogéni-
co, su fenotipo cambia notablemente, pro-
duciéndose un cambio de su forma plana a
redondeada, a lo cual se suma la liberacion
de una serie de proteasas que le permitirdn
disolver su membrana basal. Aunque se han
implicado proteasas de diversas familias en
el proceso de la angiogénesis, las que pare-
cen tener un papel mas importante son el
activador de plasminégeno y las metalopro-
teasas de matriz extracelular (MMPs). Adi-
cionalmente, el factor VEGF también esti-
mula, en las células endoteliales, la produc-
cion de los activadores de plasmindgeno y
de sus inhibidores.

Con respecto a las MMPs, se han impli-
cado en fenémenos que requieren la angio-
génesis, tales como lo son la artritis y la ci-
catrizacion de heridas. Algunos de los facto-
res angiogénicos, tales como VEGF, bFGF,
IL-1 y TNF-a estimulan la produccion de
MMP-1, MMP-3 y MMP-9 por las células en-
doteliales; adicionalmente, algunos inhibi-
dores de MMPs son inhibidores de la angio-
génesis tanto in vivo como in vitro (72,
73).

Durante la angiogénesis, la accion de-
gradadora, ejercida por las enzimas proteo-
liticas, estd implicada en, por lo menos,
tres pasos de este proceso: a) degradacion
de la membrana basal, b) migracion, ¢) for-
macion del lumen vascular.

Estas enzimas también pueden modu-
lar la actividad de los factores angiogéni-
cos, bien sea por la activacion directa de ci-
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toquinas latentes, tales como el TGF-7B, o
de forma indirecta, liberando citoquinas
unidas a la matriz extracelular, tales como
el b-FGF (74).

METASTASIS

Dos son los procesos que definen la
malignidad de un tumor: El primero es la
capacidad de sus células para invadir e infil-
trar los tejidos adyacentes y el segundo el
poder migrar y crecer en tejidos distantes,
proceso conocido como metastasis. Estric-
tamente, estos procesos no son exclusivos
del céancer, sino que también se producen
en tejidos sanos, como es la invasion del
trofoblasto durante el embarazo o la salida
de leucocitos del torrente sanguineo hacia
los focos de infeccion (diapédesis leucocita-
ria) (75).

Los fenomenos de la infiltracion y la
metastasis no son de caracter puramente
mecanico, ya que las células no entran ca-
sualmente en el torrente sanguineo para
provocar la aparicion de los focos metasta-
sicos, para que ello ocurra es necesario que
se produzcan importantes cambios genéti-
cos en el tumor, con la expresién de genes
que codifican proteinas que permiten la se-
paracion de las células vecinas, romper la
membrana basal y viajar por el torrente san-
guineo (76). Es evidente que estos procesos
y cambios genéticos son de gran compleji-
dad, y se producen en fases muy tempranas
del desarrollo del tumor, en su mayoria du-
rante la etapa de crecimiento asintomatico
del mismo.

Las caracteristicas clinicas en el can-
cer son claramente entendidas al conside-
rarse la principal limitacion que se encuen-
tra para la curacién de un paciente: enfren-
tar la heterogeneidad tanto de los tumores
primarios como de sus metastasis. En un
tumor maligno existen diferentes sub-pobla-
ciones celulares con distintos grados de di-
ferenciacion, proliferacion y capacidad me-

tastasica, a lo cual hay que sumar la com-
pleja e incierta respuesta a los tratamientos
(77). Siempre habra que considerar que las
sub-poblaciones o clones celulares se van
adaptando y seleccionando en funcién de
los cambios del medio ambiente, tales
como hipoxia, tipo de agentes citotoxicos,
radiacion, etc.

En el proceso de desarrollo de la me-
tastasis no todos los clones generados son
iguales, lo cual se hace evidente durante su
crecimiento por una heterogeneidad obser-
vable en su comportamiento, reflejando no
solo la que afecta al tumor primario, sino
también a las metastasis. Tal heterogenei-
dad se debe principalmente a la inestabili-
dad genética de las células tumorales y a la
seleccion de sub-poblaciones mutantes du-
rante el desarrollo y fases del proceso tumo-
ral. Entre los factores que contribuyen a
esta inestabilidad destacan las mutaciones
del oncogen p53, los genes implicados en la
reparacion del ADN, los genes de la apopto-
sis y los genes que intervienen en la regula-
cién del ciclo celular, entre otros (78).

El estudio de la angiogénesis es, en la
historia natural del cancer, de gran impor-
tancia, ya que la creacion de una nueva red
capilar marcara un antes y un después en la
evolucién de cualquier tumor. Al hacerse el
crecimiento mas rdpido ante el aumento de
la fraccién de células proliferativas induci-
das por una mayor accesibilidad al oxigeno
y nutrientes, se facilita la diseminacion tu-
moral, jugando todo ello un papel funda-
mental en la infiltracién y la metastasis
(79). Tanto la hipoxia en si, como las alte-
raciones genéticas en la cascada de senali-
zacioén conducen a una expresién constituti-
va del factor HIF-1 con la consecuente neo-
vascularizacion que facilita la dispersion del
tumor (80).

Estudios inmuno-histoquimicos sena-
lan que HIF-1 y HIF-2 se encuentran so-
bre-expresados en los tumores primarios y
las metdstasis en el cdncer humano, donde
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su nivel de expresion es el resultado de la
hipoxia, y esta correlacionado tanto con la
angiogénesis tumoral como con la mortali-
dad (81). La progresién tumoral y la inva-
sién, estdn asociadas con el incremento de
la capacidad de las células tumorales de
promover la remodelacion de la matriz ex-
tracelular, aumentar la migracion celular y
romper la membrana basal. Estos fenéme-
nos son posibles por la accién del factor
HIF-1, que induce una serie de genes entre
los que se encuentran aquellos que sinteti-
zan la vimentina (82), la fibronectina (83),
las queratinas (84), la metaloproteasa-2
(MMP2) (85), la catepsina D (86) vy el recep-
tor de la urokinasa plasminégeno (uPAR)
(87).

Hay otros factores que promueven la
migracion que también estan bajo la induc-
cién de HIF-1, tales como el receptor cito-
quina CXCR4 (88), v el receptor tirosina
quinasa del encogen c-Met (89).

En un tumor pueden existir dreas de
hipoxia aguda y crénica, la primera se en-
cuentra cerca de los vasos sanguincos, lo
cual hace que las células tumorales tengan
acceso directo a ellos, facilitando por tanto
la metastasis, ello en contraposicion a las
células en 4reas de hipoxia crénica. Por
otra parte, los vasos linfaticos tienden a lo-
calizarse en la periferia de los tumores, por
lo que la hipoxia aguda promueve en la pe-
riferia del tumor la invasion y la migracion
de las células tumorales via los vasos linfati-
cos, lo cual incrementa la metastasis en los
ndédulos linfaticos (90, 91).

Ha sido bien establecido que muchos
tumores humanos desarrollan un micro-am-
biente fisiopatoldgico durante su creci-
miento, caracterizado por una red micro-
vascular irregular que hacen posible regio-
nes de células hipoxicas. Por otra parte, hay
una sustancial heterogencidad en la propor-
cién de células hipoxicas en cada tumor,
debido al desarrollo estocastico de su vascu-
larizacion (92).

Existen sistemas de reconocimiento in-
tercelular que hacen factible que las células
de un mismo tejido se adhieran entre si, lo
cual es condicion indispensable para la es-
tabilizacién de la arquitectura tisular. Dos
clases diferentes de moléculas de adhesion
celular, CAMs (cell adhesion molecules) ope-
ran en la mayoria de los animales multice-
lulares, un grupo es calcio dependiente, en
tanto que el otro no lo es. En los tejidos de
los vertebrados, las cadherinas son las molé-
culas responsables de la adhesién intercelu-
lar, la mayoria son glucoproteinas de trans-
membrana que contienen sitios de unién al
calcio, por lo cual ellas son dependientes de
este elemento (93). Las primeras tres cad-
herinas descubiertas fueron nombradas de
acuerdo con el tejido del cual se aislaron.
La E-cadherina se obtuvo de las células epi-
teliales, la N-cadherina de las células ner-
viosas y la P-cadherina de la placenta. La
molécula de adhesion intercelular E-cadhe-
rina (CDE) es un elemento esencial respon-
sable del mantenimiento de la homeostasis
y arquitectura de los epitelios, jugando un
papel fundamental en el proceso de inva-
sion tumoral (94), por lo que su pérdida de
expresion o funcion esta directamente aso-
ciada a la adquisicién de la capacidad inva-
siva (95). Adicional a ello, también se ha
identificado una serie de factores de trans-
cripeién que acttian como represores de la
expresion del gen CDE, que participa de
forma directa, en la adquisicién del fenoti-
po invasivo (96).

Una de las caracteristicas de las célu-
las tumorales es la pérdida de inhibicion de
la proliferacién por contacto, lo que permi-
te que las células crezcan en cultivo for-
mando focos. Esta propiedad estd origina-
da, al menos en parte, por la pérdida de ex-
presion de CDE asociada a la activacion de
una via de senalizacién intracelular en la
que participa la B-catenina (97).

La E-cadherina desempena un papel
central en el control de la transicién epite-
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lio mesenquimal o trans-diferenciacion
(TEM), va que la pérdida de su expresion o
funcién esta correlacionada con la capaci-
dad de las células epiteliales de adoptar una
morfologia invasiva y migratoria tipicamente
mesenquimal (98). La TEM es un proceso
complejo, generalmente reversible, que co-
mienza con la rotura de las uniones interce-
lulares y la pérdida de polaridad apico-basal,
tipica de las células epiteliales, las cuales se
transforman en células tipo fibrobldstico con
caracteristicas migratorias e invasivas. Este
proceso ocurre “in vivo” durante el desarro-
llo embrionario y en algunos mecanismos,
patolégicos o no, como la reparacion de he-
ridas o la progresion tumoral (99).

Existen evidencias que sugieren que la
hipoxia juega un papel importante en los
cambios que ocurren en las uniones inter-
celulares, por lo cual ella estaria envuelta
en la iniciacién de la progresién tumoral
(100). En la hipoxia la activacion del factor
HIF-1 est4 asociada con la pérdida de la ex-
presion de la E-cadherina, habiéndose en-
contrado en el cancer renal la mutacion en
el gen supresor von Hippel Lindau (VHL),
que conduce a una activacién del factor
HIF-1 con la consecuente supresiéon de la
expresion de la E-cadherina (101). El meca-
nismo por el cual la hipoxia inactiva la ex-
presion de la E-cadherina esta controlado a
nivel transcripcional por el factor nuclear
denominado Snail/Slug, por lo que su acti-
vacion suprime la expresion de E-cadherina
(102). El factor de transcripcion Snail ac-
tia como un potente represor de la expre-
sion de E-cadherina y por tanto como in-
ductor de la transicion epitelio-mesenqui-
mal (103). Las enzimas lisil-oxidasa 2
(LOXL2) y 3 LOXL3) interactiian y coope-
ran en la expresion de la E-cadherina me-
diada por ¢l factor Snail, el cual posee dos
lisinas, la Lys 98 y la Lys 137, muy impor-
tantes para su estabilidad, cooperacién con
la lisil-oxidasa y para su funcién en el con-

trol de las transiciones epitelio-mesenqui-
males.

La sobre-expresion de las enzimas
LOXL2 o LOXL3, en células epiteliales, in-
duce el proceso de migracion celular, lo
cual sugiere que la sobre-expresion de estos
mismos genes, u otros con funciones equi-
valentes, podria jugar algin papel en la me-
tastasis de tumores del tejido epitelial
(104). Estas evidencias sugieren que las en-
zimas lisil-oxidasas (LOX) son responsables
de las propiedades invasivas de las células
tumorales hipoxicas inducidas por el factor
HIF1 (105, 106).

Por otra parte, el modulador HDAC6
de TGF-B1 induce la transicion epitelio-me-
senquimal, y juega un papel critico en la
progresion tumoral (107). La represion de
los genes E-cadherina puede ocurrir a tra-
vés de la induccion de Slug por intermedio
de TGF-B1 (108, 109).

El factor de transcripcién Twist es un
regulador de la gastrulacion, y estd implica-
do como mediador de la metéstasis en el
cancer (110), por lo que la co-expresion de
HIF1, Twist y Snail, en tumores primarios,
promueve la metdstasis en respuesta a hipo-
xia intra-tumoral (111).

Las células tumorales expresan integri-
nas que transmiten al interior de las célu-
las, senales promotoras del crecimiento, y
su activacion es consecuencia de su interac-
cién con moléculas de la matriz extracelu-
lar. Tanto los receptores de los factores de
crecimiento, como las integrinas, activan la
via intracelular de transmision de sefales
Sos-Ras-Raf-MAPK (112). Hay que destacar
que la proteina Ras se encuentra alterada
en el 25% de los tumores humanos, trans-
mitiendo sefiales de crecimiento, aunque
no reciba el estimulo de las moléculas que
la preceden en la via de transmisién de se-
fales. Esta via, en la que interviene la pro-
teina Ras, estd conectada con otras vias de
transmision de sefales, las cuales aumen-
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tan la proliferacion celular y la capacidad
de supervivencia de la célula.

La idea de que el exceso de prolifera-
cién tumoral es una consecuencia de la ac-
tivacion de senales de crecimiento en la
propia célula tumoral es cierta, pero seria
una simplificacion si dejara de considerarse
la participacién de sefiales de crecimiento
adicionales. Una caracteristica muy impor-
tante de las células tumorales es la capaci-
dad de utilizar, en su provecho, senales pa-
racrinas del tumor y senales endocrinas del
organismo, tales como las sefales paracri-
nas de los fibroblastos y de las ¢élulas endo-
teliales (113, 114).

En conclusion, éstas y muchas otras in-
vestigaciones muestran la importancia fun-
damental del factor HIF-1 como sensor de
oxigeno en el organismo, especificamente
en la biologia de la célula maligna y el pa-
pel preponderante que desempena en la
progresion tumoral. Esto hace necesario
que se profundice atin mds en su estudio
para asi alcanzar un mayor conocimiento de
sus mecanismos de acciéon y se haga un ma-
yor énfasis en los estudios farmacoldgicos
que puedan asegurar la utilizacion de inhi-
bidores de la actividad del factor HIF-1 a fin
de inhibir la angiogénesis y la metastasis en
los tumores s6lidos mas frecuentes.
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