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I. RESUMEN  
 

LA ESTABILIZACIÓN DE HIF-1α INDUCE LA EXPRESIÓN DE GEFS CLAVES PARA 
LA ACTIVACIÓN DE RAB5 
 

INTRODUCCIÓN: Estudios previos de nuestro laboratorio evidenciaron que la GTPasa pequeña 

Rab5 promueve la adquisición y mantención de características de malignidad tumoral en condiciones 

de hipoxia, lo cual pareciera ser dependientes del factor de transcripción HIF-1α, pero sin cambios 

evidentes en los niveles de Rab5 total, sino que solo se observó un incremento de su activación. Este 

aumento de Rab5-GTP dependiente de la hipoxia potenció posteriormente la migración, invasión y 

metástasis en modelos tanto in vitro como in vivo.  Dado que la activación de Rab5 es promovida por 

factores de intercambio de nucleótido de guanina (GEFs) específicos, y que algunos de ellos 

participan en la migración celular, se plantea la siguiente hipótesis: “La estabilización de HIF-1α 

aumenta los niveles de Rab5-GTP mediante la inducción transcripcional de GEFs, promoviendo la 

migración e invasión tumoral en las líneas celulares A549 y RCC”. 

 Para abordar esta hipótesis, se plantearon los siguientes objetivos: (1) Determinar si HIF-1α induce 

la activación de Rab5  por estímulos dependientes  e independientes de  hipoxia celular. (2)  Identificar 

GEFs de Rab5 inducidas por hipoxia y determinar si esta inducción depende de HIF-1α. (3) 

Determinar si la GEF ALS2 inducida por HIF-1α participa en la activación de Rab5,  la migración y 

la invasión de células tumorales en hipoxia. METODOLOGÍA: Los niveles de Rab5-GTP fueron 

medidos utilizando la técnica de pull-down en la línea celular de carcinoma renal RCC, RCC+vhl y en 

la línea celular de adenocarcinoma pulmonar A549. La expresión y actividad de HIF-1α fueron 

disminuidas mediante la transfección de RNAs interferentes (siRNAs) y con el uso de un inhibidor 

farmacológico selectivo contra HIF-1α (inhibidor C26H29NO5 ), respectivamente. Ambos tratamientos 

fueron realizados en condiciones de hipoxia y normoxia por 24 h. Además, se midieron los niveles 

de Rab5-GTP de forma independiente a la hipoxia, determinándose la dependencia de HIF-1α 

mediante la transfección ectópica con los plasmidios codificantes para HIF-1α/WT o 

HIF-1α/P402A/P564A (mutante no degradable) en normoxia, y el uso de células RCC que estabilizan 

a HIF-1α de forma endógena. Los niveles de mRNA de las GEFs de Rab5 (Rabex-5, RIN1, RIN2, 

RIN3 y ALS2) se midieron por RTqPCR y posteriormente, se evaluaron los niveles proteicos de la(s) 

GEF(s) seleccionada(s). Además se evaluó la expresión de esta(s) GEF(s) en células de carcinoma 

renal RCC y RCC+vhl. Posteriormente identificamos elementos de respuesta a hipoxia (HREs) 

putativos en la secuencia genética de ALS2 (una de las GEFs identificadas) mediante análisis in-

sílico. Para determinar una posible interacción física entre el promotor de ALS2 y HIF-1α, se realizó 

la técnica de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP). Finalmente, las células A549 fueron 

transfectadas con siRNAs contra ALS2, para luego evaluar los niveles de Rab5-GTP utilizando la 
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técnica de pull-down, migración mediante transwell y la invasión tumoral mediante el uso de 

matrigeles, todo lo anterior se realizó bajo el estímulo normoxia e hipoxia. RESULTADOS: La 

estabilización de HIF-1α fue necesaria para la activación de Rab5 por hipoxia, como se demostró 

mediante los tratamientos con siRNA y el inhibidor C26H29NO5. También observamos que la 

estabilización de HIF-1α independientemente de la hipoxia tumoral, indujo la activación de Rab5, lo 

cual se demostró mediante la transfección con HIF-1α (P402A/P564A) y el uso de células RCC. 

También, la hipoxia aumentó los transcritos de las GEFs RIN2, ALS2 y RIN3, mientras que en el 

modelo celular RCC, la estabilización endógena de HIF-1α en normoxia, aumentó solo la expresión 

de ALS2. Posteriormente, cuando se cuantificaron los niveles proteicos, observamos que tanto las 

células A549 sometidas a hipoxia como las células RCC en normoxia, poseen mayores niveles 

proteicos de ALS2, los cuales fueron dependientes de la expresión de HIF-1α, como se observó 

además al utilizar el inhibidor C26H29NO5  y siRNA contra HIF-1α.  Luego, mediante la técnica de 

ChIP en condiciones de hipoxia, se demostró que HIF-1α se une físicamente al promotor del gen de 

ALS2, específicamente en el HRE(-782/-788).  Finalmente, se observó que ALS2 fue necesaria para 

la activación de Rab5, para la migración celular y la invasión de células tumorales en condiciones de 

hipoxia. DISCUSIÓN: En este trabajo, demostramos que la hipoxia y HIF-1α promueven la 

expresión de la GEF de Rab5 ALS2, la cual es necesaria para la activación de Rab5, migración e 

invasion celular sean inducidas en condiciones de hipoxia. También reportamos por primera vez que 

HIF-1α se une directamente al promotor proximal de ALS2 en células tumorales A549, presentando 

el primer enlace entre ALS2 y la mantención de características asociadas con la malignidad tumoral 

inducida por hypoxia, lo cual ocurre vía HIF-1α. 
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II. ABSTRACT 

HIF-1α STABILIZATION INDUCES THE EXPRESSION OF KEY GEFS FOR RAB5 
ACTIVATION 

INTRODUCTION: Previous studies from our lab have shown that the small GTPase Rab5 promotes 

the acquisition and maintenance of characteristics associated with malignancy in hypoxia and 

dependent on the transcription factor HIF-1α, which stimulates Rab5 activity, leading to increased 

tumor cell migration, invasion and metastasis, as shown in in-vitro and in vivo models. Given that the 

activation of Rab5 is promoted by specific guanine nucleotide exchange factors (GEFs), and that 

some of them participate in cell migration, the following hypothesis is proposed: “HIF-1α increases 

the level of Rab5-GTP in hypoxia through the transcriptional induction of GEFs who promotes the 

migration and invasion of tumor cells A549 and RCC”. To address this hypothesis, the following 

objectives were proposed: (1) To determine if HIF-1α induces the activation of Rab5 by dependent 

and independent stimuli of cellular hypoxia. (2) Identify Rab5 GEFs induced by hypoxia and 

determine if this induction depends on HIF-1α. (3) To determine if GEF ALS2 induced by HIF-1α 

participates in the activation of Rab5, migration and invasion of tumor cells in hypoxia. 

METHODOLOGY: Rab5-GTP levels were measured in pull-down assays, using two 

complementary models, A549 lung adenocarcinoma cells exposed to hypoxia, and the renal cell 

carcinoma (RCC and RCC+vhl) model, which allows endogenous stabilization of HIF-1α 

(independently of hypoxia). HIF-1α expression and activity were reduced by small interference RNA 

(siRNA) and pharmacological inhibition (C26H29NO5 inhibitor of HIF-1α), respectively. These 

treatments were performed under normoxia or hypoxia for 24 h. Moreover, Rab5-GTP levels were 

measured independently of hypoxia upon ectopic transfection with plasmids encoding for 

HIF-1α/WT and HIF-1α/P402A/P564A (non-degradable mutant) and in RCC cells exposed to the 

C26H29NO5 inhibitor. The mRNA levels for Rab5-GEFs Rabex-5, RIN1, RIN2, RIN3 and ALS2 were 

measured by RT-qPCR, and then, selected GEFs were validated by Western blotting in RCC (non-

hypoxia) and A549 (hypoxia) models, and the requirement of HIF-1α was evaluated by siRNA and 

pharmacological inhibition. Thereafter, by an in-silico analysis, we identified putative Hypoxia 

Response Elements (HREs) in the promoter region of the gene encoding for ALS2. To evaluate a 

possible interaction between the ALS2 promoter and HIF-1α, we performed Chromatin 

ImmunoPrecipitation assays (ChIP). Finally, A549 cells were transfected with siRNA sequences 

targeting ALS2, to evaluate its requirement for Rab5-GTP loading, cell migration and invasion 

induced by hypoxia. RESULTS: HIF-1α was required for Rab5 activation by hypoxia, as shown by 

several approaches, including siRNA targeting and pharmacological inhibition of HIF-1α under 

hypoxic conditions. Also, we observed that HIF-1α stabilization (independently of hypoxia) is enough 
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to promote Rab5 activation, as shown in transfection experiments with a stabilized mutant of HIF-1α 

(P402A/P564A) and in the RCC/RCC+vhl  model of endogenous HIF-1α stabilization. Moreover, 

hypoxia augmented mRNA levels of RIN2, RIN3 and ALS2; however, in RCC cells, endogenous 

stabilization of HIF-1α increased ALS2 mRNA levels, but not those encoding for any other GEFs. 

By western blotting, we showed that both hypoxia and endogenous stabilization of HIF-1α (RCC 

model) increase ALS2 protein levels, in a manner that depended on HIF-1α, as shown by siRNA and 

pharmacological approaches. Our ChIP experiments showed that HIF-1α binds to the putative HRE 

sequence (-782/-788 pb) in the promoter of ALS2. Finally, by siRNA-mediated targeting, we 

observed that ALS2 is necessary for Rab5 activation, cell migration and invasion under hypoxic 

conditions. DISCUSSION. In this work, we demonstrated that hypoxia and HIF-1α promote the 

expression of the Rab5-GEF ALS2, which is necessary for Rab5-GTP loading, tumor cell migration 

and invasion induced by hypoxia. Also, we report for the first time that HIF-1α binds directly to the 

ALS2 promoter in A549 tumor cells, representing the first link between ALS2 and the maintenance 

of characteristics associated with tumor malignancy induced by hypoxia via HIF-1α. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
17 

 

III. INTRODUCCIÓN  
 

Estudios recientemente publicados por la Agencia Internacional para la Investigación del cáncer 

(IARC) perteneciente a la Organización Mundial de la Salud, reportaron que durante el período que 

comprende el año 2018, a nivel mundial, fallecieron 9.555.027 personas a causa del cáncer y, en 

nuestro país, fallecieron 95.700 personas, lo cual superó 3,8 veces la mortalidad publicada el año 

2015 (Ferlay et al., 2015).   Al mismo tiempo, la Organización Mundial de la Salud, estimó que para 

el año 2030, la tasa de mortalidad por cáncer aumentaría a 16.388.459  pacientes (Ferlay et al., 2018). 

 Por este motivo, resulta de gran interés estudiar, conocer y divulgar los mecanismos celulares y 

moleculares que utilizan las células tumorales para alcanzar las etapas avanzadas del cáncer. 
 

 

EL CÁNCER 

El cáncer es un síndrome genético multifactorial, que comienza con mutaciones en genes que 

controlan el progreso del ciclo celular (Burkhart & Sage, 2008, Deshpande et al., 2005). Si estas 

mutaciones no son corregidas por los respectivos sistemas de reparación, pueden desencadenar un 

descontrol en la proliferación celular.  

El aumento en la proliferación de las células tumorales, induce un aumento del metabolismo 

energético, lo cual puede ser acompañado además, por la inhibición de la muerte celular programada, 

dando lugar a la formación de masas compuestas por células tumorales aberrantes que posteriormente, 

desencadenan alteraciones en el funcionamiento normal del tejido de origen (Egeblad et al., 2010).  

A medida que las células tumorales acumulan mutaciones,  comienzan a adquirir un fenotipo 

mesenquimal, desarrollando así  la capacidad de migrar y digerir  la membrana basal. De esta forma, 

las células tumorales pueden invadir tejidos vecinos cuando alcanzan el sistema vascular y linfático, 

mediante el cual las células cancerosas se trasladan a órganos distantes. Este evento es un proceso 

conocido como metástasis, y provoca la muerte de los pacientes afectados por la enfermedad (Nguyen 

et al., 2009)  (figura 1). 

A medida que el tamaño tumoral aumenta, también aumenta la demanda de oxígeno por parte de las 

células tumorales. En este instante, las células cancerosas expuestas a bajos niveles de oxígeno, 

responden promoviendo cambios adaptativos, entre los cuales destacan la inducción y secreción de 

factores proangiogénicos, promoviendo la proliferación y migración de células endoteliales para 

inducir la angiogénesis (Dang & Semenza, 1999, Hanahan & Weinberg, 2011). Sin embargo, en 

condiciones tumorales, la nueva red vascular se presenta desorganizada y poco eficiente en términos 

del aporte de nutrientes y oxígeno al tumor (Hashizume et al., 2000).  
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Como resultado de la ineficiente angiogénesis, las células más alejadas a la fuente de irrigación 

experimentan un bajo suministro de oxígeno, la cual es una característica propia del microambiente 

tumoral conocida como hipoxia tumoral  (Bertout et al., 2008). 
 

 
 
Figura 1. Origen y progresión del cáncer. Las mutaciones en genes claves (puntos de control) para la 
proliferación o muerte celular, llevan a un aumento de la capacidad proliferativa, metabólica, angiogénica e 
invasiva de las células tumorales, entre otras (Hanahan & Weinberg, 2011). Una vez que las células tumorales 
evaden todo tipo de control, tal  como la apoptosis y la proliferación, la masa tumoral comienza a crecer e 
induce la secreción de factores proangiogénicos. De esta manera, las células tumorales sustentan la rápida 
proliferación y crecimiento tumoral. Posteriormente las células tumorales comienzan a degradar la membrana 
basal para invadir tanto tejidos vecinos, como distantes (metástasis), siendo este último uno de los principales 
eventos asociados a una alta mortalidad. 
 
 

 
HIPOXIA Y PROGRESIÓN DEL CÁNCER 

El aire que inspiramos se distribuye dentro del cuerpo en relación a los requerimientos metabólicos y 

estado funcional de cada órgano y tejido. De esta forma, en condiciones fisiológicas, cada órgano 

posee su propio estado de oxigenación normal  o estado de normoxia (Carreau et al., 2011).  

La presión parcial de oxígeno (pO2) que inspiramos es de 160 mm de Hg (situación a nivel del mar), 

lo que corresponde a un 21% de oxígeno ambiental. Una vez en los pulmones, el oxígeno se transporta 

a través de la circulación sanguínea, desde los capilares alveolares a los diversos órganos y tejidos 

con un consumo fisiológico de oxígeno  entre un 2 y 9%, por lo que valores inferiores al 2% de 

oxígeno (o 10 mm Hg), se definen como hipoxia celular (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007).  

 

La hipoxia a nivel tumoral, es definida como la disminución de los niveles parciales de oxígeno en el 

microambiente de las células tumorales, donde las células más alejadas a la fuente de irrigación son 

las células más afectadas (Brahimi-Horn & Pouyssegur, 2007). En este contexto, la hipoxia, es capaz 

de promover el desarrollo de respuestas adaptativas, induciendo la transcripción de diversos genes 
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relacionados con la sobrevida, como el aumento del potencial angiogénico, metabólico y metastásico 

de las células tumorales (Brizel et al., 1996, Chen et al., 2010, Graham et al., 1999, Lunt et al., 2009, 

Sullivan & Graham, 2007) (ver figura 2). 

De esta forma, la hipoxia ha sido reconocida como un importante inductor de eventos oncogénicos y 

de respuestas tumorales adaptativas. Estas respuestas adaptativas son en gran parte, mediadas por el  

factor de transcripción inducible por hipoxia, HIF-1 (Hipoxia Inducible Factor 1), el cual ha sido 

reconocido como el regulador maestro de la homeostasis del oxígeno y respuestas relacionadas a la 

sobrevida de las células tumorales (Vaupel & Mayer, 2007). 
 
 

 

 
Figura 2. La hipoxia tumoral promueve la adaptación de las células cancerosas. A) A medida que aumenta 
el tamaño de la masa tumoral, la presión parcial de oxígeno disminuye, afectando principalmente a las células 
tumorales más lejanas a la fuente de irrigación (células azules oscuras). En respuesta, las células tumorales 
inducen la formación de nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) para intentar compensar los niveles de 
oxígeno. B) A medida que disminuyen los niveles parciales de oxígeno, HIF-1α se estabiliza y promueve la 
expresión de respuestas adaptativas, entre ellas la inducción transcripcional y posterior síntesis proteica de 
VEGFA. Adaptado de Brahimi-Horn C, Pouysségur J. Bull Cancer 2006, Vol. 93 (8), 73-80. 
 

 

HIF-1α, EL FACTOR DE TRANSCRIPCIÓN INDUCIBLE POR HIPOXIA 

HIF-1 es un heterodímero compuesto por 2 subunidades, una es HIF-1β, la cual se expresa de forma 

constitutiva a nivel nuclear y HIF-1α, la cual en normoxia, posee una vida media corta (2 minutos), 

ya que su degradación es regulada por oxígeno. De esta manera, la expresión de HIF-1, es 

determinada principalmente por la estabilización de la subunidad HIF-1α y posterior 

heterodimerización con HIF-1β a nivel nuclear (Chan & Giaccia, 2007).  
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La subunidad HIF-1α es inestable en normoxia, ya que es degradada de forma constante. La señal de 

degradación de HIF-1α comienza con la acción de las enzimas prolil-hidroxilasas, las que posterior a 

su activación, reconocen los residuos de prolinas 402 y 564 de HIF-1α y posteriormente adicionan un 

grupo hidroxilo (OH) (Wang & Semenza, 1995). Esta señal de hidroxilación, lleva a que 

posteriormente la proteína supresora de tumores Von Hippel Lindau (VHL), la cual actúa como E3 

ubiquitin-ligasa, reconozca a HIF-1α hidroxilada, marcándola para su degradación vía proteosoma 

(Huang et al., 1998).  

Por otra parte, en condiciones de hipoxia, HIF-1α no es hidroxilada, ya que las prolil-hidroxilasas 

dependientes de oxígeno permanecen inactivas y por lo tanto, HIF-1α no se degrada y se acumula en 

el citoplasma. Esta aculmulación de HIF-1α la lleva a su translocación nuclear y posterior 

heterodimerización con la subunidad HIF-1β, constituyéndose así la forma activa de HIF-1. Cuando 

HIF-1 es activada,  reconoce y se une a elementos de respuesta a la hipoxia (HREs), los que 

corresponden a una secuencia de nucleótidos altamente conservada (5’-[A/G]CGTG-3´) y presente 

en el promotor de los genes blancos de HIF-1 (Semenza, 1998).  

Los genes transcritos por HIF-1, pueden ser agrupados en factores angiogénicos y transportadores de 

oxígeno, transportadores de glucosa y enzimas glicolíticas, citoquinas y factores de crecimiento, 

adhesión celular, migración, invasión y metástasis, entre otros (Eisinger-Mathason et al., 2013, 

Semenza, 1998, Vaupel & Mayer, 2007).  

 

En los últimos años, se ha establecido una relación directa entre la hipoxia tumoral, la metástasis, y 

el mal pronóstico de pacientes con diferentes tipos de cánceres, situación que ha aumentado el interés 

por identificar genes inducidos por HIF-1 que estén relacionados con el control de la migración e 

invasión de células tumorales, como eventos claves que conducen a la metástasis. 

 

 

MECANISMOS MOLECULARES IMPLICADOS EN LA MIGRACIÓN E INVASIÓN 

CELULAR INDUCIDOS POR HIPOXIA  

La migración celular es un proceso fundamental en diferentes contextos fisiológicos, tal como el 

desarrollo embrionario, la respuesta inmune, y  la reparación de heridas, entre otros (Sieck, 2013). En 

contraparte, la migración celular descontrolada corresponde es una característica adquirida por las 

células tumorales, la cual es necesaria para que el tumor colonice otros tejidos (Parsons et al., 2010). 

En particular, la migración de las células tumorales ha sido descrita como una serie de pasos 

secuenciales e interrelacionados que involucran la polarización celular, la formación de extensiones 

o protrusiones celulares, la formación de nuevos sitios de contacto con la matriz extracelular, seguido 
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de la contracción del cuerpo celular y el desmantelamiento de los complejos de adhesión célula-

matriz, lo cual es reconocido como recambio de adhesiones focales (Parsons et al., 2010). Todos estos 

eventos, describen actualmente la mecánica de la migración celular.  

Las adhesiones sirven como puntos de tracción para el movimiento celular, pero además, inducen una 

red de eventos de señalización para regular la tasa de protrusiones, contractilidad y adhesión celular 

(Parsons et al., 2010, Zaidel-Bar et al., 2007). La maduración y dinámica de las adhesiones focales 

es estimulada por la activación de proteínas pertenecientes a la familia de las GTPasas Rho, como 

Rac1, RhoA y CDC42, que actúan en conjunto como interruptores moleculares, controlando el 

balance entre el ensamblaje y desensamblaje de adhesiones focales mediante la  polimerización y 

contracción de actina (Choi et al., 2008, Machacek et al., 2009).  

Los fenómenos moleculares claves para la invasión y diseminación tumoral de células epiteliales, son 

la pérdida de las adhesiones intercelulares, el aumento de la motilidad celular y la 

degradación/remodelamiento de la membrana basal (Imai et al., 2003, Yang et al., 2008). Este 

conjunto de eventos, conocido como invasión celular, requiere de la proteólisis de la membrana basal 

y de la matriz extracelular, lo cual es controlado  por proteasas específicas, entre las que destacan las 

metaloproteinasas de la matriz (MMPs), cuya expresión y/o actividad son comúnmente aumentadas 

en cáncer (Foda & Zucker, 2001, Kusukawa et al., 1993).  

Estudios recientes indican que la hipoxia y HIF-1 promueven la degradación de la membrana basal 

mediante el aumento de la transcripción y síntesis de diversas proteasas, como cathepsina D, el 

receptor activador de plasminógeno tipo uroquinasa y la metaloproteinasa MMP-2 y MMP-9 

(Krishnamachary et al., 2003). Además, tanto la hipoxia como HIF-1 aumentan la expresión de la 

enzima extracelular lisil oxidasa, la cual modifica las fibras de colágeno para aumentar la actividad 

de la quinasa de adhesiones focales (FAK), evento que conlleva a un aumento en la migración celular 

y la metástasis (Erler et al., 2006).  

  

Respecto a los fenómenos relacionados con la migración e invasión tumoral, recientemente se ha 

evidenciado que en hipoxia, HIF-1 es capaz de inducir la transcripción de reguladores claves en el 

remodelamiento del citoesqueleto de actina y la migración celular, como la GTPasa pequeña RhoA y 

la quinasa ROCK1, incrementando así la migración, invasión y metástasis de células tumorales 

(Gilkes et al., 2014).  

Consecuentemente, se ha incrementado la lista de GTPasas pequeñas inducidas por la estabilización 

de HIF-1 o por la hipoxia tumoral, entre las que destacan Ras, Rac, y CDC42 (Xue et al., 2006, 

Zieseniss, 2014). Sin embargo, poco se conoce acerca de otras GTPasas que sean relevantes en el 

contexto de la migración celular, y que sean reguladas por la hipoxia. Lo anterior cobra relevancia, a 
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la luz de que numerosos estudios han vinculado a GTPasas de la familia Rab, las que han sido 

consideradas de forma canónica como reguladores maestros del tráfico endocítico y control de la 

migración celular (Mendoza et al., 2013, Tzeng & Wang, 2016). 

 En relación con lo anterior, hemos demostrado recientemente que la hipoxia induce un aumento en 

la fracción activa de Rab5 (es decir, los niveles de Rab5-GTP), potenciando de esta manera la 

capacidad oncogénica de las células tumorales (Silva et al., 2016). 

 

 

PAPEL DE RAB5 EN LA MIGRACIÓN E INVASIÓN DE CÉLULAS TUMORALES 

Rab5 es una GTPasa pequeña, cuyo rol canónico consiste en orquestar la formación de vesículas, así 

como la fusión y maduración de endosomas tempranos y el tráfico de estos a través de la red de 

microtúbulos (Christoforidis et al., 1999, Nielsen et al., 1999). Al igual que otras GTPasas, Rab5 

cicla entre 2 conformaciones, una de ellas unida a GTP y otra unida a GDP, los cuales han sido 

definidos (desde el punto de vista funcional), como conformaciones activa e inactiva, respectivamente 

(Stenmark, 2009). Lo anterior es concertado por factores intercambiadores de nucleótido de guanina 

(GEFs), los cuales favorecen la unión de GTP, mientras que el estado inactivo es asistido por factores 

activadores de la actividad GTPasa (GAPs), los cuales promueven la hidrólisis del GTP hacia GDP 

(Dumas et al., 1999) como se observa en la  figura 3. 

 
 

Figura 3. Ciclo de activación de Rab5.  Rab5, así como cualquier Rab en general, se sintetiza en un estado 
inactivo, es decir unida a GDP. Posteriormente a su inserción en membrana, es reconocida por  GEFs 
específicas que favorecen el intercambio del nucleótido de GDP por GTP. Rab5-GTP se asocia con diferentes 
moléculas efectoras para inducir eventos de reconocimiento, fusión o destinación de membranas, así como 
vías de señalización específicas. Una vez cumplida su función, moléculas GAPs (proteínas activadoras de la 
atividad GTPasa) promueven la hidrólisis de GTP, retornando a Rab5 a su unión a GDP, es decir su 
conformación inactiva.  
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Diversos estudios de nuestro laboratorio y de otros grupos de investigación, han indicado que además 

de su función canónica, Rab5 promueve la migración celular en una amplia variedad de modelos de 

células tumorales, como las células de carcinoma pulmonar A549 (Mendoza et al., 2013), 

adenocarcinoma de colon HT-29 y melanoma murino B16-F10 (Diaz et al., 2014), MDA-MB-231, 

células de cáncer cervical HeLa, células de melanoma A375M2, células de carcinoma de colon BE, 

(Palamidessi et al., 2008), cáncer mamario MCF7 (Frittoli et al., 2014), entre muchas otras (Mendoza 

et al., 2014, Tang & Ng, 2009).  

Específicamente, se ha descrito que Rab5 promueve la formación de lamelipodios (Frittoli et al., 

2014), la activación de Rac (Palamidessi et al., 2008, Spaargaren & Bos, 1999) y la formación de 

complejos con integrinas β1, acelerando su internalización y reciclaje  (Pellinen & Ivaska, 2006, 

Torres et al., 2010), así como también el recambio de las adhesiones focales (Mendoza et al., 2013, 

Torres et al., 2010). Estos eventos han sido descritos como resultado de la sobreexpresión de Rab5, 

o bien de un aumento en el estado de activación (Rab5-GTP), siendo muy probable en este último 

estado, la participación de alguna GEF. En este contexto, existen varias GEFs de Rab5 que además 

de promover el aumento de la fracción activa, participan en la migración, invasión y/o metástasis 

tumoral (revisado en (Mendoza et al., 2014) (figura 4).  

 

 

 

 
 

Figura 4. Rab5 y la migración celular. (Adaptado de (Mendoza et al., 2014)). Rab5-GTP promueve la 
migración e invasión celular mediante su asociación a proteínas de adhesiones focales, promoviendo su 
desensamblaje para dirigir e inducir la migración celular direccional y sostenida.  
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GEFS DE RAB5 EN CÁNCER 

Todas las GEFs de Rab5 poseen en común el dominio GEF VPS9 (del inglés Vacuolar protein 

sorting) altamente conservado, desde levaduras hasta neuronas, y reconoce sólo a la GTPasa Rab5 

(Carney et al., 2006). En la literatura, algunas GEFs de Rab5 han sido vinculadas a procesos 

tumorales, entre las que destacan: RIN2 (Saito et al., 2002), la cual promueve la endocitosis de la 

integrina β1 y posterior activación de Rac, mediante el reclutamiento de la GEF TIAM1 a los 

endosomas tempranos, controlando así la adhesión de células endoteliales a la matriz extracelular, y 

promoviendo de esta manera, el remodelamiento de los vasos sanguíneos y angiogénesis, tanto en 

células normales como a nivel tumoral (Sandri et al., 2012). Es así como se ha observado que la 

activación del eje de señalización Ras-RIN2-Rab5 en células MDCK tratadas con el factor de 

crecimiento de hepatocitos (HGF), es esencial durante la transición epitelo-mesénquima (EMT), ya 

que promueve la internalización de receptores de superficie como E-cadherina (Kimura et al., 2006). 

Otra GEF de Rab5 importante en cáncer es Rabex-5, cuya sobre-expresión ha sido reportada en 

muestras de pacientes con cáncer gástrico. Y por otro lado, Rabex-5 induce también el crecimiento 

tumoral, según se ha demostrado en modelos de metastasis in vivo, donde su silenciamiento 

disminuyó de forma significativa las metástasis (Wang et al., 2014).  

Además, se ha evidenciado que la GEF de Rab5 ALS2, juega un papel clave como activador de Rab5, 

localizándose en endosomas tempranos y en el frente de avance celular, específicamente en el modelo 

de cancer cervical HeLa (Otomo et al., 2003), Por otra parte, los mismos autores demostraron que 

una mutación o deleción del dominio GEF VPS9 de ALS2, provoca un daño en las neuronas motoras 

eferentes al obstruir el tráfico endocítico y fusión endosomas tempranos dirigido por Rab5 (Hsu et 

al., 2018).   

Además, recientemente se demostró que,  luego de la inducción de estrés oxidativo en células 

tumorales, ALS2 activa a Rab5 en la mitocondria, siendo de esta manera, el complejo Rab5-ALS2 el 

encargado de promover la citoprotección, ralentizando eventos como la autofagia y apoptosis en 

células tumorales (Hsu et al., 2018). 

 

Hasta el momento, los mecanismos por los cuales  estas GEFs pueden ser reguladas en 

hipoxia son desconocidos, representando un área de intensa investigación, tanto en cáncer como en 

otras patologías. 
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RAB5 ES ACTIVADA POR LA HIPOXIA Y ES REQUERIDA PARA LA MIGRACIÓN E 

INVASIÓN DE CÉLULAS TUMORALES INDUCIDAS POR HIPOXIA  

 

En los últimos años, nuestro laboratorio se ha dedicado a investigar una posible relación entre Rab5 

y la hipoxia tumoral.  

Previamente, se demostró que las células de carcinoma pulmonar A549 expuestas a hipoxia, muestran 

un aumento significativo de la fracción activa de Rab5 (Rab5-GTP), situación que fue observada en 

diferentes temporalidades, tanto a las 6 como a las 24 h de hipoxia (figura 5). Además, en ese estudio, 

también se demostró que la migración e invasión celular promovidas por la hipoxia, dependen de la 

expresión y actividad de Rab5 (figura 6) (Silva et al., 2016). 
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Figura 6. La migración e invasión de células tumorales inducidas por la hipoxia es dependiente de 
Rab5. A) Las células A549 se crecieron a confluencia, y luego se indujo su migración por 24 h en hipoxia 
(H) y normoxia (N), utilizando suero bovino fetal como quimioatrayente. Los números dentro de los paneles 
en A muestran las veces de cambio de 4 experimentos independientes. B) Las células A549 fueron 
expuestas a 24 h de normoxia e hipoxia, luego se  sembraron en un matrigel permitiendo la invasión celular 
por 24 h (* p < 0,05; ** p < 0,01). Adaptada de Silva et al., 2016. 
 

Figura 5. La hipoxia aumenta la activación de Rab5 (adaptado de (Silva et al., 2016)). A. Las células de 
adenocarcinoma pulmonar humano A549 fueron expuestas a normoxia (21%O2) e hipoxia (1% O2) por 6 y 
24 h. Posteriormente se realizó la técnica de pull-down para obtener la fracción de Rab5 activa (Rab5-GTP), 
utilizando la proteína de fusión GST-R5BD, mostrando un aumento de Rab5-GTP a las 6 y 24 h de hipoxia. 
En B, los datos graficados corresponden al análisis densitométrico de las imágenes obtenidas en A, y 
expresadas como la normalización de la razón Rab5-GTP/Rab5 total. Los gráficos muestran el promedio ± 
el error estándar de 4 experimentos distintos (** p < 0,01). 

 

A B 

A B 
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Este conjunto de hallazgos abrieron nuevas interrogantes, dado que, si bien la hipoxia aumentó los 

niveles de Rab5-GTP, en ningún caso, y bajo ninguna de las condiciones evaluadas, se observaron 

cambios en la expresión total de Rab5 (Silva et al., 2016). Más aún, de estos estudios realizados por 

Silva y Cols, resulta intrigante que la activación de Rab5 frente a la exposición a hipoxia por 24 h, 

sea sostenida en el tiempo, lo cual fue demostrado mediante la  re-incubación de células en normoxia 

por 2 h  posterior a 24 h de hipoxia, donde también no se observaron cambios significativos en los 

niveles totales de Rab5 (Silva et al., 2016). Este antecedente nos sugiere que la activación de Rab5 

por hipoxia representaría una respuesta adaptativa, es decir vía cambios en la expresión génica, pero 

en ausencia de fluctuaciones en los niveles totales de Rab5.  

 

Los hallazgos presentados previamente, nos llevan a plantear nuevas inquietudes, siendo una 

interrogante central el mecanismo por el cual la hipoxia activa a Rab5. 

 

La posibilidad de que la hipoxia active a Rab5 vía cambios en la expresión génica de otras moléculas 

es intrigante, y más aún, si en este fenómeno están involucrados intermediarios que promuevan la 

activación de Rab5, sin inducir cambios en Rab5 total. Dado que HIF-1 es el regulador maestro en 

respuestas adaptativas frente a la hipoxia, una posibilidad atractiva es que la activación de Rab5 por 

hipoxia sea modulada por GEFs inducidas por la actividad transcripcional de HIF-1.  

 

RESUMEN DE ANTECEDENTES: 

Diversos estudios de nuestro laboratorio indican que la GTPasa Rab5 participa activamente en la 

progresión del cáncer al inducir la migración, invasión y metástasis en modelos celulares y murinos 

(in vivo). Además, recientemente encontramos que el estímulo de hipoxia (factor de mal pronóstico, 

progresión tumoral y resistencia a tratamientos) es capaz de activar a Rab5 incluso 3 veces más de 

lo observado en condiciones de normoxia, desencadenando un fuerte aumento de la capacidad 

migratoria, invasiva e incluso metastásica.  

Un antecedente importante fue que el aumento de Rab5 activo no es producto de un aumento de los 

niveles de la proteína total; lo que nos llevó a pensar que posiblemente alguna(s) GEF(s) de Rab5 

podría(n) estar involucrada(s) en el aumento de Rab5-GTP bajo condiciones de hipoxia. Por otro 

lado, existen varias GEFs de Rab5 que han sido implicadas en cáncer, como RIN1, RIN2, RIN3, 

RABEX-5 y ALS2, las cuales además poseen elementos de respuesta a la hipoxia (HREs) putativos 

en su secuencia genética. 

 

Con todos los antecedentes anteriormente indicados, se plantea la siguiente hipótesis: 
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IV. HIPOTESIS   
 

“La estabilización de HIF-1α aumenta los niveles de Rab5-GTP mediante la inducción 

transcripcional de GEFs, promoviendo la migración e invasión tumoral en las líneas celulares 

A549 y RCC” 

 
 
 

V. OBJETIVO GENERAL  
 

Dilucidar el mecanismo por el cual HIF-1α induce la activación de Rab5 y probar si este mecanismo 

dependiente de GEFs es necesario para que las células tumorales promuevan la migración e invasión 

celular.  

 

 

VI. OBJETIVOS ESPECÍFICOS:  
 

1. Determinar si HIF-1α induce la activación de Rab5, tanto por estímulos dependientes como 

independientes de  hipoxia. 

2. Identificar GEFs de Rab5 inducidas por hipoxia y determinar si esta inducción depende del factor 

de transcripción HIF-1α, tanto por estímulos dependientes como independientes de  hipoxia. 

3. Determinar si las GEFs inducidas por HIF-1α participan en la activación de Rab5, promueven la 

migración y la invasión de células tumorales en  hipoxia. 

 

 
Para organzar este escrito de manera lógica y secuencial,  los resultados reportados en esta tesis 

son presentados en 3 secciones, cada una de las cuales responde a un objetivo específico 

enumerados de forma correlativa.  
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VII. METODOLOGÍA  

 

Cultivo de celular  

Este estudio se llevó a cabo en la línea celular de adenocarcinoma pulmonar de células alveolares 

humanas A549 y carcinoma renal humano de células claras RCC y RCC+vhl. Las células utilizadas se 

subcultivaron y mantuvieron en placas de cultivo de 10 y 6 cm de diámetro, con medio de cultivo 

DMEM alto en glucosa (#SH30243.01B, Hyclone), suplementado con 10% de suero bovino fetal 

(#11550356, Gibco) y con los antibióticos penicilina 10.000 U/mL y estreptomicina 10 μg/mL (#30-

002-CI, Corning). Las células se incubaron a 37°C en atmósfera húmeda con 5% de CO2.  

 

 

Hipoxia 

Las células A549 se subcultivaron con un 50% de confluencia 24 h antes de la hipoxia y en duplicado 

(normoxia e hipoxia). La hipoxia se realizó en una cámara hipóxica Billups-Rothenberg® (California, 

USA) por 6, 12 y 24 h, utilizando una mezcla de gases certificada, con un 1% O2, 5% CO2 y 94% N2 

(Linde AGA® Chile). El procedimiento se efectuó según las instrucciones del fabricante. Una vez 

sellada la cámara, se mantuvo en un incubador a 37°C por los períodos indicados previamente. 

 

 

Amplificación y purificación de plasmidios 

Las secuencias codificantes de HIF-1α wt, HIF-1α (P402A/P564A) contenidas en los vectores 

pcDNA 3.1, se amplificaron en la cepa bacteriana Top ten de Escherichia coli, en el medio de cultivo 

Luria Bertani (LB) y purificados con el kit Midiprep PureLink® HiPure Plasmid Filter.  

En primer lugar, las bacterias se resuspendieron y se homogenizaron en vórtex. Inmediatamente se 

realizó una lisis celular con dodecilsulfato de sodio (detergente que solubiliza las membranas externas 

de las bacterias, liberando el DNA genómico y plasmidial, denaturados por NaOH presente en la 

solución). Posteriormente se neutralizó con acetato potásico acídico, provocando una rápida 

renaturación del DNA plasmidial, quedando soluble en el sobrenadante, mientras el DNA genómico 

y la mayor parte de las proteínas precipitaron debido al tratamiento previo con SDS y a la alta 

concentración de sales. Posteriormente se efectuaron una serie de lavados mediante centrifugación, 

utilizando las columnas y la solución amortiguadora de lavado presente en el kit para eliminar 

contaminantes y sales que pudieran interferir con las técnicas posteriores.  
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Seguido de estos pasos, se llevó a cabo la cuantificación del DNA plasmidial utilizando el equipo 

Cytation® y se evaluó la integridad y tamaño en Kb del DNA plasmidial mediante electroforesis en 

gel de agarosa al 0,8%. 

 

 

Transfección Celular 

Para el silenciamiento de HIF-1α, se subcultivaron 600.000 y 1.000.000 de células en placas de 6 y 

10 cm respectivamente, y se transfectaron con 10 nM de RNAs interferentes pequeños (siRNA) contra 

HIF-1α (mix de 3 siRNAs contra distintas secuencias de HIF-1α; sc-35561 Santa Cruz) y su 

respectivo control (sc-37007, Santa Cruz), utilizando el reactivo de transfección Lipofectamina 

RNAimax (#13778075, invitrogren), ambos diluidos en Optimem (#31985088, Gibco). Por otro lado, 

se transfectaron 5g de los plasmidios pcDNA 3.1 HIF-1α Silvestre (WT), y la doble mutante no 

degradable pcDNA 3.1 HIF-1α (P402A/P564A) más su control, el vector vacío pcDNA 3.1, 

utilizando el reactivo de transfección lipofectamina 2000 (#11668027, Invitrogen), Además, se 

utilizaron 100 nM de una mezcla de RNAs interferentes contra la GEF ALS2 (mezcla de 3 secuencias 

con distintos blancos, sc-60154, Santa Cruz) más su respectivo control. 

 

 

Ensayo de Pull-down  

Este ensayo es un método in-vitro usado para determinar los niveles de la fracción de Rab5 activa 

(Rab5-GTP). Esta metodología consiste en enriquecer un extracto con la fracción activa de Rab5, al 

incubar un homogenizado con la proteína de fusión constituída por la enzima Glutathion-S-

Transferasa (GST), fusionada al motivo de unión a Rab5 activo, subclonado a partir de Rabaptina5, 

un efector de Rab5 que posee el dominio R5BD, capaz de unirse específicamente a Rab5 activo (GTP) 

(Saito et al., 2002). Luego, las células se homogenizaron en una solución amortiguadora con HEPES 

25 mM (pH 7.4), NaCl 100 mM, MgCl2 5 mM, NP-40 1%, glicerol 10%, DTT 1 mM y una mezcla 

de inhibidores de proteasas. Los extractos se incubaron por 5 minutos en hielo y centrifugados a 

13.000 g durante 45 segundos a 4ºC. Los sobrenadantes se utilizaron para ensayos de precipitación 

por afinidad utilizando 30 μg de perlas de Glutathion-Sepharosa precubiertos con GST-R5BD por 

condición. Las perlas se incubaron con los sobrenadantes por 15 minutos a 4ºC en un agitador 

rotatorio. Posteriormente, las perlas fueron colectadas y lavadas 3 veces con una solución 

amortiguadora conteniendo NP-40 al 0,01%. Finalmente, se solubilizó en solución amortiguadora de 

carga de proteínas Laemmli, y se incubaron a 100°C durante 5 minutos y luego se separaron mediante 

SDS-PAGE para análisis por Western blot.  
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Western blot y anticuerpos 

Los diferentes extractos proteicos se cargaron en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) para separar 

las proteínas en función de su peso molecular mediante electroforesis. Posteriormente, se transfirieron 

a una membrana de nitrocelulosa. Para corroborar que la transferencia fue exitosa, la membrana se 

tiñó por 5 minutos con Rojo Ponceau. 

Luego de la transferencia, se realizó el bloqueo de la membrana de nitrocelulosa con gelatina al 5% 

en TBS más 0,1% de Tween-20, con el objetivo de evitar que los anticuerpos se unan de forma 

inespecífica. A continuación, se incubó la membrana con los anticuerpos primarios anti-Rab5 de ratón 

(1:500  #sc-46692, Santa cruz) y anti-actina de conejo (1:20.000 #A3854, Sigma) utilizado como 

control de carga. Además se utilizaron los anticuerpos anti-HIF-1α (1:2000  #610959, BD 

Transduction Laboratories™), Anti-HIF-1α grado ChIP policlonal de conejo (#ab2185, ABCAM), 

Anti-ALS2 monoclonal de conejo (1:15.000 #ab170896, ABCAM). 

Los anticuerpos se incubaron por toda la noche a 4°C en agitación suave y constante. Posteriormente, 

se realizaron lavados con buffer TBS más 0,1% de Tween-20 (3 lavados de 5 minutos cada uno) y se 

incubaron con los anticuerpos secundarios (anti-conejo y anti-ratón 1:5000), que contienen conjugada 

la enzima peroxidasa de rábano picante, que reacciona con el sustrato luminol/peróxido en 

concentraciones de 1:1 emitiendo una señal quimioluminiscente, la cual visualizó y fotodocumentó 

utilizando el equipo Amersham Imager 600®.   

 

 

Densitometría (cuantificación de pixeles)   

Las fotografías producto del Western Blot, se analizaron mediante densitometría sobre las bandas 

obtenidas, utilizando el software UN-SCAN-IT®. El valor obtenido corresponde a los pixeles de cada 

banda seleccionada, proporcional a la intensidad de la señal (y por lo tanto a la cantidad de proteína 

en la muestra) menos el background. Los datos obtenidos se normalizaron por la cuantificación del 

control de carga actina o Rab5 total. 

  

 

Análisis in-sílico de posibles blancos del factor de transcripción HIF-1α 

Mediante análisis computacional (in-Sílico) de las secuencias génicas completas de las GEFs de Rab5 

obtenidas de la base de datos http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/ (Gen: RIN1 

ENSG00000174791, Gen: RIN2 ENSG00000132669, Gen: RIN3 ENSG00000100599, Gen: 

RABEX-5 ENSG00000154710, Gen: ALS2 ENSG00000003393). Se identificaron sus secuencias 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/
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nucleotídicas promotoras e inicio del sitio de la transcripción (+1). Finalmente, se identificaron y 

cuantificaron las secuencias consenso (HREs) de HIF-1. 

  

 

Extracción y purificación de RNA total 

El RNA total fue extraído utilizando TRIZOL® (invitrogen, Life Techonogies) desde células A549, 

RCC, RCC+vhl, crecidas en placas de cultivo de 60 mm. Posterior a la homogenización con TRIZOL, 

se agregó cloroformo, el cual divide los componentes celulares en una capa superior acuosa que 

contiene el RNA, una fase intermedia y una fase inferior roja que contiene las proteínas y DNA. 

Luego el RNA fue precipitado con isopropanol y lavado con etanol 75% para eliminar impurezas. 

Finalmente, el RNA se resuspendió con 50 μL de agua libre de nucleasas.  

 

 

Tratamiento con DNAsa y obtención de cDNA a partir de RNA total  

Todo el RNA se sometió a un tratamiento con el Kit DNAsa de Promega®, incubando las muestras 

con la enzima DNAsa por 30 minutos a 37°C. Luego, la actividad de la enzima se detuvo con una 

solución STOP presente en el kit. Posteriormente, el RNA total se cuantificó y se determinó su pureza 

mediante la medición de absorbancias en una longitud de onda de 260 nm y 280 nm, utilizando la 

razón 260/280 = 1.8 - 2) , mediante el lector de microplacas Cytation, el cual utiliza 2 μL de muestra 

para realizar ambos procesos sin la necesidad de que la muestra sea diluida.  

Posteriormente, se preparó la reacción de master mix 2x para realizar la transcripción reversa (RT) 

con un volumen final por muestra de 10 μL utilizando la solución amortiguadora 10x RT, dNTPs mix 

100 mM, partidores aleatorios 10x y agua libre de nucleasas. Luego se prepararon 2 μg de RNA en 

10 μL de agua libre de nucleasas, y se mezcló con 10 μL de la reacción de RT, los que fueron 

incubados a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos, 84°C por 5 minutos y finalmente a 4°C 

para obtener cDNA como indica el protocolo del fabricante (Applied Biosystem ®). 

  

 
PCR en tiempo real (qRT-PCR)  

Posterior a la síntesis de cDNA correspondiente a las diferentes condiciones celulares, se realizó la 

técnica de PCR cuantitativa en tiempo real, utilizando el equipo Applied Biosystem más el reactivo 

Sybr green (life technologies), calculando posteriormente la abundancia relativa de los genes 

utilizando el método ΔΔCt. 
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Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) 

Se utilizaron células A549 con un 100% de confluencia en placas de 10 cm, previamente incubadas 

en normoxia e hipoxia por 24 h. Posterior al tiempo de incubación, las células se fijaron en 

formaldehido al 1% en PBS (#28906, Thermo Scientific) por 10 minutos y se detuvo con 0,125 M de 

glicina, luego, las células se precipitaron a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C. El precipitado obtenido se 

resuspendió en una solución amortiguadora de lisis (50 mM Hepes pH 7,8, 3 mM MgCl2, 20 mM 

KCl, 0,1%  NP-40 y 1x inhibidores de proteasas). Las células se rompieron con disgregación 

mecánica utilizando pistilo de vidrio, dando 60 golpes para separar núcleos de citoplasma, lo cual fue 

comprobado mediante tinción con tripan blue. Posterior a la disgregación, las muestras celulares se 

centrifugaron y los núcleos se resuspendieron en una solución amortiguadora de sonicación (50 mM 

Hepes pH 7,8, 140 mM NaCl,  1 mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% Deoxicolato de Sodio, 0,1% 

SDS y 1x de inhibidores de proteasas). Posteriormente se realizó la fragmentación de cromatina 

utilizando 3 pulsos de sonicación a potencia media por 10 minutos, con intervalos de 30 segundos de 

sonicación más 30 segundos de descanso para generar fragmentos de 200 a 500 pb. A continuación, 

se realizó el tratamiento con proteinasa K por 1 h a 50°C. Además, se realizó un preaclaramiento con 

IgG normal, y los anticuerpos primarios contra HIF-1α grado ChIP y se incubaron por toda la noche. 

Al otro día, se capturó el complejo DNA/proteína y se agregó proteína A/G. Luego, se realizó la 

purificación de DNA utilizando la mezcla fenol-cloroformo : alcohol isoamílico (1:27) para 

finalmente, cuantificar el nivel de enriquecimiento de HIF-1α mediante qPCR utilizando los 

partidores descritos en anexos (Tabla S3). 

 

 

Ensayo de migración celular por transwell 

El primer día, se sembraron 600.000 células en placas de 6 cm. Al otro día, se tripsinizaron y 

centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos. El precipitado celular se homogenizó con 2 mL de DMEM 

libre de suero y se sembraron 40.000 células dentro de los transwells (Transwell Costar, 6,5 mm de 

diámetro, 8 μm de tamaño de poro), los cuales fueron precubietos 24 h antes con 2 μg/mL de 

fibronectina. Posteriormente, se agregó DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal en el 

compartimento inferior del transwell (placa 24 pocillos), el cual fue utilizado como quimioatrayente 

y las células se dejaron migrar por 1 h. Finalmente, los transwell se limpiaron y tiñeron con cristal 

violeta por 1h. Al otro día se realizó el conteo celular tomando 5 microfotografías por campo 10x y 

se calculó el promedio de 3 experimentos independientes. 
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Ensayo de invasión celular en cámara Boyden 

La invasión celular se determinó a través de ensayos en cámara Boyden de matrigel de acuerdo a las 

instrucciones del fabricante (#354480, BD Biosciences). El fondo de los matrigeles fueron cubiertos 

con fibronectina a una concentración de 2 μg/mL. Posteriormente, las células fueron resuspendidas 

en medio libre de suero y se sembraron dentro del matrigel cubierto con fibronectina para migrar 

hacia el fondo del inserto, donde se agregó medio suplementado con 10% de suero bovino fetal. 

Luego de 24 h de incubación, los matrigeles se removieron y se lavaron, para luego teñirlos con 

solución de azul de toluidina 1% en metanol. Las células que migraron se cuantificaron en un 

microscopio invertido tomando 5 microfotografías por campo 10x y se calculó el promedio de 3 

experimentos independientes. 

 

 

Análisis estadístico  

El análisis estadístico de todos los experimentos planteados se realizó con al menos 3 experimentos 

independientes. Para estimar las diferencias estadísticas de 2 condiciones distintas, se utilizó el test 

de t no paramétrico con la corrección de Mann Whitney, utilizando el programa GraphPad Prism 6, 

San Diego, CA. Para comparar más de 2 condiciones experimentales diferentes, se utilizó el método 

one way ANOVA no parámetrico con la corrección de Kruskall Wallis. Para ambos análisis, se 

consideró una significancia estadística un valor  p < 0,05 (intervalo de confidencia 95%). 
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VIII. RESULTADOS 
 
 

 

1. Determinar si HIF-1α induce la activación de Rab5, tanto por estímulos dependientes como 

independientes de  hipoxia. 

Previamente en Silva et al., 2016, evidenciamos que la hipoxia de 24 h aumenta la activación de Rab5 

(Rab5-GTP), desencadenando un incremento de la migración e invasión celular (Silva et al., 2016). 

Esta situación nos llevó a estudiar si el aumento de los niveles de Rab5-GTP serían dependientes de 

la expresión de HIF-1α, el cual se estabiliza en  hipoxia de forma canónica.  

Para aclarar esta interrogante, decidimos utilizar diferentes estrategias experimentales para interferir 

con la expresión de HIF-1α y también con su actividad. La desestabilización de HIF-1α  se realizó 

bajo condiciones de hipoxia (1% de oxígeno) y también en normoxia (21% de oxígeno) por 24 h. 

 

1.1 El aumento de Rab5-GTP en hipoxia es dependiente de HIF-1α 

 

 Como primera aproximación experimental, utilizamos RNAs pequeños de interferencia (siRNA) 

contra HIF-1α (mezcla de 3 siRNAs contra distintas secuencias de HIF-1α; sc-35561 Santa Cruz) y 

su respectivo control (sc-37007, Santa Cruz) en células A549. En primer lugar, se realizó una curva 

dosis-respuesta para obtener la mejor eficiencia de transfección, utilizando los siRNAs a 

concentraciónes de 10, 50 y 100 nM. Luego de 16 h de transfección, las células A549 fueron 

incubadas en hipoxia por 24 h y posteriormente, se realizó la técnica de western blot para cuantificar 

los niveles proteicos de HIF-1α y actina (utilizada como control de carga). Los resultados obtenidos 

mostraron que en todas las concentraciones evaluadas para la condición control (siRNA-control), la 

hipoxia fue capaz de aumentar la expresión de HIF-1α; mientras que en las células transfectadas con 

siRNA-HIF-1α, se observó casi un 100% de silenciamiento de HIF-1α en condiciones de hipoxia en 

todas las concentraciones de siRNA evaluadas (10, 50 y 100 nM) (ver anexo, figura S1). De esta 

forma, se decidió utilizar la concentración de 10 nM en condiciones de normoxia e hipoxia por 24 h, 

como se observa en la figura 7A y su respectiva cuantificación de 3 experimentos realizados de forma 

independiente (figura 7B).  

Luego de estandarizar y validar la óptima concentración para la transfección, evaluamos los niveles 

de Rab5-GTP.  Para esto, luego de 16 h de transfección con los siRNAs, las células A549 se incubaron 

en hipoxia y normoxia por 24 h. Luego, de forma inmediata se realizó la lisis celular y, mediante la 
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técnica de pull-down (ver materiales y métodos), se cuantificaron los niveles de Rab5-GTP y Rab5 

total, encontrando que las células siRNA-control incubadas en hipoxia, poseen altos niveles de 

Rab5-GTP en comparación a aquellas células expuestas a normoxia. Además. de forma importante, 

se observó que las células siRNA-HIF-1α incubadas en hipoxia, presentaron una disminución 

significativa en la activación de Rab5, como se observa en la figura 7C. La figura 7D refleja el 

promedio de 3 experimentos independientes.  

Además, en las condiciones estudiadas previamente, se cuantificaron los niveles totales de Rab5, sin 

evidenciar cambios significativos. Esto demuestra que el mecanismo de acción de HIF-1α no 

interfirió con los niveles de la proteína total, sino que solo provocó el aumento de  la fracción activa 

de Rab5 en hipoxia (ver anexo, figura S3A). 

Para descartar un efecto inespecífico de los siRNAs, es decir que causen la disminución de la 

expresión, pero de otros genes que posean una secuencia similar a las reconocidas por los siRNAs 

contra HIF-1α, utilizamos las células A549 transducidas con RNAs interferentes de horquilla pequeña 

contra HIF-1α (A549 sh-HIF-1α), más su respectivo control (A549 sh-control),  incubadas en hipoxia 

y normoxia por 24 h (ver anexo, figura S2A, control de la transfección). Posteriormente, se realizó la 

técnica de pull-down y se demostró que las células A549 shRNA-control en hipoxia muestran un 

aumento significativo en los niveles de Rab5-GTP en comparación a su contraparte, incubada en 

normoxia (ver anexo, figura S2B). Además, se demostró que las células A549 shRNA-HIF-1α 

sometidas a hipoxia presentan una disminución de los niveles de Rab5-GTP, no significativa, en 

comparación a las células que expresan y estabilizan a HIF-1α en hipoxia (A549 sh-Control) (ver 

anexo, figura S2B) (Datos publicados en (Silva et al., 2016)). 
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A 

Figura 7. El silenciamiento de HIF-1α disminuye los niveles de Rab5-GTP. Las células A549 fueron 
transfectadas con 10 nM de siRNA control y siRNA contra HIF-1α por 16 h y posteriormente, se incubaron 
en normoxia e hipoxia por 24 h. (A) El homogenizado celular se analizó mediante la técnica de western 
blot utilizando anticuerpos contra HIF-1α y actina. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos 
independientes. (B) Los niveles de  HIF-1α y actina que fueron previamente cuantificados y normalizados 
contra la condición siRNA-Control en normoxia. (C) Los niveles de Rab5-GTP se midieron utilizando la 
técnica de pull-down, se muestra una imagen representativa de los niveles de Rab5-GTP y Rab5 total de 3 
experimentos independientes (D) La gráfica indica el promedio de las veces de aumento de Rab5-GTP. Los 
análisis estadisticos fueron realizados con el test one-way ANOVA. (* p < 0,05; ** p < 0,01; ***p < 0.001). 
Figuras (A), (B) y (C) se modificaron de (Silva et al., 2016). 
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1.2 La inhibición de la actividad transcripcional de HIF-1α disminuye los niveles de Rab5-GTP 

inducidos por la hipoxia celular. 

Posteriormente, se decidió intervenir farmacológicamente con la actividad transcripcional de HIF-1α 

usando el compuesto C26H29NO5 (sc-205346, Santa Cruz), descrito como un inhibidor selectivo que 

no afecta la expresión de HIF-1α en hipoxia, sino que inhibe el reclutamiento de co-activadores de la 

transcripción que promueven la expresión de los genes blancos de HIF-1α (Yu et al., 2017). Lo 

anterior, se pensó con el objetivo de dilucidar si la actividad transcripcional de HIF-1α sería la 

responsable del incremento de los niveles de Rab5-GTP por hipoxia.  

Para ello, las células A549 se incubaron con 2 concentraciones distintas del inhibidor (5 y 10 µM), 

según lo descrito previamente (Hu et al., 2017), más su respectivo control (DMSO); ambas en 

normoxia e hipoxia por 24 h. Para observar la efectividad de este inhibidor, se usaron 2 estrategias 

experimentales, la primera de ellas basada en la evaluación del nivel proteico de RhoA, GTPasa 

descrita como blanco transcripcional de HIF-1α (Gilkes et al., 2014). Como se observa en la figura 

8A, HIF-1α se estabiliza durante la hipoxia en células tratadas con DMSO, al mismo tiempo que se 

observa un aumento en los niveles proteicos de RhoA, en comparación a lo observado en normoxia. 

Además, al continuar con el análisis, se observó que la inhibición de la actividad de HIF-1α, previene 

el aumento de RhoA en hipoxia, sobre todo al utilizar 10 μM del inhibidor (ver figura 8A y gráfica 

8B de 3 experimentos independientes).  

Como segunda estrategia para validar la efectividad del inhibidor, se midieron los niveles de RNA 

mensajero (mRNA) de VEGFA, un blanco transcripcional canónico de HIF-1α (Hu et al., 2017) por 

RTqPCR. Posterior al análisis de 2 experimentos independientes, se observó que las células tratadas 

con el vehículo control (DMSO) en hipoxia, experimentan un aumento de más de 10 veces del mRNA 

de VEGFA en comparación a los niveles observados en normoxia (ver figura 8C), mientras que el 

tratamiento con el inhibidor de HIF-1α  evitó este aumento a concentraciones de 5 y 10 μM. Por lo 

tanto, con ambos resultados (RhoA a nivel proteico y VEGFA a nivel mRNA), se puede concluir que 

la concentración del inhibidor 10 μM fue la dosis con mejores resultados.  

Utilizando 10 μM del inhibidor en normoxia e hipoxia por 24 h, se midieron los niveles de Rab5-GTP 

mediante pull-down, observando que en todos los experimentos realizados, las células A549 tratadas 

con el inhibidor de HIF-1α en hipoxia presentaron una disminución importante y significativa de los 

niveles de Rab5-GTP en comparación a las células que poseen HIF-1α activo (figura 8D y E).  

 

De esta forma, se puede concluir que el aumento de los niveles de Rab5-GTP por  hipoxia, son 

dependientes de la expresión y actividad del factor de transcripción inducible por hipoxia HIF-1α. 
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FIGURA 8. La inhibición farmacológica de la actividad de HIF-1α previene el aumento de los 
niveles de Rab5-GTP frente a hipoxia. Células A549 se incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h en 
presencia del vehículo DMSO (control) o el inhibidor de HIF-1α (5 y 10 μM). (A) El extracto proteico se 
analizó con los anticuerpos anti-HIF-1α, RhoA (control +) y actina como control de carga. Los números 
bajo el panel indican las veces de aumento de HIF-1α sobre el control. En (B) Se observa la cuantificación 
de los niveles de HIF-1α sobre el control actina. (C) Se observa la gráfica correspondiente a la 
cuantificación de los niveles de mRNA de VEGFA (control +), utilizando actina como normalizador. (D) 
Los niveles de Rab5-GTP se midieron con la técnica de pull-down, como se muestra en la imagen 
representativa y se normalizaron con los niveles de Rab5 total. (E) La gráfica indica el promedio de las 
veces de aumento de Rab5-GTP. Los análisis estadisticos fueron realizados con el test one-way ANOVA. 
(* p < 0,05; ** p < 0,01; ***p<0.001). 
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1.3 La expresión ectópica de HIF-1α provoca un aumento de Rab5-GTP en normoxia 

Para evaluar si la estabilización de HIF-1α independientemente de la hipoxia celular, es suficiente 

para aumentar los niveles de Rab5-GTP, las células A549 fueron transfectadas de forma transitoria 

con los plasmidios codificantes para una doble mutante no degradable de HIF-1α (P402A/P564A), 

más su respectivo control vector vacío (pcDNA 3.1) y HIF-1α silvestre (WT) en normoxia. 

Previamente, se estandarizaron los tiempos de transfección iniciando la homogenización celular a las 

24 y 48 h post-tratamiento (informe Unidad de Investigación N°2, datos no mostrados); en donde se 

definió 24 h como un tiempo suficiente para obtener una expresión significativa de HIF-1α. Posterior 

a 24 h de transfección (figura 9A), se realizó la técnica de pull-down y se observó que las células que 

expresan la mutante no degradable de  HIF-1α (P402A/P564A), son capaces de aumentar de forma 

significativa la fracción activa de Rab5 en comparación a los niveles registrados en las condiciones 

control (vector vacío) y la condición con baja estabilidad de HIF-1α (HIF-1α WT) (ver figura 9B y 

9C).  

 

Para complementar estos resultados de expresión  de HIF-1α en normoxia, decidimos evaluar si la 

estabilización endógena de HIF-1α, también en normoxia, es suficiente para activar a Rab5 utilizando 

el modelo de células RCC y RCC+vhl. 
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Figura 9. La estabilización ectópica de una mutante no degradable de HIF-1α aumenta los niveles 
de Rab5-GTP en normoxia. Células A549 fueron transfectadas por 24 h con los plasmidios codificantes 
para HIF-1α/WT, HIF-1α (P402A/P564A) y un vector vacío (pcDNA3.1). (A) Western blot representativo 
de los niveles de HIF-1α y actina (B) Cuantificación de los niveles de HIF-1α sobre el control de actina. 
(C) Inmundetección representativa de los niveles de Rab5-GTP obtenidos mediante la técnica de pull-
down. (D) Cuantificación de los niveles de Rab5-GTP sobre el control de Rab5 total. Los resultados 
mostrados en (B) y (D) muestran los promedios de 3 experimentos independientes normalizados ± el error 
estándar. Los análisis estadísticos fueron realizados con el test one-way ANOVA. (* p < 0,05; ** p < 
0,01). 
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1.4 La línea celular de carcinoma renal RCC estabiliza de forma endógena a HIF-1α y posee altos 

niveles de Rab5-GTP 

La línea celular de carcinoma renal de células claras (RCC) se caracteriza por estabilizar de forma 

endógena las subunidades HIF-1α debido a la presencia de una mutación genética que inactiva la 

función del supresor de tumores VHL, el cual es requerido para la degradación proteosomal de 

HIF-1α (Wang & Semenza, 1995). A modo comparativo, utilizamos la línea celular RCC+vhl, la cual 

ha sido reconstituida con VHL silvestre, permitiendo la degradación constante de HIF-1α. Como se 

observa en la figura 10A, las células RCC poseen niveles significativos de HIF-1α en comparación a 

las células RCC+vhl  (gráfica 10B). 

 Posterior a la evaluación de los niveles de HIF-1α, se midieron los niveles de Rab5-GTP utilizando 

la técnica de pull-down, hallándose que  las células RCC expresan mayores niveles de Rab5-GTP en 

comparación a lo observado en la condición RCC+vhl (figura 10C y gráfica 10D). 
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FIGURA 10. La estabilización endógena de HIF-1α aumenta los niveles de Rab5-GTP en la línea 
celular RCC y RCC+vhl. Las células RCC y RCC+vhl crecieron a confluencia y se obtuvo un homogenizado 
celular.(A) Western blot representativo de los niveles endógenos de HIF-1α y actina. (B) Cuantificación 
de los niveles de HIF-1α y actina. (C) Niveles de Rab5-GTP se midieron con la técnica de pull-down, como 
se muestra en la imagen representativa. (D) La gráfica muestra el promedio normalizado con la expresión 
basal de RCC+vhl, ± el error estándar de 5 experimentos distintos. Los análisis estadísticos se realizaron 
utilizando el t-test student (* p < 0,05; ***p < 0.001). 
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RESUMEN OBJETIVO N°1 

    El trabajo de Silva y Cols del año 2016 (Silva et al., 2016), demostró que la hipoxia tumoral 

aumenta los niveles de Rab5-GTP, lo que promueve una mayor migración, invasión y metástasis de 

células tumorales en modelos in-vitro e in vivo respectivamente; pero no se investigó un mecanismo 

por el cual  este evento sucede.  

Por este motivo, en este trabajo de tesis se buscó una posible ruta de señalización, demostrando que 

la estabilidad y actividad de HIF-1α en hipoxia, regulan el aumento de los niveles de Rab5-GTP 

(figuras 7D y 8D). Además, encontramos que la sola estabilización de HIF-1α, independiente de la 

hipoxia, es suficiente para activar a Rab5, lo cual se demostró utilizando una mutante no degradable 

de HIF-1α (P402A/P564A) y las células RCC. En ambos tratamientos independientes de la hipoxia 

celular,  encontramos que los niveles de Rab5-GTP fueron significativamente mayores, como se 

resume en las figuras 9D y 10D. Además, al evaluar  los niveles de Rab5 total,  no observamos 

cambios significativos en todas las condiciones estudiadas (ver anexo, figura S3C). 

 

De esta manera, en el primer objetivo concluimos que la estabilidad y actividad de HIF-1α son 

requeridas para que Rab5 se active por hipoxia, lo cual no es producto de un aumento de los niveles 

de la proteína total. 
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2.  Identificar GEFs de Rab5 inducidas por hipoxia y determinar si esta inducción depende 
del factor de transcripción HIF-1α, tanto por estímulos dependientes como independientes 
de  la hipoxia celular. 

En general,  los factores de transcripción reconocen secuencias nucleotídicas cortas y conservadas 

dentro del promotor proximal de sus genes blancos, pudiendo aumentar o disminuir la transcripción, 

pero en el caso de HIF-1α, gran parte de los estudios lo describen como un inductor de la 

transcripción, más que un represor (Eisinger-Mathason et al., 2013, Erler et al., 2006, Gilkes et al., 

2014, Hackenbeck et al., 2011, Hu et al., 2017, Ishikawa et al., 2009, Kimura et al., 2001, 

Krishnamachary et al., 2006, Li et al., 2009, Ollerenshaw et al., 2004, Pugh & Ratcliffe, 2003, 

Semenza, 1998, Sieck, 2013, Vaupel & Mayer, 2007, Xue et al., 2006, Yang et al., 2008, Yatabe et 

al., 2004, Zieseniss, 2014).  

En la figura S3 (anexos), previamente demostramos que ni la hipoxia, ni HIF-1α son capaces de 

modificar los niveles totales de Rab5. Este resultado anula la posibilidad de que HIF-1α induzca la 

expresión de Rab5, ya que HIF-1α, sólo aumentó y de forma significativa los niveles de Rab5-GTP.  

 

La siguiente posibilidad a evaluar, fue que HIF-1α esté induciendo la expresión de alguna(s) GEF(s) 

de Rab5, incrementando de esta forma los niveles de Rab5-GTP. 

De esta manera, decidimos estudiar moléculas GEFs de Rab5, considerando sólo aquellas que posean 

HREs putativos en su secuencia génica y participen en algún evento tumoral. 

 

2.1 GEFs de Rab5 están involucradas en la progresión tumoral y contienen HREs putativos  

Como la hipoxia estabiliza a HIF-1α, y este a su vez, aumenta los niveles de Rab5-GTP sin modificar 

los niveles de la proteína total, una posible explicación es que HIF-1α se una a algún(os) HRE(s) 

dentro del promotor de alguna(s) molécula(s) GEF(s) de Rab5 y de esta forma, induzca un aumento 

de los niveles del RNA mensajero (mRNA) de una o varias GEFs.  

Para abordar esta hipótesis, previamente se seleccionaron las GEFs de Rab5 utilizando 2 criterios de 

inclusión: 1. Que sean GEFs descritas previamente en algún evento oncogénico documentado en la 

literatura y 2. Que estas GEFs presenten uno o más elementos de respuesta a la hipoxia (HREs) dentro 

de su secuencia genética.  

De esta forma, en base a estos criterios se seleccionaron las GEFs  RIN1 (Fang et al., 2012), RIN2 

(Sandri et al., 2012), RIN3 (Janson et al., 2012), Rabex-5 (Wang et al., 2014) y ALS2 (Kunita et al., 

2007) como se muestra en  el anexo, figura S4 y tabla S1.  
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2.2 Las GEFs de Rab5 RIN2, RIN3 y ALS2 son inducidas por hipoxia 

Posterior a la selección de las GEFs, las células A549 se incubaron en normoxia e hipoxia por 6 y 12 

h para luego cuantificar los niveles de mRNA mediante la técnica de RT-qPCR. Como control 

positivo, se cuantificaron los niveles de mRNA de VEGFA,  el cual es un blanco canónico de HIF-

1α (Forsythe et al., 1996).  

Luego de la amplificación de los distintos cDNAs, se realizó la técnica de qPCR y se observó un 

aumento significativo en la expresión de VEGFA a las 6 y 12h de hipoxia, en comparación con la 

condición de normoxia; pero por otro lado, no se observaron cambios significativos para las GEFs 

seleccionadas en estos períodos de tiempo (ver anexos, figura S5).  

Debido a los resultados obtenidos, se decidió incubar las células en normoxia e hipoxia, pero esta vez 

por 24 h. De esta manera, se logró evidenciar que a las 24 h de hipoxia, existe un aumento significativo 

de los niveles de mRNA,  tanto para el control positivo de VEGFA, como para las GEFs RIN2, RIN3 

y ALS2  (ver figuras 11A-C-D-F respectivamente). Para profundizar más en este hallazgo, decidimos 

evaluar si los aumentos de los mRNAs de las GEFs RIN2, RIN3 y ALS2, eran dependientes de 

HIF-1α. 

 Para abordar esta pregunta, se interfirió con la expresión de HIF-1α, utilizando RNAs interferentes 

en condiciones de hipoxia y normoxia (estandarización previa en la figura 7A), y de manera 

alternativa, se usó la transfección transitoria con los cDNAs codificantes para HIF-1α (figura 8A). 

Luego de realizar más de 5 repeticiones experimentales en cada caso, y realizar 3 experimentos 

utilizando modificaciones menores del protocolo inicial,  no  se obtuvieron resultados consistentes, 

reproducibles, ni significativos  (ver anexo, figura S6). Por otro lado, también se decidió utilizar los 

plasmidios codificantes para HIF-1α/wt y la mutante no degradable de HIF-1α (P402A/P564A). 

Luego de la transfección por 24 h, se realizó la técnica de RTqPCR, y a pesar de que los últimos 

experimentos tenían menos variables (sólo condición normoxia), los resultados fueron nuevamente 

inconsistentes (ver anexo, figura S7). Posterior a 4 experimentos independientes, se decidió no 

continuar evaluando los niveles de mRNA en condiciones de transfección transitoria y se propuso 

otra estrategia experimental.  

Estos resultados podrían ser atribuidos al estrés celular generado por los reactivos empleados en la 

transfección, sumado a las 24 h de incubación de hipoxia y normoxia, lo que podría influir en la 

correcta cuantificación (o incluso, degradación) de mRNAs. Previamente, otros investigadores ya han 

utilizado esta estrategia experimental (siRNAs contra HIF-1α y posterior hipoxia), y sus resultados 

demuestran la necesidad de reproducir varias veces un mismo experimento para reducir el error 

estándar y alcanzar resultados significativos (Yang et al., 2008). Otra posibilidad es que la línea 

celular empleada sea más sensible a ciertos tratamientos y se vea fuertemente afectada la expresión 
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de algunos genes al realizar 16 h de transfección, seguida de 24 h de hipoxia. Por otra parte, el 

RT-qPCR es una técnica altamente sensible y cualquier traza de sal o reactivo podría afectar los 

resultados. No obstante, cabe señalar que se descarta una alteración de la integridad y pureza de los 

RNAs cuantificados ya que no se observaron problemas en la integridad de los RNAs mediante 

electroforesis en gel de agarosa (datos no mostrados), ni se evidenciaron problemas en la razón 

absorbancia 260/280, la cual incluso siempre dio como resultado valores entre 1,8 - 2,0 para los 

análisis realizados por RT-qPCR con excelentes concentraciones de RNAs.       
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FIGURA 11. La hipoxia induce el aumento de los niveles de mRNA de RIN2, RIN3 y ALS2. Células 
A549 se incubaron en hipoxia y normoxia por 24 h, inmediatamente se realizó la extracción y purificación 
de RNA y seguido de la técnica de RT-qPCR. (A)  Cuantificación de la expresión de VEGFA, utilizado 
como control positivo. (B) Expresión de RIN1. (C) Expresión de RIN2. (D) Expresión de RIN3. (E) 
Expresión de Rabex-5 y (F) expresión de ALS2. Todas las veces de cambio se normalizaron con los niveles 
de actina utilizando la ecuación ΔΔCT. La gráfica muestra el promedio de 4 experimentos independientes 
con sus respectivos errores estándar. Los análisis estadísticos se realizaron utilizando el t-test student (* p 
< 0,05). 
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2.3 La estabilización endógena de HIF-1α aumenta la expresión de la GEF de Rab5 ALS2 

Debido a las dificultades presentadas anteriormente,  se decidió utilizar de manera complementaria 

la línea celular RCC y la sublínea RCC+vhl para evaluar mediante RT-qPCR, si la estabilización de 

HIF-1α por sí sola induce la expresión de las GEFs de Rab5 en un modelo celular endógeno.  

Luego de obtener el RNA, se realizó la técnica de RT-qPCR y se observó que las células RCC poseen 

niveles significativamente mayores de VEGFA (control) y además, se observó que la GEF de Rab5 

ALS2 aumenta también de forma significativa, en comparación a los niveles observados en células 

RCC+vhl (figura 12A y D). Intrigantemente, no se observaron cambios signficativos para las GEFs 

RIN2 y RIN3 (figura 12B y C),  las cuales fueron  previamente seleccionadas junto a ALS2 a partir 

de los resultados obtenidos en las células A549 en condiciones de hipoxia (figuras 11A, C, D y F). 

 En resumen, los resultados obtenidos con un modelo de hipoxia (A549) y de estabilización endógena 

de HIF-1α en normoxia (RCC), indican que la expresión de la GEF ALS2 pudiese estar siendo 

inducida tanto por hipoxia como por HIF-1α.  

Para evaluar si los cambios a nivel de mRNA se asocian a cambios a nivel de proteína, se procedió 

con los siguientes experimentos: 
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Figura 12. La estabilización endógena de HIF-1α en la línea celular RCC está asociada al aumento 
de los niveles de mRNA de la GEF de Rab5 ALS2. Las células RCC y RCC+vhl fueron crecidas a 
confluencia para extraer y purificar el RNA y realizar la técnica de RT-qPCR. En cada experimento se 
cuantificó (A) la expresión de VEGFA como control positivo (B) expresión de RIN2 (C) expresión de 
RIN3 y (D) expresión de ALS2. Todas las cuantificaciones se realizaron utilizando los niveles de actina 
como normalizador, utilizando la ecuación ΔΔCT. La gráfica muestra el promedio de 3 experimentos 
independientes con sus respectivos errores estándares. Los análisis estadísticos fueron realizados 
utilizando el t-test student (* p < 0,05). 
 

C
 

D
 



 
51 

 

2.4 HIF-1α es necesario para aumentar los niveles proteicos de ALS2 

En primer lugar, se evaluaron los niveles proteicos de ALS2 y HIF-1α en el modelo de hipoxia por 

24 h utilizando las células A549. Como se observa en la figura 13A y B, los niveles de HIF-1α 

aumentaron producto de la hipoxia celular y además, se observó un aumento significativo de ALS2 

(figura 13A y 13C).  

En segundo lugar, para evaluar la dependencia de HIF-1α en ausencia de hipoxia celular, se usaron 

las células RCC, las cuales presentan  niveles significativos de HIF-1α en normoxia, como se observa 

en la figura 13D y E. Concordantemente, se encontró que esta línea celular posee altos niveles de 

ALS2, en comparación a los niveles cuantificados en las células RCC+vhl. 

 Estos resultados sugieren que el aumento de los niveles de ALS2 son dependientes de la 

estabilización de HIF-1α.  

Lo anterior, es apoyado por ensayos de silenciamiento de HIF-1α, en donde el tratamiento con 

siRNAs contra HIF-1α redujo los niveles de ALS2 de forma significativa en condiciones de hipoxia 

(Figura 14A y B). 

Finalmente, se decidió disminuir la actividad de HIF-1α utilizando el inhibidor farmacológico de 

HIF-1α (estandarizado perviamente en la figura 8A) y se evaluaron los niveles proteicos de ALS2 

como se observa en la figura 14C,  donde los niveles de ALS2 aumentaron en hipoxia, solamente en 

la condición control (vehículo DMSO), mientras que este aumento inducido en hipoxia, no se observó 

en presencia del inhibidor de HIF-1α en hipoxia. Sin embargo, este dato es preliminar (N=1) y 

necesita ser apoyado por más determinaciones.  
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Figura 13. La hipoxia y la estabilización de HIF-1α aumentan la expresión proteica de ALS2. (A) Las 
células A549 se crecieron e incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h y posteriormente se obtuvo el extracto 
proteico total para medir los niveles proteicos de HIF-1α, ALS2 y actina. (B) Cuantificación de los niveles 
de HIF-1α y actina. (C) Cuantificación de los niveles de ALS2 y actina. (D) Utilizando las células RCC y 
RCC+vhl a confluencia, se realizó la técnica de western blot donde se midieron los niveles proteicos de HIF-
1α, ALS2 y actina. (D) Cuantificación de los niveles de HIF-1α y actina. (E) Cuantificación de los niveles 
de ALS2 y actina. Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el t-test student (* p < 0,05). 
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Figura 14. La estabilización de HIF-1α es requerida para la expresión de ALS2 en hipoxia. (A) Se 
sembraron 600.000 células en placas de 60 mm. Al otro día, se transfectaron con 10 nM de siRNA-control 
y siRNA-ALS2. Luego de 16 h, las células se incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h y se realizó la 
técnica de western blot para cuantificar los niveles de HIF-1α, ALS2 y actina.  Los números bajo el panel 
de HIF-1α indican el promedio de las veces de aumento de HIF-1α normalizados con actina. (B) 
Cuantificación de los niveles de ALS2 y actina. (C) Se sembraron 600.000 células en placas de 60 mm y 
al otro día se incubaron en normoxia e hipoxia con el vehículo DMSO y con 10 μM del inhibidor de HIF-
1α por 24 h. Posteriormente, se realizó la técnica de western blot en ambas condiciones y se cuantificaron 
los niveles de HIF-1α, ALS2 y actina (control de carga). Este experimento representa un N=1 y los 
números bajo cada panel corresponden a la cuantificación densitométrica. Los análisis estadísticos de A 
y B se realizaron con el test one-way ANOVA. (* p < 0,05; ***p<0.001). 
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 En resumen, previamente en el primer objetivo, se demostró que el aumento de los niveles de Rab5-

GTP inducidos por la hipoxia celular, eran inducidos por HIF-1α y encontramos también, que la 

estabilización de HIF-1α independientemente de la hipoxia celular, es capaz de aumentar los niveles 

de Rab5-GTP. Además, encontramos que este aumento pareciera no ser dependiente de una síntesis 

de novo de Rab5 total, ya que esta no cambia de forma significativa en las condiciones estudiadas. 

Por este motivo, decidimos indagar las GEFs de Rab5 relacionadas a tumorigenesis y que tuvieran 

HREs dentro de su secuencia génica. De esta forma, en el objetivo 2, se evaluaron las GEFs RIN1, 

RIN2, RIN3, ALS2 y Rabex-5. Luego de seleccionarlas, encontramos que solamente las GEFs RIN2, 

RIN3 y ALS2 aumentaron de forma significativa por la hipoxia. Posteriormente, se evaluó cual de 

ellas estaría siendo inducida en respuesta a la estabilización endógena de HIF-1α en normoxia 

(modelo celular RCC), y se observó un aumento exclusivamente de ALS2. Debido a estos resultados, 

utilizando las células A549, se procedió a silenciar a HIF-1α, concluyendo luego de 4 experimentos 

independientes, que la expresión de ALS2 inducida por la hipoxia celular es dependiente de la 

estabilidad y actividad de HIF-1α, dato que es apoyado por un experimento utilizando el inhibidor de 

HIF-1α. 

Al evidenciar que HIF-1α induce la expresión de ALS2, un posible mecanismo sería que HIF-1  

reconozca algún elemento de respuesta a la hipoxia (HRE) dentro del promotor de esta GEF y así, 

posteriormente promueva el reclutamiento de coactivadores de la transcripción, incrementando la 

expresión de ALS2.  

Para aclarar esta interrogante, decidimos analizar el promotor de ALS2 y posteriormente realizar la 

técnica de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP), (Propuesta planteada durante el primer avance 

de tesis, puesto que esta estrategia experimental  no fue planteada inicialmente en el proyecto). 

 

2.5  EL HRE proximal de ALS2 es un sitio suceptible a la trancripción 

         El elemento de respuesta a la hipoxia (HRE), es una región de unión para el factor de 

transcripción HIF-1, la cual es altamente conservada. Su secuencia consenso (5’-(A/G)CGTG-3’) está  

presente en todos los genes blancos de HIF-1; como  VEGFA (Forsythe et al., 1996), TWIST (Yang 

et al., 2008), MMP-9 (O'Toole et al., 2008), MT1-MMP (Miyazaki et al., 2008), RhoA (Gilkes et al., 

2014), CXCR4 (Ishikawa et al., 2009),  c-Met (Pennacchietti et al., 2003) y CCR7 (Li et al., 2009); 

entre otros (Liu et al., 2012). 
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        Previamente, el análisis in-sílico demostró que ALS2 posee 3 HREs putativos en la región 

promotora del gen, siendo el HRE ubicado la posición  -792 pb el más cercano al sitio de inicio de la 

transcripción (ver anexo, figura S4). Posteriormente, dado el posible potencial transcripcional de esta 

secuencia al contener HREs putativos, se procedió a indagar en la base de datos UCSC Genome 

Browser  (http://genome.ucsc.edu/), sobre  posibles modificaciones epigenéticas, como acetilaciones 

e hipersensibilidad a DNAsa I, que den cuenta de una mayor susceptibilidad a la transcripción cercana 

al HRE proximal de ALS2 (-792 a -788 pb).  

         Lo anterior se realizó tomando en cuenta que las acetilaciones son modificaciones 

postraduccionales realizadas sobre el DNA por las enzimas acetiltransferasas de histonas (HAC). Las 

acetilaciones sobre el DNA favorecen la descondensación de la cromatina, facilitando así la unión de 

la maquinaria transcripcional al DNA (Li et al., 2007). La acetilación en la lisina 27 de la histona H3 

(H3K27Ac), es una de las marcas más utillizadas para encontrar sitios suceptibles a la transcripción 

(potenciadores activos) (Creyghton et al., 2010).  

 En la figura 15, se muestra un análisis del promotor de ALS2, utilizando la base de datos Genome 

Browser. En la figura 15A, observa parte de la secuencia del gen de ALS2, ubicado aproximadamente 

entre los -782 y +100 pb (ver escala en la figura 15B). Otro aspecto importante para entender es la 

figura 15C, la cual muestra el +1 del sitio de inicio de la transcripción. En la figura 15D, se observa 

un diagrama representativo de los niveles de H3K27Ac en la secuencia de ALS2, representados por 

diversos montes y valles de colores, donde cada color corresponde a un modelo celular previamente 

estudiado. Esta representación muestra altos niveles de acetilación en la región cercana al HRE 

proximal de ALS2 (figura 15E). El esquema además, indica el estudio de hipersensibilidad a 

nucleasas (rectángulos grises y negros), indicados en la figura 15F. Las regiones del genoma que han 

sido descritas como hipersensibles a la actividad de nucleasas, representan la pérdida de la estructura 

condensada de la cromatina, encontrándose más expuestas a la actividad de nucleasas y a la 

transcripción (Thurman et al., 2012). El número al lado de cada rectángulo gris corresponde a la 

cantidad de líneas celulares en las cuales se ha comprobado la hipersensibilidad de esa región génica 

en particular, evidenciando que el sitio cercano a la ubicación del HRE proximal de ALS2 evidencia 

una potencial región susceptible a la inducción de la transcripción entre la región promotora de ALS2. 
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Figura 15. Análisis bioinformático de H3K27Ac y zonas hipersensibles a DNAsa I en la región 
promotora de ALS2 (adaptado de la base de datos UCSC Genome Browser output (hg18). En A, se 
muestra una representación de la secuencia génica de ALS2 ubicada entre el +100 y -782 pb. En B, se 
muestra la escala utilizada y la región cromosómica de interés en el cromosoma 2 (Chr 2). En C, se 
presenta el primer exón o sitio de inicio de la transcripción de ALS2, el cual es representado por un 
rectángulo azul. El +1 indica el primer nucleótido del primer exón. Hacia la derecha del +1. En E, se 
muestra la posición aproximada del HRE putativo en estudio (-782 y -788 pb). En D, se muestran los 
niveles de enriquecimiento de la marca de histonas H3K27Ac en la secuencia de ALS2 (definido por 
ensayos de Chip-Seq a lo largo de todo el genoma). De forma determinada, esta base de datos utiliza un 
método de superposición para mostrar datos presentes en varias líneas celulares (representadas en montes 
y valles de colores) al mismo tiempo, por lo que cada línea celular está asociada a un color particular 
http://bernstein.mgh.harvard.edu/ (ver abajo).  En F, el rectángulo negro y gris indican  la extensión e 
intensidad de la región hipersensible a DNAsa I, lo cual deriva de ensayos positivos en 95 (rectánglulo 
negro) y 52 (rectángulo gris) tipos celulares gracias a http://www.gs.washington.edu/faculty/stamj.htm 
(Thurman et al., 2012). 
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2.6 El HRE putativo de ALS2, posee secuencias aledañas similares a  genes blancos de HIF-1α 

La identificación in-sílico de los sitios de unión a factores de transcripción, como la identificación de 

HREs es una herramienta complementaria muy poderosa para identificar blancos de HIF-1α (Elnitski 

et al., 2006). La conservación de otras secuencias fuera de este motivo es controversial, ya que 

algunos estudios sugieren que existen secuencias auxiliares aledañas pero con una distribución 

aleatoria en los genes blancos de HIF-1 (Thurman et al., 2012); mientras que otros estudios, 

demuestran la necesidad de estas secuencias consenso auxiliares de aproximadamente 4 a 5 

nucleótidos cercanas al motivo 5’-(A/G)CGTG-3´ de HIF-1α (Elnitski et al., 2006, Kimura et al., 

2001, Pescador et al., 2005). Para indagar más sobre el potencial transcripcional de la región cercana 

al HRE de ALS2 en estudio, se evaluó la posible existencia de secuencias auxiliares cercanas al HRE 

putativo de ALS2. Para llevarlo a cabo, se seleccionaron y analizaron blancos de HIF-1α que posean 

secuencias aledañas funcionales específicamente cercanas a la secuencia consenso de unión a  HIF-

1α, y luego se realizó un análisis comparativo con las secuencias aledañas al HRE putativo de ALS2. 

Como se observa en la tabla 1,  ALS2 posee las secuencias 5´-TCGC-3´ y 5´-GAAG-3´ que delimitan 

el HRE putativo 5´-ACGTG-3´. Sorprendentemente, estas secuencias están presentes en algunos 

genes blancos de HIF-1α como en la prolil hidroxilasa 4, CXCR4 y la fosfoglicerato kinasa. Además, 

al analizar genes con características oncogénicas, encontramos que el gen de la telomerasa, c-met, 

PGK1 y RhoA poseen la secuencia 5´-GAAG-3´. Esto nos lleva a suponer que, posiblemente, estas 

secuencias consenso podrían ser elementos auxiliares putativos para potenciar la transcripción de 

ALS2. 

Secuencia consenso Ubicación Nombre del gen Referencia 

TCGCACGTGGAAGTCCC -796/-779 ALS2 Esta tesis 

TCGCTACGTGCGCTCAGT -75/-92 P4HA1 (Takahashi et al., 2000) 

GAGGCGCGTGCGTCGCG -1292/-1309 CXCR4 (Staller et al., 2003) 

TCGCGTCGTGCAGGACGT -226/-209 PGK1 (Okino et al., 1998) 

TGCGCACGTGGGAAGCCC +40/+57 TERT (Nishi et al., 2004, Yatabe et al., 2004) 

AGCGCGCGTGTGGGAAGG +142/+159 c-met (Pennacchietti et al., 2003) 

GACGTGACAAACGAAGCC -199/-180 PGK1 (Rodriguez et al., 1997) 

CTACGTGCAGACTTGAAGC -1.100/-1080 RhoA (Gilkes et al., 2014) 

 

Tabla 1. Análisis in-sílico de secuencias aledañas al sitio de unión de HIF-1 presentes en sus genes 
blancos y en ALS2. Utilizando la base de datos ensembl.org,  se accedió a la secuencia nucleotídica de 
ALS2 y se identificó el HRE proximal (HRE -782 a -788 pb, violeta), posteriormente se realizó un análisis 
bibliográfico de las secuencias consenso de unión a HIF-1 en genes blancos y se realizó una comparación 
de sus secuencias aledañas (o accesorias), encontrando que las secuencias 5´-TCGC-3´ y 5´-GAAG-3´  están 
presentes no solo en ALS2, sino que también en genes blancos de HIF-1. 
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2.7 HIF-1α se une al HRE proximal de ALS2 en hipoxia 

Posterior al análisis bioinformático, quisimos conocer si HIF-1α estaría interactuando físicamente 

con el HRE proximal de ALS2 en las células A549 bajo condiciones de hipoxia. Para dilucidar esta 

interrogante, utilizamos la técnica de inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) para determinar si 

existe la unión de HIF-1α a la secuencia promotora de ALS2.  

Posterior a la fijación con paraformaldheído al 4%, las células A549 fueron procesadas mediante 

disgregación mecánica con 60 golpes con pistilo de vidrio para romper membranas y liberar los 

núcleos, lo cual fue comprobado con tinción de azul tripán (Figura 16A). Una vez realizada la 

disgregación celular, se realizó la sonicación de cromatina en fragmentos entre 200 y 500 pb (Figura 

16B), de esta manera, mediante el uso de un anticuerpo policlonal grado ChIP contra HIF-1α 

(ABCAM, grado ChIP) se capturaron y enriquecieron los fragmentos de DNA unido a HIF-1α. 

Luego, se revirtió el entrecruzamiento generado por la fijación y se purificó el complejo HIF-1α: 

DNA, para finalmente realizar la técnica de qPCR y cuantificar la amplificación de segmentos 

enriquecidos con HIF-1α. Para esto, como se diseñaron partidores específicos para amplificar el sitio 

de unión de HIF-1α a RhoA como control positivo (-1.1 kb al sitio de inicio de transcripción descritos 

previamente (Gilkes et al., 2014), y también para la región que contenía el HRE putativo de ALS2 (-

792 a -788 pb), además de un fragmento del promotor de actina, el cual fue empleado como control 

negativo de la transcripción de HIF-1 (ver anexos, tabla S3). Los 3 experimentos independientes 

fueron evaluados en condiciones de normoxia e hipoxia por 24 h.  

 Los resultados evidenciaron un aumento significativo del enriquecimiento de HIF-1α en el promotor 

de RhoA en condiciones de hipoxia, en comparación a lo observado en normoxia, lo cual fue 

condordante con lo descrito previamente (Gilkes et al., 2014).  De forma importante y acorde con lo 

propuesto, se observó también un enriquecimiento significativo de HIF-1α en el HRE  ubicado en la 

posición -792 a -788 pb,  de ALS2 en hipoxia, en comparación a la condición normoxia (figura 16C). 

 De esta manera, se sugiere que el HRE proximal de ALS2 (-792/-788 pb) es un sitio sensible a la 

actividad transcripcional (figura 15), y que es un sitio de unión directa al factor de transcripción HIF-

1α, lo que explicaría el aumento de la expresión de ALS2, como se documentó previamente en las  

figuras 11F, 12D, 13C y 13E. 
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Figura 16. Identificación del sitio de unión de HIF-1α en el promotor de la GEF de Rab5 ALS2. 
Previamente, las células se crecieron e incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h previo a la lisis celular. 
(A) Imagen representativa de la disgregación mecánica con 60 golpes con pistilo, posteriormente, las 
células fueron teñidas mediante la tinción con tripan azul. (B) Gel de agarosa. En 1, se cargaron 5 μL y en 
2, se cargaron 10 μL de las muestras previamente sonicadas, el corchete de la derecha indica el tamaño 
estándar (200 a 500 pb) de los fragmentos de la cromatina. (C) Gráfica representativa del promedio de 3 
experimentos independientes  ± el error estándar para las veces de cambio de RhoA (control positivo) y 
para ALS2 en normoxia e hipoxia Los datos fueron  normalizados sobre los niveles del control negativo 
(actina). Los análisis estadisticos se realizaron con el test one-way ANOVA. (* p < 0,05). 
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RESUMEN OBJETIVO 2. 

Luego de evidenciar que el aumento de los niveles de Rab5-GTP por hipoxia son dependientes 

de HIF-1α (Silva et al., 2016), y documentar que este aumento no es producto de un incremento 

de los niveles de Rab5 total, una interesante opción sería que HIF-1α estuviera induciendo la 

transcripción y posterior expresión de alguna GEF de Rab5. Para esto, se realizó una búsqueda 

bibliográfica para seleccionar solo aquellas GEFs de Rab5 que tuvieran implicancias en 

tumorigénesis, además, se realizó un análisis de sus secuencias génicas donde se evidenció que 

RIN1, RIN2, RIN3, Rabex-5 y ALS2, poseen HREs putativos dentro de sus respectivos genes. 

Luego se observó que 24 h de hipoxia inducen un aumento significativo de los niveles de mRNA 

de RIN2, RIN3 y ALS2, situación que fue apoyada en el modelo celular RCC y RCC+vhl, 

observándose que la estabilización endógena de HIF-1α en normoxia es suficiente para aumentar 

solo los niveles de ALS2, sin cambiar de forma significativa la expresión de otras GEFs.  

Finalmente y mediante la técnica de ChIP se demostró que HIF-1α se une directamente al HRE 

proximal (-792 a -788 pb) del promotor de ALS2 y de forma significativa. 

 

De esta manera, en el objetivo N°2 concluimos que HIF-1α regula la expresión de la GEF de Rab5 

ALS2 a nivel transcripcional, tanto en la línea celular A549 como RCC. 
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3. Determinar si las GEFs inducidas por HIF-1α participan en la activación de Rab5, 

promueven la migración y la invasión de células tumorales en  hipoxia. 

 

Tanto la hipoxia como HIF-1α inducen a la activación de diversas vías de señalización como aquellas 

implicadas en la invasión tumoral y metástasis (Eisinger-Mathason et al., 2013, Semenza, 1998, 

Vaupel & Mayer, 2007). Por otro lado y siguiendo con la misma línea, estudios de nuestro laboratorio 

(Diaz et al., 2014, Mendoza et al., 2013, Mendoza et al., 2018) y otros grupos (Frittoli et al., 2014, 

Palamidessi et al., 2013),  han demotrado que la activación de Rab5 induce un rápido recambio de 

adhesiones focales mediante el tráfico endocítico y la inducción de proteasas específicas para su 

desensamblaje, desencadenando un aumento de la migración e invasión tumoral (Frittoli et al., 2014, 

Palamidessi et al., 2013). Además, utilizando modelos animales, en nuestro laboratorio se documentó 

previamente la relevancia de Rab5 para potenciar la metástasis en condiciones de hipoxia (Silva et 

al., 2016). Dado que en este trabajo de tesis se ha demostrado que HIF-1α induce la expresión de 

ALS2 y también la activación de Rab5, una posibilidad es que HIF-1α promueva la migración e 

invasión de células tumorales en hipoxia vía inducción de la expresión de ALS2, y posterior 

activación de Rab5. 

 

3.1 ALS2 es necesario para el aumento de Rab5-GTP en hipoxia 

En esta tesis se ha demostrado que este aumento de Rab5-GTP ocurre en paralelo con el aumento de 

la expresión de la GEF ALS2, la cual a su vez es controlada por HIF-1α tanto en condiciones de 

hipoxia como en normoxia (Objetivo Específico 2). Con estos antecedentes, la siguiente pregunta fue 

si la GEF ALS2 estaría implicada en el aumento de los niveles de Rab5-GTP inducidos por hipoxia. 

Para esto, se usó una mezcla de RNAs interferentes contra ALS2 (3 secuencias con distintos blancos, 

sc-60154; siRNA-control, sc-37007), la cual fue previamente estandarizada a una concentración de 

tranfección de 100 nM (ver anexo, figura S8). Posterior a la transfección, las células se incubaron en 

normoxia e hipoxia por 24 h como se observa en la figura 17A y B, y se realizó la técnica de pull-

down para cuantificar los niveles de Rab5-GTP. Como se observa en la figura 17C, la condición 

siRNA-control mostró niveles de Rab5-GTP estadísticamente mayores en hipoxia, en comparación a 

las células incubadas en normoxia, mientras que para la condición siRNA-ALS2, la hipoxia no 

produjo un aumento significativo en los niveles de Rab5-GTP en comparación a los niveles 

documentados en normoxia (figura 17D). De esta manera, se demostró que el aumento de los niveles 

de Rab5-GTP por hipoxia son dependientes de la expresión de la GEF de Rab5 ALS2. 
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Figura 17. Cuantificación de Rab5-GTP en células A549 expuestas a niveles disminuidos de ALS2 
en normoxia e hipoxia por 24 h. Previamente, se sembraron 600.000 células para luego transfectarlas 
por 16 h con 100 nM de siRNAs control y siRNAs ALS2. Posteriormente las células se incubaron en 
normoxia e hipoxia por 24 h y se procedió a realizar la lisis celular. (A) Western blot representativo del 
control de transfección, utilizando los anticuerpos contra ALS2 y actina (control de carga).  (B) 
Cuantificación de los niveles de ALS2 y actina. (C) Cuantificación de los niveles de Rab5-GTP y Rab5 
total mediante la técnica de pull-down. (D) Gráfica representativa del promedio de 3 ensayos de pull-
down independientes  ± el error estándar.  Los análisis estadisticos se realizaron con el test one-way 
ANOVA. (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0.001). 
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 3.2 La expresión de la GEF ALS2 induce la migración de células tumorales bajo el estímulo de 

hipoxia 

La hipoxia y su relación con la adquisición de características oncogénicas, tiene sus orígenes en el 

año 1909, cuando Schwarz y colaboradores notaron que las células normales en hipoxia fueron menos 

sensibles a la radiación en comparación a aquellas células irradiadas en presencia de oxígeno; siendo 

esta observación un cimiento fundamental en  el estudio de las terapias contra el cáncer (O'Toole et 

al., 2008, Yang et al., 2008). Además de la resistencia a la radiación, existen otras características 

malignas que son fuertemente estimuladas por hipoxia, dentro de las cuales destaca la migración 

celular, el cual es un fenómeno impresindible  para el consecuente desarrollo de la invasión y 

metástasis tumoral (Chan & Giaccia, 2007, Eisinger-Mathason et al., 2013, Escobar, 1964, Sieck, 

2013, Silva et al., 2016, Wang & Semenza, 1995).  

 

Por este motivo, y por los hallazgos presentados previamente (figura 6A), donde la hipoxia es capaz 

de inducir la migración de células tumorales, nos preguntamos si  la GEF-ALS2 sería necesaria para 

que la migración ocurra en condiciones de hipoxia. Para ello, las células A549 fueron transfectadas 

con RNAs interferentes control y contra ALS2 (según lo descrito en el punto 3.1) por 16 h y 

posteriormente las células transfectadas fueron incubadas en normoxia e hipoxia por 24 h (figura 

17A). Inmediatamente, se sembraron 25 mil células en transwells tratados previamente con 

fibronectina 2 µg/mL (ver detalles en materiales y métodos). Las células sembradas se incubaron por 

1 h y finalmente fueron teñidas con cristal violeta para observar y cuantificar el número de células 

migratorias. Como se observa en la figura 18A y B,  las células control presentaron un aumento 

significativo de la migración celular bajo el estímulo de hipoxia, en comparación a aquellas incubadas 

en normoxia. De forma importante, se observó que esta inducción de la migración, cae de forma 

significativa cuando se interfiere con la expresión de ALS2 en hipoxia, alcanzando incluso niveles 

similares a los presentados por las células incubadas en normoxia (figura 18B). 
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Figura 18. Cuantificación de la capacidad migratoria de células A549 expuestas a niveles 
disminuidos de ALS2 en condiciones de normoxia e hipoxia por 24 h. Previamente, se sembraron 
600.000 células para luego transfectarlas por 16 h con 100 nM de siRNAs control y siRNAs ALS2. 
Posteriormente, las células se incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h e inmediatamente se sembraron 
25.000 células y se inició la migración por 1 h en transwells cubiertos con 2 µg/mL de fibronectina. 
Finalmente, las células que migraron se tiñeron con cristal violeta. (A) Microfotografías representativas 
obtenidas con un aumento de 10x luego de 1 h de migración. (B) Los gráficos muestran el promedio de 3 
experimentos independientes ± el error estándar. Los análisis estadísticos se realizaron con el test one-
way ANOVA  (* p < 0,05; ** p  0,01; *** p < 0.001). 
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3.3 La invasión celular inducida por hipoxia es dependiente de la expresión de la GEF ALS2 

Cuando las células tumorales de origen epitelial comienzan a migrar, la primera barrera que 

encuentran es la membrana basal. Para atravesar la membrana basal, las células tumorales deben 

digerirla mediante la expresión, secreción y activación de distintas metaloproteinasas de matriz 

(MMPs) (Gao et al., 2005). Cuando el tumor ha invadido el estroma del tejido, las células tumorales 

invasivas poseen una mayor capacidad metastásica, ya que la probabilidad de encontrar e ingresar en 

vasos linfáticos o sanguíneos está favorecida (Alizadeh et al., 2014).   

Cuando se observó que la migración celular por hipoxia era regulada por la expresión de ALS2, 

decidimos evaluar la capacidad invasiva de las células tumorales en hipoxia, alterando la expresión 

de ALS2 con moléculas de RNA interferentes (figura 17A).  

Como se observa en la figura 19A y B, las células siRNA-control en hipoxia incrementan la invasión 

celular, observando casi el doble de número de células que invadieron el matrigel en comparación a 

lo observado en las células incubadas en normoxia. Sin embargo, al reducir los niveles de ALS2 en 

hipoxia (siRNA-ALS2), el número de células invasivas disminuyó de forma significativa, 

demostrando que ALS2 es importante para estimular la invasión celular en condiciones de hipoxia.  

 

RESUMEN OBJETIVO 3 

Luego de evidenciar que HIF-1 regula la expresión de ALS2 en hipoxia, nos preguntamos si ALS2 

sería en parte responsable del aumento de los niveles de Rab5-GTP por hipoxia. Para aclarar esta 

interrogante,  fue necesario silenciar la expresión de ALS2 y evaluar los niveles de Rab5-GTP en 

condiciones de hipoxia celular, evidenciando que la activación de Rab5 cae de forma significativa 

en comparación a la condición que posee niveles estables de ALS2 en hipoxia. Como nuestros 

hallazgos se fundamentan en un modelo de células tumorales y,  que la activación de Rab5 se 

relaciona de forma directa con la inducción de la migración e invasión celular en hipoxia, decidimos 

evaluar ambos fenónemos posterior a la intervención de la expresión de ALS2, encontrando que tanto 

la migración como la invasión celular inducida por la hipoxia, son reguladas por la exresión de 

ALS2. Estos habllazgos nos llevan a proponer a la GEF de Rab5 ALS2 como un posible punto de 

control de la migración e invasión tumoral inducida por la hipoxia. 

De esta manera, en el objetivo N°3 concluimos que la GEF ALS2 es importante para promover el 

aumento de los niveles de Rab5-GTP,  la migración e invasión celular en condiciones de hipoxia. 

Estos hallazgos abren una nueva puerta al estudio de ALS2, la cual nunca antes había sido implicada 

en el desarrollo y promoción del cáncer. 
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Figura 19. Estudio de la capacidad invasiva de células A549 expuestas a niveles disminuidos de ALS2 
en condiciones de normoxia e hipoxia por 24 h. Previamente, se sembraron 600.000 células para luego 
transfectarlas por 16 h con 100 nM de siRNAs control y siRNAs ALS2. Posteriormente las células se 
incubaron en normoxia e hipoxia por 24 h e inmediatamente, se sembraron 100.000 células por cada 
condición dentro de insertos matrigel. Luego de 24 h de invasión, las células se fijaron con metanol  y se 
tiñeron con azul de toluidina al 1%. (A) Las microfotografías se obtuvieron con un aumento de 10x y se 
tomaron 5 microfotografías por condición experimental. Las células que migraron se cuantificaron en un 
microscopio invertido, tomando 5 microfotografías por campo 10x (B) Se calculó el promedio de 3 
experimentos independientes. Los análisis estadisticos se realizaron con el test one-way ANOVA (* p < 
0,05; ** p < 0,01). 
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IX. DISCUSIÓN 

A pesar de que la exposición prolongada a la hipoxia resulta ser tóxica a nivel celular, cuando se 

presenta a nivel del microambiente tumoral, genera una presión selectiva  sobre aquellas células que 

tienen un mayor potencial maligno. De esta manera, la hipoxia tumoral promueve la sobrevida de las 

células cancerosas, mediante la activación de respuestas celulares adaptativas como la proliferación, 

migración e invasión tumoral, los cuales son eventos celulares que favorecen la progresión tumoral y 

metástasis. Además, de forma independiente a estos hallazgos, se ha descrito que la hipoxia tumoral 

ha sido asociada a un mal pronóstico clínico de los pacientes con cáncer (Muz et al., 2015, Vaupel & 

Mayer, 2007, Walsh et al., 2014). 

El mecanismo clásico por el cual la hipoxia induce respuestas celulares adaptativas como la migración 

e invasión celular, es a través de la inducción transcripcional de genes específicos (Semenza, 2003). 

Estos eventos transcripcionales ocurren posterior a la estabilización del factor de transcripción 

inducible por hipoxia HIF-1. Recientemente, se demostró que la expresión de RhoA, la cual es una 

GTPasa importante en la formación de fibras de estrés y migración celular, es inducida por la hipoxia 

a través de la unión de HIF-1α a un elemento de respuesta a la hipoxia (HRE 5´-(A/C)CGTG-3), 

ubicado en la región promotora del gen de RhoA (Gilkes et al., 2014). 

 

En esta tesis, estudiamos los efectos de la hipoxia sobre la activación de Rab5, evento que resultó ser 

dependiente de la actividad de HIF-1α.  Para explicar este fenómeno, una primera posibilidad fue que 

la hipoxia, mediante la estabilización de HIF-1α, podría estar promoviendo la transcripción y 

posterior expresión de Rab5 y, de esta manera, como consecuencia del aumento de la proteína total, 

llevaría por lo tanto a un aumento en su activación. 

Para investigar acerca de esta idea,  se evaluaron los niveles de Rab5 total en distintos períodos de 

incubación en hipoxia, sin observar cambios significativos entre las condiciones de normoxia e 

hipoxia estudiadas. Incluso, al interferir con la expresión y también con la actividad de HIF-1α, Rab5 

total no presentó cambios significativos al comparar sus niveles tanto en hipoxia como en normoxia.  

Estas observaciones fueron intrigantes, ya que HIF-1α, el cual es un factor de transcripción maestro 

en respuestas adaptativas, en condiciones de hipoxia sólo estaría aumentando los niveles de Rab5-

GTP, sin interferir con la expresión ni la síntesis de novo de la proteína. 

 

Rab5 es una GTPasa, cuyo rol canónico consiste en orquestar el tráfico endocítico (Christoforidis et 

al., 1999, Nielsen et al., 1999). No obstante, diversos estudios han indicado que además de su función 
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canónica, Rab5 promueve la migración e invasión de células tumorales, donde el tráfico endocítico 

es muy importante. 

 Entre los eventos regulados por Rab5, destacan la formación de lamellipodios (Pellinen & Ivaska, 

2006), el aumento del reciclaje de integrinas β1 (Torres et al., 2010), el recambio de las adhesiones 

focales (Mendoza et al., 2013, Palamidessi et al., 2013) y, además, como antecedente importante para 

este trabajo, se  documentó que Rab5 es necesario para promover la metástasis pulmonar de células 

tumorales de melanoma en condiciones de hipoxia (Silva et al., 2016). 

 

 Para que Rab5 cumpla todo este abanico de  funciones, necesita estar activo, es decir unido a una 

molécula de GTP, lo cual es llevado a cabo por factores intercambiadores de los nucleótidos de 

guanina (GEFs) específicos de Rab5. 

Diversas GEFs de Rab5, han sido implicadas en eventos tumorales y de transformación maligna. 

Entre las cuales destacan RIN1 y Rabex-5, las cuales han sido asociadas a la inmortalización celular, 

y por otro lado,  están aumentadas en muestras tumorales de pacientes con  melanoma y cáncer 

gástrico (Fang et al., 2012, Wang et al., 2014). Además,  se ha documentado que RIN2 es importante 

en la vía de señalización de RAS, inhibiendo así los complejos de unión intercelular y promoviendo 

un fenotipo tumoral tipo mesenquimal con capacidad invasiva (Kimura et al., 2006). 

 

 

1. Algunas GEFs de Rab5 son inducidas por la hipoxia 

 

Los resultados expuestos hasta el momento, indican que la hipoxia y HIF-1α no aumentan los niveles 

de Rab5 total  y por lo tanto, una posibilidad es que este aumento esté siendo regulado por moléculas 

GEFs. De esta manera, en esta tesis, se documentó que la hipoxia aumenta los niveles de mRNA 

de las GEFs ALS2,  RIN2 y RIN3 en las células A549, mientras que en un modelo complementario  

de estabilización endógena a HIF-1α (células RCC), tanto RIN2 como RIN3, no presentaron cambios 

significativos, a pesar que ambas GEFs poseen HREs putativos.  

 Por otro lado, respecto a la expresión de mRNA de RIN2 y RIN3 en células RCC, es posible que sea 

regulada por otros eventos orquestados también por la hipoxia, y no necesariamente por la vía 

canónica de HIF-1α.  

Una posible explicación, es que la hipoxia aumente la vida media de los mRNAs de RIN2 y RIN3, o 

que la hipoxia, induzca la expresión de otros factores de transcripción, como HIF-2  o aquellos 

relacionados con la transicición epitelio-mesénquima, como es el caso del factor de transcripción 

Twist (Yang et al., 2008).  
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Este último es intrigante, pues Twist inhibe la expresión de una proteína importante para las 

adhesiones intercelulares, conocida como e-cadherina (Yang et al., 2008). La pérdida de la expresión 

de esta proteína se asocia con la transición epitelio - mesénquima, lo cual ocurre frecuentemente en 

la metástasis tumoral (Heerboth et al., 2015). Por otro lado, se ha demostrado que la GEF de Rab5 

RIN2 es capaz de interferir con la expresión y localización de e-cadherina mediante el aumento de su 

endocitosis (Kimura et al., 2006). En base a estos antecedentes, es posible proponer que la expresión 

de Twist, podría estar mediando también el aumento de los niveles de mRNA de estas GEFs. Otra 

posible explicación a este aumento en los niveles de mRNA de RIN2 y RIN3, es que la hipoxia 

mediante el aumento de las especies reactivas de oxígeno (ROS), la cual es capaz de activar diversas 

vías de señalización (Chi et al., 2010), esté influyendo también sobre la expresión o estabilidad de las 

GEFs RIN2 y RIN3.  

 

De forma interesante, se han demostrado mecanismos por los cuales la hipoxia podría promover la 

migración e invasión en las células tumorales de forma independiente a HIF-1α. Estos hallazgos se  

demostraron en la línea celular MDA-MB-231 de cáncer de mama, donde la hipoxia es capaz de 

promover la estabilización y alineamiento de los microtúbulos, lo cual contribuye a la polarización 

celular y direccionalidad del movimiento, aumentando así la migración celular (Yoon et al., 2005). 

Este fenómeno es concordante con el hecho de que los microtúbulos actúan como pistas (tracks) para 

el transporte de vesículas hacia el extremo líder de la célula (leading edge),  potenciando así el 

reciclaje de integrinas (α6β4 principalmente) vía Rab11. Uno de los resultados sorprendentes de este 

estudio, es que este evento depende de la expresión de Rab11, siendo necesario para que la invasión 

celular ocurra (Yoon et al., 2005). Pero al analizar  la expresión de Rab11 por hipoxia, se observó 

que no dependía de HIF-1α, sino de la acumulación de tubulina detirosinada (tubulina Glu). Esta 

tubulina estabilizada, se acumula en los microtúbulos de las células migratorias, con el consecuente 

aumento del reciclaje mediado por Rab11 (Yoon et al., 2005). 

 De esta manera, gracias a las observaciones de este y otros trabajos, es posible pensar que la hipoxia, 

de forma independiente a HIF-1α, esté induciendo el aumento del mRNA de las GEFs RIN2 y RIN3, 

las cuales posiblemente aportarían a la progresión tumoral (Saito et al., 2002). Por este motivo 

resulta importante continuar dilucidando el aporte de RIN2 y RIN3 en los eventos relacionados 

a la progresión tumoral en condiciones de hipoxia. 
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2. Un nuevo mecanismo transcripcional para la activación de GTPasas en hipoxia 

En esta tesis se indagó acerca del mecanismo por el cual  HIF-1α activa a Rab5. Un antecedente 

importante encontrado en esta tesis, es que la hipoxia aumenta los niveles de mRNA de las GEFs 

RIN2, RIN3 y ALS2. A diferencia de RIN2 y RIN3, la expresión de los transcritos y niveles proteicos 

de la GEF ALS2 son regulados de manera dependiente de la estabilización de HIF-1α, lo cual fue 

incluso observado en ausencia de hipoxia celular.  

Una posible explicación, fue que este evento ocurra a través de la unión física de  HIF-1α al promotor 

proximal del gen que codifica para ALS2. De esta manera, mediante el estudio de los HREs putativos 

presentes en ALS2, se encontró que específicamente en el HRE ubicado en los nucleótidos -788 y -

792, respecto al inicio de la transcripción, es reconocido y se encuentra significativamente 

enriquecido por HIF-1α en condiciones de hipoxia. 

Consecuentemente además, se demostró que en hipoxia, ALS2 es necesario para aumentar la 

actividad de Rab5, así como también la migración e invasión de las células tumorales A549.  

Respecto al control transcripcional de HIF-1α sobre GTPasas Rabs, es muy poco lo que se conoce y, 

hasta el momento, se ha descrito que HIF-1α regula sólo la expresión de 2 GTPasas de la familia 

Rabs, una de ellas es la Rab20, la cual es clave para inducir apoptosis cuando la hipoxia es prolongada 

(Devon et al., 2003) y por otro lado, se demostró que la hipoxia induce la formación de cuerpos 

multivesiculares y microvesículas, que estimulan la invasión y metástasis de forma paracrina 

mediante la inducción transcripcional de la Rab22A (Hadano et al., 2001). Sin embargo, en estos 

estudios se evaluaron solamente los niveles de proteínas totales, sin considerar la activación de estas 

GTPasas, ni su disociación de GDP. Teniendo en cuenta que no existen estudios en la literatura que 

relacionen un mecanismo por el cual la hipoxia pudiese controlar la actividad de GTPasas pequeñas, 

es que podemos afirmar que nuestro trabajo es el primero en documentar que HIF-1α regula la 

actividad de una GTPasa (Rab5-GTP) a través de la inducción transcripcional de la GEF ALS2. 

 

3. ALS2: una nueva conexión entre tráfico endocítico, migración e invasión tumoral 

ALS2 es una proteína de 184 kDa que posee 3 dominios GEFs putativos para distintas GTPasas, 

conocidos desde el extremo amino terminal como RDL (del inglés regulator of chromosome 

condensation like domain, correspondiente a un dominio putativo para la GTPasa Ran), DH/PH (del 

inglés Diffuse B linfoma homology/pleckstrin homology, ambos correspondientes a dominios 

putativos de las GTPasas RhoA/Rac respectivamente) y finalmente, la región carboxilo terminal 
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contiene el dominio VPS9 (del inglés Vacuolar protein sorting) el cual correspondiente al dominio 

GEF de la GTPasa Rab5,  siendo solamente el dominio VPS9 un dominio GEF funcional en ALS2 

(Otomo et al., 2003).  

Aunque varios autores han documentado la importancia de ALS2 en las etapas tempranas y tardías 

de la regulación del tráfico endocítico, la mayoría de estos estudios han sido realizados en cultivos 

primarios de neuronas provenientes de animales knockout para ALS2 (Cai et al., 2008). Solamente 

uno de ellos, realizó un cultivo primario de fibroblastos provenientes de ratones ALS2-/-, donde se 

observó un retardo del tráfico endocítico del factor de crecimiento epidermal (EGF) (Hadano et al., 

2010).  

Por otra parte, estudios en cultivos primarios de neuronas hipocampales provenientes de ratones 

ALS2-/-, indicaron que los endosomas positivos para Rab5, presentaron formas alargadas y una 

motilidad endosomal casi nula, en comparación a la forma y a la motilidad que presentaron aquellos 

endosomas provenientes de ratones ALS2 +/+ , evidenciando la importancia de ALS2 en la fisión y 

tráfico de estos endosomas a través de la red de microtúbulos (Storti et al., 2014).  

 Hadano y col., el año 2010, utilizando microscopía electrónica, evidenciaron que las neuronas de la 

médula espinal de ratones con pérdida de función de ALS2, presentaron axones degenerados e 

hinchados por la acumulación de agregados granulares presentes en vesículas, lo cual, sumado al 

ralentización de su distribución, evidencian un trastorno del tráfico endocítico provocado por la 

ausencia de ALS2 en neuronas (Hadano et al., 2010), demostrando de esta forma también, la 

importancia de la expresión de ALS2 en la regulación fisiológica del tráfico endocítico, el cual 

ha sido considerado un evento importante en los fenómenos de migración e invasión tumoral.  

A pesar de que el modelo neuronal no es comparable con las líneas celulares tumorales, estos 

resultados podrían ser considerados como evidencia, ya que en general, la ruta celular endocítica es 

bien conservada entre los distintos tipos celulares (Stenmark, 2009). 

En la actualidad, existen solo 2 estudios de ALS2 en células tumorales; uno de ellos explicó la 

importancia del dominio VPS9 en la localización intracelular de ALS2 en células de carcinoma 

cérvico-uterino HeLa, demostrando que ALS2 co-localiza en endosomas tempranos con Rab5 y 

EEA1 y también, se encontró que gran parte de la distribución de ALS2 ocurre en el frente de avance 

de las mismas células tumorales. Estas marcas observadas por inmunofluorescencia parecieran ser 

puntos de anclaje, lo cual no se observa cuando el dominio VPS9 de ALS2 es eliminado (Hadano et 

al., 2001).  
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Con estos antecedentes, una posible explicación al aumento de la migración e invasión celular 

dependiente de ALS2, documentada en esta tesis, es que un aumento de ALS2 junto al aumento de 

Rab5-GTP, tendrían lugar en el frente de avance de las células tumorales expuestas a hipoxia, 

posiblemente acelerando el recambio de las adhesiones focales y/o el tráfico de integrina β1, para así 

promover la migración e invasión de células tumorales.  

De esta forma, ALS2, la cual es una proteína estudiada principalmente en patologías neuromotoras, 

actuaría también como una proteína inductora de características malignas en las células tumorales en 

condiciones de hipoxia, posiblemente mediante un aumento del tráfico endocítico y reciclaje de 

distintas proteínas importantes en los eventos de migración celular, promoviendo la sobrevida de las 

células tumorales.  

Un antecedente reciente y respecto a la sobrevida que podría estar induciendo ALS2 en hipoxia,  

indica que el estrés oxidativo inducido en células tumorales HeLa, altera la morfología de la 

mitocondria, llevando a la liberación del citocromo c, activación de caspasas y con la consecuente 

muerte celular por apoptosis (Erler et al., 2006).  Bajo estas condiciones de estrés inducido, se observó 

que el sistema endosomal respondió rápidamente al daño mitocondrial a través de una vía de rescate, 

en la cual ALS2 activó a Rab5 en la mitocondria, inhibiendo la liberación del citocromo c, 

disminuyendo el consumo de oxígeno y aumentando así la viabilidad de las células tumorales, lo cual 

no ocurre en ausencia de ALS2 o Rab5 (Hsu et al., 2018). 

 Este antecedente podría tener implicancias relevantes, en el contexto de la inducción de ALS2 

durante la hipoxia, y la consecuente activación de Rab5 en la sobrevida celular. 

 

4. La expresión de ALS2 es dependiente de la estabilización de HIF-1α  

Actualmente, varios autores han reportado la presencia de altos niveles de HIF-1α en distintos tipos 

de cánceres (Pugh & Ratcliffe, 2003). Uno de ellos es el cáncer de células renales claras (RCC), 

clasificado dentro de un síndrome conocido como la Enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL). Los 

pacientes que poseen este síndrome, se caracterizan por presentar una mutación en la proteína 

supresora de tumores VHL, aumentando el riesgo de desarrollar insuficiencia renal y desarrollo de 

tumores  renales de células claras (RCC) y hemangiomas, entre otros (Ollerenshaw et al., 2004, Pugh 

& Ratcliffe, 2003).  

En esta tesis, además del modelo de hipoxia en células de carcinoma pulmonar A549, se usaron 

además las líneas celulares RCC y RCCvhl en condiciones de normoxia, en donde se observó una 
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diferencia significativa en la expresión de HIF-1α. Importantemente, esta diferencia en HIF-1α, 

resultó ser directamente proporcional a los niveles de ALS2, tanto a nivel de mRNA como de proteína. 

Además, cabe destacar que estos datos son apoyados mediante el uso de otros modelos celulares 

utilizando un inhibidor farmacológico de la actividad de HIF-1α y además el uso de RNAs 

interferentes contra este factor de transcripción, demostrando así el requerimiento de HIF-1α en la 

expresión de ALS2.  

Nuestros hallazgos abren la posibilidad de que ALS2 también podría estar incrementada en muestras 

clínicas de tumores renales, por lo que resulta muy interesante continuar estudiando este modelo 

tumoral RCC para conocer si el eje de señalización HIF-1α  ALS2  Rab5-GTP es importante en 

los distintos mecanismos tumorales para inducir la migración e invasión celular, así como el aumento 

del tráfico de integrinas β1 y aumento del recambio de las adhesiones focales entre otros. 

 

De esta forma, en esta tesis, hemos documentado una ruta de señalización por la cual la hipoxia 

promovería el aumento de Rab5-GTP, y consecuentemente, la migración e invasión  de células 

tumorales, tal como se observa en el modelo propuesto en la figura 20. 

 

No obstante, aún quedan interrogantes por aclarar, por lo que proponemos continuar los estudios de 

ALS2 para llegar a postularlo como un posible marcador y/o blanco tumoral, ya que además de 

promover la migración e invasión de células tumorales en hipoxia, se ha descrito como un regulador 

del tráfico endocítico en diversos estudios de cultivos primarios de células neuronales y fibroblastos 

de ratón.  

Dado que el tráfico endocítico es un proceso conservado en distintos tipos celulares y entre especies, 

siendo regulado por el mismo grupo de proteínas Rabs (Stenmark, 2009) y cuya desregulación 

potencia eventos relacionados a la progresión tumoral, resulta interesante estudiar a ALS2 en la 

dinámica endosomal de células tumorales. 

De esta manera, esperamos que los datos expuestos en esta tesis aporten para evaluar una posible 

sobreexpresión de ALS2, una proteína nunca antes estudiada en cáncer, en la progresión y metástasis 

tumoral, promoviendo la adquisición de diversas características oncogénicas como la migración e 

invasión celular a través del aumento del tráfico endocítico de distintas proteínas claves en la 

migración e invasión tumoral.   
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Figura 20. Modelo propuesto. Bajo el estímulo de hipoxia, HIF-1α se acumula en el citoplasma y se 

transporta al núcleo, donde heterodimeriza con la subunidad HIF-1β, activando así al factor de 

transcripción HIF-1, el cual reconoce y se une al HRE ubicado en la región promotora proximal entre los 

-792 y -788pb de la GEF ALS2 para posteriormente inducir su transcripción. Luego de la síntesis de 

mRNA, este transloca al citoplasma donde es traducido en los ribosomas. Posteriormente, la proteína 

ALS2 se une a Rab5 inactivo y promueve la liberación de GDP e incorporación de GTP, activando de esta 

manera a la GTPasa Rab5 en hipoxia, conduciendo a un aumento de la migración e invasión en células 

A549. 
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X. CONCLUSIONES 

 

Objetivo Específico 1: Determinar si HIF-1α induce la activación de Rab5  por estímulos 

dependientes  e independientes de la hipoxia celular. 

 

Previamente se documentó que la hipoxia aumenta la activación de Rab5, y los hallazgos 

documentados en esta tesis demostraron que este aumento es un evento regulado por HIF-1, donde la 

hipoxia solo sería uno de los muchos inductores de la estabilización de HIF-1α con la consecuente 

activación de Rab5. 

De forma importante y novedosa, la estabilización de HIF-1 sólo produjo un aumento de la activación 

de Rab5, sin cambios significativos en el nivel de la proteína total, sugiriendo un mecanismo de 

acción no canónico de HIF-1 sobre Rab5, ya que nunca antes se había demostrado que este factor de 

transcripción induzca la activación de una proteína sin alterar su expresión. 

Estos resultados son evidencia fundamental para postular que la activación de Rab5 por HIF-1α  sería 

un mecanismo indirecto de activación. De esta manera, los hallazgos de este objetivo abrieron nuevas 

posibilidades de invetigación cada vez más específicas, siendo un paso importante el estudio de 

posibles moléculas que estuvieran siendo reguladas por HIF-1α para inducir la activación de Rab5. 

 

Objetivo Específico 2: Identificar GEFs de Rab5 inducidas por hipoxia y determinar si esta 

inducción depende de HIF-1α. 

 

RIN1, RIN2, RIN3, RABEX-5 y ALS2, todas GEFs de Rab5 poseen HREs putativos, pero los 

mRNAs codificantes para  RIN2 y RIN3 fueron inducidos sólo por hipoxia , y no por HIF1, quedando 

abierta la posibilidad de realizar más estudios sobre los mecanismos de inducción de estas GEFs por  

hipoxia, independientemente de HIF-1. 

 De forma importante, encontramos que la GEF ALS2 resultó ser regulada por HIF-1 a través de una 

interacción directa, aumentando significativamente su expresión.  

Para conocer más sobre el modus operandis del desarrollo del cáncer, siempre es prometedor 

descubrir nuevas moléculas que participen en vías de señalización que promueven la malignidad 

tumoral a nivel celular.  

Así, este es el primer trabajo que relaciona molecularmente a la GEF ALS2, una proteína poco 

estudiada con una oncoproteína como HIF-1, la cual es reconocida como un regulador maestro de 

respuestas adaptativas y sobrevivencia tumoral.  



 
76 

 

Estos hallazgos abren nuevas posibilidades para estudiar y relacionar a ALS2 con los mecanismos 

clásicos implicados en el desarrollo y propagación tumoral.  

 

 

Objetivo Específico 3: Determinar si las GEFs inducidas por HIF-1α participan en la activación 

de Rab5, la migración y la invasión de células tumorales en hipoxia.  

 

Finalmente, a través de este objetivo, encontramos una nueva vía de señalización en células 

tumorales, la cual inicia con la estabilización de HIF-1α y posterior translocación nuclear, 

aumentando la transcripción y posterior síntesis proteica de la GEF  ALS2, la cual conlleva a un 

aumento de los niveles de Rab5-GTP, tanto en normoxia como en hipoxia. Además, documentamos 

por primera vez, que ALS2 aumenta la migración e invasión de células tumorales en normoxia y de 

forma más importante aún, es que este aumento es potenciado por la hipoxia y HIF-1. Varios trabajos 

previos indican la importancia de Rab5 en los eventos de migración celular a través de diferentes 

mecanismos y en esta tesis, abrimos la posibilidad de que estos eventos también podrían estar siendo 

regulados por ALS2. 

Gracias a los hallazgos de esta tesis, el siguiente nivel será evaluar en muestras de pacientes con 

cáncer renal de células claras, si la expresión de ALS2 está asociada a incrementos en el nivel de 

HIF-1α. Al respecto, datos preliminares derivados de esta tesis indican que muestras tumorales de 

RCC presentan altos niveles de HIF-1 y ALS2, en comparación a las muestras renales no tumorales 

(Datos no mostrados). 

Finalmente, concluimos que siempre es un aporte el descubrimiento de nuevas moléculas expresadas 

en cáncer, ya que abre nuevas posibilidades de estudio que en un futuro, podrían transformarse en 

una gran herramienta en el área diagnóstica y terapéutica para los pacientes con cáncer. 
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XI.  PROYECCIÓN: 

Pese a la magnitud de nuestras observaciones realizadas a nivel molecular y celular, surge la 

necesidad ineludible de validar estas observaciones en un siguiente nivel, específicamente, en el 

contexto de muestras de pacientes. Con lo anterior, se espera que el estudio realizado no sea sólo 

contextualizado a nivel molecular y celular, sino además con un impacto real en lo que estaría 

ocurriendo en tumores de pacientes con cáncer. Como es difícil y poco específico definir cuando una 

zona tumoral del tejido de un paciente posee bajos niveles de oxígeno, sobre todo posterior a que este 

tejido está fijado en formalina y embebido en parafina, una alternativa llamativa es estudiar tumores 

que posean altos niveles de HIF-1α. Dentro de estos, uno de los más relevantes son los tumores 

renales, sobre todo el tipo de células claras, ya que se agrupan dentro de las enfermedades vhl ya que 

poseen una mutación en la proteína supresora tumoral Von Hippel Lindau (VHL), que como 

estudiamos previamente, participa en el complejo de degradación proteosomal de HIF-1α en 

normoxia. De esta manera, una posibilidad es que estos tumores además de tener altos niveles de 

HIF-1α posean también altos niveles de ALS2. Es por esto, que una de las proyecciones importantes 

de este trabajo es estudiar mediante inmunohistoquímica biopsias de pacientes con cáncer renal 

(comparado con células renales no tumorales), los niveles proteicos de HIF-1α y ALS2, sobre todo 

porque las líneas celulares tumorales empleadas en este estudio corresponden a modelos de células 

humanas, haciendo aún más factible nuestra nueva hipótesis, donde postulamos que los pacientes con 

cáncer renal poseen altos niveles de HIF-1α y ALS2.  

Por este motivo, nuestro equipo decidió establecer una alianza de colaboración con Médicos 

patólogos del Hospital San José para estudiar 30 casos de pacientes con cáncer de células claras y 30 

muestras de los mismos pacientes correspondientes a zonas renales no tumorales (aprobado por el 

comité de ética del Hospital San José) y así, evaluar si los niveles de HIF-1α y ALS2 se correlacionan 

con el estado de la progresión tumoral de los pacientes con carcinoma renal de células claras.  
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XII.  ANEXOS 
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Figura S1. Curva dosis-respuesta de siRNAs control y HIF-1α en hipoxia de 24 h. Previamente, se 

sembraron 600.000 células para luego transfectarlas por 16 h distintas concentraciones (10 nM- 50 nM- 

100 nM) de siRNAs control y siRNAs HIF-1α. Posteriormente las células fueron incubadas en hipoxia 

por 24 h para posteriormente cuantificar mediante la técnica de western blot, los niveles de HIF-1α y 

actina mediante análisis densitométrico para determinar la concentración de siRNAs más eficiente. 
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Figura S2. Las células A549 sh-HIF-1α disminuyen el 50% de la expresión de Rab5-GTP en hipoxia. 

(A) Las células A549 fueron transducidas con RNAs interferentes de horquilla pequeña contra HIF-1α 

(sh-HIF-1α) más su respectivo control (sh-Ctrl) y se evaluaron los niveles de expresión de HIF-1α 

normalizados con actina. (B) Para evaluar los niveles de Rab5-GTP se realizó la técnica de pull-down. 

Los números indican el valor de los datos normalizados. *P > 0,05. Datos publicados Oncotarget 2016 

(Silva et al., 2016) 
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Figura S3. Cuantificación de los niveles de Rab5 total y actina posterior al silenciamiento, expresión 

ectópica y endógena de HIF-1α. Previamente, se sembraron 600.000 células para luego transfectarlas 

por 16 h. (A) Se transfectaron 10 nM de siRNAs y se realizó la técnica de western blot. (B) se transfectaron 

5 μg de los diferentes constructos de HIF-1α  y se realizó la técnica de western blot. (C) Las células RCC 

y RCC+vhl crecieron a confluencia y se realizó la técnica de westerb blot. En todos, para evaluar los niveles 

de rab5 total y actina. Las gráficas indican el promedio de 3 ensayos independientes  ± el error estándar 

N.S). 
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Figura S4. Análisis in-sílico de las secuencias promotoras de distintas GEFs de Rab5. Previamente 

obtuvimos las secuencias genéticas humanas de distintas GEFs de Rab5 disponibles en la base de datos 

Ensembl. Posteriormente, se buscaron HREs putativos (5´-(C/G)CGTG-3´) dentro de los primeros 2000 pb 

del promotor. El +1 indica el sitio de inicio de la transcripción. Hacia la derecha, se observan los nucleótidos 

río abajo del +1 y hacia la izquierda, los nucleótidos río arriba del +1. Los rectángulos grises claros indican 

los HREs putativos y los rectángulos gris oscuro indican los elementos validados como HREs del control 

positivo RhoA; los números sobre los rectángulos indican la posición específica que abarcan los nuleótidos 

del HRE.  
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     GEFs 

N° HREs 
Promotor 

N° HREs 
Río arriba (+1) 

 
Rol en cáncer 

 
      RIN1 

  
     6 

 
3 

RIN1 muestra propiedades oncogénicas y suprime la apoptosis y 
su acumulación aberrante se asocia con un pronóstico 
desfavorable para pacientes con melanoma. (Fang et al., 2012). 

 
      RIN2 

  
     0 

 
2 

RIN2 forma un complejo con R-Ras y Rab5 para controlar la 
adhesión endotelial, endocitosis de integrinas y activación de 
Rac1. (Sandri et al., 2012). 

 
      RIN3 

 
     1 

 
1 

RIN3 es un regulador negative de la respuesta de mastocitos a 
SCF. Janson et al., 2012. 

 
  RABEX-5 

 
     3  

 
1 

RABEX-5 juega un rol oncogénico en cancer de mama mediante 
la activación de la vía de MMP-9. (Fang et al., 2012) 

   
    ALS-2 

 
     3 

 
1 

ALS2 es un nuevo efector de RacGTP por medio de la endocitosis 
y posterior reclutamiento a frente de avance y macropinosomas. 
(Kunita et al., 2007) 

 Tabla S1. GEFs de Rab5 que participan en la promoción de características tumorales y poseen varios HREs 

putativos de HIF-1 5’ (A/G-CGTGCT) 3’. 
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GENES Partidores para cuantificar  niveles de mRNA por RTqPCR  

Rabex-5 FW:TGT GCT GTG CTG TGG CTT TCA T         RV: GCT TGA CGC CTA AGC AAG CAT C 

RIN1 FW: GCC TTG CCT TGG GAC TGG AT              RV: AGT AGT GAA GCT GGA CGG GCT 

RIN2 FW: TTG CCT TCC CGC TTC TAC ATG C           RV: TAA AGT TGC CCT TGG CCG AGTT 

RIN3 FW: TGC CTT CGG GAC CCT CAC T                  RV: AGC CAG CAT GTT GAC GGA CAC 

ALS2 FW: TCG CCT AAA GGA TGC CAC CTA 

TGA    

RV:  TCT CCA TAC CCA TCT TCC AAG CCA 

VEGFA FW: CTC TAC CTC CAC CAT GCC AAG                    RV: AGA CAT CCA TGA ACT TCA CCA CTT 

ACTINA FW: TGG CAC CCA GCA CAA TGA AGA                   RV: GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT 

  

 

 

 

 

 

 

 

Tabla S2 Diseño de partidores para RT-qPCR para las diversas GEFs en estudio. Para el diseño de 

los partidores se obtuvieron las secuencias de cDNA publicadas y comprobadas en pubmed para cada gen 

y luego se utilizó el programa AmplifX, para diseñar y testear la formación de dimeros y autodímeros. 

Posteriormente se realiza un PCR in-sílico contra todo el genoma (sin intrones) para comprobar 

especificidad de los partidores.  
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Figura S5. Análisis de los niveles de mRNA de las GEFs de Rab5 en condiciones de normoxia e 

hipoxia por 6 y 12h. Las células A549 fueron incubadas en hipoxia y normoxia por 6 y 12 h, 

inmediatamente se realizó la extracción y purificación de RNA y luego la técnica de RTq-PCR. En cada 

muestra se cuantificó, (A)  La expresión de VEGFA como control positivo. (B) RABEX-5 (C) RIN1 (D) 

RIN2. (E) RIN3 y (F) ALS2 relativo a los niveles de actina (normalizador) utilizando la ecuación ΔΔCT. 

La gráfica muestra el promedio de 3 experimentos independientes con sus respectivos errores estándar. 

Los análisis estadísticos fueron realizados con el test one-way ANOVA. (* p ≤ 0,05; ** p ≤ 0,01; *** 

p<0.001). 
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Figura S6. Silenciamiento de HIF-1α en la evaluación de los niveles de mRNAs de (A)VEGFA, (B) 
RIN2, (C) RIN3 y (D)ALS2 previamente seleccionadas en hipoxia. Resultados no validados ya que 
control positivo es no significativo. (N=6). Los análisis estadisticos fueron realizados con el test one-
way ANOVA.  
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Figura S7. Transfección pcDNA control (vacío), 3.1 HIF-1α wt y pcDNA 3.1 HIF-1α (P402A/P564A) 

Posterior a 24 h de transfección con las secuencias codificantes para HIF-1α, se evaluaron los niveles de 

mRNAs mediante la técnica de RTqPCR. (A) mRNA de VEGFA, (B) mRNA de RIN2, (C) mRNA de 

RIN3 y (D) mRNA de ALS2. Los resultados  no fueron validados ya que control positivo (VEGFA)  no 

es significativo (N=5). 
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GENES 

 

Partidores para cuantificar el enriquecimiento de HIF-1α por Chip-qPCR 

 

 

RhoA 

 

FW:CCTATCCTACAGGCTGCTGAA 

 

RV:  TAAGCCCACCAGCTTAATGG 

 

ALS2 

 

FW:GACTGTCTTAGGCTCAGCAATA 

 

RV:  TTCACCAACACCCTCAACTC 

 

Actina 

 

FW:  CGGCCCAAAGGACTTTTA 

 

RV: TTCCCCTGACTCAGCCTTT 

 

Tabla S3. Diseño de partidores para Chip qPCR. Para el diseño de los partidores se realizó a partir de 

las secuencias genéticas promotoras (-2000 pb), cada GEF publicadas en ensembl.org y luego se diseñaron 

los partidores limitándose a amplificar el HRE en estudio mediante el programa AmplifX. Para diseñar y 

testear la formación de dimeros y autodímeros. Posteriormente se realiza un PCR in-sílico contra todo el 

genoma para comprobar especificidad de los partidores.   
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Figura S8.  Curva dosis-respuesta y efectividad siRNA-control y siRNA-ALS2 en hipoxia de 24 h. 

Previamente, se sembraron 600.000 células para luego transfectarlas por 16 h distintas concentraciones 

(10 μM- 50 μM- 100 μM) de siRNAs control y siRNAs ALS2. Posteriormente las células fueron 

incubadas en hipoxia por 24 h para posteriormente cuantificar mediante la técnica de western blot, los 

niveles de ALS2 y actina mediante análisis densitométrico para determinar la concentración de siRNAs 

más eficiente. 
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