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RESUMEN

El cancer es la 2° causa de muerte en Chile. El desarrollo del cancer se ha
propuesto que es consecuencia de la pérdida de funcion de los genes supresores
de tumores beneficiando la accion de los oncogenes (genes que promueven el
crecimiento de tumores). La activacion del Factor inducible por hipoxia 1a (HIF1a)
en un ambiente reducido en oxigeno (hipoxia) o por 6xido nitrico (NO), permiten la
proliferacion y adaptacion metabdlica de las células tumorales. Por otro lado,
Caveolina-1 es una proteina de andamiaje, que ha sido descrita como un supresor
de tumores y promotor de metastasis. Resultados de nuestro laboratorio han
demostrado que E-Cadherina y Caveolina-1 actlan cooperativamente en
supresion de tumores in vivo. Sin embargo, Caveolina-1 suprime el crecimiento de
tumores incluso en células carentes de E-Cadherina, de un modo menos eficiente.
La isoforma endotelial de la sintasa de 6xido nitrico (NOS3), es uno de los blancos
inhibidos por Caveolina-1 mas ampliamente descritos en la literatura, que
recientemente ha sido implicado en mantenimiento tumoral. Cémo la inhibicion de
NOS mediada por Caveolina-1 afecta la activacion de HIF1a contribuyendo a la
funcion supresora de tumores de Caveolina-1 en ausencia de E-Cadherina, ain no
ha sido evaluado. En este trabajo, evaluamos la posibilidad que la inhibicién de
NOS por Caveolina-1 pueda reducir la transcripcion dependiente de HIF1a vy
contribuir asi a la funcién supresora de tumores de Caveolina-1. Lineas celulares
transfectadas con un plasmidio que codifica para Caveolina-1 [HT29(US), B16F10
y HEK293T] o células en que la expresiébn endogena de Caveolina-1 fue
disminuida utilizando un shRNA [MDA-MB231], fueron tratadas en hipoxia (1% O,
4-24 h). La actividad transcripcional de HIF, la expresién de genes blanco de
HIF1a, la distribucion subcelular de HIF1a, Caveolina-1 y NOSS3, fueron evaluados
mediante ensayos de gen reportero, RT-PCR/qPCR, Western Blot y microscopia
confocal, respectivamente. Ademas, se realizaron ensayos de formacion de
tumores en ratones inmunosuprimidos SCID-Beige y en ratones
inmunocompetentes C57BL/6. Los principales hallazgos de este trabajo fueron,
que Caveolina-1 reduce la actividad transcripcional de HIFla y la expresion de
VEGF en hipoxia en las lineas celulares analizadas. Ademas, la reduccion del
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crecimiento tumoral de células de melanoma murino B16F10(Cav-1) fue
coincidente con la reduccion de la expresion del mRNA de vegf in vivo. El
tratamiento de las células con el dador de NO (DETA/NO) o el inhibidor de
arginasa BEC, previnieron la inhibicién de la actividad transcripcional de HIF1la
mediada por Caveolina-1. Ademas, la inhibicion de NOS con L-NAME o con el
inhibidor selectivo de NOS3, L-NIO, reducen el incremento en la actividad
transcripcional de HIF en hipoxia. In vivo, la sobreexpresion de HIF1a en células
HT29(US)(Cav-1) revierte la supresion de tumores mediada por Caveolina-1 en
ratones SCID-Beige. Finalmente, el tratamiento sistémico de ratones C57BL/6 con
L-NAME, reduce el volumen tumoral a niveles comparables con los observados en
los tumores formados por células B16F10(Cav-1). En resumen, nuestros
resultados sugieren que la inhibicion de NOS3 mediada por Caveolina-1 reduce la
actividad transcripcional de HIF1a y la expresion de sus genes blanco, in vitro e in
vivo, contribuyendo a la funcién supresora de tumores de Caveolina-1 en ausencia
de E-Cadherina.
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SUMMARY

Cancer, the 2nd most important cause of death in Chile, is thought to develop due
to loss of tumor suppressor and gain of oncogene function. Activation of Hypoxia-
inducible factor 1a (HIF1a) in the low oxygen environment (hypoxia) present in
tumors or by nitric oxide (NO), favors cancer cell proliferation and metabolic
adaptation. Caveolin-1 is a scaffolding protein that reportedly functions both as a
tumor suppressor and promoter of metastasis. Results from this laboratory have
shown that E-cadherin and Caveolin-1 cooperate in tumor suppression in Vivo.
However, Caveolin-1 expression suppresses tumor growth even in cancer cells
lacking E-cadherin, albeit less efficiently. The endothelial isoform of nitric oxide
synthase (NOS3), one of the best-established targets for inhibition by Caveolin-1,
has recently been implicated in maintence of tumor growth. Whether, Caveolin-1-
mediated NOS inhibition may impact on HIF1a activation and account for tumor
suppression by Caveolin-1 in the absence of E-cadherin has not been yet
assessed. Here, we evaluated the possibility that NOS inhibition by Caveolin-1
may reduce HIF1a - dependent transcription and thereby contribute to the tumor
suppressor function of Caveolin-1. Cell lines transfected with a Caveolin-1-
encoding plasmid [HT29(US), B16F10 and HEK293T] or cells where endogenous
Caveolin-1 protein levels [MDA-MB231] were reduced using shRNA-technology,
were exposed to hypoxia (1% O, 4-24 h). In these cells, HIF transcriptional
activity, HIF1a target-gene expression, HIF1a, Caveolin-1 and NOS3 protein levels
and subcellular localization were evaluated by gene reporter assays, RT-
PCR/gPCR, Western Blot and confocal microscopy, respectively. Tumor forming
capacity was evaluated in immunodeficient SCID-Beige and immunocompetent
C57BL/6 mouse strains. The main findings of this study are that Caveolin-1
reduced HIF1a transcriptional activity and VEGF expression in hypoxia in vitro in
all cell lines. Also, reduced tumor growth of B16F10(Cav-1) melanoma cells in
C57BL/6 mice correlated with reduced vegf gene expression in vivo. Treatment of
cells with the NO donor (DETA/NO) o arginase inhibition with BEC, prevented

Caveolin-1-mediated inhibition of HIF1a transcriptional activity. Furthermore, NOS
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inhibition with L-NAME or selective NOS3 inhibition with L-NIO, reduced hypoxia-
enhanced HIF transcriptional activity. In vivo HIF1a overexpression in
HT29(US)(Cav-1) cells reversed tumor suppression due to Caveolin-1 in SCID-
Beige mice. Finally, systemic treatment of C57BL/6 mice with L-NAME, reduced
tumor volumes to levels comparable to those observed for tumors formed by
B16F10(Cav-1) cells. In summary, our observations suggest that Caveolin-1-
mediated inhibition of NOS3 activity reduces HIF1a transcriptional activity and
target gene expression, both in vitro and in vivo, and that this ability contributes to

tumor suppression by Caveolin-1 in the absence of E-cadherin.
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INTRODUCCION

1. Cancer

El cancer es la segunda causa de muerte en nuestro pais por enfermedades
crénicas no transmisibles, causando la muerte de 24.000 personas al afio (Minsal,
2010). El desarrollo del cancer se ha asociado al desbalance entre los genes
supresores de tumores (genes que se oponen al crecimiento tumoral) y los
oncogenes (genes que favorecen el crecimiento tumoral). Este desbalance
sumado a cambios epigenéticos, permiten que una célula normal se transforme
progresivamente en una célula tumoral incipiente y finalmente lleva a la formacion
de un tumor. Se ha postulado que la célula tumoral adquiere al menos 6
capacidades (Figura 1), que incluyen presentar un potencial replicativo no
regulado, hacerse independiente de sefales de crecimiento e insensible a sefiales
anti-crecimiento, evadir la apoptosis, producir la neovascularizaciéon del tejido
(angiogénesis) e invadir y formar metastasis en otros tejidos (Hanahan and
Weinberg, 2000).

Independencia de
senales de
crecimiento

Resistencia a Insensibilidad de

muerte celular seﬁa!es_ anti-
crecimiento

Invasiony

Neovascularizacion metastasis

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1: Caracteristicas adquiridas por una célula tumoral.

De acuerdo al modelo de Hanahan y Weinberg, la adquisicion de las caracteristicas indicadas en la figura
permite la transformacion celular. El detalle de cada caracteristica se explica en el texto. Modelo adaptado de
(Hanahan and Weinberg, 2000).
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Las células tumorales utilizan distintas estrategias con el fin de potenciar su
capacidad proliferativa. Se ha visto que las células tumorales alteran las proteinas
reguladoras del ciclo celular y modifican la estructura del DNA para adquirir un
potencial de replicacion ilimitado. Por otro lado, para sostener la proliferacion
celular, las células tumorales, frecuentemente estimulan su proliferacion a través
de la estimulacion autocrina de sus receptores de factores de crecimiento,
haciéndose independientes de sefiales pro-crecimiento. A su vez, las células
tumorales modifican el balance entre las proteinas pro-apoptéticas y anti-
apoptoticas a favor de las ultimas y con ello se hacen mas resistentes a la muerte
celular. Ademas, evaden la accién de los supresores de crecimiento (sefiales que
regulan negativamente la proliferacién celular). Muchas de estas sefales anti-
crecimiento son dependientes de la accion de los genes supresores de tumores
(genes gque se oponen a la accidén de los oncogenes), los cuales frecuentemente
son inactivados en cancer. En tumores, la activacion de los oncogenes Ras y Myc
permiten activar la proliferacion celular, mientras que los supresores de tumores
RB (retinoblastoma), TP53 y Caveolina-1, son frecuentemente inactivados.
Caveolina-1, es un supresor de tumores que se encuentra disminuido en cancer y
es el foco de estudio de este trabajo (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011; Quest
et al., 2008; Williams and Lisanti, 2005).

Por otro lado, para mantener un constante suministro de nutrientes como oxigeno
y permitir la eliminacion del dioxido de carbono, las células tumorales inducen la
angiogénesis del tejido, proceso que lleva a la formacién de nuevos vasos
sanguineos (Hanahan and Weinberg, 2011). También, las células tumorales
adquieren la capacidad de invadir el tejido vecino, lo que le permite ingresar a los
vasos sanguineos, donde a continuacion las células pueden translocarse a un
nuevo tejido, colonizandolo y formando otro foco tumoral, en un proceso conocido

como metastasis (Chaffer and Weinberg, 2011).

La proliferacién celular descontrolada, es una de las principales caracteristicas de

una célula tumoral. Esta condicion, obliga a las células a adaptar su proliferacion y
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su metabolismo, de manera de obtener energia para el crecimiento celular y la
proliferacion. Por ejemplo, las células pre-malignas del cancer de mama,
evolucionan a partir de conductos que se encuentran separados de los vasos
sanguineos a través de la membrana basal. La separacion entre las células y los
vasos sanguineos resulta en la reduccion del suministro de oxigeno (fenbmeno
conocido como hipoxia) y acidosis, debido a la utilizacion de la via glicolitica como
fuente principal de energia. Por lo tanto, ademas de las ventajas proliferativas que
presentan las células, estas deben adaptarse a las condiciones hostiles del
microambiente tumoral como la hipoxia y la acidosis (Gillies and Gatenby, 2007).
En este trabajo, nos enfocaremos en la participacion del factor inducible por
hipoxia 1a (HIF1a), el principal mediador responsable de la adaptacion de las

células a la hipoxia en la accidn supresora de tumores de Caveolina-1.

2. Hipoxia

Origen de la hipoxia en los tumores

En condiciones normales, los distintos 6rganos y tejidos son irrigados con una
cantidad de oxigeno constante, lo que se conoce como fisioxia o hipoxia
fisiol6gica, cuyo valor es caracteristico para cada tejido. Desde un punto de vista
operacional, se considera normoxia a la presibn de oxigeno presente en los
cultivos celulares (19,95%), valor muy cercano al oxigeno atmésferico (21% O,),
hipoxia a una fraccion de la concentracion de oxigeno de fisioxia y anoxia a la
ausencia de oxigenacion del tejido (Carreau et al., 2011). En nuestro organismo, la
traguea, es el tejido con mayor oxigenacion (19,7% O,), mientras que el musculo
es el tejido que presenta una menor concentracion de O, (3,8%) (Carreau et al.,
2011). Sin embargo, bajo condiciones patolégicas como cancer, enfermedades
cardiovasculares y ataques cerebrales, la oxigenacion relativa de los tejidos se ve

profundamente alterada (Carreau et al., 2011; Koh and Powis, 2012).
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En pacientes con cancer, mediante el uso de electrodos modificados, tomografia
de emisién de positrones o polarografia se ha cuantificado la hipoxia en tumores,
detectandose regiones hipdxicas en tumores de pacientes con cancer de prostata
(Movsas et al., 2001), pancreas (Koong et al., 2000), cabeza y cuello (Becker et
al., 1998), mama (Vaupel et al., 1991), rindn (Lawrentschuk et al., 2005) e higado
(Vaupel et al., 2007) entre otros. La presencia de estas regiones hipdxicas en
tumores se considera un factor de mal prondéstico, debido a que la hipoxia estimula
la seleccion y expansion clonal de las células con un fenotipo mas maligno, por lo
gue se asocia a resistencia a la quimioterapia, metastasis y reduccién en la
expectativa de vida de los pacientes (Denko et al., 2003; Keith et al., 2011; Vaupel,
2008; Vaupel and Harrison, 2004; Wilson and Hay, 2011).

En tumores, la hipoxia es causada por una deficiencia en el transporte de oxigeno,
que resulta del desbalance entre el consumo y la entrega del oxigeno, debido a la
elevada tasa de proliferacion de las células que conforman el tumor (Pries et al.,
2010). Recientemente, utilizando resonancia paramagnética de electrones (EPRI),
se ha demostrado, in vivo, que la hipoxia es un evento dinAmico en tumores.
Dentro de un tumor, se distinguen dos zonas hipdxicas, una region de hipoxia
cronica, usualmente el centro del tumor y un area del tumor donde se alternan
ciclos de hipoxia/reoxigenacion (hipoxia ciclica), producidas por una perfusion

sanguinea intermitente del tejido (Yasui et al., 2010).

Frecuentemente, se observan alteraciones en los vasos sanguineos tumorales
gue contribuyen a acentuar la hipoxia en los tumores. En una vasculatura normal,
los vasos sanguineos se organizan de un modo ordenado y jerarquico, de manera
que los vasos sanguineos estan lo suficientemente proximos entre ellos,
asegurando un suministro adecuado de nutrientes y oxigeno a las células del
tejido. Contrariamente en un tumor, los vasos no se ordenan ni presentan
jerarquia y tienen paredes capilares fragiles. Ademas, en un vaso tumoral, el flujo
sanguineo se encuentra retardado y frecuentemente los vasos estdn muy

distantes entre si, acentuando la hipoxia en el tumor (Brown and Wilson, 2004).
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Distintos factores contribuyen a la alteracion del transporte de oxigeno y nutrientes
observada en los vasos sanguineos tumorales. La orientacion azarosa que
adoptan los vasos, permite la formacion de derivaciones de los vasos tumorales.
Estas derivaciones, son vias sanguineas cortas que poseen un alto flujo
sanguineo que forman un “bypass” sobre otros vasos tumorales, reduciendo la
entrega de oxigeno en el tejido (Pries et al., 2010). Ademas, la baja densidad
vascular, sumada a las limitaciones que presenta la difusion transversal del
oxigeno y el endurecimiento que sufren los eritrocitos hipéxicos, se traducen en un
aumento de la viscosidad de la sangre, reduciendo aun mas el flujo sanguineo lo

que genera un lecho extravascular hipéxico (Dewhirst et al., 2008).

La normalizacibn de la hipoxia tumoral mediante la expresion ectopica de
mioglobina (proteina especializada en el transporte de oxigeno) o induciendo la
reorganizacion de las células endoteliales tumorales con inositol trispirofosfato,
reduce fuertemente el crecimiento tumoral y suprime la formacion de metéastasis
en modelos animales (Galluzzo et al., 2009; Kieda et al., 2013). Por lo tanto, estos
antecedentes resaltan la complejidad de la hipoxia intratumoral y como la

intervencién de la hipoxia previene la progresion tumoral.

Adaptacién a la hipoxia

La respuesta celular a la hipoxia es compleja ya que depende tanto de la
severidad, como de la duracion de la hipoxia, involucrando cambios a nivel
transcripcional y traduccional. Durante la hipoxia, distintas vias de sefalizacién
celular convergen para adaptar a las células a vivir en esta condicion. El principal
mediador intracelular responsable de la adaptacion a la hipoxia es el factor de
transcripcion inducible por hipoxia (HIF), cuya funcién es modificar mdultiples
procesos celulares como adaptar el metabolismo celular, regular el pH, promover
la neovascularizacion del tejido e inducir un fenotipo migratorio e invasivo de las
células (Semenza, 2011). Por otro lado, la activacion de la respuesta a proteinas
mal plegadas (UPR), a través de sensores presentes en la superficie del reticulo

endoplasmatico (IRE1, PERK), permite mantener la homeostasis del reticulo
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endoplasmatico durante la hipoxia severa (anoxia) (Rzymski et al., 2010; Wouters
and Koritzinsky, 2008). Ademas, la inhibicibn de mTOR (mechanistic target of
rapamycin) en hipoxia gatilla autofagia, un proceso catabdlico que se induce bajo
estrés celular para la obtencion de energia (Choi et al., 2013). La autofagia juega
un rol importante en la degradacion de proteinas de vida media prolongada,
degradacion de organelos y en la adaptacion de las células a la deprivacion de
nutrientes que se induce en hipoxia (Mazure and Pouyssegur, 2009). Por ende, la
respuesta celular a la hipoxia es compleja, donde distintos mecanismos convergen

para adaptar el metabolismo como la homeostasis celular bajo esta condicion.

La activacion de las distintas vias de adaptacion a hipoxia parece depender tanto
de la severidad como de la duracion de la hipoxia. Se ha visto que tanto la
activacion de HIF como la induccion de la autofagia ocurre en un rango amplio de
tension de oxigeno (desde anoxia [0,<0,1%] hasta hipoxia moderada [0, 3%)])
(Koumenis and Wouters, 2006; Wilson and Hay, 2011), mientras que la activacion
del UPR parece ser mas restringida a anoxia (Rouschop et al., 2010; Rzymski et
al., 2010). Por otro lado, la respuesta adaptativa es regulada de acuerdo a la
duracion de la hipoxia. En hipoxia severa, la fosforilacién del factor de iniciacion de
la traduccién 2a (elF2a), factor que controla la traduccion durante la hipoxia,
dependiente del sensor de estrés de reticulo PERK, ocurre rapidamente de modo
transitorio, mientras que durante la hipoxia moderada, la fosforilacion de este
factor requiere una exposicidbn mas prolongada a hipoxia (mayor a 8 h) (Koumenis
and Wouters, 2006), indicando que la respuesta celular a la hipoxia es regulada

por la intensidad y duracion del tratamiento.

La activacion del UPR parece ser importante cuando la activacién de HIF1a no es
suficiente para mantener la expresion de proteinas en la anoxia (Rzymski et al.,
2012). Por otro lado, la induccién de la autofagia es controlada tanto por HIF1a, en
hipoxia moderada via BNIP3 (Bcl-2/E1B 19 kDa-interacting protein 3), mediando
sobrevida celular (Hu et al., 2012; Mazure and Pouyssegur, 2009). Mientras, la

induccion de autofagia en anoxia es controlada por el sensor de estrés de reticulo
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PERK, mediando muerte celular (Rouschop et al., 2010). El rol de la respuesta a

proteinas mal plegadas fue abordado en el laboratorio (Diaz, 2013).

3. Factor inducible por hipoxia 1a (HIF1a)

En hipoxia moderada (O, 1-3%), las células se adaptan mediante la activacion del
Factor inducible por hipoxia HIF (Semenza, 2011). HIF es una proteina que
pertenece a la familia de los factores de transcripcion del tipo bHLH. HIF es un
heterodimero, formado por la subunidad a que es sensible a oxigeno y una
subunidad B (HIF18 o ARNT) que presenta una expresion constitutiva (Wang et
al., 1995). HIF interactia con distintos co-activadores en hipoxia, promoviendo la
expresion de cientos de genes involucrados en la adaptacion a hipoxia, mediante
la asociacién de HIF con elementos de respuestas a hipoxia (HRE), presentes en
las regiones promotoras (Figura 2) (Rankin and Giaccia, 2008). Tres factores
inducibles por hipoxia han sido identificados hasta la fecha (1a, 2a y 3a) (Ema et
al., 1997; Makino et al., 2002; Wang et al., 1995), de los cuales HIF1a es el mas
ampliamente descrito (Rankin and Giaccia, 2008). HIF1a presenta una expresion
ubicua en los tejidos, en comparacion a HIF2a que tiene una expresion mas
restringida (Wiesener et al., 2003) y HIF3a cuyo RNA mensajero ha sido descrito
en algunos tejidos y la estabilizacion de la proteina ha sido recientemente descrita
en algunas lineas celulares de cancer renal (Rankin and Giaccia, 2008; Tanaka et
al., 2011).

Estructuralmente, tanto HIF1a, HIF2a como HIF3a poseen un dominio de unién al
DNA (bHLH), un dominio de dimerizacion (PAS), un dominio central de
degradacion dependiente de oxigeno (ODD), una region transactivadora N-
terminal (N-TAD) y un dominio transactivador C-terminal (C-TAD), exceptuando a

HIF3a que no lo posee (Figura 2) (Greer et al., 2012).
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Figura 2 Mecanismo de activacion
de HIF1a en hipoxia.
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activador CBP/p300. La hidroxilacion en asparagina 803 por Factor inhibidor de HIF1a (FIH-1) en el dominio de
transactivacion C-terminal (C-TAD) previene la asociacion de HIF1a con CBP/p300 inhibiendo la actividad
transactivadora de HIFla. En esta figura se destaca la estructura proteica de HIF1a con los distintos dominios
proteicos y los principales residuos que son modificados post-traduccionalmente. Las imagenes fueron adaptadas de
(Koh and Powis, 2012; Rankin and Giaccia, 2008).

Mientras que HIF1a y HIF2a se unen a los mismos elementos de respuestas en el
DNA, difieren en su perfil de induccion y aun no es claro si su funcion es
redundante o complementaria, debido a que ambos regulan la expresion de
diversos genes involucrados en la adaptacion a la hipoxia. HIF1a es importante
para la adaptacion del metabolismo celular en hipoxia aguda, a través de la
induccion de genes, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), la
lactato deshidrogenasa A (LDH-A), el transportador de glucosa 1 (GLUT-1), entre
otros (Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2009; Greer et al., 2012; Paul et al., 2004;
Rankin and Giaccia, 2008; Ratcliffe, 2007; Semenza, 2011). Por otro lado, HIF2a
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es necesario para promover la proliferacion durante la hipoxia prolongada,
incrementando la actividad transcripcional de c¢c-Myc y manteniendo las
caracteristicas de pluripotencialidad de células madres (Covello et al., 2006;
Gordan et al., 2007). En tanto, la funcion de HIF3a es muy poco conocida y su
expresion en hipoxia es dependiente de HIF1a pero no de HIF2a (Tanaka et al.,
2009).

Se ha propuesto que el Factor Asociado a HIF (HAF) permite la adaptacion a la
hipoxia prolongada, ya que su activacidon permite la transicion desde una
respuesta dependiente de la actividad transcripcional de HIF1a hacia una
dependiente de HIF2a, llevando a un incremento en la expresion de genes
involucrados en invasion, resultando en una mayor agresividad de tumores in vivo
(Koh et al., 2011; Koh and Powis, 2012). Debido a que, por una parte, la expresion
de HIF1a es ubicua en comparacion a HIF2a o HIF3a y se asocia a mal pronéstico
en muchos tipos de cancer como, cancer de vejiga (Talks et al., 2000), mama
(Schindl et al., 2002), gastrico (Mizokami et al., 2006), colon (Yoshimura et al.,
2004), pancreas (Shibaji et al., 2003) y por otra parte HIF1a se ha vinculado
recientemente con Caveolina-1 (Martinez-Outschoorn et al., 2010; Pavlides et al.,

2010) [ver mas adelante], el foco de este trabajo es HIF1a.

Ensayos de formacién de tumores en xendgrafos han ayudado a dilucidar la
funcionalidad de la activacion de HIF1a en tumores. Se ha detectado la activaciéon
temprana de HIF1a en xendgrafos (Dewhirst et al., 2007). Células deficientes en
HIF1a muestran un considerable retardo en el crecimiento tumoral en comparacion
a células no deficientes cuyos tumores crecen rapidamente, indicando que la
activacion de HIF1a es necesaria para el crecimiento tumoral (Hopfl et al., 2002).
Por otro lado, la inhibicion de HIF1a por diversos tratamientos como una molécula
antisentido (EZN-2968), derivados de &cido salicilico, antraciclinas, dominantes
negativos, shRNA, siRNA en modelos de cancer de pancreas, gastrico, glioma,
préstata, han mostrado disminucion del crecimiento tumoral (Lee et al., 2009;

Monti and Gariboldi, 2011; Semenza, 2010). En este mismo sentido, la expresion
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forzada de HIF1a en lineas celulares de cancer de colon o pancreas han mostrado
un incremento en el crecimiento tumoral (Semenza, 2010). La inhibicion de genes
blancos de HIF1a como VEGF (Hurwitz et al., 2004), GLUT-1(Young et al., 2011) o
LDH-A (Fantin et al., 2006) reducen el tamafio de los tumores, sugiriendo que la
activacion de HIF1a en tumores y la expresion de sus genes blanco es importante

para el desarrollo tumoral.

Regulacién de HIF1a

HIF1a presenta una regulacion post-traduccional compleja. Modificaciones como
hidroxilacion, fosforilacién o nitrosilacion impactan fuertemente en la estabilidad de
la proteina como en su capacidad transactivadora. En normoxia, HIF1a es
hidroxilado en prolina (residuos 402 y 564 en el dominio ODD), por las enzimas
prolil-hidroxilasas (PHD, enzimas dependientes de Fe*?, O, y oxoglutarato). La
hidroxilacion permite que HIF1a sea reconocido por el factor de Von Hippel Lindau
(VHL) quien forma un complejo multiproteico con actividad Ubiquitina — Ligasa que
promueve la degradacién de HIF1a por el proteosoma (Figura 2) (Huang et al.,
1998; Sutter et al., 2000). En hipoxia, el aumento de la produccién de especies
reactivas del oxigeno (ROS) producidos por el complejo Il de la mitocondria
producen una reaccion de Fenton en el sitio activo de PHD, inactivando las
enzimas PHD, disminuyendo la hidroxilacion de HIF1a, permitiendo asi la
estabilizaciéon proteica de HIF1a. Una vez estabilizado, HIF1a transloca al nucleo,
donde forma un heterodimero con HIF 13, gatillando la transcripcion de sus genes
blancos (Brahimi-Horn and Pouyssegur, 2009; Chandel et al., 2000; Klimova and
Chandel, 2008; Paul et al., 2004; Schroed! et al., 2002). Durante la hipoxia, la
inhibicion de la hidroxilacion en asparragina 803 en el dominio C-terminal de
transactivacion de HIF1a, por el factor inhibidor de HIF1a (FIH-1), incrementa la
actividad transcripcional de HIF1a al permitir la asociacion de HIF1a con el
coactivador p300/CBP (Figura 2) (Jiang et al., 1997; Lando et al., 2002a; Lando et
al., 2002b). Por otro lado, la fosforilacion de HIF1a impacta en su capacidad
transactivadora. Se ha visto que la fosforilacion por la proteina quinasa activada

por mitdgeno (MAPK) incrementa la actividad transactivadora de HIF1a y la
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inhibicion de MAPK previene la asociacion de HIF1a con el coactivador p300/CBP
(Lisy and Peet, 2008).

Una de las modificaciones post-traduccionales mas estudiada de HIF1a es la
modificacion por 6xido nitrico (NO). El NO es un mensajero gaseoso, con un
importante rol en vasodilatacion y agregacion antiplaquetaria. Mediante oxidacion
de la L-arginina, las enzimas 6xido nitrico sintasas (NOS), producen L-citrulina y
NO. Se han descrito tres isoformas NOS1, NOS2 y NOS3 (conocidas previamente
como nNOS, INOS y eNOS, respectivamente), de las cuales, NOS1, NOS3
presentan una expresion constitutiva y la expresion de NOS2 se induce por
citoquinas pro-inflamatorias como el factor de necrosis a (TNFa), lipopolisacarido e
interleukina-1p3. Las tres isoformas de NOS han sido detectadas en tumores tanto
en células tumorales, macréfagos asociados a tumores como en el endotelio
vascular. Ademas, la sintesis de NO depende de la disponibilidad de sustrato y
otras enzimas como arginasa compiten con las NOS para la utilizacién de L-
arginina (Wu and Morris, 1998; Yasuda, 2008).

Se ha visto en carcinoma oral, que la estabilizacién de HIF1a coincide con la
expresion tanto de NOS2 como NOS3. En este caso, el tratamiento con un
inhibidor general de NOS (L-NMMA) previene la acumulaciéon de HIF1a en lineas
celulares (Quintero et al.,, 2006). Por otro lado, mediante experimentos de
sobreexpresion de NOS2 en células HEK293 se ha visto que HIF1a es
estabilizado a altas concentraciones de NO, independientemente de la
concentracion de O, (Mateo et al., 2003). In vivo, la liberacion de NO por
macrofagos inducida por radiacién ionizante, resulta en la estabilizacion proteica
de HIF1a por S-nitrosilacion en el dominio de degradacion dependiente de oxigeno
(Li et al., 2007a). El incremento en los niveles proteicos de HIF1a inducido con
dadores de NO, aumenta la actividad transcripcional de HIF, al prevenir la
hidroxilacion en asparragina 803 facilitando la asociacion de HIF1a con el co-
activador transcripcional p300/CBP (Park et al., 2008). En hipoxia moderada (O

3%), la produccion de especies reactivas del oxigeno y el NO, es responsable de
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la estabilizacion proteica de HIF1a (Chowdhury et al., 2012). Lo anterior sugiere
qgue el NO es un modulador tanto de la estabilidad proteica como de la capacidad

transactivadora de HIF1a.

4. Caveolina-1

Caveolina-1 es una proteina de andamiaje de 24 kDa, perteneciente a la familia de
proteinas Caveolinas, que fueron descritas como uno de las principales
componentes de las Caveolas. Hasta la fecha, se han descrito tres isoformas de
Caveolina (1, 2 y 3), las cuales difieren en su patron de expresion (Quest et al.,
2004). Mientras que Caveolina-1 y Caveolina-2 son usualmente co-expresadas en
células endoteliales, fibroblastos o adipocitos, la expresion de Caveolina-3 es
restringida a células musculares y glia (Ikezu et al., 1998; Okamoto et al., 1998).

Por su importancia en cancer, nuestro trabajo esta enfocado en Caveolina-1.

A nivel celular, Caveolina-1 se distribuye tanto en la membrana plasmatica como
en el citoplasma, vesiculas secretoras, mitocondria y nucleo, dependiendo del tipo
celular (Li et al., 2001; Sanna et al., 2007; Shah et al., 2002), indicando que las
funciones de Caveolina-1 no se restringen a su ubicacién en las caveolas (Head
and Insel, 2007). Estructuralmente, Caveolina-1 posee un dominio central
hidrofébico que adopta una estructura tipo horquilla, el cual se inserta en la cara
citoplasmatica de la membrana plasmética, orientando ambos extremos de la
proteina hacia el citoplasma. Cercano al dominio central hidrofébico, se encuentra
el dominio de andamiaje de Caveolina-1 (CSD) que comprende los aminoacidos
82 al 101. A través de esta secuencia, se ha descrito que Caveolina-1 interactla
con multiples proteinas que presentan una secuencia de union a Caveolina-1,
conocida como CBD (Figura 3) (Quest et al., 2013).

Caveolina-1 se considera como un actor importante en el transporte de vesiculas,
transporte de colesterol y transduccion de sefales (Bosch et al., 2011; Frank et al.,
2006; Quest et al., 2013; Williams and Lisanti, 2005). En transduccion de sefales,

se ha propuesto que a través de su dominio de andamiaje, Caveolina-1 interactia
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directa e indirectamente con proteinas que contienen el motivo de unidén a
Caveolina-1. Por medio de esta interaccién, Caveolina-1 impide el funcionamiento
de diversas proteinas como, tirosinas quinasas, receptores acoplados a proteina
G, proteinas G, entre otras, teniendo como consecuencia la inhibicion de la
propagacion de la sefal (Liu et al.,, 2002; Okamoto et al., 1998; Williams and
Lisanti, 2005).

Uno de los blancos més descritos de Caveolina-1, son las isoformas de NOS. Se
ha visto, que mediante la interaccién directa entre Caveolina-1 y las isoformas
NOS1 y NOSS3 via interaccion a través del dominio CSD, Caveolina-1 inhibe la
produccién de NO. El tratamiento de las diferentes isoformas de NOS purificadas
(NOS1, NOS2 y NOS3) con un péptido correspondiente al dominio de andamiaje
de Caveolina-1 inhibe la actividad de NOS y la liberacion de NO por NOS3
(Garcia-Cardena et al., 1997). Cabe destacar que, la inhibicion de NOS1 como
NOS3 por Caveolina-1, ocurre a través de la secuestracion de las enzimas via
CSD-CBD (Bernatchez et al., 2005; Garcia-Cardena et al., 1997; Ju et al., 1997;
Sato et al.,, 2004). Sin embargo, la inhibicion de NOS2 parece depender de la
union de la enzima con Caveolina-1, a través de la region 101-135, lo que
promueve la degradacién de NOS2 (Felley-Bosco et al., 2000).

Es importante destacar que ha observado un incremento en la asociacién entre
Caveolina-1 y NOS3 en células endoteliales de pulmén expuesta a hipoxia, con la
consiguiente reduccién en la produccién de NO (John et al., 2006; Liu et al., 2009).
Ademas, este efecto parece no estar restringido al endotelio, ya que en células de
neuroblastoma, el incremento en los niveles de Caveolina-1 reduce la produccién
de NO por la reduccion en los niveles proteicos de NOS2 como NOS3 (Shen et al.,
2008). A pesar de estos antecedentes, la funcion de Caveolina-1 en hipoxia, su
relacion con NOS y la produccion de NO y como esta relacion puede ser
importante para la funcién supresora de tumores de Caveolina-1, ha sido muy

poco abordada hasta la fecha.
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Figura 3: Caveolina-1y su accion supresora de tumores.

Estructura de Caveolina-1. En esta ilustracion se aprecia la forma de horquilla que adquiere Caveolina-1,
orientando ambos extremos proteicos hacia el citoplasma. Ademas, se destaca el dominio de andamiaje de
Caveolina-1, a través del cual establece interacciones con otras proteinas. La sobreexpresion de Caveolina-1
en células tumorales previene el crecimiento de tumores derivados de células de cancer de colon y melanoma
murino [HT29(US) (clones M1 y C14) y B16F10 (Mock y Cav-1), respectivamente] en ratones
inmunosuprimidos e inmunocompetentes (nude y C57BL/6, respectivamente). Es importante destacar la
disminucion del tamafio de los tumores formados por células transfectadas con Caveolina-1. Las fotografias

de los animales fueron adaptadas desde (Bender et al., 2000; Diaz, 2013; Lobos-Gonzalez L., 2013).

Caveolina-1y céancer

Se ha visto una disminuciéon en los niveles de expresion (proteicos como mRNA)
de Caveolina-1 en fibroblastos transformados, asociandose con un incremento en
el crecimiento independiente de anclaje (Koleske et al., 1995). En este caso, la
reexpresion de Caveolina-1 con un sistema inducible, revierte el crecimiento
independiente de anclaje en fibroblastos transformados (Engelman et al., 1997).
Por otro lado, hallazgos obtenidos por nuestro Laboratorio y por otros grupos
coinciden en la pérdida de la expresion de Caveolina-1 en tumores humanos y en
lineas celulares de cancer de colon (Bender et al., 2000), cabeza y cuello (Zhang
et al., 2008b), mama (Lee et al., 1998), entre otros (Quest et al., 2013). Mediante

ensayos con xenégrafos, se ha visto que la reexpresion de Caveolina-1 en cancer
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de mama (Chiu et al., 2011; Wu et al., 2008), carcinoma laringeo (Gu et al., 2007),
entre otros, reducen el crecimiento del tumor, indicando que Caveolina-1 tiene un
rol supresor de tumores. Aparentemente, este rol de Caveolina-1 depende de su
dominio de andamiaje. La administracion un péptido correspondiente al dominio de
andamiaje de Caveolina-1 (péptido AP-CSD) suprime el crecimiento de tumores
(Gratton et al., 2003). Sin embargo, hasta la fecha no existe claridad sobre los

mecanismos explican la accidn supresora de tumores de Caveolina-1.

Antecedentes del Laboratorio

Resultados de nuestro Laboratorio avalan la hipétesis de que Caveolina-1 tiene
una funcion supresora de tumores (Figura 3) (Bender et al., 2000; Diaz, 2013;
Lobos-Gonzalez L., 2013). Nuestro Laboratorio, se ha focalizado en dilucidar qué
mecanismo (s) explican el efecto supresor de tumor de Caveolina-1. Estudios in
vitro han mostrado que Caveolina-1 es un potente inhibidor de la via de B-
Catenina-TCF/LEF, reduciendo la proliferacién celular (Rodriguez et al., 2009;
Torres et al., 2006). Para inhibir esta via, Caveolina-1 requiere de la proteina de
adhesion celular E-Cadherina (Torres et al., 2007). Sin embargo, in vivo, si bien la
inhibicion de B-Catenina por Caveolina-1 parece ser relevante, se observdo que
Caveolina-1 también era capaz de suprimir el crecimiento de tumores en células
carentes de E-Cadherina (Lobos-Gonzalez L., 2013) y modelos independientes de
supresion de tumores han sido recientemente propuestos (Diaz, 2013). A pesar de
estos antecedentes, no existe claridad sobre qué mecanismo(s) contribuye(n) al

papel supresor de tumor de Caveolina-1 en ausencia de E-Cadherina.

Caveolina-1y HIF1a

Una linea de trabajo reciente, ha propuesto un mecanismo alternativo para
explicar el rol de Caveolina-1 en cancer. Mediante microdiseccion laser de un
tumor mamario humano, se demostré que la pérdida de la expresién de Caveolina-
1 en estroma, induce la aparicion de un microambiente pseudohipdxico,

caracterizado por la activacion de HIF1a. En este caso, la deficiencia de
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Caveolina-1 se asoci6 con la recurrencia del tumor (Witkiewicz et al., 2011). En
modelos animales, el analisis de los tejidos del ratdbn knock-out para Caveolina-1
muestra un aumento en los niveles de expresion de genes blancos de HIF1a
(Pavlides et al., 2009). Por otro lado, in vitro en fibroblastos estromales, la hipoxia
induce la degradacion proteica de Caveolina-1. La reduccion de los niveles de
Caveolina-1 produce un aumento de HIF1a y la activacion farmacolégica de HIF1a
media la degradacion de Caveolina-1 (Martinez-Outschoorn et al., 2010). Estos
antecedentes sugieren fuertemente una relacion inversa entre Caveolina-1 y

HIF1a en estroma tumoral.

Resumiendo los antecedentes:

1. Caveolina-1 suprime la formacién de tumores.

2. La activacion de HIF1a en cancer promueve el desarrollo tumoral.

3. El NO es un importante mediador involucrado en la estabilizacion proteica y la

capacidad transactivadora de HIF1a.

4. Caveolina-1 es un inhibidor de NOS.

5. En el estroma tumoral, la deficiencia en Caveolina-1 lleva a la activacion de

HIF1a con el consiguiente aumento de la expresion de sus genes blancos.

6. Hasta la fecha, se desconoce el mecanismo que explique la relacidén inversa

existente entre Caveolina-1y HIF1a.

7. Se desconoce si el aumento de Caveolina-1 conlleva a la disminuciéon de la

sefalizacion mediada por HIF1a en células tumorales.

Por lo tanto proponemos la siguiente hipétesis:
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HIPOTESIS
“Caveolina-1 inhibe la actividad transcripcional del Factor Inducible por Hipoxia 1a
(HIF1a) en hipoxia y la expresion de sus genes blancos, contribuyendo al papel

supresor de tumores de Caveolina-1 en células carentes de E-Cadherina”.

OBJETIVO GENERAL
Investigar la participacién de HIF1a en el papel supresor de tumores de Caveolina-
1.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar si Caveolina-1 inhibe la actividad transcripcional de HIF1a en

hipoxia.

1.1 Estudiar si la presencia de Caveolina-1 inhibe la actividad transcripcional del

gen reportero de HIF1a.

1.2 Determinar los niveles de expresion de genes blancos de HIF1a en células que

expresan Caveolina-1 expuestas a hipoxia.

1.3 Estudiar si el silenciamiento de Caveolina-1 se asocia a un incremento en la

actividad transcripcional de HIF1a en hipoxia.

1.4 Determinar si el dominio de andamiaje de Caveolina-1 participa en la inhibicién

de HIF1a en hipoxia.

1.5 Estudiar si la presencia de Caveolina-1 altera la translocacién de HIF1a al

nucleo.

1.6 Evaluar si la sobreexpresion de Caveolina-1 afecta la viabilidad o la progresién

del ciclo celular en hipoxia.

36



2. Evaluar la participacion de las enzimas oOxido nitrico sintasas en la

inhibiciéon de HIF1a por Caveolina-1.

2.1 ldentificar la isoforma de 6xido nitrico sintasa asociada al efecto inhibidor de

Caveolina-1.

2.2 Determinar el efecto de un dador de 6xido nitrico.

3. Evaluar in vivo si la inhibicién de HIF1a y NOS contribuyen a su papel

supresor de tumores de Caveolina-1

3.1 Determinar si la sobreexpresion de HIF1a previene el efecto supresor de

tumores de Caveolina-1 in vivo.

3.2 Determinar los niveles de expresion de genes blanco de HIF1a en tumores

derivados de células transfectadas con Caveolina-1.

3.3 Evaluar el efecto de L-NAME sobre la accion supresora de tumores de

Caveolina-1.
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METODOLOGIA
1. Materiales

1.1 Reactivos

La mezcla de gases de hipoxia (1% O, 5% CO,, 94% N, calidad ultrapuro) se
adquiri6 en Linde AGA®, Chile. Suero Fetal Bovino, el sustrato de
qguimioluminiscencia EZ-ECL (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel),
el reactivo BCA (Pierce, Rockford, IL, USA), el reactivo de transfeccion Superfect y
el kit de extraccion de DNA Midi Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA), el reactivo
TriZOL®, lipofectamine 2000 ® (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), higromicina, el IPTG (Isopropyl [(-D-1-thiogalactopyranoside) fueron
obtenidos de US Biological (Swampscott, MA, USA). Todos los medios de cultivo,
tripsina y antibiéticos usados fueron adquiridos en Gibco BRL (Paisley, Scotland,
UK). Las enzimas (GoTag® Flexi DNA Polymerase y RQ1 RNase-Free DNase),
tampones y reactivos para RT-PCR fueron de Promega (Madison, WI, USA). La
mezcla para gPCR, Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix (2X) fue de
Fermentas (Vilnius, Lituania). El kit para extraccion de proteinas nucleares y
citoplasmaticas (NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents) fue de
Thermo Scientific (MA, USA). Los reactivos para ensayo de gen reportero,
Luciferina y 2 nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) fueron adquiridos de US
Biological (Swampscott, MA, USA) y Boehringer Mannheim (Mannheim,
Alemania), respectivamente. Los reactivos para Western Blot e
inmunofluorescencia, fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, USA) o de la

mejor calidad disponible.

1.2 Farmacos

El inhibidor general de las enzimas 6xido nitrico sintasas L-NAME (Nw-Nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride), el dador de Oxido nitrico DETA/NO
(Diethylenetriamine/nitric oxide adduct), el quelante de hierro Deferroxamina y
Cicloheximida fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, MO, USA). Los inhibidores
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especificos de las isoformas 2 (inducible, NOS2) y 3 (endotelial, NOS3) de las
enzimas NOS 1400W (N-(3-Aminomethyl)benzylacetamidine, 2HCI), L-NIO (L-N°-
(1-Iminoethyl)ornithine, Dihydrochloride), respectivamente eran de Calbiochem
(Darmstadt, Germany). El inhibidor de arginasa BEC ((S)-(2-Boronoethyl)-L-
cysteine, HCI, Calbiochem, Darmstadt, Germany) fue generosamente donado por
el Dr. Luis Sobrevia (Centro de Investigaciones Médicas, Facultad de Medicina,
Pontificia Universidad Catdlica de Chile).

El péptido correspondiente al dominio de andamiaje de Caveolina-1 (AP-CSD), fue
sintetizado en Biomatik (Cambridge, Ontario, Canada), mediante el método de
sintesis en fase solida Fmoc, segun ha sido descrito previamente (Bucci et al.,

2000; Gratton et al., 2003). La secuencia de los péptidos se detalla en la Tabla 1.

Nombre del Péptido Secuencia
AP-SC RQIKIWFQNRRMKWKKWGIDKAFFTTSTVTYKWFRY
AP-CSD RQIKIWFQNRRMKWKKDGIWKASFTTFTVTKYWFYR

Tabla 1: Secuencia aminoacidica de los péptidos AP-Scramble (AP-SC) y AP-Dominio de Andamiaje de
Caveolina-1 (AP-CSD).

Para asegurar la internalizacion de los péptidos, éstos fueron conjugados con una
secuencia polipeptidica de 16 aminoacidos (RQIKIWFQNRRMKWKK)
correspondiente a la tercera hélice del dominio de unidon al DNA del factor de
transcripcion Antennapedia (Drosophila Melanogaster), el cual es internalizado por
las células en cultivo. En el extremo N-terminal se incluyé un espaciador de acido
aminohexanoico seguido de biotina, para la deteccion in situ de los péptidos
mediante inmunofluorescencia (Bucci et al., 2000; Derossi et al., 1996; Derossi et
al., 1994; Gratton et al., 2003). Se prepar6 una solucion madre de péptidos 10 mM
disueltos en dimetilsulfoxido (DMSO). A continuacion los péptidos se diluyeron en
agua nanopura (concentracion final 1 mM) y a partir de esta dilucion se hizo

alicuotas para tratar las células (Bucci et al., 2000; Gratton et al., 2003).
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2. Anticuerpos

Anticuerpos primarios anti-HIF1a (#610958), anti-Lap2 (# 611000) fueron de BD
Bioscience (California, USA). De Tranduction Laboratories (Lexington, KY) se
obtuvieron los anticuerpos anti-Caveolina-1(#610060) y anti-E-cadherina
(#610181). Los anticuerpos anti-Actina (#A5060), anti-Hsp90 (# SC7947) y anti-
TFIIB (#SC225) fueron adquiridos en Sigma (St. Louis, MO, USA). El anticuerpo
primario anti-NOS3 (BD Transduction Laboratories # 610296) fue gentilmente

donado por el Dr. Sergio Lavandero (Universidad de Chile, Chile).

Los anticuerpos secundarios acoplados a la peroxidasa de rabano anti-IgG de
conejo (# A5420) y anti-lgG de ratdén (# A4416) fueron adquiridos en Sigma (St.
Louis, MO, USA). Los anticuerpos secundarios caprinos anti-lgG de raton
conjugado a Cy3TM (#115-165-068) y anti-lgG de conejo conjugado a FITC (#111-
0950144) fueron obtenidos de Jackson ImmunoResearch Laboratories (West
Grove, PA, USA).

3. Cultivo celular y Condiciones experimentales

3.1 Cultivo lineas celulares

La linea celular embrionaria de riidn humano, HEK293T vy las lineas celulares
HT29(US) clones M1 y C14 establemente transfectadas con el plasmidio control
pLaclOP o pLaclOP-(Caveolina-1), respectivamente y las células B16F10(Mock) y
(Caveolina-1) fueron descritas anteriormente (Bender et al., 2000; Torres et al.,
2007; Torres et al.,, 2006) y fueron cultivadas DMEM alta glucosa y RPMI
suplementado con 10% suero fetal bovino (FBS) y antibi6ticos (10.000 U/ml de
penicilina y estreptomicina 10 ug/ml) a 37°C y 5% CO,, respectivamente. Las
células MDA-MB231 establemente transducidas con un shRNA contra Caveolina-1
(shRNA-cavl#5, sh5) o shRNA contra una secuencia aleatoria (ShRNA-Scramble,
shc) (Urra et al., 2012) fueron cultivadas en DMEM-F12 suplementado con 10%
FBS y antibiéticos (10.000 U/ml de penicilina y estreptomicina 10 pg/ml) a 37°C y
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5% CO,. Las lineas celulares fueron mantenidas en placas de cultivo y
subcultivadas cada 3-4 dias por un total de 20 pasajes (B16F10) 6 45 pasajes
[HT29(US), MDA-MB231].

3.2 Experimentos en hipoxia

Un dia antes de los experimentos, las células fueron contadas mediante la tincion
de Azul de Tripan (Sigma) y sembradas en placas de cultivo con IPTG 1 mM para
inducir la expresion de Caveolina-1 por 24 6 48 h [lineas celulares HT29(US) vy
B16F10, respectivamente] (Bender et al.,, 2000; Torres et al., 2007). Una vez
finalizado este periodo, se realizé el experimento, manteniendo el IPTG 1 mM
durante el transcurso de éste. La confluencia de las células no fue superior a un

70% al finalizar el experimento.

El tratamiento de hipoxia se realizO6 en una camara de hipoxia Billups-
Rothenberg® (California, USA) (excepto en las Figuras Suplementarias S1y S3,
donde se uso camara de hipoxia Biospheryx). Este tipo de incubadoras es
ampliamente validado en la literatura para realizar experimentos de hipoxia. Para
los experimentos, la camara fue purgada por 20 minutos a razén de 10 L/min con
una mezcla de gases certificada (calidad ultrapuros) conteniendo 1% O,, 5% CO,,
94% N, (Linde AGA® Chile), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para
mantener estable la humedad y la temperatura durante el transcurso del
experimento, se incubaron dos placas con 10 mL agua nanopura y una vez
sellada, la camara se incubd en una estufa termo-regulada a 37°C. Debido a las
limitaciones referentes a la solubilidad y difusibn de los gases en soluciones
acuosas, los medios de cultivo que se usaron en los experimentos fueron pre-
incubados en hipoxia (1% O,, 5% CO,, 94% Ny) por 24 h previas al experimento
(Allen et al., 2001). Para facilitar el equilibrio gaseoso durante el transcurso del
experimento, el volumen final del medio de cultivo, se redujo en un 30-35% en

volumen (Volumen final: 350 uL, 1.5 mL, 2 mL y 5 mL, para placas de cultivo de
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24 pocillos, 6 pocillos, 60 mm y 100 mm, respectivamente). Como control y en
paralelo, se realizo el tratamiento de normoxia en una incubadora a 37°C, 80%
humedad con 5% CO, y 95% aire, realizando las mismas indicaciones que para
los tratamientos de hipoxia. Al finalizar el tratamiento de hipoxia, la camara fue
abierta con precaucion, donde se verificd la existencia de presion positiva de ésta

al finalizar el experimento.

Cuando fue pertinente se simul6 hipoxia quimicamente, mediante el tratamiento de
las células con el quelante de hierro Deferroxamina. El tratamiento se realizé por
18 h a una concentracion de 200 yM segun lo descrito previamente (Kaidi et al.,
2007; Wang and Semenza, 1993).

4. Plasmidios y transfecciones

4.1 Plasmidios

El plasmidio pGL3-HRE fue utilizado para medir la actividad transcripcional de HIF
mediante ensayos de gen reportero. Este vector posee tres copias de Elementos
de Respuesta a Hipoxia (HRE), provenientes de la region promotora del gen de la
enzima fosfoglicerato quinasa, generosamente donado por la Dra Kaye Williams
(University of Manchester, Reino Unido)(Brown et al., 2006). El plasmidio pON fue
utilizado para sobreexpresar la enzima -galactosidasa, actividad que se uso para
normalizar los resultados de gen reportero de HIF, gentilmente donado por el Dr.
Sergio Lavandero (Universidad de Chile, Chile). El plasmidio de expresion de la
proteina fluorescente verde (pEGFP-C1)(Torres et al.,, 2006) fue usado para
visualizar las células en el ensayo de captacién del péptido AP-CSD. La
sobreexpresion de HIF1a se realizé con el plasmidio de expresion constitutiva de
HIF1a silvestre (pcDNA-HIF1a-V5 WT, HIF1a) el que fue donado generosamente
por el Dr. Salvador Moncada (University College London, Londres, Reino Unido)
(Hagen et al., 2003).
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Generacion del plasmidio reportero de HIF1: El gen de la luciferasa asociado a los
elementos de respuesta de HIF (HRE) fue clonado por PCR a partir del plasmidio
pGL3-HRE (generosamente donado por la Dra. Kaye Williams, Universidad de
Manchester, Reino Unido). Después, el producto de PCR fue insertado y ligado
entre los sitios de restriccion Mfel y Hindlll en el plasmidio pcDNA3.1 (+)
(invitrogen). En tanto, el plasmidio control pCMV-Luc fue generado por clonacion
del gen de la luciferasa, proveniente del pGL3-Basico (Promega) a los sitios Xbal-
Hindlll en el plasmidio pcDNA3.1 (+).

4.2 Transfecciones transitorias

Para los ensayos de gen reportero de HIF, células HT29(US) como MDA-MB231
fueron transfectadas en suspension con el reactivo Superfect (Qiagen). Células
HT29(US) (1,8x10°) o MDA-MB231 (7x10%) fueron transfectadas con 0,25 ug de
plasmidio pGL3-HRE y 0,25 ug de plasmidio pON, durante 2 horas en placas de
24 pocillos en un volumen de 150 yL. Para el ensayo de captacion del péptido AP-
CSD 1,8x10° células HT29(US) fueron transfectadas con el plasmidio pEGFP-C1
(0,75 ug). Para ello, las células fueron incubadas con un complejo previamente
formado compuesto por ADN plasmidial: Superfect: Medio de cultivo sin suero en
una razén 1:4:60, respectivamente. Transcurrido el periodo de incubacién (2 h a
37°C), se agrego 350 uL de medio de cultivo suplementado con 10% suero fetal
bovino e IPTG 1 mM, segun correspondié. Luego de la transfeccién (16-18 h) las

células fueron lavadas con PBS estéril y se realiz el experimento.

Por otro lado, células HEK293T (1x10°) fueron transfectadas con el método del
fosfato de calcio, con los plasmidio pLaclOP(Caveolina-1) (0.3 — 1.3 ug), pLaclOP
(0.3 -1.3 ug), pON (0,25 ug) y pGL3-HRE (0,04 ug) (Figuras Suplementarias 1y
3). Para ello, los plasmidios fueron precipitados con 340 pyL de una solucion de
HEBS 2X pH 7 (HEPES 0,05M, NaCl 0.28M, Na;HPO, 1.5 mM), 42,5 uL de
cloruro de calcio 2M y 340 uL de HEPES 2,5M pH 7.3 por veinte minutos (min).
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Luego, las células fueron incubadas por 2 h con el precipitado a 37°C. A
continuacion, el medio de cultivo fue removido mediante lavados sucesivos con
PBS 1X estéril y las células fueron incubadas por 16 h en medio con suero.
Finalizado este periodo, las células fueron tripsinadas, contadas y sembradas con
IPTG 1 mM de modo de inducir la expresion de Caveolina-1. Con este método, se
logré una eficiencia de transfeccion cercana al 60% y expresar de manera dosis-
dependiente los niveles de Caveolina-1.

4.3 Transfecciones estables

Se generaron lineas celulares establemente transfectadas con el plasmidio de
expresion constitutiva de HIF1a (pcDNA-HIF1a-V5 WT) para los ensayos de
formacién de tumores en ratones SCID-Beige. Para ello, células HT29(US) (1x10°)
clones M1 y C14 fueron transfectadas en suspension con 2 ug del plasmidio
pcDNA-HIF1a-V5 WT o el plasmidio control pcDNA 3.1 (+) (pcDNA) con Superfect
(Qiagen), de acuerdo a lo indicado en 4.2. Luego de 48 h después de la
transfeccion, se realiz6 un pasaje de las células y éstas fueron sometidas a
seleccion por 3 semanas con el antibiético G418 1500 pg/mL, seguido de una
semana de seleccion con los antibidticos G418 e Higromicina (1500 y 500 pg/mL,
respectivamente). Finalizada la seleccién, las células fueron sembradas con IPTG

1 mM y se verifico la expresion de HIF1a y Caveolina-1 por Western blot.

Para la generacién de las células HT29US y B16F10 co-transfectadas con
Caveolina-1 y los plasmidio reportero de HIF pcDNA-HRE-Luc o plasmidio de
expresion constitutiva pCMV-Luc (Figuras Suplementarias S2, S6), las células
HT29US (clones M1y C14) y B16F10 (Mock y Cav-1) fueron transfectadas con los
plasmidios indicados usando lipofectamina 2000 (invitrogen). Para ello, 1x10° 6
3x10° células HT29(US) o B16F10, respectivamente, fueron transfectadas con 2
Mg de los plasmidios pcDNA-HRE-Luc o pCMV-Luc, 6 uL de lipofectamina 2000 en

500 pL de optimem. Dos horas luego de la transfeccion, el medio de cultivo fue
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reemplazado por medio de cultivo fresco y 48 h después, las células fueron
seleccionadas con G418 (1500 y 750 pug/mL para las células HT29US y B16F10,
respectivamente) por 15 dias, seguido de una semana de seleccion con G418 e
Higromicina (G418: 1500 y 750 pg/mL; Higromicina 500 y 750 pg/mL para las
células HT29US y B16F10, respectivamente). Para verificar la expresion de la
luciferasa, las células transfectadas con el vector reportero pcDNA-HRE-Luc,
fueron sembradas en placas de cultivo en presencia de IPTG 1 mM y tratadas con
el inductor de hipoxia DFO 200 puM por 18 h. Finalizado el tratamiento, se
determind la actividad luciferasa por luminometria. En tanto, se ocup6 el mismo
protocolo para verificar la expresion del gen de la luciferasa con las células pCMV-
Luc, con la excepcién que la expresion de la luciferasa fue comparada con la linea
celular que expresa establemente el gen de la luciferasa 4T1-12B (Tao et al.,
2008). Tanto las células HT29(US) como B16F10 expresaron un 50% de la

luminiscencia que presentan las células 4T1-12B (resultado no mostrado).

5. Extraccién de proteinas y western blot

5.1 Obtencidn de los extractos totales de proteinas

Una vez finalizados los experimentos, las células fueron lavadas dos veces con
PBS frio y fueron recolectadas sobre hielo con PBS conteniendo los inhibidores de
proteasas, 1 mM PMSF, 1 mM NayVOs, 10 mM NaF y BAL (Benzamida 100
pg/mL, Antipaina 10 pg/mL y Leupeptina 12,5 pg/mL). Cuando se procedié a
extraer proteinas de células sometidas a hipoxia, las células fueron lavadas con
PBS frio, el cual fue burbujeado durante 5 min con la mezcla para hipoxia de
gases (1% O,, 5% CO,, 94% N,) suplementados con los inhibidores anteriormente
indicados. A continuacién, las células fueron centrifugadas a 500xg por 5 min, el
sobrenadante descartado y las células lisadas con una solucion tamponante 20
mM HEPES (pH 7.4), conteniendo 0.1% NP40, 0.15 % SDS y la mezcla de
inhibidores de proteasas y fosfatasas mencionada anteriormente, en hielo. A
continuacion el lisado celular fue sonicado hasta la obtenciéon de un homogenizado

y centrifugado por 10 min a 16.000xg a 4°C. A partir del homogenizado se
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determind la concentracion de proteinas utilizando el kit BCA (BCA protein assay,

Pierce), siguiendo las instrucciones del proveedor.

5.2 Obtencidn de extractos de proteinas citoplasmaticas y nucleares

Para la obtencidn de extracto de proteinas citoplasmaticas y nucleares se utilizo el
kit NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents (Thermo Scientific),
siguiendo las instrucciones del proveedor. Este kit permite la obtencion de
proteinas activas, no denaturadas luego de la disrupcion de la membrana
plasmatica, liberacion del contenido citoplasmatico, seguido de recuperacion de
nucleos intactos mediante centrifugacion, los cuales fueron posteriormente lisados.
De acuerdo a lo informado por el proveedor, los extractos proteicos obtenidos,
presentan menos de un 10% de contaminacién cruzada. Células HT29(US)
(1,8x10°) fueron sembradas en placas de 100 mm. Luego de 24 h de induccion de
la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM y 24 h de tratamiento, las células
fueron recolectadas con 1 mL de PBS suplementado con inhibidores de proteasas
y fosfatasas como se indica en 5.1. De la suspension resultante de células, 300 pyL
fueron destinados para el andlisis de extracto total de proteinas y se procedié
como se indica en 5.1. Los 700 uL restantes de la suspension fueron centrifugados
y posteriormente lisados con 200 uL del tampdn de lisis CER | (suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas). Luego, de 10 min de incubacién en hielo y
agitacion vigorosa con vortex, se agregdé 11 yL de tampdn de lisis CER II. A
continuacion, el extracto fue centrifugado a 16.000xg por 5 min a 4°C. El
sobrenadante, correspondiente a la fraccion citoplasmatica fue almacenado a
-80°C hasta su analisis por Western Blot. Para eliminar restos de la fraccion
citoplasmatica, el pellet correspondiente a nucleos intactos, fue lavado 4 veces
con 750 yL de PBS (suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas) y
centrifugados a 16.000xg durante 5 min a 4°C. Luego, el pellet nuclear fue lisado
con 100 pL de tampdn de lisis NER (suplementado con inhibidores de proteasas y
fosfatasas) con agitacion fuerte en vortex por 15 seg, cada 10 min durante 40 min.
Luego, el homogenizado fue centrifugado a 16.000xg por 10 min a 4°C. El
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sobrenadante (fraccion nuclear) fue almacenado a -80°C hasta su uso.
Finalmente, las proteinas fueron cuantificadas con el kit BCA (Pierce) y las
distintas fracciones obtenidas fueron analizadas mediante Western Blot.

5.3 Western blot

De proteinas totales 100 6 70 pg, fueron denaturados y corridos en geles de
poliacrilamida al 8%. Una vez resueltas, las bandas de proteinas contenidas en los
extractos fueron electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (115 Volts por
90 minutos), bloqueadas con solucion de leche 5% en PBS-Tween 0,1%. A
continuacion las membranas fueron incubadas a 4°C toda la noche con los
anticuerpos anti-HIF1a (monoclonal, 1:150), anti-Caveolina-1(policlonal, 1:2500),
anti-NOS3 (monoclonal 1:500), anti-Actina (policlonal, 1:4000), anti-Lap2
(monoclonal, 1:2000), anti-Hsp90 (policlonal, 1:2000), anti-E-Cadherina
(monoclonal, 1:2000) o anti-TFIIB (policlonal, 1:200). Luego, las membranas
fueron lavadas e incubadas con anticuerpos secundarios acoplados a la
peroxidasa de rdbano anti-IgG de conejo (1:5000) o anti-lgG de ratén (1:4000) por
una hora. Finalmente, las proteinas en las membranas de nitrocelulosa
reconocidos por los anticuerpos fueron reveladas con el reactivo EZ-ECL
(Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel). La quimioluminiscencia fue
registrada con el equipo Discovery 12iC Ultralum (Claremont, USA) y digitalizada
con el programa UltraQuant (Ultralun INC). Las intensidades de las bandas
resultantes fueron cuantificadas por densitometria utilizando el programa UN-
SCAN-IT.

5.4 Determinacion de la vida media de HIF1a.

Las células HT29(US) (M1 y C14) fueron tratadas por 18 h con DFO para simular
hipoxia quimica como se indica en 3.2. A continuacion, el medio de cultivo fue
reemplazado por medio fresco con el inhibidor de la sintesis proteica

Cicloheximida (100 pg/mL) por 0 a 90 min. Finalizado el experimento, se obtuvo un
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extracto total de proteinas y los niveles proteicos de HIF1a fueron determinados
por Western Blot, como se indica en 5.1 y 5.2. Luego, las imagenes digitalizadas
fueron analizadas por densitometria. Los valores densitométricos de los niveles de
HIF1a, normalizados por Actina, fueron ajustados con una ecuacion de
decaimiento de primer orden (y=yo e™, donde “k” es la constante de decaimiento,
“Y” los niveles de HIF1a y “t” el tiempo en min) con el programa GraphPad Prisma
5. A partir de esta ecuacion se determiné la constante de decaimiento (k) de los
niveles proteicos de HIF1a para células HT29(US) (clones M1 y C14) para cada
experimento. La vida media de HIF1a para cada condicion y para cada
experimento se calculd6 usando la expresion Ty, = -0,693/k. Finalmente, los
valores de vida media se promedian y se compararon con una prueba de t no

pareada, como se indica en 12.

6. Inmunofluorescencia indirecta, cuantificacion de imagenes

6.1 Inmunofluorescencia indirecta

Luego del tratamiento, células sembradas sobre cubreobjetos fueron lavadas con
PBS frio, fijadas por 20 min con paraformaldehido al 4% (disuelto en Tampodn
PIPES 100 mM pH 6,8, con KOH 0,04M, EGTA 2 mM y MgCl, 2 mM). A
continuacion, las células fueron lavadas con PBS frio y permeabilizadas por 10
min con Tritbn X-100 0,1% en PBS. Luego de tres lavados con PBS frio, las
células fueron bloqueadas con BSA al 2% en PBS durante 1 h. Después, las
células fueron incubadas a 4°C durante toda la noche con los anticuerpos anti-
Caveolina-1 policlonal (1:200), anti-HIF1a monoclonal (1:150), excepto los
experimentos de colocalizacion de Caveolina-1 con NOS3 (anti-NOS3, 1:200)
donde los anticuerpos fueron incubados por 1 h a 37°C. Posteriormente, las
células fueron incubadas por 1 h a temperatura ambiente con los anticuerpos
secundarios caprinos anti-lgG de conejo acoplado a Cy3 (1:200), anti-lgG de raton
acoplado a FITC (1:200) o Extravidina TRITC (1:400) preparados en BSA 2%.
Luego, las células fueron marcadas con DAPI (0,4 pg/mL) por 10 min. Finalmente,

los cubreobjetos se lavaron tres veces con PBS y una vez con agua hanopura
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previo a su montaje sobre portaobjetos con la solucion de montaje Mowiol. Las
muestras se visualizaron en un microscopio Olympus modelo Fluoview FV1000,
objetivo Plapon 60X (Biomedical Neuroscience Institute, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). La superposicion de las imagenes se realizd con el
programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). La
reconstruccién en 3D y el corte horizontal de las secciones Opticas se realizd con

el programa Imaris (Bitplane AG, Zurich, Suiza).

6.2 Cuantificacion de las imagenes

La cuantificacion de la fluorescencia de HIF1a se realizé con el programa Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA). Para ello, se considero
como foco, el plano donde se observo la mayor area de los ndcleos para un
campo de células, mediante la observacion de la tincion con DAPI. Una vez
definido este foco, se tomaron fotografias de campos aleatorios con al menos 4
células por campo, tomando un total de 7 campos para la condicion normoxia y 14
campos para hipoxia. A partir de la imagen correspondiente a la tincion con DAPI,
se definié el area nuclear, mediante la generacion de una imagen binaria, previo
ajuste del umbral y posterior definicién de la regién de interés 6ptico (ROI) con la
herramienta varita magica. Luego, se defini6 el ROl para la imagen
correspondiente a la tincion para HIF1a mediante la herramienta ROl Manager y
se cuantifico el area y el promedio de fluorescencia para el ROI definido. Como
control del fondo, se cuantifico la fluorescencia correspondiente a HIF1a en
muestras que no fueron incubadas con el anticuerpo anti-HIF1a. Los resultados
obtenidos fueron normalizados por el area nuclear, siendo expresados como

Intensidad de Fluorescencia en Pixeles/um?.

6.3 Deconvolucion de las imagenes
Para los experimentos de colocalizacion de Caveolina-1 y NOS3, las imagenes

adquiridas fueron deconvolucionadas con el programa Huygens Professional
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software (Hilversum, Netherlands). Las imagenes en formato 8 bit (tamafio pixel
0.103 pm), fueron deconvolucionadas en el modo CMLE, usando una razon
sefal/ruido 10, con correccién manual del ruido y 40 ciclos de iteraciones. El ruido
de las imagenes se calcul6 con el programa Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA), tomando como valor el promedio de al menos 5

campos aleatorios.

7. Cuantificacion del mRNA de genes blanco de HIF1 mediante RT-PCR

semicuantitativo y PCR en tiempo real.

7.1 Extraccion RNA desde cultivos celulares

Una vez finalizado los experimentos, las células fueron recolectadas con Trizol
(800 uL por placa de 60 mm) (Invitrogen, USA) y se realiz6 una extraccion de las
proteinas y DNA con cloroformo (200 uL). Luego de centrifugar a 16.000xg por 20
min a 4°C, se tom¢ la fase acuosa, la cual fue precipitada con isopropanol a -20°C
por 20 min. A continuacion, el precipitado fue lavado dos veces con etanol al 80%,
centrifugado a 16.000xg por 5 min a 4°C. El precipitado fue secado y el pellet
resuspendido en agua nanopura. Finalmente, el RNA fue cuantificado por
espectrofotometria a 260 nm y su integridad fue verificada en geles de agarosa al
1% con Gel Red (Biotium Inc, Hayward, CA, USA).

7.2 Tratamiento con DNAsa y transcripcion reversa.

El RNA (1 ug) fue tratado con 0,1U/uL DNAsa (Promega, USA) a 37°C por 30 min
en un tampén consistente en 40 mM Tris-HCI (pH 8.0), 10 mM MgSO, y 1 mM
CacCl,. La reaccion fue finalizada incubando las muestras a 65°C por 10 min con la
solucion de detencion [1,8 mM EGTA (pH 8.0)]. Luego, se agregaron los partidores
al azar (5 ng/mL) a 70°C por 5 min y la mezcla se incubé en hielo por 10 min. A
continuacion, se agregé la enzima transcriptasa reversa M-MLV 5 U/uL en un
tampén de 50 mM Tris-HCI pH 8.3 con 75 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, 25
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U/pL Inhibidor de Ribonucleasa (RNasin) y 0,5 mM dNTPs. Las muestras se

incubaron por 2 h a 42°C y la enzima fue inactivada a 95°C por 5 min.

7.3 Reaccion de PCR semicuantitativo
Los cDNAs para VEGF, GLUT1 (dilucién 1:5), LDH-A (dilucion 1:10), Caveolina-1,

18S (dilucion 1:100, control interno), Actina (raton, control interno) fueron

amplificados usando la lista de partidores detallados en la Tabla 2. Los cDNAs

fueron amplificados con la enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerasa 2 U/uL, en un
tampon consistente en 0,25 mM dNTPs, 2 mM MgCl,, 0,4 uM Partidor sentido, 0,4
MM Partidor antisentido y tampon 5X Green GoTag® Flexi (pH 8.5). Cada ciclo de

amplificacion consistio en etapas sucesivas de 1 min a 94°C, 55°C y 72°C. Los

productos de PCR fueron analizados después de 25 ciclos de amplificacion en

geles de agarosa al 2% con Gel Red (Biotium Inc, Hayward, CA, USA). Las

intensidades de las bandas resultantes fueron cuantificadas por densitometria

utilizando el programa UN-SCAN-IT.

Gen Partidor Secuencia 5>3’ Amplicon (pb) Uso
Sentido AGGCCAGCACATAGGAGAGA PCR
VEGF Antisentido ACCGCCTCGGCTTGTCACAT 104,236 y 315 gPCR
Sentido CGGGCCAAGAGTGTGCTAAA
GLUT-1 Antisentido TGACGATACCGGAGCCAATG 283 PCR
Sentido GCCCGACGTGCATTCCCGATTCCTT
LDH-A Antisentido GACGGCTTTCTCCCTCTTGCTGACG 361 PCR
Sentido CGCCCCCTCGATGCTCTTAG
Antisentido CGGCGGGTCATGGGAATAAC 377 PCR
Sentido GGGCAACATCTAGAAGCCCAACAA
Caveolina-1 Antisentido CTGATGCACTGAATTCCAATCAGGAA 372 PCR
Sentido CATGAGGTAGTCTGTCAGGTC
mActina Antisentido GCATTGTAACCAACTGGGACG 350 PCR
Sentido TACCACCATGTACCCAGGCA
mActina Antisentido CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGAT 97 gqPCR

Tabla 2: Listado de Partidores y Tm utilizados para PCR convencional y gPCR.

En la tabla se detallan las secuencias, en sentido 5> 3’ de los partidores utilizados para PCR o qPCR. El

tamafio del producto de PCR se indica en pares de bases (pb). Los partidores disefiados para ratén se indican

con la letra m.
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7.4 Reaccion de PCR en tiempo real (QPCR).

Mediante PCR en tiempo real se confirmaron algunos resultados obtenidos por
PCR semicuantitativo de la expresion de VEGF en tumores. La amplificacion de
los productos de PCR (VEGF y Actina) se realizé con la mezcla de reaccion
consistente en 12,5 yL de Maxima™ SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
(Fermentas, Vilnius, Lituania), 5 yL de cDNA (dilucién 1:7,5), 1 yL partidor sentido
(5 M), 1 pL partidor antisentido (5 uM) y 5,5 uL de agua nanopura. La reaccién se
llevé a cabo en el equipo Stratagene Mx3000P, siguiendo el protocolo sugerido
por el fabricante. La expresion relativa de VEGF y Actina se calculé con el método
del 224T (Livak and Schmittgen, 2001).

8. Ensayos de reporteros

8.1. Medicion de la actividad transcripcional de HIF

Las lineas celulares fueron transfectadas con el plasmidio reportero de la actividad
de HIF pGL3-HRE (Brown et al., 2006) y el plasmidio de expresion de la enzima -
galactosidasa pON. Luego de 24 h de hipoxia, las células fueron lisadas con un
tampoén consistente en 0,1 M KH,PO4 (pH 7.9), 2.5 mM DTT y 0,5% Triton X-100.
Después de 10 min de incubacion, los extractos fueron centrifugados a 16.000xg

por 5 min.

A partir de este extracto, se determind la actividad luciferasa en un luminémetro, al
agregar 50 pL de solucion KTME (100 mM Tris HCI (pH 7.8), 10 mM MgSO, y 2
mM EDTA), 0.073 mM Luciferina y 5.5 yM de ATP en placas blancas de 96
pocillos. Los valores de luminiscencia obtenidos fueron normalizados mediante la
cuantificacion de la actividad de la B-galactosidasa determinada para cada
extracto. La actividad de la B-galactosidasa fue determinada por la metabolizacion
del sustrato 2-nitrolfenil-B-D-galactopiranosido (ONPG) a 37°C por 1-4 h, la que se
registr6 mediante espectrofotometria a 410 nm en un lector de ELISA (VERSA

Max, Molecular Devices). Los resultados normalizados de luminiscencia, fueron
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expresados como veces de incremento de la Actividad Luciferasa con respecto al

control.

9. Ensayos de viabilidad y ciclo celular.

9.1 Determinacién de la viabilidad celular por citometria de flujo

La cuantificacién del porcentaje de células vivas, apoptéticas y necréticas se
realiz6 de acuerdo a lo publicado previamente por nuestro laboratorio (Hetz et al.,
2002). Luego del tratamiento, las células fueron recolectadas con tripsina-EDTA
por 5 min. A continuacién la tripsina fue neutralizada agregando medio con 10%
FBS y las células fueron centrifugadas a 500xg por 5 min. Luego el pellet de
células fue resuspendido con 400 pL de una soluciéon 10 ug/mL de yoduro de
propidio. La suspension de células fue analizada en citdmetro de flujo FACS Canto
(Beckton Dickinson, USA). La cuantificacion de las poblaciones celulares viables,
necréticas y apoptoticas se realizé6 mediante histogramas para la fluorescencia del
yoduro de propidio con el programa WinMDI Version 2.8 y los resultados se

expresaron po rcentualmente.

9.2 Andlisis de ciclo celular mediante citometria de flujo

Finalizado el experimento, las células fueron recolectadas con tripsina-EDTA por 5
min, la que fue neutralizada con medio de cultivo conteniendo 10% FBS. A
continuacion, la suspension fue centrifugada a 1000xg por min. Luego, el pellet de
células fue cuidadosamente resuspendido en 400 pL de metanol a -20°C e
incubadas a -20°C por 15 min. A continuacion, el pellet fue centrifugado a 1000xg
por 5 min y resuspendido en 1 mL de PBS para citometria de flujo. De la
suspension de células, 500 yL fueron tratados con 5 yL de RNAsa A (10 mg/mL) y
las células fueron disgregadas cuidadosamente 3-5 veces con una jeringa de
insulina. Luego de 20 min de tratamiento con la RNAsa A, se agregd 5 uL de
solucion de yoduro de propidio (1 mg/mL) y la suspension de células fue analizada

en citbmetro de flujo FACS Canto (Beckton Dickinson, USA). Para cuantificar el
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contenido de DNA de las muestras, se analizaron histogramas para la intensidad
de fluorescencia del yoduro de propidio con el programa WinMDI Version 2.8. La
distribucion del ciclo celular para cada condicidn, se expres6 como el porcentaje

de células determinado en cada etapa del ciclo celular.

10. Ensayos in vivo con ratones inmunosuprimidos SCID-Beige y analisis del
tejido tumoral.

10.1 Ensayos de formacién de tumores en ratones inmunosuprimidos SCID-
Beige.

Ratones SCID-Beige de 6 a 8 semanas de vida, fueron mantenidos en una
instalacion libre de patdgenos en el MTC Animal Unit (Department of Microbiology,
Tumor and Cell Biology) del Karolinska Institute (Estocolmo, Suecia). Los ratones
fueron inoculados en ambos flancos por la via subcutanea con células HT29(US)
(1 x 10° clones M1 y C14 o células HT29(US) co-transfectadas con C14/HIF1a,
C14/pcDNA, M1/HIF1a, M1/pcDNA resuspendidas en 200uL de PBS estéril, previa
induccion de la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM por 24 h. Una vez que el
tumor fue palpable, el didmetro del tumor fue medido con un pie de metro dos
veces a la semana por el personal del departamento de Microbiologia, Biologia
Celular y Tumoral del Instituto Karolinska, Estocolmo, Suecia. El volumen de los
tumores formados fue calculado utilizando la ecuacién V= (D x d?x M)/6, donde D
corresponde al diametro mayor, d al didmetro menor registrado. Finalmente, una
vez que los tumores alcanzaron los 523 mm? (limite permitido por el comité de
ética del Karolinska Institute) los animales fueron sacrificados por el personal del
departamento de Microbiologia, Biologia Celular y Tumoral del Instituto Karolinska,
Estocolmo, Suecia, de acuerdo a las normas internas del Instituto Karolinska.
Cuando fue pertinente, se realizé la extraccion quirdrgica de los tumores para su

posterior andlisis.
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10.2 Obtencidén de extractos totales de proteinas a partir de tumores de
células HT29(US).

Ratones SCID-Beige mantenidos en una instalacion libre de patégenos, fueron
inoculados con células HT29(US) clones M1y C14, los tumores formados medidos
y los animales sacrificados como se indica en 10.1. A los 29 dias post-inoculacion
los animales fueron sacrificados y se extrajo quirdrgicamente el tumor. EI tumor
cortado en trozos pequefios con bisturi estéril y homogenizado con buffer de lisis
RIPA (50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% deoxicolato de
sodio y 0.1% SDS, suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas).
Luego, el tumor fue sonicado a alta velocidad con un homogenizador a 4°C. Para
disgregar en su totalidad el tejido, el homogenizado resultante fue sometido a tres
ciclos de congelacién con hielo seco y descongelacion a temperatura ambiente. A
continuacion el homogenizado fue clarificado por centrifugacién a 16.000xg por 15
min a 4°C, se rescato el sobrenadante y las proteinas fueron cuantificadas con el
kit BCA (Pierce).

10.3 Obtenciéon de lineas celulares ex-tumor desde tumores de células
HT29(US).

Se establecieron lineas celulares ex-tumor a partir de tumores formados en
ratones SCID-Beige, como se indica en 10.1. Luego del sacrificio de los animales,
los tumores fueron extirpados quirdrgicamente, cortados en trozos pequefios y
digeridos con tripsina por 15 min. A continuacién, las células obtenidas fueron
subcultivadas por dos pasajes con DMEM alta glucosa 10% FBS (Bender et al.,
2000). Cuando correspondié, las células ex-tumor fueron tratadas con IPTG 1 mM

por 24 h. La confluencia al final del experimento fue de un 70%.
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11 Ensayos in vivo con ratones inmunocompetentes C57BL/6 y analisis del

tejido tumoral.

11.1 Ensayos de formacion de tumores en ratones inmunocompetentes
C57BL/6.

Luego de 48 h de induccién de la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM, 3x10°
células B16F10 establemente transfectadas con Caveolina-1 (poblacién batch
Mock y Caveolina-1) fueron resuspendidas en 100 pyL de suero fisiologico estéril e
inoculadas por la via subcutanea en ratones C57BL/6 de 6 a 8 semanas de vida,
peso promedio 20 g, en el bioterio del Centro de Estudios Moleculares de la
Célula, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Dependiendo del
experimento, los animales fueron inoculados diariamente por via intraperitoneal,
con el inhibidor general de las NOS, L-NAME, disuelto en PBS estéril (7.5, 15 6 30
mg/kg de peso en un volumen de 100 uL). Una vez palpable, los tumores fueron
medidos a diario con un pie de metro y el volumen tumoral se calculé del mismo
modo que en 10.1. Los animales fueron sacrificados por dislocacion cervical una
vez que los tumores alcanzaron un volumen de 1800 mm? (limite permitido por el
comité de ética, Facultad de Medicina Universidad de Chile). Los tumores fueron
extraidos quirdrgicamente para su posterior analisis. Todos estos experimentos
fueron realizados siguiendo las normas definidas en protocolos aprobados por la
comision de bioética de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile
(Protocolo CBA#0417 FMUCH).

11.2 Extraccién de RNA desde tumores formados por células B16F10.

A los 10 6 16 dias post-inoculacién subcutéanea de los ratones C57BL/6 con 3x10°
células B16F10 (Mock y Caveolina-1), como se indica en 11.1, los ratones fueron
sacrificados por dislocacion cervical y los tumores fueron extraidos
quirargicamente. A continuacion, los tumores fueron rapidamente congelados con
hielo seco y cortado en trozos pequefios con bisturi. Para el analisis de la
expresion de VEGF, se tomaron secciones centrales de los tumores, ya que se

consideran como areas hipdxicas (Yasui et al.,, 2010). Luego de disgregar
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mecanicamente el tumor con un homogenizador en Trizol (200 pL), se completo
hasta 800 yL con Trizol y se realizé una extraccién con cloroformo (200 pL). A
continuacion, la solucion fue separada mediante centrifugacién (16.000xg por 20
min a 4°C) y la fase acuosa fue sometida nuevamente a una extraccion con
Trizol:Cloroformo (400 uL: 100 pL, respectivamente), logrando mejorar la pureza
del RNA obtenido al final del procedimiento. Luego de la separacion, la fase
acuosa fue precipitada con isopropanol y se continué el protocolo del mismo modo

que en 7.1.

12. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos corresponden al promedio + SEM de al menos tres
experimentos independientes. Los resultados se compararon utilizando la prueba
de t no pareada de dos colas. Para comparaciones multiples, como para los
ensayos de formacion de tumores se utilizé un test de ANOVA de dos vias con el
post-test de Bonferroni. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.

Para evaluar una eventual correlacion entre volumen tumoral y expresion del
MRNA de VEGF se calcul6 el coeficiente de Spearman r, con el programa
GraphPad Prisma 5 (San Diego, California, USA). El coeficiente de Spearman se
emplea para datos que no poseen distribucibn normal y presentan un caracter
monotonico. Un coeficiente r (+1) indica perfecta correlacion de los datos. Por el
contrario, un valor r (-1) indica correlacién negativa de los datos y un r (0) indica

ausencia de correlacion entre los datos experimentales.
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RESULTADOS

SECCION 1

Objetivo Especifico 1: Determinar si Caveolina-1 inhibe la actividad

transcripcional de HIF1a en hipoxia.

1.1 Determinar el efecto de la presencia de Caveolina-1 en la actividad de HIF
en hipoxia

Para abordar el primer objetivo de Tesis, fue necesario definir los modelos
celulares de trabajo. Resultados de nuestro laboratorio, indican que E-Cadherina
promueve pero no es esencial para el efecto supresor de tumor de Caveolina-1
(Bender et al., 2000; Lobos-Gonzalez L., 2013). Por lo tanto, se utilizaron lineas
celulares carentes de esta proteina, como las de cancer colon HT29(US)
transfectadas con pLaclOP y pLaclOP(Caveolina-1) (clones M1y C14), cancer de
mama MDA-MB231 transducidas con sh-sc o sh-Cav-1-5, melanoma murino
B16F10 transfectadas con pLaclOP o pLaclOP(Caveolina-1) (poblacién batch
Mock y Caveolina-1). Estas fueron cultivadas como se describié en la metodologia
y mediante Western blot se analizaron los niveles de Caveolina-1 y E-Cadherina
(Figura 4). Los resultados mostraron que estas lineas celulares efectivamente
tienen niveles practicamente indetectables de E-Cadherina, comparado con DLD-1
(control positivo) o HEK293T (menor expresion de E-Cadherina). Como es
esperable, se indujo la expresion de Caveolina-1 luego del tratamiento con IPTG 1
mM en las lineas celulares HT29(US)(C14) y B16F10(Cav-1), mientras que el
silenciamiento de Caveolina-1 en la linea MDA-MB231 redujo la expresion de
Caveolina-1. Las lineas celulares de adenocarcinoma de colon HT29(US) y de
melanoma murino B16F10 ademas de carecer de E-cadherina fueron usados para
experimentos tanto in vivo, debido a que ambas lineas celulares forman tumores
subcutaneos cuando son inoculados en ratones inmunosuprimidos e
inmunocompetentes, respectivamente (Bender et al., 2000; Nicolson et al., 1978).
En tanto, para experimentos de silenciamiento de Caveolina-1 se eligi6 la linea de

cancer de mama MDA-MB231 previamente caracterizada en el laboratorio (Urra et
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al., 2012) vy células HEK293T para transfecciones transitorias de

pLaclOP(Caveolina-1).

HEK HT29(US) B16F10 MDA-MB231 DLD1
293T

M1 Cl14 Mock Cav-1  shc sh5 kDa

E-Cadherina E . -
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Figura 4: Caracterizacion de los niveles proteicos de Caveolina-1 y E-Cadherina en diferentes lineas

celulares.

Las lineas celulares HEK293T, HT29(US) (clones M1 y C14), B16F10 (Mock y Cav-1), MDA-MB231 (shc y
sh5) y DLD-1 fueron cultivadas hasta alcanzar el 70% de confluencia. Las lineas celulares HT29(US) y
B16F10 fueron incubas por 24 6 48 h con IPTG 1 mM, para inducir la expresion de Caveolina-1,
respectivamente. A continuacion, las células fueron lisadas, obteniéndose un extracto total de proteinas, a
partir del cual se analizaron los niveles proteicos de las proteinas E-Cadherina, Caveolina-1 y Hsp90 (control

de carga) por Western Blot. El peso molecular de las proteinas es indicado en kDa.

Para evaluar si la presencia de Caveolina-1 inhibe a HIF1qa, se realizaron ensayos
de gen reportero de HIF en células HT29(US) (clones M1 y C14) (objetivo
especifico 1.1), transfectando las células con el plasmidio reportero de HIF pGL3-
HRE. Este plasmidio posee tres copias de elementos de respuesta a hipoxia
(HRE, por hipoxia-responsive-elements) provenientes de la region promotora del
gen de la enzima fosfoglicerato quinasa (Brown et al., 2006). Después de 24 h
post-transfeccion e induccion de la expresion de Caveolina-1, las células fueron
incubadas en normoxia o hipoxia por 24 h adicionales (Figura 5). En normoxia, no
se observo diferencias significativas en la actividad de HIF, dependiente de la

sobreexpresion de Caveolina-1. Por otro lado, la hipoxia incrementé 14 veces la
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actividad del gen reportero de HIF en comparacion a normoxia. Este incremento
en la actividad del gen reportero de HIF, se vio reducida en un 60% cuando se
sobreexpres6 Caveolina-1, comparado con la condicién Mock (Figura 5).
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Figura 5: Efecto de la presencia de Caveolina-1 sobre la actividad transcripcional de HIF en células
HT29(US).

Células HT29(US) (M1 y C14) fueron co-transfectadas con los plasmidios pON y pGL3HRE usando Superfect.
Luego de 24 h de induccion de la expresién de Caveolina-1 con IPTG 1 mM, las células fueron expuestas a
hipoxia (1% Oz, 5% CO3, 94%N>) o bien normoxia (5% CO; + 95% aire) por 24 h en presencia de IPTG 1 mM.
Finalizado este periodo, se cuantifico la actividad luciferasa y B- galactosidasa en los extractos celulares. La
actividad luciferasa pGL3HRE de cada condicién fue normalizada por la actividad de la B-galactosidasa. Los
resultados de “Actividad Luciferasa” pGL3-HRE, son expresados como veces sobre el control y corresponden

al promedio + SEM de n = 3 experimentos (*p<0.05 M1 vs C14 en hipoxia).

Para confirmar que la reduccion en la actividad de HIF observada en células
transfectadas con Caveolina-1 es funcional, se determiné los niveles de mRNA de
genes blancos de HIF1a por RT-PCR (objetivo especifico 1.2). Para ello, se
analizo los niveles de expresion del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), transportador de glucosa 1 (GLUT1) y lactato deshidrogenasa A (LDH-A)
(Jensen et al., 2006; Lee et al., 2009; Rankin and Giaccia, 2008; Semenza, 2011)
(Figura 6). Se han descrito varias isoformas de VEGF, las cuales codifican para
isoformas tanto secretables como no secretables. Mediante RT-PCR pudimos

amplificar tres isoformas de mRNA (121, 165 y 189) de las cuales las isoformas
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121 y 165 son traducidas a isoformas secretables de VEGF (Campos et al., 2007;
Paule et al.,, 2010; Robinson and Stringer, 2001; Zygalaki et al., 2007). En
normoxia todos los genes blancos fueron detectados, no observandose diferencias
significativas asociadas a la sobreexpresion de Caveolina-1. Por otro lado en
hipoxia, se detectd un incremento de 4-5 veces en los niveles de expresion de
todos los genes analizados. El andlisis densimétrico de los productos de PCR,
reveld que la sobreexpresion de Caveolina-1 se asocid con la reduccion de la
expresion del mMRNA de VEGF (*p<0,05 M1 vs C14 en hipoxia). Para GLUT-1 y
LDH-A se observo una reduccion en la expresion de los mRNA; sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (Figura 6). En su conjunto,
los resultados indican que la disminucién de la actividad del gen reportero de HIF
mediada por Caveolina-1, se traduce en una reduccién en la expresion de genes

blanco de HIF1a en hipoxia (Figuras 5y 6).
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Figura 6: Expresion de genes blancos de HIF1a en células HT29(US) en hipoxia.

Células HT29(US)(M1 y C14) fueron cultivadas en IPTG 1 mM 24 h previas a incubar en normoxia (5% CO- +
95% aire) o hipoxia (1% Oz, 5% CO,, 94%N;). Luego de la extraccion el mRNA con TriZol y transcripcion
reversa, se amplificaron los cDNAS de VEGF, GLUT-1, LDH-A, Caveolina-1 (Cav-1) y 18S (control interno)
mediante PCR semi-cuantitativo. Los valores numéricos corresponden al promedio + SEM de al menos 3
experimentos. Para VEGF, los resultados se expresaron como el promedio + SEM para la suma de todas las
isoformas de VEGF. El peso molecular de los fragmentos se indica en pares de bases (pb) y con flechas se
destacan las isoformas 121, 165 y 189 de VEGF (* p<0,05 M1 vs C14 en hipoxia).
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Para confirmar que la inhibicién de HIF por Caveolina-1 no era un evento exclusivo
de la linea celular HT29(US), se hicieron experimentos en células HEK293T y
B16F10. Células HEK293T fueron tranfectadas con el método del fosfato de calcio
con el plasmidio pLaclOP(Caveolina-1) o pLaclOP y se evaluo la actividad del gen
reportero de HIF (Figura Suplementaria S1). En normoxia, no se observaron
variaciones en la respuesta de este sistema. Por otro lado, en hipoxia la
sobreexpresion transitoria de Caveolina-1 coincidié con una reduccién en la
actividad del gen reportero de HIF, comparado con las células transfectadas con
pLaclOP. Resultados similares se obtuvieron en la linea B16F10(Mock) y (Cav-1)
establemente transfectada con el plasmidio reportero de la actividad de HIF
pcDNA-HRE-Luc (variante del plasmidio pGL3-HRE subclonada en el laboratorio,
Figura Suplementaria S2). Por lo tanto, los resultados indican que la
sobreexpresion de Caveolina-1 (tanto transitoria como estable) o la expresion
transitoria o estable del gen reportero de HIF, coincide con la disminucién de la
actividad transcripcional de HIF en hipoxia.

Para reafirmar los resultados obtenidos mediante sobreexpresién de Caveolina-1,
se evalu6 mediante ensayo de gen reportero de HIF el efecto del silenciamiento de
la Caveolina-1 enddgena en células de cancer de mama MDA-MB-231 (objetivo

especifico 1.3).
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Figura 7: Efecto del silenciamiento de la Caveolina-1 enddgena en células MDA-MB231 sobre la
actividad transcripcional de HIF en hipoxia.

Células MDA-MB231 (sh5) o (shc), fueron co-transfectadas con los plasmidios pON y pGL3HRE utilizando
Superfect. Después de la transfeccién (24 h), el medio de cultivo fue reemplazado y las células fueron
incubadas en hipoxia (1% O2, 5% CO-, 94%N,) 0 normoxia (5% CO- + 95% aire) por 24 h. Luego, se obtuvo
extractos celulares a partir de los cuales se determind la actividad luciferasa pGL3HRE de cada condicién, la
que fue normalizada por la actividad de la B-galactosidasa. Los resultados son expresadados como “Veces
sobre el Control” y corresponden al promedio + SEM de n=3 experimentos (* p<0,05 shc vs sh5 hipoxia).

No se detectaron diferencias en la actividad de HIF en condiciones basales
(normoxia). En tanto, la hipoxia incrementé la actividad del gen reportero de HIF,
efecto que fue potenciado cuando se redujeron los niveles de Caveolina-1 con un
shRNA (Figura 7). De este modo, la inhibicion de la actividad de HIF es
dependiente de la presencia de Caveolina-1 y es un evento que ocurre en lineas
celulares de origen diverso (adenocarcinoma de colon, cancer de mama,
melanoma murino y embrionarias de rifibn Figuras 5, 7 y Figuras

Suplementarias S1y S2).

1.2 Evaluar si la presencia de Caveolina-1 altera los niveles proteicos de
HIF1a y la participacion del dominio de andamiaje en el efecto inhibitorio
sobre HIF1a

La estabilizacion proteica de HIF1a en hipoxia es necesaria para su accion como
factor de transcripcidn (Semenza, 2011). Se ha visto que, algunos farmacos

inhibidores de HIF1a, como digoxina, actuan impidiendo la sintesis proteica de
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HIF1a (Zhang et al., 2008a). Nuestros resultados mostraron la inhibicion en
actividad del gen reportero de HIF por Caveolina-1 (Figuras 5,7, S1y S2), por lo
gue quisimos investigar si la presencia de Caveolina-1 altera los niveles proteicos
de HIF1a (Figura 8).
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Figura 8: Niveles proteicos de HIF1a en células HT29(US) y MDA-MB231 en hipoxia.

a) Células HT29(US) (clones M1y C14) y b) MDA-MB231 (shc y sh5), fueron sembradas en placas de cultivo
celular por 18 a 24 h, con IPTG 1 mM para inducir la expresién de Caveolina-1 cuando correspondid. A
continuacion, las células fueron incubadas en hipoxia (1% Oz, 5% CO2, 94%N;) o normoxia (5% CO2 + 95%
aire) por 24 h en presencia de IPTG 1 mM. A continuacion, las células fueron lisadas, se obtuvo un extracto de
proteinas totales. A partir de este extracto, se determinaron los niveles proteicos de HIFla, Caveolina-1,
Actina y Hsp90 (controles de carga) por Western Blot, los que fueron cuantificados por densitometria. Los
valores numericos corresponden al promedio de los valores densitométricos + SEM de n = 3 experimentos. El

peso molecular de las proteinas se indica en kDa.

En normoxia, HIF1a no fue detectado en ninguna de las lineas celulares
analizadas HT29(US), MDA-MB231(Figura 8) o HEK293T (Figura S3) a diferencia
de hipoxia donde se observo la fuerte estabilizacion de la proteina, lo que se
asocié con el incremento en la actividad del gen reportero (Figura 7). Cabe
destacar, que la sobreexpresion como el silenciamiento de Caveolina-1 en células
HT29(US), o MDA-MB231, respectivamente, no modifico los niveles proteicos de
HIF1a en hipoxia, determinados mediante densitometria (Figura 8), indicando que
la inhibiciébn de la actividad transcripcional de HIF por Caveolina-1, no era el

resultado de la reduccion de los niveles proteicos de HIF1a en hipoxia.
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Los niveles proteicos de HIF1a son finamente controlados por el sistema
ubiquitina-proteosoma (Sutter et al., 2000; Yee Koh et al., 2008) y se ha visto que
Caveolina-1 promueve degradacion de la sintasa de 6xido nitrico inducible (NOS2)
por el proteosoma (Felley-Bosco et al., 2002; Felley-Bosco et al., 2000), por lo que
quisimos investigar si Caveolina-1 altera la estabilidad proteica de HIF1aq,
mediante ensayos de determinacion de vida media en presencia del inhibidor de la
sintesis proteica, cicloheximida (Figura 9).
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Figura 9: Vida Media de HIF1a.

Células HT29(US) (clones M1 y C14) fueron sembradas por 24 h en presencia de IPTG 1 mM. Finalizado este
periodo, se simulé hipoxia con DFO 200 uM por 18 h y a continuacién las células fueron tratadas con el
inhibidor de la sintesis proteica Cicloheximida (100 pg/mL) por 0 a 90 minutos, segin se indica en la figura.
Luego, las células fueron lisadas, obteniéndose un extracto de proteinas totales que fue resuelto en geles de
poliacrilamida al 8% y mediante Western Blot, se realizé la inmunodeteccion de HIF1a, Caveolina-1 y Actina
(control de carga). El peso molecular de las proteinas se indica en kDa. Los niveles de HIF1a y Actina fueron
cuantificados por densitometria. Los valores densitométricos fueron ajustados con una ecuacion de
decaimiento de primer orden, donde los valores densitométricos obtenidos fueron graficados y se calculé el
valor de vida promedio de HIF1a, como se indica en Metodologia, Seccién 5.4. Este experimento corresponde

al promedio + SEM de n=3 experimentos independientes.
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En una primera etapa, se intento realizar el experimento con células estimuladas
en hipoxia. Sin embargo, bajo nuestras condiciones experimentales no pudimos
detectar HIF1a luego de 10 min de tratamiento con cicloheximida (resultado no
mostrado). Por ello, la estrategia experimental consistié en simular hipoxia con el
guelante de hierro, Deferroxamina (Kaidi et al., 2007; Wang and Semenza, 1993).
Luego de 18 h post-tratamiento con DFO, el medio de cultivo fue reemplazado por
medio fresco con cicloheximida por los tiempos que se indican (Figura 9). El
tratamiento con DFO indujo la estabilizacion de HIF1a, comparado con la
condicion no tratada. El analisis densitométrico con posterior ajuste de los datos a
una cinética de decaimiento de primer orden, no mostré diferencias significativas
en la vida media de HIF1a en células con o sin Caveolina-1. Los valores de vida
media (min) fueron 42 + 27 y 46 % 23 para células HT29(US) M1 y C14,
respectivamente. Por lo tanto, la inhibicion de la actividad transcripcional de HIF
por Caveolina-1, no involucra la disminucion de los niveles proteicos 0 un

incremento en la degradacién de HIF1a (Figuras 8, 9y S3).

Para evaluar la participacion del dominio de andamiaje del Caveolina-1 (objetivo
especifico 1.4), se usé un péptido correspondiente al dominio de andamiaje de
Caveolina-1 (aminoéacidos 82-101, péptido AP-CSD) y un péptido control con una
secuencia al azar (scrambled, péptido AP-SC). Ambos péptidos fueron fusionados
con una secuencia de internalizacion (tercera hélice del dominio de union al DNA
del factor de transcripcion Antennapedia) y biotina, para su deteccion in situ (Bucci
et al., 2000; Gratton et al., 2003). Para confirmar que el péptido es internalizado
por las células, se realiz6 un ensayo de captacidon en células HT29(US)
transfectadas con el plasmidio que codifica a la proteina fluorescente verde (GFP)
y los péptidos fueron detectados con estreptavidina conjugada a
tetrametilrodamina (Estreptavidina-TRITC). Post-incubacion (4 h), ambos péptidos
fueron detectados con estreptavidina-TRITC (tincién roja) en células GFP

positivas, formando estructuras punteadas al interior de las células (flechas
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blancas, Figura 10). Sin embargo, cabe destacar que solo una pequeiia fraccion

de los péptidos fue encontrada en el interior de las células.

AP-SC 1pM AP-CSD 1pM

Reconstruccion 3D

Reconstruccion 3D
+ corte horizontal

Figura 10: Ensayo de Captaciéon de Péptido derivado del dominio de andamiaje de Caveolina-1.

Células HT29(US) fueron transfectadas en suspension con el plasmidio pEGFP-C1 usando Superfect y la
suspension celular fue sembrada sobre cubreobjetos por 18 h. Luego, las células fueron tratadas con los
péptidos AP-SC (control) o AP-CSD 1 uM por 4 h en medio de cultivo libre de suero. A continuacién, las
células fueron fijadas, permeabilizadas, incubadas con BSA seguido de la incubacion con Estreptavidina-
TRITC por 1 h. El nucleo fue marcado con DAPI (azul), la célula completa con GFP (verde), los péptidos con
Estreptavidina-TRITC (rojo) y las células fueron visualizados en microscopio Confocal. Se obtuvieron galerias
en el eje Z de las células y las imagenes resultantes fueron procesadas en el modo de isosuperficie del
programa Imaris. Este modo permite crear una imagen artificial a partir de los voxeles disponibles
(Reconstruccion en 3D). Luego, la imagen obtenida fué recortada horizontalmente para obtener una mejor

visualizacion del interior de la célula. Las flechas blancas indican los péptidos. Barra de magnificacion 5 pm.

67



A continuacion se determinG por ensayo de gen reportero de HIF el efecto del
péptido correspondiente al dominio de andamiaje de Caveolina-1 (AP-CSD) vy el
péptido control (AP-SC) (Figura 11). En normoxia, la administracion de ambos
péptidos (AP-SC y AP-CSD) no alteré la actividad transcripcional de HIF. En
hipoxia, se detectd un incremento de 20 veces del gen reportero de HIF, que no
fue afectado por el vehiculo (10% DMSO). El tratamiento con el péptido AP-CSD
tampoco fue capaz de inhibir la actividad de HIF en un rango de concentraciones
0,001-1uM. A concentraciones mas altas (10 uM), se detecté una reduccion en la
actividad del gen reportero de HIF, efecto que fue similar al observado con el
péptido control. Este resultado sugiere que la inhibicibn de la actividad

transcripcional de HIF1a es independiente del dominio de andamiaje de

Caveolina-1.
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Figura 11: Efecto del péptido AP-CSD sobre la actividad transcripcional de HIF en células HT29(US) en

hipoxia.

Células HT29(US) fueron co-transfectadas en suspension con los plasmidios pON y pGL3HRE usando
Superfect. Luego de 18 h post-transfeccion, las células fueron tratadas por 4 h con los péptidos AP-SC o AP-
CSD (rango de concentracion 0,01-10 pM) o el vehiculo dimetilsulféxido 10% (DMSQO) en medio de cultivo sin
suero. Finalizado el tratamiento, el medio de cultivo fue reemplazado por medio de cultivo suplementado con
FBS y las células fueron cultivas en normoxia o hipoxia por 24 h. La actividad luciferasa pGL3HRE de cada
condicion fue cuantificada en los extractos celulares y fue normalizada por la actividad B- galactosidasa. Los
resultados son expresados como “Veces sobre el Control” y corresponden al promedio + SEM de n = 3

experimentos.
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1.3 Evaluar si la presencia de Caveolina-1 altera la translocacion de HIF1a al

nudcleo

Para determinar si la sobreexpresion de Caveolina-1 altera la translocacion de
HIF1a al nucleo (objetivo especifico 1.5), debido a la secuestracion del factor de
transcripcion se realizO un ensayo de fraccionamiento subcelular. Para ello,
células HT29(US) fueron incubadas por 24 h en hipoxia (0 normoxia) y se realizo
el fraccionamiento con un kit comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante
(Figura 12). Producto del procesamiento, se obtuvo tres fracciones (lisado total,
citoplasma y nucleo). El analisis por Western blot de los niveles proteicos de
HIF1a reveld que la proteina fue indetectable en normoxia en todas las fracciones
analizadas. Por otro lado, en hipoxia no se detecté diferencias en el nivel proteico
de HIF1a en el lisado total, consistentemente con lo observado previamente en las
figuras 8 y S3. HIF1a se presentdé abundantemente en la fraccién nuclear en
comparacién con la fraccién citoplasmatica, donde la proteina practicamente fue
indetectable en hipoxia. No se detectaron diferencias en los niveles de HIF1a
nuclear entre células transfectadas con Caveolina-1 en comparacion al control
Mock. Como control de pureza de las fracciones citoplasméaticas y nuclear, se
analizo por Western blot Hsp90 y Lap2, respectivamente. Ambas proteinas fueron
detectadas concentradas en sus respectivas fracciones. En tanto, Caveolina-1 se
detecté en mayor abundancia en la fraccion citoplasmética respecto a la fraccion
nuclear. Este resultado indica que la presencia de Caveolina-1 no alteraria la

localizacion nuclear de HIF1a después de 24 h en hipoxia.
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Lisado Total Fraccion Citoplasmética Fraccion nuclear
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Figura 12: Distribucién subcelular de HIF1a en células HT29(US) en hipoxia.

Células HT29(US) (M1 y C14) fueron cultivadas 24 h en presencia de IPTG 1 mM. Luego, las células fueron
incubadas en normoxia o hipoxia por 24 h. A continuacién, las células fueron recolectadas y se analizé el
lisado total y las fracciones citoplasmaticas y nucleares utilizando el kit “NE-PER Nuclear and cytoplasmatic
extraction reagent’, siguiendo las instrucciones del proveedor. Mediante Western Blot, se determiné la
distribucion de HIF1a y Caveolina-1 en las distintas fracciones. Lap2 y Hsp90 fueron utilizados como
controles de pureza de las fracciones nucleares y citoplasmaticas, respectivamente. El resultado corresponde
a una imagen representativa de 3 experimentos. El peso molecular de las proteinas se indica en kDa.

Para confirmar los resultados del fraccionamiento subcelular, se evalu6 mediante
ensayos de inmunofluorescencia indirecta la distribucién de HIF1a a 24 h de
hipoxia (Figura 13). Después de 24 h de hipoxia se observo la translocacion de
HIF1a al nucleo, en comparacion a normoxia donde la proteina era indetectable.
No se detectd colocalizacién entre ambas proteinas, ni en normoxia como hipoxia
(Figura 13a), contrariamente a lo observado en experimentos de co-
inmunoprecipitacion realizados en células tratadas con DFO (resultado no
mostrado). Por otro lado, la cuantificacion de HIF1a nuclear, no mostré diferencias
dependientes de la presencia de Caveolina-1 (Figura 13b). Por lo tanto, los
resultados indican que la sobreexpresion de Caveolina-1 en células HT29(US) no
modifica la capacidad de HIF1a de translocar al nacleo, ni favorece la formacién

de un complejo entre ambas proteinas.
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Figura 13: Localizacion celular de HIF1a y Caveolina-1 en células expuestas a hipoxia por 24 h.

a) Células HT29(US) (M1 y C14) fueron sembradas sobre cubreobjetos por 24 h en presencia de IPTG 1 mM.
Luego, las células fueron cultivadas en normoxia (5% CO; + 95% aire) o hipoxia (1% O3z, 5% CO,, 94%N,) por
24 h. A continuacion, las células fueron fijadas, permeabilizadas, bloquedas y posteriormente incubadas con
los anticuerpos primarios contra Caveolina-1y HIF1a, seguidos de anticuerpos secundarios FITC, CY3 y DAPI
para definir el ndcleo. La visualizacién de las células se realiz6 mediante microscopia confocal. Caveolina-1 se
visualiza en verde, HIF1a rojo y el nlcleo en azul. La superposicién de las imagenes se realizd con el
programa Image J. La barra de magnificacién es 10 ym. b) A partir de las imagenes obtenidas de (a) se
definié la region de interés optico (ROI) nuclear usando la imagen correspondiente a DAPI con el programa
Image J. Con la herramienta ROl manager se cuantificé la intensidad de la tincidon nuclear de HIF1a (pixeles),
la que fue normalizada por el area del ROI, segun se indica en metodologia. Para estimar el ruido de la
técnica, se midid la fluorescencia de células que no fueron marcadas con el anticuerpo anti-HIF1a (control). El
resultado corresponde a la intensidad de fluorescencia (pixeles/pmz) para el promedio + SEM de tres

experimentos independientes.
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Debido a que la hipoxia como tal es un proceso dinamico, quisimos evaluar la
distribucion de HIF1a mediante inmunofluorescencia indirecta a 4 h de hipoxia
(Figura 14). A las 4 h de hipoxia, se detecto la estabilizacion de HIF1a mientras
gue en normoxia la proteina fue practicamente indetectable (Figura 14c). La
estabilizacion de HIF1a se asocio con la translocacion de HIF1a al nucleo, siendo
indetectable en células en normoxia. Ademas, no se observo colocalizacion entre
HIF1a y Caveolina-1 (Figura 14a). Por otro lado, la cuantificacion del contenido de
HIF1a en el nucleo no mostré diferencias entre células con o sin Caveolina-1
(Figura 14Db).

Los resultados indican que la reduccion en la actividad transcripcional de HIF1a,
mediada por la presencia de Caveolina-1 no se debe ni a la reduccion de los
niveles proteicos de HIF1a (Figuras 8 y S3) ni a una reduccion en la vida media
de HIF1a (Figura 9). Ademas, el efecto de Caveolina-1 sobre HIF1a no se debe a
la secuestracion del factor de transcripcion en el citoplasma (Figuras 13a, 14a), ni
estd asociado a una alteracion en la translocacion al nucleo de HIF1a (Figuras
13b y 14b). Ademas, parece ser independiente del dominio de andamiaje de
Caveolina-1 (Figura 11). Por lo tanto, los resultados indican que la inhibicion de la
actividad de HIF1a por Caveolina-1 seria potencialmente por un mecanismo

indirecto que no involucraria la formacion de un complejo multiproteico.
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Figura 14: Localizacion celular de HIF1a y Caveolina-1 en células expuestas a hipoxia por 4 h

a) Células HT29(US) (M1 y C14) fueron sembradas sobre cubreobjetos por 24 h en presencia de IPTG 1 mM.
A continuacion, las células fueron cultivadas en normoxia (5% CO; + 95% aire) o hipoxia (1% O2, 5% COy,
94%N,) por 4 h. Luego de fijacion, permeabilizacion y posterior bloqueo, las células fueron marcadas con
anticuerpos primarios contra Caveolina-1 y HIF1a, seguidos de anticuerpos secundarios acoplados a FITC o
CY3 y DAPI para definir el ndcleo. La visualizacion de las células se realiz6 mediante microscopia confocal..
Caveolina-1 se visualiza en verde, HIF1a rojo y el nicleo en azul. La superposicion de las imagenes se realiz
con el programa Image J. La barra de magnificacion es 10 um. b) a partir de las imagenes de (a) se definio la
region de interés dptico nuclear (ROI) usando la imagen correspondiente a DAPI con el programa Image J. A
partir del ROI, se midio la intensidad de la marca nuclear de HIF1a (pixeles) con la herramienta ROl manager,
la que normalizada por el area del ROI, como se sefiala en la metodologia. El resultado se expresa como
intensidad de fluorescencia (pixeles/pmz) y corresponde al promedio + SEM de tres experimentos. c) Las
células HT29(US), fueron tratadas en hipoxia por 4 h como se indica en (a). A continuacion, las células fueron
lisadas y a partir de este extracto celular, se determiné por Western blot los niveles proteicos de HIF1q,

Caveolina-1 y Actina (control de carga). La masa molecular de las proteinas se indica en kDa.
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1.4 Determinar el efecto de hipoxia en la viabilidad y ciclo celular

Distintas lineas de investigacion han revelado que Caveolina-1 puede favorecer
muerte celular. Se ha visto, que Caveolina-1 sensibiliza a la muerte celular
inducida por agentes antineoplasicos como cisplatino (Pongjit and Chanvorachote,
2011), paclitaxel (Shajahan et al., 2012), hiperoxia (Zhang et al., 2011), estrés de
reticulo por tunicamicina (Diaz, 2013) y palmitato (Nufiez., 2013). Por otro lado,
HIF1a induce la expresion en hipoxia de factores inductores de muerte celular
como BNIP3 y NIX (Bcl2/adenovirus EIB 19kD-interacting protein 3, Nip3-like
protein X, respectivamente) (Sowter et al., 2001), por lo que nos preguntamos si la
presencia de Caveolina-1 sensibiliza a la muerte celular en hipoxia de células
HT29(US) (objetivo especifico 1.6). El tratamiento de hipoxia por 24 h no altero la
viabilidad ni incrementé la muerte celular. El andlisis de la poblacién de células
muertas no reveld diferencias en apoptosis o necrosis. Por lo tanto, el resultado
sugiere que Caveolina-1 no sensibiliza a las células a la muerte celular en hipoxia
(Figura 15).
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Figura 15: Efecto de la hipoxia sobre la viabilidad celular de HT29(US).

Células HT29(US) (M1 y C14) fueron cultivadas en normoxia o hipoxia por 24 h. A continuacion, las células
fueron recolectadas y resuspendidas en una solucién de yoduro de propidio [10 pug/mL] para su posterior
analisis de viabilidad por citometria de flujo. Los resultados corresponden al promedio + SEM de n = 3
experimentos de a) porcentaje de células viables, b) porcentaje de células muertas, c) porcentaje de

células apoptéticas y d) porcentaje de células necroéticas.
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Se ha visto que HIF1a induce la detencion del ciclo celular en hipoxia, mediante un
mecanismos transcripcional a través la induccion de p21 y p27 o por medio de una
via no transcripcional como impedir la formacion de origenes de replicacion en el
DNA (Goda et al., 2003; Hubbi et al., 2013). Por otro lado, Caveolina-1 induce
detencion del ciclo celular en Gi1/Gp por induccion de p53/p21 WAF1/Cipl
(Galbiati et al., 2001) o G,/M por represion de la expresion de Survivina (Torres et
al., 2006), por lo que nos preguntamos si la sobreexpresion de Caveolina-1 afecta
la distribucion del ciclo celular en hipoxia (objetivo especifico 1.6). Para ello, se
analizé, mediante citometria de flujo el contenido de DNA (Figura 16). En
normoxia, la presencia de Caveolina-1 no alteré la distribucion del ciclo celular
comparado con las células Mock. Sin embargo, la hipoxia indujo la detencién del
ciclo celular en fase G1/Gg, tanto en células transfectadas con Caveolina-1 como
Mock, lo que se reflejé con un aumento del area bajo la curva correspondiente a
G1/Go en los histogramas de fluorescencia para yoduro de propidio. En ambos
casos, la detencion en fase G;/Go fue asociada a la reduccion del numero de

células en fase S, sin afectar la proporcién de células en fase G2/M.

Figura 16: Efecto de la hipoxia
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La cuantificacion del porcentaje de células en las distintas fases se presenta en la

Tabla 3. No hubo diferencias en normoxia, dependientes de la sobreexpresion de

Caveolina-1. Por otro lado, en hipoxia la presencia de Caveolina-1 incremento el

porcentaje de células en G1/Gy (47,8 vs 56,9%) y redujo el porcentaje de células

en fase S (35,7 vs 26%) en comparacion a Mock, sin afectar el porcentaje de

células con contenido de DNA hipodiploides o en fase G,/M (Tabla 3). Estos

resultados indican que la sobreexpresion de Caveolina-1 favorece el arresto del

ciclo celular en fase Go/G; en hipoxia, disminuyendo el porcentaje de células en

fase S, sin alterar la viabilidad celular (Figura 15).

Go/G; S G./M Hipodiploide
M1 Normoxia 38+1 42 + 2 18+ 1 20+1
C14 Normoxia 39+2 41 +1 18+1 15+0
M1 Hipoxia 48 +1 361 15+ 0 1,1+0
C14 Hipoxia 57 +2%* | 26+ 1 ** 16+ 1 1,6+0

Tabla 3: Distribucion del ciclo celular en células HT29(US) en hipoxia.

Se presentan los resultados obtenidos de la distribucién porcentual del ciclo celular en células HT29(US)

expuestas a normoxia o hipoxia por 24 h, los valores corresponden al promedio + SEM de tres experimentos

independientes (**p<0.01 C14 hipoxia vs M1 hipoxia).
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SECCION 2

Objetivo Especifico 2: Evaluar la participacion de las enzimas 6xido nitrico

sintasas en la inhibicion de HIF1a por Caveolina-1.

2.1 Identificar la isoforma de NOS asociada al efecto inhibidor de Caveolina-1

La via de sefializacion del NO y las enzimas NOS son importantes para la
estabilizacion y actividad transactivadora de HIF1a. Se ha visto que él NO
estabiliza a HIF1a en carcinoma oral de células escamosas (Quintero et al., 2006)
y bajas concentraciones de NO estabilizan HIF1a en hipoxia (Chowdhury et al.,
2012). Ademas, el tratamiento con el dador de NO, SNAP (S-Nitroso-N-acetil-
penicilamina), incrementa la asociacion de HIF1a con su co-activador
transcripcional p300/CBP (Park et al., 2008). Por otro lado, Caveolina-1 es un
potente inhibidor de las isoformas de NOS1, 2 y 3 (Felley-Bosco et al., 2002;
Felley-Bosco et al., 2000; Garcia-Cardena et al., 1997; Sato et al., 2004). Para
evaluar la participacion de las NOS en la inhibicion de HIF1a por Caveolina-1, se
usaron distintos inhibidores de las isoformas de NOS, como L-NAME, 1400W vy L-
NIO, un inhibidor general de NOS, inhibidor de NOS2 e inhibidor NOSS3,
respectivamente. Para evaluar la participaciéon de NOS (objetivo especifico 2.1), se
determind mediante un ensayo de gen reportero de HIF el efecto de los inhibidores
L- NAME, 1400W y L-NIO (Figura 17). La inhibicion de todas las isoformas de
NOS con L-NAME, previno el increment6 en la actividad del gen reportero de HIF
en hipoxia, a niveles comparables con lo observado en células transfectadas con
Caveolina-1, efecto que fue dependiente de la concentracion de L-NAME. Este
resultado sugiere que el aumento en la actividad de HIF fue debida en parte a la
actividad de NOS en hipoxia (Figura 17a). Para identificar qué isoforma de NOS
se asocia con el aumento de la actividad de HIF en hipoxia, se evaluo el efecto de
los inhibidores de NOS2 y NOS3. La inhibicién de NOS2 con 1400W no alteré la
induccion del gen reportero de HIF en hipoxia, indicando que esta isoforma de
NOS no esta involucrada en el incremento de la actividad de HIF en hipoxia
(Figura 17b).
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Figura 17: Efecto de los inhibidores de las isoformas de 6xido nitrico sintasas, L-NAME, 1400W vy L-
NIO sobre la actividad de HIF en células HT29(US) en hipoxia.

Células HT29(US) (M1 y C14) se co-transfectaron en suspensién con los plasmidios pON y pGL3HRE usando
Superfect. Luego de inducir la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM por 24 h, las células se trataron con
a) el inhibidor general de NOS, L-NAME (rango concentraciones 0,1-10 mM), b) el inhibidor de NOS2, 1400W
(20 pM) o c) el inhibidor de NOS3, L-NIO (100 uM). A continuacion, las células fueron lisadas y se cuantificé la
actividad luciferasa pGL3-HRE (expresada como veces sobre el control), la que fue normalizada por la
actividad de la B-galactosidasa en los extractos celulares. Los resultados corresponden al promedio + SEM de
al menos tres experimentos independientes. * p<0,05 M1 vs C14; # p<0,05 M1 hipoxia vs M1 hipoxia +
inhibidor de NOS (L-NAME o L-NIO); & p<0,05 C14 hipoxia vs C14 hipoxia L-NAME).
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Por otro lado, la inhibicion de NOS3 con L-NIO bloqueo parcialmente el aumento
en la actividad del gen reportero de HIF en hipoxia en células Mock (Figura 17c¢),
sugiriendo que la actividad de NOS3 es importante para el incremento de la
actividad del gen reportero de HIF en hipoxia. Por otro lado, andlisis por Western
Blot mostraron que las células HT29(US) expresan NOS3, tanto en normoxia
como hipoxia (Figura 18). Ademas, andlisis de la inmunolocalizacién de NOS3 por
microscopia confocal, reveld6 que NOS3 se presenta principalmente en la
membrana plasmatica, donde colocaliza con Caveolina-1 tanto en normoxia como
hipoxia (Figura 19). En conjunto, estos resultados indican que el aumento en la
actividad del gen reportero de HIF es mediado por NOS3. Caveolina-1 colocaliza
con NOS3, potencialmente inhibiendo la activacion de la enzima, como ha sido

descrito previamente (Liu et al., 2009; Mukhopadhyay et al., 2007).

HT29(US)

Normoxia Hipoxia

M1 Cl14 M1 Ci14 Corazén ypg

o R

Cav-1 SR 26

HSPOO S it v sd 95

Figura 18: NOS3 se expresa en células HT29(US).

Células HT29(US) fueron sembradas en placas de cultivo celular por 24 h en presencia de IPTG 1 mM. Luego,
las células fueron tratadas en hipoxia (1% O, 5% CO,, 94%N,) o normoxia (5% CO; + 95% aire). A
continuacion, las células fueron lisadas obteniéndose un extracto de proteinas a partir del cual se
determinaron los niveles proteicos de NOS3, Caveolina-1 y Hsp90 (control de carga) mediante Western Blot.
Un extracto de corazén de ratén se incluyd como control positivo de la expresiéon de NOS3. El resultado

corresponde a un panel representativo de 2 experimentos independientes. * indica banda inespecifica.
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Figura 19: NOS3 colocaliza con Caveolina-1 en células HT29(US).

Células HT29(US) (clones M1 y C14) fueron sembradas sobre cubreobjetos por 24 h en presencia de IPTG 1
mM para inducir la expresion de Caveolina-1. Posteriormente, las células fueron incubadas en hipoxia (1% O,
5% CO-, 94%N,) 0 normoxia (5% CO- + 95% aire) por 24 h adicionales en presencia de IPTG 1 mM. Luego,
de fijacion, permeabilizacion y bloqueo con solucidon de BSA, las células fueron incubadas con anticuerpos
primarios anti-Caveolina-1 y anti-NOS3 por 1 h a 37°C, seguidos de anticuerpos secundarios acoplados a
FITC o CY3 y DAPI para marcar la regiéon nuclear. Las muestras fueron posteriormente visualizadas en
microscopio confocal. Caveolina-1 es visualizada en verde, NOS3 en rojo y el nicleo en azul. Las imagenes
adquiridas fueron deconvolucionadas con el programa Huygens Professional. Para observar en mayor detalle
la colocalizacion de Caveolina-1 con NOS3, se hizo una ampliacién de una region periférica (demarcada en un
recuadro blanco) de células HT29(US)C14 en hipoxia. Se presenta un panel correspondiente a dos

experimentos independientes. Escala 10 pm.

2.2 Evaluar el efecto de dador de NO

Caveolina-1 es un potente inhibidor de diferentes isoformas de NOS (Felley-Bosco
et al., 2002; Felley-Bosco et al., 2000; Garcia-Cardena et al., 1997; Sato et al.,
2004) y dado que el tratamiento con el inhibidor L-NAME o L-NIO previene el
aumento en la actividad del gen reportero de HIF a valores comparables con lo
observado en células con Caveolina-1, realizamos un experimento de rescate con
el dador de NO, DETA/NO (objetivo especifico 2.2). Se ha visto que el tratamiento
con altas concentraciones de dadores de NO estabilizan HIF1a

independientemente de la concentraciébn de oxigeno (Mateo et al.,, 2003). El
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analisis de los niveles proteicos de HIF1a mediante Western Blot, revelé que el
tratamiento con 500 y 1000 uM de DETA/NO produjo la estabilizacion de HIF1a en
normoxia, de modo similar que Deferroxamina (Figura 20a). Los niveles proteicos
de HIF1a se mantuvieron elevados durante al menos 8 h post-tratamiento con
DETA/NO 500 pM, luego de 24 h HIF1a no fue detectado (Figura 20b).

Figura 20 Efecto del dador de NO, DETA/NO sobre la

DETA/NG 4 h estabilizacién de HIF1a.

a)

[uM] O 1 10 50 500 1000 DFO kba I Células HT29(US) fueron sembradas en placas de cultivo
HIF Lo 120 por 18 h. A continuacién, las células fueron tratadas con a)
- - - DETA/NO, rango de concentraciones 1-1000 uM) por 4 h 6

o5 b) DETA/NO 500 uM por 0 a 24 h de tratamiento. Luego,

las células fueron lisadas y a partir del extracto celular se

HSPOO e v N/ N N sy !

determinaron los niveles de HIF1a, Hsp90 y Actina
b) DETA/NO 500 uM

(controles de carga) por Western Blot. Un panel de células

Tiempo(h) 0 1 4 8 24 DFO kpa| tratadas con DFO 200 puM por 18 h fue incluido como
130

HIF1la : control positivo en ambos experimentos. Los resultados
corresponden a imagenes representativas de 3
Actina 44 experimentos independientes. El peso molecular de las

proteinas es indicado en kDa.

A continuacion, evaluamos mediante ensayo de gen reportero de HIF el efecto del
dador de NO. En normoxia, el tratamiento con DETA/NO indujo el aumento en la
actividad transcripcional de HIF sin diferencias dependientes de la sobreexpresion
de Caveolina-1, sugiriendo que la adicion de NO es capaz de prevenir la inhibicién
de HIF1a por Caveolina-1. Por otro lado, en hipoxia se observé un incremento en
la actividad de HIF, similar a lo mostrado en las figuras 5y 17. Inesperadamente,
el tratamiento con DETA/NO en hipoxia no fue capaz de producir un efecto aditivo
con hipoxia en la actividad del gen reportero de HIF, detectandose un aumento en
la actividad de HIF de 10 veces, magnitud similar a la observada en normoxia
(Figura 21a). A continuacién se investigd el efecto de DETA/NO a distintos
tiempos de hipoxia (4 h pre-tratamiento DETA/NO, seguido de hipoxia sin
DETA/NO, 4 h tratamiento de DETA/NO luego de 20 h de hipoxia) cémo el efecto

de distintas concentraciones de DETA/NO (0 a 500 yM), observandose en todos
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los casos la ausencia de un efecto aditivo entre la hipoxia y DETA/NO (resultados
no mostrados). Por otro lado, evaluamos que ocurre con los niveles proteicos de
HIF1a por accion del tratamiento con DETA/NO por tiempos prolongados,
detectandose una reduccion en los niveles de HIF1a en hipoxia (Figura 21b). Por
lo tanto, no nos es posible evaluar con DETA/NO la contribuciéon del NO en la
activacion de HIF1a en hipoxia, debido a que el dador reduce los niveles proteicos
de la HIF1a.

a) Normoxia Hipoxia b)
o 0 DETA/NO 0 DETA/NO
30 . . .
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Figura 21: Efecto del dador de NO, DETA/NO sobre la actividad de HIF en células HT29(US) en hipoxia.

a) Células HT29(US) (M1 y C14) fueron co-transfectadas en suspension con los plasmidios pON y pGL3HRE
usando Superfect. Luego de la transfeccion (18 h), las células fueron pretratadas con DETA/NO 500 pM, el
medio de cultivo fue cambiado por medio fresco y las células fueron incubadas en normoxia o hipoxia por 24 h
en presencia del dador de NO. Se obtuvieron extractos celulares, donde se cuantifico la actividad luciferasa
pGL3-HRE y B-galactosidasa. Por cada condicién, la actividad luciferasa fue normalizada por la actividad 8-
galactosidasa. Los resultados de Actividad Luciferasa (expresados como veces el control), corresponden al
promedio + SEM de al menos 3 experimentos (*p<0.05 Mock vs Cav-1 hipoxia, # # p<0.001 Mock normoxia vs
Mock normoxia DETA/NO, & p<0.05 Cav-1 vs Cav-1 DETA/NO). b) Células HT29(US) (M1 y C14) incubadas
con IPTG (1 mM, 24 h), fueron tratadas con DETA/NO 500 uM por 4 h previo a incubar las células en
normoxia o hipoxia por 24 h con DETA/NO. Finalizado el experimento, se obtuvo un extracto total de proteinas
donde se analiz6 por Western Blot los niveles proteicos de HIF1a y Actina (control de carga), correspondiendo

a un experimento. La masa molecular de las proteinas es sefialada en kDa.
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La sintesis de NO depende de la disponibilidad de su sustrato, L-arginina. Este
altimo es usado para la sintesis de NO por las isoformas de NOS y para la
produccion de urea por la enzima arginasa (Figura 22a) (Durante et al., 2007).
Debido a que DETA/NO parece afectar la estabilidad de HIF1a en hipoxia (Figura
21b) y para evaluar la contribucion del NO a la inhibicion de HIF1a por Caveolina-
1 en hipoxia, decidimos determinar el efecto del inhibidor especifico de arginasa,
BEC. Se ha reportado que BEC produce el incremento en la produccion de NO,
sin inhibir a NOS (Kim et al., 2001). En normoxia, el tratamiento con BEC no altero
la actividad del gen reportero de HIF (resultado no mostrado, n=2). Por otro lado,
en hipoxia el tratamiento con BEC aumento la actividad del gen reportero de HIF
en células HT29(US)C14, comparado con las células C14 no tratadas con el
inhibidor en hipoxia. Es importante recalcar, que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad del gen reportero de HIF entre
células M1 y C14 tratadas con BEC en hipoxia (Figura 22b). Por lo tanto, los
resultados indican que la inhibicion de arginasa con BEC, bloquea parcialmente la
inhibicion de la actividad del gen reportero de HIF por Caveolina-1, potencialmente

mediante un incremento en la produccion de NO.
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Figura 22: Efecto del inhibidor de arginasa (BEC) sobre la actividad de HIF en células HT29(US) en

hipoxia.

a) Esquema general que muestra como L-Arginina es utilizada como sustrato por NOS y Arginasa, para la

produccién de NO y Urea, respectivamente. BEC inhibe a Arginasa, favoreciendo la produccién de NO, por

mayor disponibilidad de L-arginina. b) Células HT29(US) (M1 y C14) fueron co-transfectadas en suspension

con los plasmidios pON y pGL3HRE usando Superfect. Las células fueron tratadas con el inhibidor de

arginasa BEC 100 pM, 24 h post-induccién de la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM por 24 h

adicionales en normoxia o hipoxia. Luego, se determiné la actividad Luciferasa pGL3-HRE en los extractos

celulares (expresada como veces sobre el control), la que fue normalizada por la actividad de la B-

galactosidasa. El resultado corresponde al promedio + SEM de al menos 3 experimentos. *p<0,05 M1 vs C14
hipoxia, C14 hipoxia vs M1 hipoxia + BEC; & p<0,05 C14 hipoxia vs C14 hipoxia + BEC.
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SECCION 3

Objetivo Especifico 3: Evaluar in vivo si la inhibicion de HIF1a y NOS

contribuyen a su papel supresor de tumores de Caveolina-1

3.1 Determinar si la sobreexpresion de HIF1a previene efecto supresor de
tumores de Caveolina-1.

Para abordar este objetivo se realizaron ensayos de formacion de tumores con
células HT29(US) (clones M1 y C14) en ratones inmunosuprimidos de la cepa
SCID-Beige (Colaboracion con el Dr. Rolf Kiessling, Karolinska Institute, Suecia).
En ratones inmunocompetentes C57BL/6, los ensayos de formacion de tumores se
realizaron con la linea isogénica B16F10 (Lobos-Gonzalez L., 2013). El primer
experimento consistié en confirmar la accién supresora de tumores de Caveolina-1
en ratones inmunosuprimidos (Bender et al.,, 2000) (objetivo especifico 3.1)
(Figura 23). Ratones SCID-Beige fueron inoculados por la via subcutanea con
células HT29(US) (clones M1 y C14) en ambos flancos. Para ello, las células
fueron sembradas con IPTG 1 mM por 24 h para inducir la expresién de
Caveolina-1 (Figura 23b). A continuacién los animales se inocularon con 1x10°
células y una vez que el tumor fue palpable, el tumor se midié con un pie de metro
y el volumen tumoral se calculd, como se indica en la metodologia. Los resultados
del experimento mostraron que la presencia de Caveolina-1 en las células
inyectadas redujo en un 45% el volumen del tumor, 27 dias post-inoculacion de las
células en comparacion al volumen del tumor formado por células Mock (Figura
23a). El andlisis de Caveolina-1 por Western Blot mostré que los niveles de la
proteina se mantienen ligeramente elevados 29 dias post-inoculacion de las
células (Figura 23c), comparado con los niveles de la proteina antes de inocular
las células (Figura 23b). El resultado sugiere que la presencia de Caveolina-1 en
las células tumorales suprime el crecimiento del tumor en ratones

inmunosuprimidos.
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Figura 23: Formacién de tumores en ratones SCID-Beige inoculados con células HT29(US).

Células HT29(US) (M1 y C14) se cultivaron en placas de cultivo con IPTG 1 mM por 24 h. A continuacién, a)
las células se contaron (1x106 células) e inocularon (via subcutanea) en ambos flancos en ratones SCID-
Beige. Dos veces por semana se midié el tumor y el volumen tumoral se calculé segun lo indicado en la
metodologia. El resultado (promedio + SEM) corresponde a un experimento con n=7 animales (*p<0.05,
**p<0,01 tumor M1 vs C14). Niveles proteicos de Caveolina-1 en b) células HT29(US) (M1 y C14) antes de ser
inoculados en los ratones SCID-Beige y ¢) en tumores derivados de células HT29(US) (M1 y C14) (volumen
tumores 523 mm®) luego de 29 dias de inoculacién en ratones SCID-Beige. Los niveles proteicos de
Caveolina-1 y Actina (control de carga) fueron determinados por Western Blot.

A continuacién, se determiné el efecto de la sobreexpresion de HIF1a en ensayos
de formacién de tumores con células HT29(US) (M1 y C14). Para ello, las células
fueron transfectadas con el plasmidio que codifica para la variante silvestre de
HIF1a o el plasmidio control pcDNA. Un mes post-transfecciéon y seleccion de las
células con los antibidticos G418 e higromicina, se detectd una sobreexpresion
moderada de HIF1a (5 veces de aumento con respecto al control pcDNA) en las
células. Un extracto proteico de células hipoxicas fue usada como control positivo
de HIF1a (Figura 24b).
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Figura 24: Formacién de tumores en ratones SCID-Beige inoculados con células HT29(US) (M1 y C14)
establemente transfectadas con HIF1a.

a) Dos grupos de ratones SCID-Beige (un experimento con 7 animales por grupo) fueron inoculados en ambos
flancos con 1x10° células HT29(US) M1/pcDNA, HT29(US) M1/HIF1a (grupo 1) y HT29(US) C14/pcDNA y
HT29(US) C14/HIF1a (grupo 2). Las células fueron mantenidas en cultivo 24 h de incubacién con IPTG (1
mM), para inducir la expresion de Caveolina-1 previo a ser inoculadas en los animales. Una vez que el tumor
fue palpable, este fue medido dos veces por semana y el volumen tumoral fue calculado como se indica en
materiales y métodos. Los resultados corresponden al promedio + SEM (*p<0.05 C14/pcDNA vs M1/pcDNA,
#p<0.05 C14/pcDNA vs C14/HIF1a). b) Niveles de HIF1a en extractos nucleares y c) niveles proteicos de
Caveolina-1 en células HT29(US) co-transfectadas con HIF1a Caveolina-1, posteriores al tratamiento con
IPTG 1 mM. A continuacion, las células fueron lisadas, y se obtuvieron extractos totales como nucleares, a
partir de los cuales se determind los niveles proteicos de HIF1a, Caveolina-1, TFIIB (control fraccion nuclear) y
Actina (control de carga) por Western blot. Un extracto de células HT29(US) tratadas por 24 h en hipoxia (1%
0O7) fue usado como control positivo (C+) para HIF1a. d) Niveles de Caveolina-1 en células ex-tumor. Los
tumores desarrollados a partir de las células HT29(US) de la figura (a) fueron extirpados con bisturi y
digeridos con tripsina. Las células resultantes fueron subcultivados por dos pasajes, como se describe en
materiales y métodos. A continuacion las células fueron lisadas y los niveles de Caveolina-1 y Actina fueron
determinados por Western Blot. Los niveles de Caveolina-1 de las células Ex-Tumor fueron comparados con
los niveles de las células antes de inocular (c +) y con células Ex-Tumor tratadas con IPTG 1 mM por 24 h. El

resultado corresponde a 10 lineas Ex-Tumor obtenidas a partir de los ensayos de formacion de tumores.
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Ademas, las transfeccion de las células con el plasmidio HIF1a, no alterd la
capacidad de las células de inducir la expresién de Caveolina-1 con IPTG 1 mM
por 24 h (Figura 24c). A continuacion, se evalud el efecto de la sobreexpresion de
HIF1a por ensayo de formacion de tumores. La sobreexpresion de HIF1a en
células HT29(US)M1 incrementé el tamafio de los tumores formados, sin
observarse diferencias estadisticamente significativas. Por otro lado, la
sobreexpresion de HIF1a en células HT29(US)C14 previno la supresion del tumor
impuesta por Caveolina-1. El tamafio de los tumores formados por las células
HT29(US)C14/HIF1a fue comparable al tamafo de los tumores derivados de las
células HT29(US)M1/pcDNA (Figura 24a). Para comprobar la expresion de
Caveolina-1 en los tumores, se establecié lineas celulares a partir de los tumores
(células ex-tumor). Dos pasajes después de la extraccion de las células desde el
tumor, las células expresaron bajos niveles proteicos de Caveolina-1. Sin
embargo, al incubar las células con IPTG 1 mM por 24 h, se indujo la expresion de
Caveolina-1 (Figura 24d). Estos resultados indican que, la sobreexpresién de

HIF1a previene el efecto supresor de tumores de Caveolina-1.

3.2 Determinar los niveles de expresiéon de genes blanco de HIF1a en
tumores derivados de células transfectadas con Caveolina-1.

Debido a que VEGF fue el gen cuya expresiéon se vio mas reducida por la
sobreexpresién de Caveolina-1 en hipoxia (Figura 6), decidimos determinar sus
niveles de expresion in vivo (objetivo especifico 3.2). Por otro lado, debido a que la
hipoxia ocurre al cuarto dia post-implantacion de las células en ensayos de
formacion de tumores (Dewhirst et al., 2007) y se mantiene de manera cronica una
vez que el tumor es palpable (Yasui et al., 2010), quisimos evaluar tempranamente
los niveles de expresion de VEGF. Para ello, se inoculo por la via subcutanea
ratones C57BL/6 en ambos flancos con células B16F10 (Mock y Cav-1) y una vez
gue los tumores fueron palpables, se determiné el volumen de los tumores. Al dia
10 post-inoculacion, se detectd que la presencia de Caveolina-1 suprimio la

formacion de tumores en 4 de 6 animales (ratones, 1, 2, 4 y 5, Figura 25a). Sin

88



embargo, no detectaron diferencias al comparar el promedio del tamafio de los
tumores B16F10(Mock) con B16F10(Cav-1) (Figura 25b). A continuacion,
analizamos por qPCR los niveles del mRNA de VEGF en los tumores, no se
observandose una correlacion entre supresion de tumores por Caveolina-1 y nivel
de expresion de VEGF al comparar cada animal del experimento (Figuras 25a y

25c) o los promedios (Figura 25d) al dia 10 post-inoculacion de las células.
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Figura 25: Formacién de tumores en ratones C57BL/6 inoculados con células B16F10(Mock) y (Cav-1).

a) Ratones C57BL/6 fueron inoculados en ambos flancos, via subcutanea con 3x10° células B16F10 (Mock) y
(Cav-1), respectivamente. Una vez que el tumor fue palpable, este fue medido a diario y se calcul6 el volumen
del tumor, como se indica en materiales y métodos. Los numeros sobre las barras, indica el nimero de
identificacion del animal y en b) se gréfica el promedio del volumen tumoral + SEM de n=6 animales de un
experimento, después de 10 dias post-inoculaciéon. c) y d) niveles del mMRNA de VEGF al dia 10 post-
inoculacion. Los tumores de la figura (a), fueron extraidos quirdrgicamente, se aisl6 RNA de los tumores como
se detalla en materiales y métodos. La expresion del mRNA fue determinada por gPCR vy el nivel de expresién

de VEGF se célculo con el método del 224¢7

. Se representan los valores del MRNA de VEGF (expresado
como veces sobre el control) para c) cada animal y d) promedio + SEM de 6 tumores por grupo, de un

experimento.
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Recientemente, se ha propuesto que la hipoxia observada en tumores no parece
depender del tamafio del tumor (Yasui et al., 2010). Entonces, nos preguntamos si
la expresion del mMRNA de VEGF depende del tamafio del tumor (Figura 26). Para
ello, se realizé un analisis de correlacion entre la expresion del mMRNA de VEGF y
el tamafio de los tumores de la figura 25. No se observé correlacion entre tamafio
tumoral y expresion de VEGF. El coeficiente de Spearman calculado para cada
grupo fue 0.31 y 0.14 para tumores B16F10(Mock) y B16F10(Cav-1), indicando
gue no existe una correlacion directa entre el tamafio tumoral y expresion del
MRNA de VEGF (Figura 26).

B16F10(Mock) B16F10(CAV1)

40 40+

304 304 .

201 204
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L ]
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104 104

0 250 500 750 1000 1250 1500 0 250 500 750 1000

Volumen tumoral Volumen tumoral

Figura 26: Andlisis de correlacion expresion del mRNA de VEGF y tamafio tumoral.

A partir de los valores de volumen tumoral (mm3) y expresion del mMRNA de VEGF obtenidos de un ensayo de
formacion de tumores de la Figura 25, se realizo un andlisis de correlacién de Spearman. Los coeficientes de
Spearman r calculados fueron 0.31 y 0.14 para tumores B16F10(Mock) y B16F10(Cav-1), respectivamente.
Los valores de volumen tumoral se encuentran en mm?® y mRNA VEGF en unidades arbitrarias de

amplificacion, con 6 ratones por grupo.

A continuacion quisimos confirmar si la sobreexpresion de Caveolina-1 es capaz
de modular la expresion de genes blanco de HIF1a como VEGF in vivo (objetivo
especifico 3.2), para ello decidimos determinar los niveles de expresion de VEGF
en tumores 15 dias post-inoculacién subcutanea de las células tumorales, debido
a que al dia 15, la diferencia en volumen tumoral se hace mas notable entre Mock
y Cav-1 (Lobos-Gonzalez L., 2013). El analisis de los tumores por RT-PCR revelo

una menor expresion de las isoformas de VEGF 121 y 165 en tumores derivados
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de células B16F10(Cav-1), en comparacion a los tumores formados por células
B16F10(Mock) (Figura 27a). Para confirmar esta diferencia, los cDNAs fueron
analizados mediante gPCR vy los perfiles de amplificacion fueron cuantificados con
el método del 222°T (Livak and Schmittgen, 2001). El andlisis mediante gPCR
confirmd que los tumores formados a partir de células B16F10(Cav-1) expresaron
un 40% menos VEGF que los derivados de células B16F10(Mock) (Figura 27b).
Por lo tanto, los resultados sugieren que la sobreexpresién de Caveolina-1 se

asocia con la reduccion en la expresién de VEGF tanto in vitro como in vivo.
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Figura 27: Niveles del mRNA de VEGF en tumores al dia 15 post-inoculacion ratones C57BL/6
inoculados con células B16F10(Mock) y (Cav-1).

a) Ratones C57BL/6 fueron inoculados en un flanco con 3x10° células B16F10(Mock) o (Cav-1). Al cabo de 15
dias post-inoculacion, los animales fueron sacrificados, los tumores extraidos y se aisl6 el mMRNA como se
indica en la metodologia. La expresion de VEGF en los tumores fue analizada por RT-PCR. Actina fue usado
como control interno. El resultado corresponde a un gel representativo para la amplificacion de VEGF de 5
tumores derivados de células B16F10(Mock) y 8 tumores derivados de células B16F10(Cav-1). El peso
molecular de los fragmentos se indica en pares de bases (pb) y con flechas se destacan las isoformas de
VEGF 121 y 165. b) Andlisis por qPCR de los niveles de expresion de VEGF de los cDNAs de la figura a). El

nivel de expresion del mRNA de VEGF fue calculado usando el método del paandl

. El resultado, expresado
como veces sobre el control corresponde al promedio + SEM de dos experimentos independientes con 8

tumores derivados de células B16F10(Mock) y 13 tumores B16F10(Cav-1) (*p<0,05).
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3.3 Evaluar el efecto de L-NAME sobre la accion supresora de tumores de
Caveolina-1.

Para evaluar la contribucion de NOS a la accion supresora de tumores de
Caveolina-1 y su relaciéon con HIF1a (objetivo especifico 3.3), en la primera
aproximacion experimental se realizd un ensayo de formacion de tumores tratando
los animales con el inhibidor general de NOS, L-NAME (Figuras 28 y S4). Para
ello, se hizo un experimento piloto, en el cual los animales fueron inoculados via
subcutdnea con 3x10° células B16F10(Mock) y (Cav-1). Los animales fueron
subdivididos en grupos experimentales para recibir via intraperitoneal L-NAME,
disuelto en PBS estéril 7.5, 15 6 30 mg/kg de peso (Figura S4). El tratamiento con
L-NAME mostré un marcado efecto antitumoral, reduciendo el tamafio de los
tumores formados de células B16F10(Mock), como ha sido reportado previamente
(Egilmez et al., 2011; Ohtsu et al., 2010; Roy et al., 2011). Aparentemente, el
efecto antitumoral de L-NAME fue concentracion-dependiente y la inoculacion
intraperitoneal del vehiculo (PBS) no produjo efecto. Por otro lado, el tratamiento
con L-NAME parecié no incrementar el efecto supresor de tumor de Caveolina-1,
debido a que se observé una amplia dispersion de los datos experimentales. El
mayor efecto antitumoral con L-NAME, se observé en los animales tratados con
7,5 mg/kg de peso (Figura S4).

Para confirmar este efecto, el experimento se repitié, para ello tratando los
animales inoculados con células B16F10(Mock) y (Cav-1) con L-NAME 7,5 mg/Kg
peso (Figura 28). El tratamiento con L-NAME por la via intraperitoneal, redujo el
tamafio de los tumores derivados de células B16F10(Mock) a nivel similar al
tamafo tumoral formado por células B16F10(Cav-1). Por otro lado, el tratamiento
con L-NAME parece no potenciar el efecto supresor de tumores de Caveolina-1,
sugiriendo que el efecto antitumoral de L-NAME es por inhibicién de la actividad
de NOS presente en las células tumorales en vez de su accién en otro nivel
(Figura 28). Este resultado indica que la inhibicion de NOS con L-NAME ejerce un
efecto antitumoral en tumores derivados de células B16F10(Mock), probablemente
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porque estas células presentan una incrementada actividad NOS a diferencia de
las células B16F10(Cav-1).
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Figura 28: Formacién de tumores en ratones C57BL/6 inoculados con células B16F10(Mock) y (Cav-1)
tratados con L-NAME.

Ratones C57BL/6 se inocularon en un flanco con 3x10° células B16F10(Mock) o (Cav-1), respectivamente.
Las células fueron incubas con IPTG 1 mM por 48 h previas a la inoculacion en ratones C57BL/6. En paralelo,
se obtuvo un extracto de proteinas donde se evaluaron los niveles proteicos de Caveolina-1 en estas células
por Western Blot (Actina control de carga). A partir del dia 1 de inoculacién, los animales fueron tratados con
L-NAME 7.5mg/Kg de peso por la via intraperitoneal, hasta el dia de su sacrificio. Como control, un grupo de
animales fue inoculado intraperitonealmente con PBS. Una vez palpable, el tumor se midié a diario y se
estimé el volumen de éste, como se detalla en la metodologia. El resultado corresponde al promedio del
volumen tumoral al dia 16 post-inoculacion de dos experimentos independientes. (n = 7, 8, 5 y 6 animales por
grupo experimental, respectivamente)(*p<0,05 Mock vs Mock L-NAME, Mock vs Cav-1, Mock vs Cav-L-
NAME).

Finalmente, quisimos relacionar si la inhibicibn de NOS con L-NAME in vivo, afecta
la expresion de VEGF (gen blanco de HIF1a) en tumores. Para ello, se aislo
MRNA de los tumores de la Figura S4 y mediante RT-PCR se cuantifico los
niveles de expresion de VEGF (Figura 29). El analisis de los tumores mostré que
el tratamiento con L-NAME redujo los niveles relativos del mMRNA de VEGF en
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tumores de células B16F10(Mock). La mayor reduccién parece ocurrir a dosis
bajas de L-NAME (7.5 mg/kg de L-NAME). Por otro lado, los tumores de células
B16F10(Cav-1) presentaron niveles reducidos de VEGF, similarmente como se
detectd en la figura 24. Sin embargo, en tumores de células B16F10(Cav-1) el
tratamiento con concentraciones mas elevadas de L-NAME (30 mg/kg) parecia
promover la expresion de VEGF in vivo. Por lo tanto, los resultados sugieren que
el incremento en el tamafio tumoral y la expresion de VEGF esta mediado por una
enzima NOS en tumores de células B16F10(Mock), mientras que los tumores de
células B16F10(Cav-1) presentarian una menor actividad NOS y por ende un

tamafo tumoral reducido y una menor expresion de VEGF in vivo.
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Figura 29: Expresion de VEGF en tumores en ratones C57BL/6 inoculados con células B16F10(Mock) y
(Cav-1) tratados con L-NAME.

a) niveles del mRNA de VEGF analizados por RT-PCR en ratones tratados con L-NAME. Se aisl6 mRNA de
tumores provenientes de ratones tratados via intraperitoneal con L-NAME (rango concentracion 7,5 a 30
mg/kg peso). EI mRNA fue tratado con DNAsa, se sintetizd cDNAs a partir del cual se amplific6 VEGF y Actina
(control de carga). La masa molecular de los fragmentos de PCR se indica en pares de bases (pb) y con
flechas se sefialan las isoformas 121 y 165 de VEGF. b) Posteriormente, los niveles de VEGF normalizados

por Actina, fueron analizados por densitometria. n=3 ratones por grupo experimental).
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Resumen de los principales resultados

1. Caveolina-1 reduce actividad gen reportero de HIF en hipoxia en lineas
celulares de origen diverso, mediante la sobreexpresion estable de
pLaclOP(Caveolina-1) en células HT29(US) y B16F10, transitoria en células
HEK293T o mediado por el knock down de Caveolina-1 en MDA-MB231.

2. Caveolina-1 reduce la expresion de genes blanco de HIF1q, in vitro e in vivo, en
lineas celulares en hipoxia (HT29(US)C14) o en tumores formados por células
establemente transfectadas con Caveolina-1 (B16F10(Cav-1)).

3. La reduccién en la actividad del gen reportero de HIF, no se asocié con
reduccién en los niveles proteicos, la reduccion en la vida media de HIF1a, ni

alteraciones en la localizacién nuclear de la proteina en células HT29(US).

4. En normoxia, el tratamiento con DETA/NO indujo el aumento en la actividad
transcripcional de HIF en células HT29(US) sin diferencias dependientes de la
sobreexpresion de Caveolina-1, sugiriendo que la adicion de NO es capaz de

prevenir la inhibicion de HIF1a por Caveolina-1.

5. En hipoxia, el tratamiento con inhibidor de arginasa, BEC, incrementd la
actividad del gen reportero de HIF en células HT29(US) transfectadas con
pLaclOP(Caveolina-1), indicando que la inhibicion de arginasa, bloquea
parcialmente la inhibicién de la actividad de HIF por Caveolina-1, probablemente

via aumento de la produccion de NO.

6. El tratamiento con los inhibidores de NOS L-NAME (general) y L-NIO (selectivo
NOS3) inhibe el aumento del gen reportero de HIF en hipoxia, en células
HT29(US) sugiriendo que NOS3 y NO esta implicado en la activacion de HIF en
hipoxia. Ademas, se detectd colocalizacion entre Caveolina-1 y NOS3 tanto en

normoxia como hipoxia.

7. In vivo, la sobreexpresion de Caveolina-1 en células HT29(US) y B16F10 redujo
el crecimiento tumoral y la expresion de VEGF. La sobreexpresion de HIF1a
previno la supresion de tumores por Cav-1, en células HT29(US)C14 inoculadas
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por la via subcutanea en ratones SCID-Beige, mientras que el tratamiento
sistémico con L-NAME, redujo el tamafio de tumores B16F10(Mock) y la expresion
de VEGF comparable a los tumores B16F10(Cav-1) en ratones C57BL/6,
sugiriendo in vitro e in vivo que el incremento de actividad de HIF depende de
NOS.
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DISCUSION

En esta tesis, se evalud el rol de HIF1a en la funcion supresora de tumores de
Caveolina-1 en células carentes de E-Cadherina. Caveolina-1 ha sido descrita
como un potente supresor tumoral en distintos modelos celulares, como carcinoma
de colon (Bender et al., 2000), melanoma murino (Diaz, 2013; Lobos-Gonzalez L.,
2013), cancer de mama (Lee et al., 1998), carcinoma laringeo (Gu et al., 2007).
Nuestro laboratorio, propuso que el efecto supresor de tumores de Caveolina-1
pudiese estar asociado con la inhibicion de la via de B-Catenina TCF/LEF en
adenocarcinoma de colon, dependiente de la expresién de la proteina de adhesién
celular E-Cadherina (Rodriguez et al., 2009; Torres et al., 2007; Torres et al.,
2006). Sin embargo, la inhibicién de la transcripcion de la via de (-Catenina
TCF/LEF no es esencial para el efecto supresor de tumores de Caveolina-1, ya
gue en ausencia de la expresion de E-Cadherina, Caveolina-1 suprime igualmente
el crecimiento tumoral (Lobos-Gonzalez L., 2013), lo que sugiere que debe existir
mecanismo(s) adicionales que expliquen este efecto de Caveolina-1.

Por otro lado, resultados obtenidos por el grupo de M. Lisanti, analizando el
estroma de pacientes con cancer mamario y fibroblastos del raton K.O para
Caveolina-1, encontraron un incremento en la expresion de genes blancos de
HIF1a, sugiriendo la existencia de una relacion inversa entre la expresion de
Caveolina-1 y HIF1a en estroma. Este efecto fue asociado a recurrencia de tumor
mamario, sugiriendo que este balance podria determinar la formacion de un tumor,
en un mecanismo desconocido hasta este momento (Martinez-Outschoorn et al.,
2010; Pavlides et al., 2010; Witkiewicz et al., 2011). Es importante destacar que
hasta esta fecha, no se han publicado trabajos que investiguen la contribucion de
HIF1a en la accion supresora de tumores de Caveolina-1 en células tumorales en

hipoxia.
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Por lo demas, cabe resaltar que ensayos de formacion de tumores realizados en
xenografos, han demostrado que tumores derivados de células HT29 y B16F10
son hipoxicos, debido a que al inicio del ensayo las células crecen en un ambiente
avascular (Dings et al., 2007; Li et al., 2007b). Por ello, consideramos relevante
desde el punto de vista biolégico, emplear hipoxia para simular el microambiente

tumoral.

Para determinar si Caveolina-1 modifica la sefializacion via HIF en hipoxia, se
realizaron ensayos de gen reportero. Se us6 un gen reportero que contiene tres
copias de elementos de respuesta a hipoxia (HRE), provenientes de la regién
promotora del gen de la enzima fosfoglicerato quinasa (Brown et al., 2006). Los
resultados mostraron que la sobreexpresion de Caveolina-1 en células HT29(US)
reduce la actividad del gen reportero de HIF en hipoxia mientras que el
silenciamiento de la expresién de Caveolina-1 con un shRNA en células MDA-
MB231 increment6 la actividad del gen reportero de HIF en hipoxia (Figuras 5, 7).
Puesto que los elementos de respuesta a hipoxia HRE, son comunes para todos
los factores inducibles por hipoxia (Greer et al., 2012) y que actualmente existe un
intenso debate en si las distintas isoformas sensibles a oxigeno de HIF pueden
regular la expresion de un mismo gen (Kaidi et al., 2006; Keith et al., 2011; Xue
and Shah, 2013), optamos por determinar la expresion de varios genes blanco de
HIF1a. Para ello, analizamos la expresion del mMRNA de VEGF, GLUT-1 y LDH-A
(Jensen et al., 2006; Lee et al., 2009). Nuestros experimentos mostraron que la
expresion del mRNA de VEGF fue la mas afectada por la sobreexpresién de
Caveolina-1 tanto en hipoxia como in vivo (Figuras 6y 27). Por otro lado, ensayos
de formacion de tumores en ratones inmunosuprimidos SCID-Beige, inoculados
con ceélulas establemente transfectadas con Caveolina-1 y HIF1a, mostraron que
la expresion forzada de HIF1a fue capaz de prevenir el efecto supresor de tumor
de Caveolina-1 in vivo (Figura 24a), sugiriendo que HIF1a es inhibido por

Caveolina-1 tanto in vitro como in vivo.
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Ademas, el tratamiento con el dador de NO, DETA/NO incremento la actividad del
gen reportero de HIF y los niveles proteicos de HIF1a, previniendo la inhibicion de
HIF1a por Caveolina-1 en normoxia (Figura 21). Ademas, la inhibicion de arginasa
con BEC, blogued parcialmente la inhibicion de la actividad del gen reportero de
HIF en hipoxia (Figura 22) indicando que la inhibicién de HIF1a por Caveolina-1
involucra al NO. Asimismo, mediante el uso de los inhibidores de las isoformas de
NOS L-NAME (general), L-NIO (NOS3) y 1400W (NOS2), pudimos identificar que
NOS3 participa en el aumento de la actividad de HIF1a en hipoxia (Figura 17) e
in vivo, la inhibicion de NOS con L-NAME reduce el tamafio de los tumores
B16F10(Mock) al mismo nivel que tumores B16F10(Cav-1) (Figura 28), indicando
que la diferencia en el volumen de los tumores puede ser consecuencia de un

incremento en la actividad NOS presente en tumores B16F10(Mock).

Por lo tanto, en base a los resultados anteriormente expuestos proponemos

el siguiente modelo:
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Figura 30: Caveolina-1 reduce la actividad transcripcional de HIF1a y la expresion de VEGF in vitro e in

vivo involucrando la inhibicion de la sintesis de NO.

En hipoxia, HIF1a se estabiliza permitiendo su translocacién al nicleo donde heterodimeriza con HIF13. En
forma de heterodimero, HIF1a se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HRE) presentes en las
regiones promotoras de sus genes blancos, entre ellos el factor de crecimiento vascular de endotelio (VEGF).
Para promover la transcripcion, HIF1a debe asociarse con co-activadores transcripcionales como p300/CBP,
que entre otras funciones, bloquea la hidroxilacién inhibitoria del dominio C—terminal. Cuando Caveolina-1 se
expresa, se inhibe la sefalizacion via HIF1a en un mecanismo indirecto que involucra al éxido nitrico y la
actividad de NOS (eventualmente NOS3), potencialmente reduciendo la asociacion de HIF1a con el co-
activador transcripcional p300/CBP, llevando a la disminucion de la expresion de VEGF y el crecimiento
tumoral (linea azul puntada en el esquema). Por otro lado, eventualmente pueden existir vias alternativos que
sean modulados por la presencia de Caveolina-1, independientes de la inhibicién de NOS que den cuenta en
parte de la inhibicion de HIF1a (linea punteada verde). Ademas, Caveolina-1 es fosforilado en tirosina 14 en
hipoxia, eventualmente alterando la asociacién a proteinas en hipoxia como NOS3. Por otro lado, la presencia

de Caveolina-1 induce arresto en el ciclo celular en hipoxia, probablemente reduciendo la proliferacién celular.

1.1. Caveolina-1 reduce la actividad dependiente de HIF1a en hipoxia.

Los experimentos mostraron que la inhibicion de la actividad del gen reportero de
HIF depende de la presencia de Caveolina-1 (Figuras 5, 7) y conlleva la reduccién
de la expresion de VEGF in vitro e in vivo (Figuras 6, 27). Ademas, este efecto fue
observado en lineas celulares de origen diverso: HT29(US) (adenocarcinoma de
colon), MDA-MB231 (cancer de mama), B16F10 (melanoma murino) y HEK293T
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(células embrionarias de rifion humano) (Figuras 5,7 S1 y S2). Igualmente, la
inhibicion de HIF1a por Caveolina-1 ocurri6 independientemente de la
sobreexpresion estable (Figura 5) o transitoria (Figura S1) de Caveolina-1. Similar
resultado se obtuvo cuando, la actividad transcripcional de HIF1a se evalué en
células establemente transfectadas con el plasmidio reportero de HIF pcDNA-
HRE-Luc (Figura S2). Por otro lado, la inhibiciébn del gen reportero de HIF por
Caveolina-1 fue especifica, ya que la sobreexpresion de Caveolina-1 fue incapaz
de inhibir la expresion de Luciferasa de un vector de expresion constitutiva como
pCMV-Luc en células HT29(US) o B16F10 (Figura S5). Por lo tanto, los
resultados indican que la presencia de Caveolina-1 reduce la actividad
transcripcional de HIF1a en hipoxia, asociandose con la reduccion de la
expresion de VEGF (Figura 30).

1.2 La inhibicion de la actividad dependiente de HIF1a involucra la accion de
sintasas de 6xido nitrico in vitro e in vivo

Nuestros resultados indicaron que la inhibicion de la actividad de HIF1a no
involucra un mecanismo de secuestro por parte de Caveolina-1 (Figuras 12, 13y
14), sugiriendo que la inhibicion de la actividad transcripcional de HIF1a involucra
un mecanismo indirecto de inhibicion. Comunmente, las células tumorales
expresan NOS2 y con menor frecuencia NOS3 o NOS1 (Fukumura et al., 2006).
En particular, NOS3 es detectada en un modelo de carcinogénesis inducida por
azoximetano, como en biopsias de pacientes con cancer de colon (Escribano et
al., 2004; Yagihashi et al., 2000). Ademas, NOS3 es ampliamente expresado en
otros tipos de cancer, como tumor mamario (Martin et al., 2000), melanoma
maligno (Tu et al., 2006), entre otros (Fukumura et al., 2006) y la activacion de
NOS3 es requerido tanto para la iniciacion como para el mantenimiento de los
tumores (Lim et al., 2008), sugiriendo que NOS3 es importante para el desarrollo
tumoral. Por lo demas, el NO y la actividad de NOS es importante para la
estabilizacion proteica, como en la capacidad transactivadora de HIF1a en
normoxia como hipoxia (Chowdhury et al., 2012; Li et al., 2007a; Mateo et al.,
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2003; Park et al., 2008; Quintero et al., 2006). Por otro lado, la sobreexpresion de
Caveolina-1, reduce la produccion de NO, a través de la disminucion de los niveles
proteicos de NOS2 en hipoxia (2% O,) en células SK-N-MC (Shen et al., 2008).
Ademas, se ha detectado un aumento en la liberacion de NO en células
vasculares lisas de aorta provenientes del raton K.O. de Caveolina-1 (Drab et al.,
2001), indicando que Caveolina-1 reduce la produccion de NO, por modulacién de
la actividad NOS. Debido a estos antecedentes nos interes6 evaluar la

contribucion del NO y NOS en la inhibicion de HIF1a por Caveolina-1.

El tratamiento con concentraciones crecientes del inhibidor general de NOS, L-
NAME, bloqueo el incremento en la actividad del gen reportero de HIF en hipoxia a
niveles similares a células con Caveolina-1 (Figura 17a). Interesantemente, in vivo
la inhibicion de NOS con L-NAME (administrado via intraperitoneal), tuvo un
marcado efecto antitumoral, reduciendo el volumen de los tumores formados por
células B16F10(Mock), a un nivel similar a los tumores formados por células
B16F10(Cav-1) (Figura 28) y reduciendo la expresion del mRNA de VEGF in vivo
(Figura 29). Consistentemente con nuestros resultados, la inhibicion de NOS3 con
L-NAME, presenta un importante efecto antitumoral en xenografos de céancer de
pancreas (Lampson et al.,, 2012). Por lo demas, el tratamiento con inhibidores
selectivos de las NOS sugieren que la inhibicién de la actividad del gen reportero
de HIF involucra la activacion de NOS3, pero no de NOS2 (Figura 17). Ademas, la
expresion proteica de NOS3 fue detectada en células HT29(US), donde colocalizé
con Caveolina-1 en la membrana plasmatica (Figuras 18 y 19), sugiriendo que la

inhibicion de NOS3 por Caveolina-1 reduce la actividad de HIF1a.

Para evaluar la contribucion del NO usamos dos aproximaciones: suplementar con
NO exdégeno usando el dador de NO DETA/NO o incrementar la produccién de NO
endogena a niveles mas fisiologicos con el inhibidor de arginasa BEC. DETA/NO
libera NO a razon de 2 moles/mol de dador con una vida media de 20 h a 37°C
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(Maragos et al., 1993). El tratamiento con DETA/NO, incremento la actividad del
gen reportero de HIF y los niveles proteicos de HIF1a, previniendo la inhibicion de
HIF1a por Caveolina-1 en normoxia. Inesperadamente, no observamos una
respuesta aditiva del gen reportero de HIF en hipoxia, lo que impidié evaluar la
contribucion del NO en hipoxia con este dador de NO (Figuras 20 y 21a). Es
importante destacar que los dadores de NO presentan algunos inconvenientes,
debido a que la liberacién de NO a partir de estos compuestos no es uniforme en
el tiempo, ademas de presentarse algunos efectos biolégicos asociados a la
formacion de especies reactivas de nitrogeno, distintas a NO (peroxinitrito,
nitrosotioles, dioxido de nitrégeno radical) (Chowdhury et al., 2012). Por otro lado,
dadores de NO como DETA/NO o nitrosoglutation en etapas tempranas de la
hipoxia inducen la estabilizacion de HIF1a, mientras que a tiempos mas
prolongados induce su degradacién (Callapina et al.,, 2005), debido a que
aumentan la actividad de PHD en hipoxia, promoviendo la degradacién de HIF1a
(Berchner-Pfannschmidt et al., 2007).

En hipoxia, se requiere bajos niveles fisiologicos de NO para lograr la
estabilizacion proteica de HIF1a (Chowdhury et al., 2012). Para aumentar los
niveles de NO en hipoxia a niveles mas fisiolégicos, inhibimos la enzima Arginasa
(competidor de NOS por el uso del sustrato L-Arginina) con BEC (100 uM) (Figura
22a) (Durante et al., 2007; Khong et al.,, 2012). Asimismo, se ha visto que la
inhibicion de arginasa con BEC o con siRNA incrementa la produccion de NO en
hipoxia (1% O, 24 h) en células microvasculares endoteliales de pulmén humano
(Krotova et al., 2010). El tratamiento con BEC, revirtié parcialmente la inhibicion de
la actividad transcripcional de HIF1a por Caveolina-1 en hipoxia (Figura 22b). Por
otro lado, es importante destacar que el analisis de inmunoprecipitados de
Caveolina-1, por espectrometria de masas, identificO que arginasa-1 co-
inmunoprecipita con Caveolina-1 en células HT29(US) (Rodriguez, 2009) y hemos
logrado medir actividad arginasa (medido como produccién de urea) en células
HT29(US), indicando que nuestras células expresan arginasa (resultado preliminar

no mostrado). Por lo tanto, proponemos que la sobreexpresion de Caveolina-1
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produce una reduccion en la actividad de NOS, posiblemente NOSS3,
disminuyendo la produccién de NO, reduciendo la actividad transcripcional de
HIF1a in vitro, reduciendo el crecimiento de tumores y la expresion de un gen
blanco de HIF1a (VEGF) in vivo (Figura 30).

En conjunto, los resultados indican que la inhibicion de la actividad
transcripcional de HIF1a por Caveolina-1 involucra la inhibicién NOS,
potencialmente NOS3, reduciendo la produccion de NO, lo que se asociaria

con crecimiento tumoral.

1.3 NOS3y Caveolina-1.

NOS3 sintetiza NO de manera pulsatil, dependiendo de la concentracion de calcio
y de la asociacion de muchas proteinas que pueden activar o disminuir su
actividad. Caveolina-1 es un conocido inhibidor de la actividad de NOS3 al
desplazar a Calmodulina y Hsp90, llevando a la inhibicion de la enzima
(Forstermann and Sessa, 2012) mediante asociacion directa (Garcia-Cardena et
al., 1996). Mecanisticamente, no existe mucha claridad en como Caveolina-1
inhibe la activacion de NOS3 en hipoxia. Se ha propuesto que la hipoxia
incrementa la asociacion de Caveolina-1 con NOS3 en células endoteliales de
pulmén (John et al., 2006; Liu et al., 2009) y que la hipoxia prolongada induce la
relocalizacion de NOS3 desde la membrana plasmatica al aparato de Golgi y al
reticulo endoplasmatico, donde NOS3 es secuestrado por Caveolina-1 en células
del endotelio pulmonar (Mukhopadhyay et al., 2007). Por otro lado, se ha visto que
el tratamiento con el ion6foro de calcio A23187 en células HUVEC (células
endoteliales provenientes de la vena del cordon umbilical) aumenta la asociacion
de NOS3 con Caveolina-1, involucrando a la fosforilacion de Caveolina-1 en
tirosina 14. Ademas, la sobreexpresion de la variante fosfomimética de Caveolina-
1 (Y14D) redujo la actividad de NOS3 comparado con la variante fosfonula (Y14F),
sugiriendo que la inhibicion de la actividad de NOS3 depende de la fosforilacion de
Caveolina-1 en tirosina 14 (Chen et al.,, 2012). Sin embargo, a diferencia de
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endotelio, en nuestras células, NOS3 se distribuye principalmente en la membrana
plasmatica donde colocaliz6 con Caveolina-1, sin observarse una acumulacion en
algun compartimento intracelular (Figuras 18, 19). Ademads, hipoxia indujo la
fosforilacidon de Caveolina-1 en tirosina 14 (Figura S7). Cual es la funcion de la
fosforilacién de Caveolina-1 en tirosina 14 en la asociacion de Caveolina-1y
NOS3 en hipoxia y como esto contribuye a la inhibicién de la sefializacion
via HIF1a, son interrogantes que seran evaluadas en futuras investigaciones
(Figura 30).

1.4. HIF1a y el efecto supresor de tumores de Caveolina-1.

La activacion de HIF1a en tumores es necesaria para el desarrollo tumoral (Hopfl
et al., 2002). La expresion forzada de HIF1a incrementa el crecimiento de tumores
y la inhibicién de HIF1a a través de inhibidores farmacologicos como mediante el
silenciamiento de la proteina producen el efecto opuesto (Semenza, 2010),
indicando que la activacion de HIF1a es importante para el desarrollo tumoral.
Para evaluar la contribucion de HIF1a en supresion de tumores mediada por
Caveolina-1, realizamos ensayos de formacion de tumores en dos modelos
distintos: ratones SCID-Beige inoculados con células HT29(US) y ratones C57BL/6
inoculados con células B16F10 (Figuras 23, 28). En ambos casos, la
sobreexpresion de Caveolina-1 redujo el crecimiento de los tumores, en
concordancia por lo reportado anteriormente por nuestro laboratorio (Bender et al.,
2000; Diaz, 2013; Lobos-Gonzalez L., 2013). Por otro lado, logramos establecer
lineas celulares con bajos niveles de sobreexpresion de HIF1a (Figura 24b), las
gue al ser usadas en este ensayo revelaron que la sobreexpresion de HIF1a
previene el efecto supresor de tumor de Caveolina-1 in vivo (Figura 24a), en
concordancia con lo publicado por otros grupos (Akakura et al., 2001; Ravi et al.,

2000), sugiriendo que HIF1a es un blanco de accién de Caveolina-1 in vivo.
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Ademas, en nuestros experimentos pudimos observar la disminucion de la
expresion proteica de Caveolina-1 in vivo (Figura 23), de modo similar a lo
publicado por nuestro grupo anteriormente (Bender et al., 2000) y podria ser el
resultado de la activacion de la autofagia y la inducciéon de HIF1a en el tumor
(Martinez-Outschoorn et al., 2010).

1.5 Caveolina-1y regulacién de HIF1a

En base a nuestro modelo propuesto (Figura 30), la produccion de NO via
disminucién actividad NOS se ve disminuida cuando se sobreexpresa Caveolina-1
reduciendo la actividad de HIF1a en hipoxia. Sin embargo, nos preguntamos a qué
nivel Caveolina-1 regula a HIF1a. Debido a la regulacion de HIF1a, una vez que
se sintetiza, HIF1a debe ser estabilizado, lo que permite su translocacion y
posterior dimerizacion en el nucleo con HIF1B. A continuacién, HIF1a se puede
unir a sus elementos de respuesta presentes en las regiones promotoras de sus
genes blancos y mediante el reclutamiento de coactivadores, HIF1a promueve

transcripcion (Figura 31).

@
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Proteica

Figura 31: Eventos asociados a la activaciéon de HIF1a en donde
Caveolina-1 pudiese inhibir a HIF1a.

HIF1a es sintetizado constantemente y concomitantemente

degradado en normoxia. La hipoxia permite la estabilizaciéon de la

l proteina, con posterior translocacion al nicleo y union a los HRE en

forma de heterodimero con HIF1B. Posteriormente, HIF1a recluta a
co-activadores permitiendo la transcripcion de sus genes blancos.

Figura adaptada desde (Semenza, 2012).
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De esta manera, la inhibicién de HIF1a mediada por Caveolina-1, puede ser el
resultado de la accién de Caveolina-1 a distintos niveles involucrados en la
activacion de HIF1a (Figura 31). La presencia de Caveolina-1 podria: i) modificar

los niveles proteicos de HIFla: sea alterando la sintesis proteica o modificando

la estabilidad proteica; ii) Afectar |la translocacion al nucleo: comprometiendo la

dimerizacién con HIF1f o reduciendo la union de HIF1a a las regiones promotoras
de sus genes blancos o bien afectando la funcién transactivadora de HIF1a
(Semenza, 2012).

i) Niveles proteicos de HIF1a

Se ha descrito que algunos inhibidores de HIF1a (agonistas del receptor a de los
proliferadores peroxisomales, inhibidores de Hsp90, inhibidores de las histonas
desacetilazas) reducen los niveles proteicos de HIF1a induciendo la degradacién
via proteosoma (Liu et al., 2007; Qian et al., 2006; Zhou et al., 2012), mientras que

otros no modifican los niveles proteicos de HIF1a.

Nuestros resultados mostraron que la presencia de Caveolina-1, mediada por la
sobreexpresion en células HT29(US), HEK293T o a través del knock-down de la
proteina en células MDA-MB231, no modificé los niveles proteicos de HIF1a en
hipoxia (Figuras 8 y S3), ni alter6 la vida media de HIF1a al simular hipoxia en
células HT29(US) (Figura 9), indicando que Caveolina-1 no altera los niveles

de HIF1a en hipoxia.

Es importante destacar que la inhibicion de HIF1a con doxorrubicina (un agente
antineoplasico) reduce la sefializacion de HIF1a al reducir la union de HIF1a a sus
regiones consensos en el ADN, sin modificar los niveles proteicos (Lee et al.,
2009). Por otro lado, Bortezomib (inhibidor del proteosoma) inhibe al dominio de
activacion C-terminal de HIF1a (C-TAD), teniendo como consecuencia la
reduccion de la expresion de VEGF y la anhidrasa carbonica IX en hipoxia (Kaluz
et al., 2006). Lo anterior, permite plantearse la alternativa de que la presencia
de Caveolina-1 afecte eventos asociados a la translocacién al nucleo y/o

eventos relacionados con la transactivaciéon de HIF1a en hipoxia.
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ii) Afectar la translocacion al nucleo

Otra alternativa para explicar el efecto inhibitorio de Caveolina-1 sobre HIF1a, es
gue Caveolina-1 retenga a HIF1a en el citoplasma, previniendo la translocacién al
nucleo de HIF1a, por ende reduciendo la heterodimerizacion con HIF1(3, la
asociacion con los elementos HRE y la transactivacion de sus genes blancos
(Figura 31). Frecuentemente, Caveolina-1 causa la secuestracion de proteinas a
través de su dominio de andamiaje, via interaccion CSD-CBD (Quest et al., 2013).
Por otro lado, se ha visto que la localizacién subcelular de Caveolina-1 es variable,
detectandose incluso en el nuacleo de lineas células de cancer de ovario (Li et al.,
2001; Sanna et al., 2007). Inesperadamente, los andlisis de imagenes obtenidas
mediante microscopia confocal no mostraron colocalizacion entre ambas proteinas
en células HT29(US) en normoxia como en hipoxia (Figuras 13 y 14), a pesar de
haber detectado co-inmunoprecipitacion entre HIF1a y Caveolina-1 en células
HT29(US) tratadas con DFO. Cabe destacar que en este ultimo caso, fallamos en
detectar co-inmunoprecipitacién al realizar la inmunoprecipitacion reciproca (es
decir, inmuprecipitacion contra Caveolina-1 y Western blot para HIF1a) y no

pudimos inmunoprecipitar HIF1a en hipoxia (resultados no mostrados).

En concordancia, ambas proteinas se detectaron en compartimentos distintos en
los experimentos. Ademas, la sobreexpresiéon de Caveolina-1, no fue capaz de
alterar la translocacion al nucleo de HIF1a, ni retener una fraccién de HIF1a en el
citoplasma (Figuras 12, 13 y 14). Asimismo, el tratamiento con un péptido
correspondiente al dominio de andamiaje de Caveolina-1, fue incapaz de inhibir la
actividad del gen reportero de HIF (Figura 11), sugiriendo que la inhibicién de
HIF1a por Caveolina-1 parece no depender del dominio de andamiaje de
Caveolina-1. Por lo tanto, en conjunto, los resultados indican que la
sobreexpresion de Caveolina-1 no secuestra a HIF1a ni altera su capacidad
de translocar al nucleo. Ademas, estos resultados, dejan en evidencia que la
inhibicion de HIF1a por Caveolina-1 es indirecta, ya que no involucra la

secuestraciéon de HIF1a (Figuras 30, 31).
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1.6 Vias alternativas para la inhibicion de HIF1a por Caveolina-1

Nuestros resultados experimentales, no nos permiten descartar la existencia de
otros mecanismos alternativos que expliquen la inhibicién de la actividad de HIF1a
en hipoxia mediada por Caveolina-1 (Figura 30). Ademas, las células tumorales
presentan frecuentemente mdultiples alteraciones que les permiten adquirir el
fenotipo tumoral (Hanahan and Weinberg, 2000). En céncer de colon, la
sefalizacion de -catenina TCF/LEF, se encuentra alterada promoviendo
proliferacion celular (Morin et al., 1997). Por otro lado, resultados obtenidos en el
Laboratorio indican que Caveolina-1 es incapaz de inhibir la transcripcién de (-
Catenina TCF/LEF en células HT29(US) ni en B16F10, debido a que Caveolina-1
no interactua con B-Catenina en normoxia (Torres et al., 2007). Se ha propuesto
que B-Catenina actia como co-factor de HIF1a en hipoxia, incrementando la
transcripcion mediada por HIF1a, promoviendo sobrevivencia celular y adaptacion
a hipoxia, a través de la asociacion entre ambas proteinas en hipoxia (Kaidi et al.,
2007; Xi et al., 2012). Por otro lado, especulamos que la fosforilacion en tirosina
14 de Caveolina-1 observada en hipoxia (Figura S7) podria dar un ambiente
apropiado para permitir la asociacion con B-Catenina, por ende reduciendo la
transcripcion dependiente de HIF1a en hipoxia. Experimentos futuros, como
analisis de inmunoprecipitados de Caveolina-1 mediante espectometria de
masas, deberan identificar proteinas que se asocian a Caveolina-1 en
hipoxia. Por otro lado, se deberan evaluar cuales, de estas asociaciones, son

dependientes de la fosforilacién de Caveolina-1.

1.7. Efecto de la hipoxia en la viabilidad celular

En este trabajo nos propusimos investigar el rol de Caveolina-1 en hipoxia en
células tumorales. Inesperadamente, hasta la fecha, esto ha sido muy poco
abordado en la literatura. Quisimos evaluar si la hipoxia afecta la viabilidad celular

o compromete la progresién del ciclo celular.

Distintas lineas de investigacion han mostrado que Caveolina-1 reduce la

proliferacion celular. Por ejemplo, se ha visto que la sobreexpresion de Caveolina-
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1 reduce la proliferacion celular e induce muerte en células MCF7 (Wu et al.,
2008). Sin embargo, no se ha evaluado aun cuél es el efecto de la sobreexpresion
de Caveolina-1 en la viabilidad celular y la progresion del ciclo celular en hipoxia.
Por otro lado, en células de carcinoma escamoso laringeo, la presencia de
Caveolina-1 produce arresto del ciclo celular en fase G;/Gp, incrementando la
muerte celular, debida a inhibicion de la via de MAPK (Gu et al.,, 2007).
Importante, en ambos casos Caveolina-1 inhibe la formacion de tumores. Sin
embargo, en nuestras células (HT29(US) y B16F10, lineas celulares utilizadas en
los ensayos de formacion de tumores) la sobreexpresion de Caveolina-1 no altera
la viabilidad ni afecta el ciclo celular en condiciones basales (normoxia) (Figuras
15 y 16) (Torres et al.,, 2007). No obstante, en hipoxia la sobreexpresion de
Caveolina-1 caus6 el arresto del ciclo celular en fase G1/Go, con la consiguiente
reduccion en el porcentaje de células en fases S sin afectar la fraccion de células
en Go/M (Figura 16, Tabla 3), ni producir la muerte celular (Figura 15). Ademas,
la detencién del ciclo celular mediada por la presencia de Caveolina-1,
aparentemente no es causada por la inhibicién de la via de MAPK, debido a que
no observamos cambios en el estado de fosforilacion de ERK a las 24 h de hipoxia
(Figura S6), contrariamente a lo reportado por otros grupos (Gu et al., 2007;
Salem et al., 2011). Ademas, este efecto seria independiente de la inhibicion de la
via de B-Catenina TCF/LEF (Torres et al., 2007), indicando que la presencia de
Caveolina-1 altera la progresién del ciclo celular en un contexto tumoral (hipoxia).
Sin embargo, no podemos descartar que a exposiciones mas prolongadas de
hipoxia, la presencia de Caveolina-1 favorezca la muerte celular; aunque, en
algunos experimentos pilotos realizados a 72 h de hipoxia, no observamos un
claro incremento en la muerte celular debido a la sobreexpresion de Caveolina-1
(resultado no mostrado). Ademas, se ha demostrado que HIF1a estabiliza a p53,
mediante la interaccion entre ambas proteinas a través del dominio ODD de
HIF1a. Por su parte, una vez estabilizado p53 induce la degradacion proteosomal
de HIF1a, mediada por la ubiquitina ligasa Mdm2, llevando a la muerte celular por
apoptosis en células incubadas en hipoxias sometidas a radiacion ionizante,

indicando que la activacion de p53 gatilla muerte celular frente a dafio al DNA
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(Mazumdar et al., 2009). Por otro lado, p53 se encuentra mutado en células HT29
[linea parental de la que deriva HT29(US)] (Rodrigues et al., 1990; Torres et al.,
2007) y cuando p53 esta mutado, no induce muerte celular (Mazumdar et al.,
2009). Por lo tanto, experimentos adicionales deberan confirmar como el
arresto en el ciclo celular lleva a la reduccioén en la proliferacion celular tanto
in vitro como in vivo o si ademas, la presencia de Caveolina-1 sensibiliza a
las células a la muerte celular in vivo lo que podria ademés explicar el efecto

en supresion de tumores.

1.8 Limitaciones de nuestros hallazgos

1) Condiciones experimentales y microambiente tumoral

El microambiente tumoral es sumamente complejo. Recientemente, se ha
identificado regiones donde la hipoxia es crdnica, mientras otras zonas sufren
periodos alternados de hipoxia/reoxigenacién, definidos como regiones de hipoxia
ciclica. Por otro lado, el area tumoral que estd sometida a hipoxia parece ser
caracteristica del tipo de tumor analizado (Matsumoto et al., 2010; Yasui et al.,
2010). Las condiciones experimentales que usamos en nuestros experimentos
(1% O, 24 horas), nos permiten extrapolar los resultados a una condicién de
hipoxia moderada y aguda. Pudimos verificar que la presencia de Caveolina-1 no
alterd la viabilidad celular en hipoxia (Figura 15), indicando que la disminucion en
la actividad del gen reportero de HIF no era causada por muerte de las células.
Por lo tanto, es plausible especular que nuestras condiciones de hipoxia (1% Oy)
son compatibles con la supervivencia celular. Sin embargo, no podemos descartar

gue la viabilidad se vea afectada a exposiciones mas prolongadas.

Por otro lado, la hipoxia causa que el microambiente tumoral sea acidico, debido a
gue las células tumorales utilizan la glicélisis como principal fuente energética para
la produccion de ATP, generando un exceso de protones. Importantemente, la
disminucién del pH intracelular compromete la viabilidad celular (Hanahan and
Weinberg, 2011; Vander Heiden et al., 2009). Recientemente, se ha descrito que
la hipoxia (1% O,) protege a las células de la muerte celular, ya que los niveles de
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ATP se mantienen elevados preservando la viabilidad celular, mientras que en
anoxia (0.1 % O,) la produccion de ATP decae, induciendo muerte celular.
Asimismo, la depleciébn de ATP producida mediante el uso del andlogo 2-
deoxiglucosa induce la pérdida de la proteccién a la muerte celular en hipoxia,
reduciendo los niveles de HIF1a y HIF2a (Parks et al., 2013). Cémo la presencia
de Caveolina-1 pudiese sensibilizar a la muerte celular a través de la
inhibicion de la actividad de HIF1a en hipoxia/reoxigenacion o hipoxia
combinada con acidez podria ser interesante de evaluar en un estudio

posterior.

i) NOy NOS3

Se debe notar que el tratamiento con el péptido AP-CSD, un inhibidor especifico
de NOS3 (Bucci et al., 2000; Gratton et al., 2003), no fue capaz de prevenir el
incremento en la actividad del gen reportero de HIF en hipoxia (Figura 11).
Probablemente, esto fuese debido a una baja internalizacion por las células y/o
por su baja solubilidad, la que se manifestdé con la precipitacion del péptido a
concentraciones de 10 uM (Figura 10 y resultado no mostrado), a pesar de que
este péptido posee una secuencia de internalizacién (Derossi et al., 1996; Derossi
et al., 1994). Por lo tanto, estrategias experimentales que contemplen mejorar
la solubilidad, incrementar la captacién o reducir la duracién de la hipoxia,

deberan realizarse para confirmar este resultado.

1.9 Perspectivas

i) Sintasas de Oxido nitrico y arginasa

En este trabajo proponemos que el efecto inhibitorio de HIF1a mediado por
Caveolina-1 es mediado por NO y activacion de NOS3. El NO es un mensajero
gaseoso de vida media muy reducida in vivo (1-5 s) (Burke et al., 2013), el que se
produce en baja concentracion por parte de NOS3 (Forstermann and Sessa,
2012). Intentamos determinar la produccion de NO en nuestras células mediante
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la reaccion de Greiss (Felley-Bosco et al., 2000; Pfeiffer et al., 1997). Sin embargo,
no nos fue posible detectar acumulacion de nitrito en sobrenadantes de células en
hipoxia, debido a la baja sensibilidad de esta metodologia (Silva P., resultados sin
publicar), por lo que podemos especular que la produccién de NO es moderada
bajo nuestras condiciones experimentales. Recientemente, Chowdhury y cols.,
reportd en células de cancer de colon HCT116 tratadas en hipoxia (3% O, por 4-6
h), que la produccion de NO es aproximadamente 300 nM (Chowdhury et al.,
2012). Por lo tanto métodos mas sensibles para la determinaciéon de NO
deberan realizarse para confirmar que la sobreexpresion de Caveolina-1

reduce la produccion de NO en hipoxia.

Nuestros experimentos muestran que NOS3 es expresado y colocaliza con
Caveolina-1 en células HT29(US). Sin embargo, experimentos de
inmunoprecipitacion, deberan confirmar la asociacion entre ambas proteinas.
Ademas, se necesita realizar experimentos que intervengan el complejo formado.
Recientemente, se ha desarrollado un péptido derivado del dominio de andamiaje
de Caveolina-1, denominado Cavnoxina, el cual desplaza a NOS3 del complejo
con Caveolina-1, restaurando la produccion de NO (Bernatchez et al., 2011). Por
lo tanto, una buena estrategia para confirmar la causalidad del efecto, seria
evaluar si el tratamiento con Cavnoxina altera el efecto supresor de tumores
de Caveolina-1 y la expresién del mRNA de VEGF en ensayos de formacion
de tumores en ratones C57BL/6.

Ademas, en base a las condiciones experimentales que usamos en los
experimentos (1% O,, 24 h principalmente), planteamos que hipoxia moderada,
podria ser un buen modelo para estudiar la contribucion de NOS3 a la progresion
del cancer en ausencia de induccion de NOS2, ya que la inducciéon de NOS2
parece estar mas restringida a hipoxia severa (Frerart et al., 2009). En este
sentido, especulamos que en la hipoxia se produce un switch entre las isoformas
de NOS: en hipoxia moderada Caveolina-1 inhibe a NOS3; mientras que en

hipoxia severa, NOS2 se induce y es inhibida por Caveolina-1.
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Por otro lado, las células HT29(US) expresan arginasa (competidor endégeno de
NOS) y presentan actividad arginasa medible (resultado preliminar no mostrado) y
el inhibidor de arginasa, BEC revierte parcialmente la inhibicion de la actividad del
gen reportero de HIF en hipoxia (Figura 22). Un escenario posible es que
Caveolina-1 favorezca la actividad arginasa en las células, contribuyendo a
disminuir la produccion de NO. Experimentos adicionales, deberan realizarse para

comprobar este escenario.

ii) Factores inducibles por hipoxia

La respuesta a hipoxia es compleja, involucrando la accién de distintas vias de
sefnalizacion. Nosotros nos focalizamos en HIF1a, como el principal representante
de la familia de factores inducibles por hipoxia. Nuestros experimentos no nos
permitieron identificar con claridad a qué nivel la senalizacion via HIF1a es
afectada por la sobreexpresién de Caveolina-1 (Figura 31). Intentamos evaluar si
la presencia de Caveolina-1 reduce la asociacion de HIF1a a los elementos de
respuesta HRE mediante geles de retardo electroforético (EMSA). Sin embargo,

no fue posible montar la técnica para llevar a cabo los experimentos.

Proponemos estudiar las distintas etapas involucradas en la transactivacion
mediada por HIF1a. Para abordar si Caveolina-1 afecta la heterodimerizacion de
HIF1a con HIF1B, deberan realizarse ensayos de precipitacion por afinidad
(pulldown), como ha sido descrito previamente (Lee et al.,, 2009). Ademas,
ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) podrian confirmar si
Caveolina-1 interfiere con la asociacién de HIF1a con los elementos de respuesta

a hipoxia.

Por otro lado, aun cuando no es del todo comprendido, se puede modificar la
funcion transactivadora de HIF1a sin alterar los niveles proteicos, ni su asociacion
con las regiones promotoras (Kaluz et al., 2006), por lo tanto, ensayos de
inmunoprecipitacion de HIF1a con p300/CBP o evaluando la respuesta
transactivadora con el sistema C-TAD-Gal4 (Jiang et al., 1997) podrian ayudar a

responder estas interrogantes.
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Finalmente, la activacion tanto de HIF1a como HIF2a ocurre en cancer (Semenza,
2010). Ambas isoformas son importantes para la adaptacion a la hipoxia (Keith et
al., 2011). Si Caveolina-1 puede afectar la activacion de HIF2a en cancer es una
pregunta que no podemos responder con los experimentos realizados hasta ahora

y que seria interesante de evaluar en el futuro.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, nos permiten proponer un modelo para explicar el
efecto supresor de tumores de Caveolina-1 en células carentes de E-Cadherina,
en un contexto que involucra el microambiente tumoral (hipoxia). Ademas, los
resultados revelaron que la inhibicién de la actividad de NOS por Caveolina-1,
reduce la activacion de HIF1a en hipoxia e in vivo, contribuyendo al efecto

supresor de tumores de Caveolina-1, validando nuestra hipotesis.

En base a estos resultados y considerando que la expresion de Caveolina-1 se
pierde en cancer, la inhibicion de HIF1a mediada por Caveolina-1 pudiese ser
importante en las etapas tempranas de proceso de tumorigénesis. En base estos
hallazgos, pudiese ser interesante en el futuro disefiar estrategias farmacologicas
con el fin de impedir la adaptacion de las células tumorales a la hipoxia en cancer.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO
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Figura Suplementaria 1: La presencia de Caveolina-1 reduce la actividad
transcripcional de HIF en células HEK293T.

Células HEK293T (1x10°) fueron co-transfectadas con concentraciones crecientes
del plasmidio pLaclOP(Cav-1) (0.3 a 1.3 pg de ADN) y los plasmidios pON vy
pGL3HRE. Como control se co-transfectdé células HEK293T con 1.3 jug de
plasmidio pLaclOP y los plasmidios pON y pGL3HRE. Después de 24 h de
induccion con IPTG 1 mM, las células fueron expuestas a hipoxia (1% oxigeno en
camara de hipoxia Biospheryx) o bien normoxia (5% CO, + 95% aire) por 24 h en
presencia de IPTG 1 mM. Finalizado este periodo, las células fueron recolectas y
se determind la actividad luciferasa y la actividad B-galactosidasa. La actividad
luciferasa pGL3HRE de cada punto fue normalizada por la actividad de la B-
galactosidasa. Ademas, se verifico la sobreexpresion de Caveolina-1 en extractos
celulares, mediante Western Blot. Se determinaron los niveles de Actina como
control interno. Los resultados corresponden al promedio + SEM de n = 3

experimentos (* p<0.05 Mock vs Cav-1).
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Figura Suplementaria 2: Efecto de la presencia de Caveolina-1 sobre la
actividad transcripcional de HIF en células B16F10 establemente

transfectadas con el gen reportero de HIF pcDNA-HRE-Luc.

Células B16F10 (Mock) y (Cav-1) establemente transfectadas con el gen reportero
de HIF (plasmidio pcDNA-HRE-Luc) fueron cultivas por 24 h con IPTG (1 mM)
para inducir la expresiéon de Caveolina-1. A continuacion, las células fueron
incubas en hipoxia (1% O,, 5% CO,, 94%N,) o bien normoxia (5% CO, + 95%
aire) por 24 h en presencia de IPTG 1 mM. Finalizado este periodo, se cuantificd
la actividad luciferasa en los extractos celulares, la que fue normalizada por mg de
proteina. Los resultados de la actividad Luciferasa son expresado como veces
sobre el control y corresponden al promedio + SEM de n = 3 experimentos
(*p=<0.05 Mock vs Cav-1 en hipoxia).
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Figura Suplementaria 3: La presencia de Caveolina-1 no reduce los niveles

proteicos de HIF1a en células HEK293T expuestas a hipoxia.

Células HEK293T (1x10°%) de fueron co-transfectadas con 1.3 pg del plasmidio
pLaclOP(Cav-1) (Caveolina-1 +) y los plasmidios pON y pGL3HRE. Como control
se co-transfectd6 células HEK293T con 1.3 pupg de plasmidio pLaclOP
(Caveolina-1 -) y los plasmidios pON y pGL3HRE. Después de 24 h de induccion
con IPTG 1 mM, las células fueron expuestas a hipoxia (1% oxigeno, camara de
hipoxia Biospheryx) o bien normoxia (5% CO, + 95% aire) por 24 h en presencia
de IPTG 1 mM. Finalizado este periodo las células fueron lisadas para determinar
los niveles proteicos de HIF1a mediante Western blot. Los resultados son
expresados como los niveles de HIF1a normalizados por Actina y se presenta el
promedio + SEM de n = 3 experimentos. La masa molecular de las proteinas se

indica en kDa.
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Figura Suplementaria 4: Formacion de tumores en ratones C57BL/6
inoculados con células B16F10(Mock) y (Cav-1) tratados con L-NAME.

Ratones C57BL/6 fueron inoculados en un flanco con 3x10° células B16F10
(Mock) o (Cav-1), respectivamente. Las células fueron incubadas con IPTG 1 mM
por 48 h previas a la inoculacién en ratones C57BL/6. Los animales fueron
tratados con L-NAME 7.5, 15 6 30 mg/Kg de peso por la via intraperitoneal
diariamente hasta el dia de su sacrificio. En paralelo, los tumores fueron medidos
todos los dias y se calcul6 el tamafio del tumor formado, de acuerdo a lo indicado
en la metodologia. El resultado corresponde al promedio del tamafio tumoral 16

dias post-inoculacion de las células para un experimento con n=3 animales por

grupo.
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Figura Suplementaria 5: Efecto de la presencia de Caveolina-1 sobre la

actividad luciferasa del vector de expresion constitutiva pCMV-luc.

Células HT29(US) (clones M1 y C14) y células B16F10 (Mock y Cav-1) (a y b,
respectivamente), fueron establemente transfectadas con el plasmidio de
expresion constitutiva del gen de la luciferasa pCMV-Luc. Luego de 24 h post-
induccion de la expresion de Caveolina-1 con IPTG 1 mM, las células fueron
lisadas y se determind la actividad luciferasa en los extractos. La actividad
luciferasa, fue normalizada por mg de proteina. Los resultados de la actividad
Luciferasa son expresado como veces sobre el control y corresponden al

promedio =+ SEM de n = 3 experimentos.
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Figura Suplementaria 6: La presencia de Caveolina-1 no afecta la activacion

de ERK en hipoxia.

Células HT29(US) (M1 y C14) fueron incubadas con IPTG 1 mM por 24 h, para
inducir la expresion de Caveolina-1. Finalizado este periodo, las células fueron
expuestas a hipoxia (1% O,, 5% CO,, 94%N,) o bien normoxia (5% CO, + 95%
aire) por 24 h en presencia de IPTG 1 mM. Luego, las células fueron lisadas y a
partir de este extracto celular, se determin6 por Western blot los niveles proteicos
de HIF1a, pERK, ERK, Caveolina-1 y Hsp90 (control interno). Los resultados son
expresados como los niveles de pERK normalizados por ERK y se presenta el
promedio + SEM de n = 3 experimentos. El peso molecular de las proteinas se

indica en kDa.
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Figura Suplementaria 7: La hipoxia aumenta la fosforilacién de Caveolina-1.

Células HT29(US) (M1 y C14) fueron incubadas con IPTG 1mM por 24 h, para
inducir la expresion de Caveolina-1. Finalizado este periodo, las células fueron
expuestas a hipoxia (1% O,, 5% CO,, 94%N,) o bien normoxia (5% CO, + 95%
aire) por 24 h en presencia de IPTG 1mM. Luego, las células fueron lisadas y a
partir de este extracto celular, se determin6 por Western blot los niveles proteicos
de HIF1a, pCaveolina-1, Caveolina-1 y Hsp90 (control de carga). Los resultados
son expresados como los niveles de pCaveolina-1 normalizados por Caveolina-1y
se presenta el promedio + SEM de n = 4 experimentos. (*p<0.05 C14 normoxia vs

C14 hipoxia). La masa molecular de las proteinas se indica en kDa.
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ANEXOS

En esta seccibn se presentan gran parte las imagenes correspondientes a

Western Blots presentadas en la seccion resultados y material suplementario.

En esta seccion, se indica a que Figura corresponde la imagen, el peso molecular
aparente (kDa) y en un recuadro la banda correspondiente a la proteina indicada.

Figura 4: Caracterizacion de los niveles proteicos de Caveolina-1 y E-

Cadherina en diferentes lineas celulares.
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Figura 8: Niveles proteicos de HIF1a en células HT29(US) (M1 y C14) y MDA-

MB231 en hipoxia.
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Figura 12: Distribucién subcelular de HIF1a en células HT29(US) en hipoxia

Lisado Fraccién Fracciéon
Total Citoplasmatica nuclear
N H N H N H

M1 C14 M1 Ci14

M1 Ci14 M1 C14 M1 Cl14 M1 Ci14

___________________ B N I —— 3
HIFla ;5 130
L —————————————————— o L ——————————————————————————————————————
——
——
___________________ [
95 - 95
Hsp90 Nt et et S | | i e/ Ny _— — — it
e e e e e e e e e e o | e e e e e e e e e e e e
——— NERaar W —— —
Lap2 — — —
___________________ e ———————_ WSS w—"_
55 G
- D —— 55
T W e e—
L —————————————————— o L ——————————————————————————————————————
- — PR Ce—
Caveolina-1
e
26 — e — e — 26 _— —

126



Figura 18: Efecto del dador de NO, DETA/NO sobre la estabilizacion de HIF1a
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Figura 19: Efecto del dador de NO, DETA/NO sobre la actividad de HIF en

células HT29(US) en hipoxia.

b) HIFla
Normoxia Hipoxia
DETA/NO 0 500 0 500
[um]

M1 Ci14 M1 Cl4 M1 C14 M1 Ci4

Actina

Normoxia Hipoxia

0 500 0 500

M1 Ci14 M1 Cl4 M1 Cil4 M1 Cil4

130

128



Figura Suplementaria 6: La presencia de Caveolina-1 no afecta la activacion

de ERK en hipoxia.

HIFla pERK ERK
Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia Normoxia Hipoxia
M1 Cl4 M1 Cl4 M1 Cl4 M1 Cl4 M1 Cl14 M1 Cl4

130|-—,— ————————— e CEEE R >
SRS A SR Y A
A S SR ek 44 - —
e e R S . e L R e
Caveolina-1 Hsp90

Normoxia Hipoxia

Normoxia Hipoxia

M1

Cl4

M1 C14 M1

Cl4

M1 Cl4

|
2611
i

95

129



Figura Suplementaria 7: La hipoxia aumenta la fosforilacion de Caveolina-1.
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