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1) RESUMEN

Introduccién: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es comunmente
precedido por alteraciones tisulares y celulares acotadas al epitelio, denominado
displasia epitelial oral (DEO), y cuyo conocimiento es aun limitado. En COCE,
existen zonas que experimentan una disminucion en la disponibilidad de Oz,
condicién conocida como hipoxia, y que también se ha reportado en DEO. Las
células se adaptan a la hipoxia a través de distintos mecanismos, muchos de los
cuales involucran a los factores inducidos por hipoxia (HIFs), los cuales son
factores de transcripcién heterodiméricos, compuestos por una subunidad a y
una B, y que promueven la expresion de genes de adaptacion frente a la hipoxia
e involucrados en la mantencion del metabolismo, viabilidad, angiogénesis,
migracion e invasion celular. Particularmente, los estudios se han centrado en
la subunidad HIF1a, la cual se estabiliza en hipoxia y se degrada en presencia
de O2. De esta forma, una alta expresion de HIF1a en COCE se asocia a mal
prondstico y menor sobrevida. Interesantemente, se ha reportado la expresion
de HIF1a en muestras de DEO, y que ademas existe un aumento progresivo de
esta expresion desde mucosa oral sana a DEO y COCE; sin embargo, no se ha

reportado el rol de HIF1a en células de DEO a través de modelos in vitro.

Objetivo: Determinar la viabilidad y migracibn de queratinocitos orales
displasicos en hipoxia mediante la estabilizacion de HIF1a.

Materiales y métodos: Se utilizaron células de displasia oral (DOK) cultivadas
en normoxia e hipoxia durante 24 horas. Se obtuvieron extractos de proteina total
y se determind la estabilizacién de HIF1a mediante Western Blot. Para evaluar
viabilidad y migracion se realizaron ensayos de MTS, exclusion de Azul de Tripan
y Transwell. Ademas, se evaluo el requerimiento de HIF 1a utilizando un inhibidor
de HIF1a.

Resultados: Se observd un aumento en la estabilizacion de HIF1a y una
disminucién en la viabilidad y migracion al cultivar las células DOK en hipoxia.
Por otro lado, el tratamiento con el inhibidor acentud esta disminucién en ambos
procesos celulares.

Conclusiones: Estos resultados sugieren que HIF1a es requerido en estos

procesos en las etapas iniciales de la carcinogénesis oral.



2) MARCO TEORICO

2.1 CARCINOMA ORAL DE CELULAS ESCAMOSAS

La cavidad oral esta cubierta por epitelio escamoso estratificado
compuesto principalmente por queratinocitos orales (Nanci, 2018) y es
relativamente resistente a lesiones, pero frente a la exposicion a carcinogénicos
y/o promotores tumorales, se pueden producir cambios en él, pudiendo generar
lesiones malignas (Neville y Day, 2002).

El cAncer oral es un subtipo de cancer de cabezay cuello que puede surgir
como una lesién de origen primario en los tejidos orales que recubren la boca,
labios, encias y la lengua (Huang Liu y cols., 2014). Los tipos de cancer que se
presentan en la boca incluyen neoplasias malignas tales como osteosarcomas
de los huesos maxilares, linfomas, adenocarcinomas de glandulas salivales,
carcinomas de mucosa oral, entre otros, sin embargo alrededor del 90% se
originan en el epitelio estratificado no queratinizado de la mucosa, por lo que son
denominados Carcinomas Orales de Células Escamosas (COCE), (Dost y cols.,
2014; Watanabe y cols., 2015) y representan la sexta neoplasia maligna mas
comun en los paises desarrollados (Huang Liu y cols., 2014). En general se
acepta que el tabaco y el consumo de alcohol son los principales factores de
riesgo para el desarrollo del COCE, sin embargo, algunos pacientes desarrollan
COCE sin la exposicion a estos factores de riesgo, lo cual sugiere que causas
adicionales, como la predisposicion genética, la dieta o presencia de virus
oncogénicos, podrian ayudar a las células a escapar de los mecanismos de
control de la proliferacién (Xiy cols., 2009). En cuanto a sus tasas de mortalidad,
s6lo entre el 40-50 % de los pacientes sobreviven a los 5 afios (Fronie y cols.,
2013), sin embargo, el prondstico mejora frente a un diagnostico precoz al ser
tratado antes de la infiltracion de nodos linfaticos (Sciubba, 2001; Van der Waal,
2009). Se ha propuesto que la naturaleza invasiva y metastasica de COCE es
una consecuencia de su adaptacion al microambiente hipdxico que se genera en
su estructura debido a su acelerada proliferacion y funcion vascular anormal
(Eckert y cols., 2011).

EL COCE es frecuentemente precedido por lesiones cuyo diagnéstico
histopatolégico es de displasia epitelial oral (DEO), la cual corresponde a



alteraciones celulares y tisulares en el epitelio oral, que revelan una modificacion
en la maduracion celular del epitelio y un aumento de la actividad proliferativa
(Van der Waal, 2009; El-Naggar y cols., 2017). Por lo tanto, el COCE requiere
de una progresion a través de etapas potencialmente malignas, previo a la
invasion real; iniciando con la DEO, continuando en el carcinoma in situ (CIS) y
culminando en COCE (Watanabe y cols., 2015) (Figura 1).
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Figura 1. Modelo de Carcinogénesis Oral (adaptado de Reyes y cols., 2020). La mucosa oral
sana es una capa estratificada de células epiteliales dispuestas sobre una membrana basal que
separa las células epiteliales del tejido conectivo y los vasos sanguineos. Cuando la mucosa oral
se enfrenta a factores de riesgo tumorales, como el tabaco, el alcohol, el virus papiloma humano
(VPH) u otros, las células de las capas mas profundas sufren alteraciones morfolégicas en forma
y tamafio. Este nuevo estado representa una respuesta de adaptacion frente a una estimulacion
dafiina, que se conoce como displasia oral. La displasia oral puede clasificarse en leve,
moderada o severa, segun la extension de la lesion y la presencia de marcadores moleculares
inducidos como resultado de la expresién genética alterada. La displasia oral se considera la
etapa previa del carcinoma oral de células escamosas (COCE) y el predictor mas fuerte de
transformaciéon maligna en cancer. Durante el COCE, cambios fenotipicos masivos afectan a
todas las capas epiteliales y se extiende sobre el borde del tejido, con rupturas de la membrana
basal, en un proceso que permite la invasion del tejido conectivo y su incorporacién a los vasos

sanguineos (intravasacion).



2.2. DISPLASIA EPITELIAL ORAL

La DEO es considerada como un término de diagndstico histopatol6gico
(Watanabe y cols., 2015) y se puede presentar en desdrdenes potencialmente
malignos, siendo la leucoplasia y la eritroplasia las lesiones mas comunmente
asociadas a displasia (Speight, 2007; Watanabe y cols., 2015). El andlisis
histopatolégico de las biopsias de estos desordenes potencialmente malignos es
el “Gold standard” para el diagnéstico de displasia (Speight, 2007; Aguirre y
Aguirre, 2008).

En el afio 2005 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifico
histolégicamente la displasia oral segun su grado de diferenciacion en leve,
moderaday severa, y las caracteristicas de cada una estan intimamente ligadas
a los cambios en la arquitectura epitelial y presencia de atipias celulares, las
cuales van aumentando en las capas del epitelio, a medida que la displasia va
progresando (EIl-Naggar y cols., 2017). Es asi como, en la DEO leve se observan
cambios citologicos y arquitectdnicos acotados al tercio inferior del epitelio, en
DEO moderada al tercio medio y en DEO severa al tercio superior (Speight,
2007). El grado de displasia es la mejor guia para estimar la potencial progresion
de las lesiones orales, aumentando el riesgo de transformacion maligna a
medida que aumenta el grado de DEO. Por lo tanto, el diagndéstico de DEO esta
asociado con una mayor tasa de desarrollo de cancer invasivo, la cual varia
considerablemente segun distintos estudios, con una fluctuaciéon que va desde
el 2% al 36%, siendo estas diferencias debidas en parte, al tiempo de
seguimiento de las lesiones (Dost y cols., 2014; van der Waal, 2014; Martinez y
cols., 2016).

Se han realizado multiples intentos para diagnosticar y categorizar de
manera uniforme la escala continua de cambios en los tejidos asociados a DEO
(Dost y cols., 2014). De esta forma, se han propuesto distintos marcadores
especificos para identificar y clasificar estas DEO (Zhang y cols., 2013; Fang y
cols., 2015), pero debido al limitado conocimiento de las alteraciones
moleculares y la evolucion desde las etapas mas tempranas hasta las mas
avanzadas, el diagnostico histopatologico de las DEO aun es complejo y

subjetivo (Reyes y cols., 2019).



La comprension de la biologia de estos desérdenes potencialmente
malignos con diagndstico histopatologico de DEO, y en especial su relacion con
la adaptacion a microambientes hipoxicos, podria servir para enfrentar su
tratamiento de mejor maneray permitiria mejorar la tasa de supervivencia debido
al diagnéstico y manejo en el estado “pre-canceroso” (Dost y cols., 2014;
Watanabe y cols., 2015). Por lo tanto, la DEO es una lesion potencialmente
maligna que debiera ser tratada como si progresara a carcinoma oral (Watanabe
y cols., 2015; El-Naggar y cols., 2017).

2.3 HIPOXIA Y SU RELACION CON EL CANCER

El oxigeno molecular (O2) es requerido en el metabolismo aerdbico para
mantener la bioenergética intracelular y tiene un papel fundamental como
captador de electrones en multiples reacciones organicas e inorganicas (Pereira
y cols., 2013). El aire ambiental tiene una composicion de 21% de O2 (150 mm
Hg), 78% de N2 y <1% de CO2 y la mayoria de los tejidos de los mamiferos
presentan una disponibilidad entre 2%-9% de Oz (en promedio a 40 mm Hg) (Jing
y cols., 2019). Por lo tanto, la condicién de hipoxia es definida usualmente como
cualquier situacion en donde haya disponibilidad de <2% de Oz, mientras que la
hipoxia severa o anoxia se define como <0,02% de Oz (Bertout y cols., 2008).

La capacidad de las células cancerosas para adaptarse a condiciones
adversas del microambiente tumoral, como la privacion de nutrientes o la hipoxia,
es esencial para la supervivencia del tumor (Eckert y cols., 2011), siendo uno de
los principales mecanismos que permiten la adaptacién a hipoxia, aquellos
mediados por los factores inducidos por hipoxia (HIFs) (Bertout y cols., 2008;
Pereira y cols., 2013). Dentro de los tumores solidos existen regiones que
experimentan privacion leve a severa de O2 debido a su proliferacion acelerada,
ademas de una funcion vascular anormal (Pereira y cols., 2013; Walsh y cols.,
2014). Estudios histopatolégicos sugieren que las células tumorales estan
expuestas a una gradiente de Oz que disminuye gradualmente a partir de una
oxigenacion eficiente, cerca del estroma peritumoral, hasta cercano a la anoxia
en las zonas que bordean las regiones necréticas en el centro del tumor (Bache
y cols., 2008; Simon y cols., 2008) (Figura 2). Este estrés hipdxico induce la

expresion de un conjunto de genes que regulan la homeostasis del suministro de



oxigeno (Feron, 2009; Ayala y cols., 2010). Dentro de los carcinomas de cabeza
y cuello se ha reportado una disminucién en la disponibilidad de O2 a menor
diferenciacion histopatolégica (Li y cols., 2012). Sin embargo, el efecto de la
hipoxia en el inicio y progresion del COCE no ha sido completamente

estudiado.

[O,]
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Figura 2. Concentracién de Oz en tumores sélidos (adaptado de Rivas, 2018). A medida que

Masa Tumoral

aumenta el tamafio de la masa tumoral, la concentracion de oxigeno molecular disminuye,

afectando principalmente a las células tumorales mas lejanas a la fuente de irrigacion.

Durante la mayor parte del siglo XX, la investigacion sobre hipoxia se
centré en la respuesta que existe frente al tratamiento del cancer (Bertout y cols.,
2008). Las regiones hipodxicas estan asociadas a un metabolismo celular
alterado, como también a una resistencia aumentada a la radiacion y a la
quimioterapia (Moeller y cols.,, 2004; Jing y cols., 2019). La ineficiente
oxigenacion tumoral es un predictor de mal pronéstico en multiples lesiones
malignas y es independiente al tratamiento realizado (Chan y Giaccia, 2007). En
pacientes con cancer de cabeza y cuello en etapa IV tratados con radiacién con
0 sin quimioterapia, se asoci0 una menor sobrevida cuando hay menor
oxigenacion en el tumor, confirmando la influencia del grado de oxigenacion en
el pronéstico de estos pacientes (Rudat y cols., 2001). Por lo tanto, la busqueda
de estrategias terapéuticas debe considerar el grado de hipoxia del tumor para
obtener un mejor resultado frente a casos de cancer de cabeza y cuello (Walsh
y cols., 2014).



2.4 HIPOXIA Y SU RELACION CON EL COCE Y DEO

El tabaco es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo
de cancer oral (Dissanayaka y cols., 2012), donde este riesgo aumenta entre 3
a 5 veces en pacientes fumadores (Gandini y cols., 2008). Estudios han
relacionado a mas del 50% de los casos de desérdenes potencialmente malignos
con el consumo de tabaco (Bokor-Brati¢, 2003). EI humo del tabaco contiene
quimicos carcinogénicos, que son metabolizados por enzimas oxidativas
llegando a formar especies reactivas de oxigeno, que se unen al ADN y causan
posteriores mutaciones en él (Parise, 2000; Choudhari y cols., 2013). Por otra
parte, el humo del tabaco causa vasoconstriccion periodontal aguda de la encia
e inhibe la angiogénesis, debido a la nicotina (Scott y Singer, 2004). Se ha
observado que pacientes fumadores exhiben menor disponibilidad de Oz en la
mucosa oral en comparacién a no fumadores (Hanioka y cols., 2000), lo que
podria deberse a que repetidas respuestas vasoconstrictivas pequefias debido
al humo del tabaco podrian contribuir a una disfuncion vascular gingival
(Mavropoulos y cols., 2003).

Por otra parte, se evalu6 la absorcibn de hemoglobina oxigenada
mediante reflectancia difusa en distintas muestras de mucosa oral sana (MOS),
DEO y COCE (Mallia y cols., 2008). La absorcion fue mas prominente en
voluntarios sanos, y estas absorciones se volvieron menos pronunciadas en
DEO y minimas en COCE, lo que sugiere una disminucion en la disponibilidad
de Oz a medida que esta patologia progresa (Danielson, 1996; Mallia y cols.,
2008). Por otro lado, se ha reportado que en DEO y COCE existe un cambio en
la expresion de transportadores de glucosa de transmembrana (GLUT), situacion
que sugiere un cambio en el metabolismo dependiente de Oz (Zhang y cols.,
2013; Angadi y Angadi, 2015). Los GLUT, son proteinas de membrana que
facilitan el transporte de glucosa dentro de las células, ayudando a regular el
metabolismo celular, especialmente en tejidos donde el suministro de energia es
inadecuado (Carvalho y cols; 2011). Mientras que en MOS no se ha reportado la
expresion de GLUT-3y GLUT-4, ésta si ha sido detectada en muestras de DEO
(Feitosa y cols., 2018); ademas, existe un aumento en la expresion de GLUT-1
en muestras de DEO en comparacién a MOS (Angadi y Angadi, 2015; Pereira 'y
cols., 2016), lo que sugiere un cambio en el método de obtencion de energia por


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780122147302500236#!
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parte de las células desde fosforilacion oxidativa a glicdlisis, debido a la menor
disponibilidad de Oz (Zhang y cols., 2013; Angadi y Angadi, 2015). Por ultimo, se
ha observado que la enzima anhidrasa carbdnica IX (CA-1X), la cual es
responsable de mantener el equilibrio &acido-base en el citoplasma,
especialmente ante la acidosis metabdlica presente en la hipoxia (Zhang y cols.,
2017), est4 sobre-expresada en muestras de DEO, en comparacion a MOS
(Pérez-Sayans y cols., 2014; Pérez-Sayans y cols., 2015). Si bien, no se han
realizado estudios in vivo que evallen los niveles de O:2 disponibles en DEO;
estos distintos marcadores de hipoxia nos permiten inferir que existe un menor
grado de disponibilidad de oxigeno en DEO.

Por lo tanto, comprender los mecanismos moleculares asociados al
inicio y progresion del cancer oral, sobre todo aquellos vinculados a la
hipoxia tumoral y su adaptacion a través de HIFs, puede facilitar la
identificacién de nuevos marcadores predictivos y de prondstico, ademas
de nuevos objetivos terapéuticos para el tratamiento del cancer oral (Eckert y
cols., 2012).

2.5 FACTORES INDUCIDOS POR HIPOXIA (HIFs)

Los factores inducidos por hipoxia (HIFs) son factores de transcripcion
heterodiméricos, conformados por una subunidad a y una subunidad 8 (Wang y
cols., 1995). Al dimerizar estas subunidades, se unen a elementos de respuesta
a hipoxia (HRE) ubicados en el promotor de multiples genes blanco que generan
una respuesta frente a la hipoxia (Semenza, 2010) (Figura 3). A pesar de que los
HIFs son mediadores cruciales en la respuesta frente a la hipoxia, se han
descrito vias independientes de HIF que responden a cambios en la
disponibilidad de Oz (Bertout y cols., 2008). En mamiferos existen tres genes
descritos que codifican variantes de la subunidad a y son regulados de manera
similar por la disponibilidad de O2. HIF1a y HIF2a son los mas descritos en la
literatura (Simon y Keith, 2008), siendo HIF 1a de expresion ubicua, mientras que
HIF2a y HIF3a se encuentran en tejidos especificos (Gu y cols., 1998; Wiesener
y cols., 2003). En condiciones de hipoxia, HIF1a incrementa sus niveles por

estabilizacion (ver mas adelante), dimerizando con la subunidad HIF 13, situacién
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que lleva a su unién a HRE de genes diana (Griffiths y cols., 2007), promoviendo

la activacion de la transcripcidon de éstos (Bertout y cols., 2008) (Figura 3).

Hipoxia
o) ¢
/ Ubiquitinacién

citoplasma @ nucleo

Figura 3. Estabilizacion de HIF1a por hipoxia (adaptado de Chan y Giaccia, 2007). En
condiciones normoxicas, la subunidad a es hidroxilada por prolil hidroxilasas (PHD). Esto permite
la interaccién con la proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL), que dirige a HIF1a
al proteasoma para su degradacién. Por otro lado, la funcién de las PHD es oxigeno-dependiente
y es inhibida en hipoxia, lo que conduce a la estabilizaciéon de HIF1a y a su unién con la subunidad
B. El dimero conformado por HIF1a y HIF1f3 ingresa al nucleo, uniéndose a elementos de
respuesta a hipoxia de genes blanco para activar la transcripcion de ellos y producir una
respuesta frente a la hipoxia.

La actividad de HIF1a y su unién al ADN son rapidamente inducidas en
hipoxia (1% O3), y decaen de igual forma frente a la re-oxigenacion de las células
a niveles ambientales de Oz (21%) (Jiang y cols., 1996). Asi, se ha demostrado
que la estabilidad de la subunidad a es regulada por medio de una regién de 200
aminoacidos llamado dominio de degradacion oxigeno-dependiente (ODD)
(Huang y cols., 1998). En células expuestas a Oz, HIF1a es hidroxilada,
ubiquitinada y posteriormente degradada por el proteosoma 26S (Kaelin y
Ratcliffe, 2008), mientras que, en hipoxia, esta degradacion es bloqueada debido
a la inhibicién de las enzimas prolil hidroxilasas (PDH) sensibles a Oz (Sutter y
cols., 2000), situacion que lleva a la estabilizacion de HIF1a e incremento en sus
niveles (Semenza, 2012) (Figura 3). De esta forma, la estabilizacion de HIF1a
tiene como consecuencia la expresion de genes asociados a la proliferacion y
supervivencia celular (Gunaratham, 2003), cambios metabdlicos (Semenza,

2011) y la activacion de vias que promueven la migracion e invasion celular (Erler
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y cols., 2006; Krishnamachary 2006; Chan y Giaccia, 2007; Zhang y cols., 2012).
Por su parte, HIF13 es expresado constitutivamente y no es dependiente de los

niveles de O2 (Bertout y cols., 2008).

2.6 HIF1a Y SU ROL EN LESIONES MALIGNAS

En numerosos estudios se ha reportado la sobre-expresion de HIF1a en
una amplia gama de tumores malignos humanos (Bertout y cols., 2008). La
acumulacion de esta proteina se ha asociado a una menor sobrevida de los
pacientes de cancer cervical (Birner y cols., 2000), de mamas (Schindl y cols.,
2002), oligodendroglioma (Birner y cols., 2001 a), cancer de ovario (Birner y
cols., 2001 b), endometrio (Sivridis y cols., 2002) y carcinoma de células
escamosas orofaringeo (Aebersold y cols., 2001). Por otra parte, se ha descrito
que HIF1a activa la via de sefalizacion del factor de crecimiento transformante
B (TGF-B) / receptor de factor de crecimiento epidermal (EGF-R) en células de
carcinoma renal sometidas a hipoxia (Gunaratnam, 2003), ademas de disminuir
la expresion de E-cadherina, produciendo la pérdida de uniones célula-célula e
incrementando su potencial migratorio e invasivo (Zhang y cols., 2012). Ademas,
se ha descrito que la activacion de HIF1a aumenta la secrecion de factores de
crecimiento, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de
crecimiento transformante [ (TGF-B), factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGF) y receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR) en
carcinogénesis prostatica y de mamas (Bos y cols., 2005; Berger y cols., 2003;
Kimbro y Simons, 2006).

La proteina supresora de tumores von Hippel-Lindau (vHL) cumple la
funcién de reconocimiento de un complejo multi-proteico que se dirige a HIF1a
para la poliubiquitinacion y su posterior degradacion (Zhang y cols., 2014) (Figura
3). Este proceso se ve inhibido en células en ambientes hipoxicos, lo que
conlleva a la estabilizacion de HIF1a, su translocacion al nucleo y expresion de
sus genes blanco (Bertout y cols., 2008). Estudios previos demostraron que
células de carcinoma renal con ausencia de vHL expresan constitutivamente
HIF1a y HIF2qa, asi como también muchos genes blanco de HIF (Maxwell y cols.,

1999); mientras que en ensayos de inmunohistoquimica en donde se evaluo la
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expresion de esta proteina en biopsias de COCE, hubo casos en donde hubo

una nula expresion de vHL (Zhang y cols., 2014).

Estudios de nuestro laboratorio han evaluado el rol de HIF1a en la
migracion e invasion en células de melanoma murino y adenocarcinoma de colon
humano concluyendo que HIF1a induce la expresion de moléculas pro-
migratorias, como Caveolina-1 (CAV-1) (Castillo-Bennett y cols., 2018), y que,
por otro lado, estimula la actividad de GTPasas claves en la migracion celular,
como RAC1y Rab5 (Silvay cols., 2016). Ademas, en células de cancer de mama
y de cabeza y cuello, HIF1a inducido por hipoxia genera un incremento en la
expresion de distintas metaloproteinasas de la matriz (MMP) vy lisil oxidasas
(LOX), proteinas que degradan y remodelan la matriz extracelular
respectivamente, lo que promueve la migracion e invasion celular (Erler y cols.,
2006). Por lo tanto, los estudios realizados en diversos modelos celulares
de cancer han llevado a la propuesta de que HIF1a es un factor
directamente asociado con el potencial migratorio e invasivo en células
tumorales. Si esta relacion se presenta ya en lesiones tempranas, aln se

desconoce.

2.7 HIF1a Y SU ROL EN COCE Y DEO

Se ha postulado que una alta expresion de HIF1a en COCE seria un
marcador prondstico de una peor respuesta a radioterapia y de menor sobrevida
(dos Santos y cols., 2012; Liy cols., 2012; Zhou y cols., 2017; Han y cols., 2020).
Ademas, se han descrito polimorfismos genéticos de HIF1a que serian un factor
para la susceptibilidad de desarrollo y metastasis de cancer oral (Chen y cols.,
20009).

En células de COCE con alto grado de invasividad in-vitro, se presento
una expresion aumentada de HIF1a en normoxia y menor grado de degradacion
cuando eran cultivadas en ambiente hipoxico y luego re-oxigenadas, en
comparacion a ceélulas de COCE menos invasivas (Cohen y cols., 2004).
Ademas, mediante ensayos in vitro, en células de COCE de lengua expuestas a
hipoxia y tratadas con un inhibidor de la expresion de HIF1a, se produjo una

inhibicion de la proliferacion celular y se indujo la apoptosis de éstas (Zhang y
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cols., 2004). En otra linea celular de COCE, se document6 que el tratamiento
con metformina disminuye la expresion de HIF1aq, situacion que se debe al
aumento en la expresioén de PDH y que viene acompafiada de una inhibicion en
la proliferacion celular y aumento en el namero de células apoptoéticas
(Guimaraes y cols., 2016), lo que sugiere el importante rol de HIF1a en la
mantencion de la viabilidad de estas células (Brennan y cols., 2005). Por otro
lado, estudios de inmunohistoquimica en muestras de COCE mostraron que la
expresion de HIF1a se correlaciona con la del factor de crecimiento endotelial
vascular C (VEGF-C) y el proceso de angiogénesis (Liang y cols., 2008).

La importancia de estos hallazgos recae en que mdultiples estudios han
descrito que ocurriria un cambio angiogénico en etapas pre-malignas de varios
canceres humanos y que esto se deberia a la estabilizacion de HIF1a, el cual
aumenta la expresién de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Guo
y cols., 2018), induciendo la formacién de vasos sanguineos irregulares (Katsuta
y cols., 2005). Interesantemente, también se estudio la expresion de HIF1a en
muestras de COCE, DEO y MOS y se observé un aumento significativo desde
MOS a DEO moderada y severa aumentando ain mas en COCE (Lin y cols.,
2008) (Figura 4). Por otro lado, en dos estudios independientes y similares al
anterior, se evaluo la expresion de HIF1a en biopsias de distintas etapas de
COCE de humanos y ratones, en donde se describié que la tasa de expresion
positiva de HIF1a aumenté progresivamente desde mucosa oral sana hasta DEO
y posteriormente COCE; sugiriendo que la expresion de HIF1a es un evento
temprano en la carcinogénesis oral (Guo y cols., 2018; Patel y cols., 2019).
Debido a esto, surge la interrogante de conocer el rol que cumple HIF1a en

displasia oral y en su progresion a lesiones malignas.
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Figura 4. Inmunohistoquimica para HIF1a en distintas etapas de la carcinogénesis oral
(adaptado de Liny cols., 2008). (A) Mucosa oral sana que muestra una tincién de HIF1a nuclear
débil en los dos tercios inferiores de las células epiteliales suprabasales pero no en las células
basales. (B) Displasia epitelial oral leve que exhibe tincién nuclear moderada de HIF1a en casi
todas las células epiteliales exceptuando algunas células basales, parabasales y superficiales.
(C) Displasia epitelial oral moderada que muestra una fuerte tincion de HIF1a en casi todas las
células epiteliales excepto en algunas células basales, parabasales y superficiales. Las células
inflamatorias crénicas y las células endoteliales en la ldmina propia también tienen una fuerte
tincion nuclear de HIF1a. (D) Displasia epitelial oral severa que muestra una fuerte tincién nuclear
y citoplasmatica de HIF1a en casi todas las células epiteliales. Las células inflamatorias cronicas
y las células endoteliales de la lamina propia también tienen una fuerte presencia nuclear de
HIF1a. (E) Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado que exhibe tincion nuclear
fuerte y citoplasmatica moderada de HIF-1a en todas las células cancerigenas. (F) Carcinoma
bucal de células escamosas moderadamente diferenciado que muestra tincién nuclear fuerte y
citoplasmatica moderada de HIFla en todas las células cancerosas. Las células inflamatorias

crénicas en el estroma también tienen una tincién nuclear moderada de HIF1a.
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2.8 RESUMEN DE ANTECEDENTES

o El carcinoma oral de células escamosas (COCE) generalmente es
precedido por un estadio de alteraciones tisulares y celulares acotadas a
la capa epitelial, denominada displasia epitelial oral (DEO).

o Tanto en COCE, como en DEO, se ha descrito la presencia de hipoxia o
bajo suministro de O2.

o Diversos tumores malignos, entre ellos COCE, presentan un incremento
en la expresion del factor inducible por hipoxia, HIF1a, el cual favorece la
expresion de genes de respuesta frente a hipoxia y que esta asociado a

una menor sobrevida.

o Una alta expresion de HIF1a en COCE es pronéstico de una peor

respuesta a la radioterapia y menor sobrevida.

o Se ha reportado la expresion de HIF1a en muestras de DEO y existe un
aumento de esta expresion desde mucosa oral sana a DEO y ain mas en
COCE.

o Sin embrago, no se ha reportado el rol de HIF1a en células de DEO a

través de modelos in vitro.
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3) HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 HIPOTESIS

La hipoxia promueve la viabilidad y migracion de queratinocitos orales

displasicos mediante la estabilizacion de HIF1a.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Determinar la viabilidad y migracién de queratinocitos orales displasicos en

hipoxia mediante la estabilizacion de HIF1a.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar el efecto de normoxia e hipoxia en la expresion de HIF1a en

gueratinocitos orales displasicos.

b) Establecer el efecto in-vitro de la hipoxia en la viabilidad y migracién de

queratinocitos orales displésicos.

c) Evaluar el requerimiento de HIF1a en la viabilidad y migracion de

queratinocitos orales displasicos sometidos a hipoxia.
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4) MATERIALES Y METODOS
4.1 TIPO DE ESTUDIO

Estudio experimental in vitro.

4.2 DISENO EXPERIMENTAL

Para cada objetivo especifico, se planted el siguiente disefio experimental:

Objetivo especifico 1: Se determiné la estabilizaciéon de HIF1a en condiciones
de hipoxia. Queratinocitos orales displasicos (DOK, dysplastic oral keratinocytes)
fueron cultivados en normoxia (condiciobn control) o hipoxia (condicién
experimental) durante 24 h. Posteriormente, se evalud la expresion de HIF1a

mediante Western Blot.

Objetivo especifico 2: Para evaluar la viabilidad y migracién en células DOK,
se realizaron ensayos de exclusion de Azul de Tripan, MTS y Transwell. El grupo
experimental fueron células incubadas en hipoxia (24 h), mientras que el grupo

control fueron células incubadas en normoxia (24 h).

Objetivo especifico 3: Para evaluar el requerimiento de HIF1a se utilizd un
inhibidor de HIF1a. Se analizaron cuatro grupos de células DOK; 2 cultivados en
hipoxia durante 24 h, uno en presencia del inhibidor y el otro en presencia del
vehiculo (condicién control solvente). Los otros dos grupos fueron cultivados en
normoxia de 24 h, uno en presencia del inhibidor y el otro del vehiculo (condicion
control solvente). En estos cuatro grupos se evalud viabilidad y migracion

mediante los ensayos ya descritos.

4.3 MATERIALES

a) Lineas celulares:

En base a los objetivos planteados es que se necesito del siguiente tipo celular:
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1. Queratinocitos orales displasicos (DOK): Se utiliz6 la linea celular de

queratinocitos orales displasicos de Sigma—Aldrich (94122104), los cuales
fueron aislados de un hombre de 57 afios de edad, diagnosticado con COCE
en el dorso de la lengua. La displasia remanente fue graduada entre leve y
moderada, removida y usada para iniciar un cultivo primario que dio origen a
DOK.

b) Anticuerpos

Se utilizaron los siguientes anticuerpos:

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-HIF1a (#610958) de BD Bioscience
(Franklin Lakes, NJ).

Anticuerpo monoclonal de raton anti-B-actina (A5316) de Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

Anticuerpo secundario policlonal de cabra, anti-ratén (#074-1806) acoplado
a HRP de Laboratorios KPL (Washington, DC).

c) Medio de cultivo:

Se utilizé medio DMEM alto en glucosa, suplementado con penicilina (10,000

U/ml) y estreptomicina (10 pg/mL), 20% FBS, y 5 yg/mL de hidrocortisona
(células DOK 94122104).

d) Otros

1.

Inhibidor de HIF1a (#sc-205346) de Santa Cruz Biotechnology Laboratories
(Santa Cruz, CA).

4.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

1.

- Cultivo celular
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Las células DOK fueron cultivadas en medio DMEM - alto en glucosa,
suplementado con penicilina (10,000 U/mL) y estreptomicina (10 ug/mL), 20%
FBS, y 5 pg/ml de hidrocortisona (células DOK 94122104); e incubadas a 37 °C
y 5% CO2 (Reyes y cols., 2019).

2.- Hipoxia

Las células DOK fueron cultivadas en una camara modular de incubacién (MIC-
101 Billups-Rothenberg Inc., Del Mar, CA) sellada herméticamente por 24 h. Esta
camara es un modelo ampliamente usado para inducir condiciones hipoéxicas in
vitro. La cdmara se llené con una mezcla de gases certificada (1% Oz, 5% CO2
y 94% N2) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Linde Chile). La
humedad fue asegurada en la camara colocando una placa de Petri plastica con
10 mL de PBS. Todas las células expuestas a hipoxia fueron incubadas con
medio expuesto a hipoxia por al menos 12 h antes de la incubacion en la camara
(Silva y cols., 2016).

3.-Inhibicién de HIF1a

Se utilizé el inhibidor farmacoldgico de HIF1a C2sH20NOs (3 - [[2- [4- (2-
adamantil) fenoxi] acetil] amino] -4-hidroxibenzoato de metilo) (#sc-205346) de
Santa Cruz Biotechnology Laboratories. Se incubaron células DOK en normoxia
e hipoxia por 24 h en presencia de vehiculo DMSO (control) o el inhibidor de
HIF1a (10 uM) (Rivas y cols., 2020).

4 .- Western blot

Las células fueron lavadas dos veces con PBS frio y homogenizadas en 0,2 mM
de tampén HEPES (pH 7,4) que contiene 0,1% SDS, inhibidor de fosfatasa (1
mM NasVOa4), como también multiples inhibidores de proteasas. Los extractos de
proteinas totales (50 ug/pocillo) fueron separados por electroforesis en geles
SDS de poliacrilamida y luego transferidos a una membrana de nitrocelulosa.
Las membranas fueron bloqueadas con leche al 5% en Tween-PBS 0,1% y luego
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se les aplicaron los anticuerpos primarios. Los anticuerpos primarios unidos se
detectaron con anticuerpos secundarios anti-ratén y el sistema EZ-ECL (Castillo-
Bennett y cols., 2018).

5.- Ensayo de migracién

La migraciéon fue evaluada en camara Boyden (Transwell) cubierta de
fibronectina (Transwell Costar, 6,5-mm de diametro, tamafo de poro 8 um). Las
células (100.000 células por condicién) fueron re-suspendidas en 100 mL de
medio libre de suero, y sembradas en la parte superior de los insertos Transwell
lo que les permiti6 migrar hacia las cadmaras inferiores que contienen medio
suplementado con 10% de suero. Después de 2,5 h, los insertos fueron
removidos, lavados y las células que migraron hacia el lado inferior de los
insertos fueron tefidas con cristal violeta 0,1% en metanol al 2% y cuantificadas
en microscopio invertido (Mendoza y cols., 2018).

6.- Ensayo de viabilidad

Ensayo MTS

Las células fueron sembradas en placas de 96 pocillos a una densidad de 1x10*
células por pocillo e incubadas por 24 h bajo normoxia e hipoxia en medio
completo. La densidad oOptica fue medida con el kit MTS®, midiendo la
absorbancia a 490 nm, de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega, Madison, WI, US) (Silva y cols., 2016).

Ensayo de exclusion Azul Tripan

Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad de 1x10°
células por pocillo bajo normoxia e hipoxia en medio completo. Luego, las células
fueron recolectadas, re-suspendidas y tefiidas con azul de tripdn (células

muertas permeables) para ser cuantificadas en microscopio (Silva y cols., 2016).

4.5 ANALISIS ESTADISTICO
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Se realiz6 el andlisis estadistico de al menos 3 experimentos independientes.
Las pruebas para estimar diferencias estadisticas en las distintas condiciones
fueron a través de un t test no pareado. Un valor p<0,05 fue considerado como

estadisticamente significativo.
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5) RESULTADOS
5.1 LA HIPOXIA INDUCE LA ESTABILIZACION DE HIF1a EN CELULAS DOK

Una vez cultivadas las células DOK en condiciones de normoxia e hipoxia
por 24 h (Silva y cols., 2016; Reyes y cols., 2019) y obtenidos los extractos de
proteinas totales (Castillo-Bennett y cols., 2018), se cuantifico la expresion de
HIF1a (Figura 5). En normoxia, se observo la presencia de una expresion basal
de HIF1a (Figura 5 A), mientras que en hipoxia hubo un aumento de casi 3 veces
en los niveles proteicos, siendo ese incremento estadisticamente significativo
(Figura 5 A, B).
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Figura 5. Cuantificacion de la estabilizacién de HIF1a en células DOK mediante Western
blot. (A) Las células DOK fueron incubadas en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 1% Oz) por
24 h. Posteriormente, se obtuvo un extracto celular, y la expresién de HIF1a fue evaluada
mediante western blot. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos
independientes. (B) La expresién de HIF1a normalizada a los niveles de (B-actina fue evaluada
mediante densitometria. Los datos mostrados son el promedio de tres experimentos
independientes (media + D.E.; *p<0.05).

5.2 LA HIPOXIA DISMINUYE LA VIABILIDAD DE CELULAS DOK

Una vez cultivadas las células DOK en condiciones de normoxia e hipoxia
por 24 h (Silva y cols., 2016; Reyes y cols., 2019), se cuantificé la viabilidad
célular a través de los ensayos de exclusion de Azul de Tripan (Figura 6 Ay B)
y MTS (Figura 6 C) (Silva y cols., 2016). Como se muestra en la Figura 6, se
observé una disminucion estadisticamente significativa de la viabilidad de las
células DOK frente a la condicién de hipoxia.
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Figura 6. Cuantificacion de la viabilidad celular de células DOK mediante ensayo de
exclusién Azul de Tripan y MTS. (A) Luego de incubar en normoxia (N, 21% O3) o hipoxia (H,
1% O2) por 24 h, las células fueron tefiidas con tincion Azul de Tripan para evaluar la viabilidad
celular. Se cuantificé el nUmero de células no tefiidas y se obtuvo su porcentaje con respecto al
namero total de células (tefiidas + no tefiidas). (B) Se cuantific6 el nUmero de células tefiidas
(células muertas) y se obtuvo su porcentaje con respecto al nimero total de células (tefiidas +
no tefiidas). En A y B, los datos mostrados son el promedio de tres experimentos independientes
(media = D.E.; *p<0.05). (C) Luego de incubar en normoxia (N, 21% O32) o hipoxia (H, 1% O2) por
24 h, se agreg6 el reactivo MTS a las células, que luego de ser reducido, fue cuantificado a 490
nm de absorbancia. (Silva y cols., 2016). Se cuantific la viabilidad normalizada a los valores
obtenidos en normoxia. Los datos mostrados son el promedio de tres experimentos
independientes (media + D.E.; *p<0.05).

5.3 LA HIPOXIA DISMINUYE LA CAPACIDAD DE MIGRACION DE CELULAS
DOK

Para determinar el efecto de la hipoxia en la migracion de células DOK,
cultivos celulares fueron expuestos a normoxia o hipoxia por 24 h, y
posteriormente las células fueron re-suspendidas, contabilizadas respecto a su
porcentaje de viabilidad, y depositadas en la parte superior de los insertos
Transwell. Después de 2,5 h, las células que migraron hacia el lado inferior de
los insertos fueron tefiidas y cuantificadas (Mendoza y cols., 2018). Como se
puede observar en la Figura 7, las células sometidas a hipoxia tuvieron una
disminucién estadisticamente significativa de la cantidad de células que migraron
hacia el compartimiento inferior, en comparaciéon a las células cultivadas bajo
condiciones de normoxia.
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Figura 7. Cuantificacion de la capacidad migratoria de células DOK mediante ensayo de
Transwell. (A) Luego de incubar en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 1% O2) por 24 h, las
células DOK fueron resuspendidas, contabilizadas y aquellas viables fueron sembradas en
cémaras transwell recubiertas con fibronectina, para permitir su migraciéon durante 150 minutos
(2 horas y 30 minutos) en condiciones de normoxia. Las células que migraron al compartimiento
inferior de la camara fueron visualizadas mediante tincion con cristal violeta. Se cuantificé la
migracién normalizada a los valores obtenidos en normoxia. Los datos mostrados son el
promedio de tres experimentos independientes (media + D.E.; *p<0.05). (B) Se muestra una
imagen representativa de 3 experimentos independientes.

5.4 HIF1a ES REQUERIDO PARA LA VIABILIDAD DE LAS CELULAS DOK

Para determinar el requerimiento de HIF1a en la viabilidad de células
DOK, éstas fueron cultivadas en 4 condiciones por 24 h, segun se describe a
continuacion: normoxia + DMSO, normoxia + inhibidor (10 uM), hipoxia + DMSO
e hipoxia + inhibidor (10 uM). Posteriormente, se cuantifico la viabilidad celular a
través de los ensayos de exclusion de Azul de Tripan (Figura 8 A) y MTS (Figura
8 B), observandose una disminucion en la viabilidad celular dependiente de
HIF1la segun determinacion por ensayo de Azul de Tripan, mientras que segun
el ensayo de MTS se observd una disminucion similar en todos los grupos con
respecto al control.
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Figura 8. Cuantificacion de la viabilidad celular de células DOK mediante ensayo de
exclusiéon Azul Tripan y MTS. (A, B) Células DOK fueron incubadas en normoxia (N, 21% O3)
o hipoxia (H, 1% 0O2), ya sea en presencia de DMSO (vehiculo) o inhibidor, por 24 h.
Posteriormente, las células fueron sometidas a andlisis por tincion con Azul de Tripan (A) y MTS
(B). En A, se cuantificé el nimero de células tefiidas y se obtuvo su porcentaje con respecto al
namero total de células (tefiidas + no tefiidas). Los datos mostrados son el promedio de tres
experimentos independientes (media + D.E.; *p<0.05). En (B) se agreg6 sobre el cultivo celular
el reactivo MTS, que luego de ser reducido fue cuantificado a 490 nm de absorbancia. La
viabilidad celular fue normalizada a los valores obtenidos en normoxia + DMSO. Los datos
mostrados son el promedio de 4 experimentos independientes (media £ D.E.; *p<0.05).

5.5 HIF1a ES REQUERIDO PARA LA MIGRACION DE LAS CELULAS DOK

Para determinar el requerimiento de HIF1a en la migracién de células
DOK, éstas fueron cultivadas en 4 condiciones por 24 h, segun se describe a
continuacion: normoxia + DMSO, normoxia + inhibidor (10 uM), hipoxia + DMSO
e hipoxia + inhibidor (10 yM). Posteriormente, las células fueron re-suspendidas,
contabilizadas con respecto a su viabilidad y depositadas en la parte superior de
los insertos Transwell. Después de 2,5 h, las células que migraron hacia el lado
inferior de los insertos fueron tefiidas y cuantificadas. Como se puede observar
en la figura 9, en los grupos donde se agregé el inhibidor de HIF1a existe una
disminucién de la capacidad migratoria de las células, tanto en la condicién de
normoxia, como en hipoxia.
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Figura 9. Cuantificacién de la capacidad migratoria de células DOK mediante ensayo de
Transwell. (A, B) Células DOK fueron incubadas en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 1% O3),
ya sea en presencia de DMSO (vehiculo) o inhibidor, por 24 h. Posteriormente, las células fueron
resuspendidas, contabilizadas con respecto a su viabilidad y sembradas al interior de los insertos
de Transwell precubiertos con fibronectina, para permitir que migren durante 150 min (2 h y 30
min) en condiciones de normoxia. Las células que migraron al compartimiento inferior fueron
visualizadas mediante tincién con cristal violeta. Se cuantificé la migracion normalizada a los
valores obtenidos en normoxia + DMSO. Los datos mostrados son el promedio de tres
experimentos independientes (media = D.E.; *p<0.05). (B) Se muestra una imagen representativa
de 3 experimentos independientes.

5.6 RESULTADOS ANEXOS

5.6.1 LA HIPOXIA AUMENTA LA CAPACIDAD DE MIGRACION DE CELULAS
OKFE Y CAL27

Es conocido que la hipoxia incrementa la capacidad migratoria en
diversos tipos celulares de cancer y no tumorales (Reyes y cols., 2020). Por lo
tanto, las observaciones realizadas en células DOK fueron inesperadas al
respecto. Para controlar los datos obtenidos en estos experimentos, se evaluo el
efecto de la hipoxia sobre la migracion de otras 2 lineas celulares, queratinocitos
no displasicos inmortalizados (OKF) y COCE (CAL27). De esta forma, los
cultivos celulares fueron expuestos a normoxia 0 hipoxia por 24 h, y
posteriormente las células fueron re-suspendidas y depositadas en la parte
superior de los insertos Transwell. Después de 2,5 h, las células que migraron
hacia el lado inferior de los insertos fueron tefiidas y cuantificadas. De esta forma,
se observé que en ambos tipos celulares, la hipoxia indujo un incremento
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estadisticamente significativo de la migracion celular en comparaciéon a las
células sometidas a normoxia (Figura 10 A, B, Cy D).
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Figura 10. Cuantificacién de la capacidad migratoria de células CAL27 y OKF mediante
ensayo de Transwell. Luego de incubar en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 1% O2) por 24
h, las células CAL27 (A, B) y OKF (C, D) fueron resuspendidas, contabilizadas y aquellas viables
fueron sembradas en camaras transwell recubiertas con fibronectina, para permitir su migracion
durante 150 minutos (2 horas y 30 minutos) en condiciones de normoxia. Las células que
migraron al compartimiento inferior de la camara fueron visualizadas mediante tincién con cristal
violeta. Se cuantificé la migracion normalizada a los valores obtenidos en normoxia. Los datos
mostrados son el promedio de tres experimentos independientes (media + D.E.; *p<0.05). (B, D)
Se muestran imagenes representativas de 3 experimentos independientes.
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6) DISCUSION

La expresion de HIF1a ha sido reportada en biopsias de pacientes, en
donde se ha visto un aumento de la expresion de esta proteina en muestras
diagnosticadas con displasia y COCE. Pese a esta asociacion, aun se desconoce
el rol de HIF1a en células de DEO a través de modelos in vitro. El objetivo de
este estudio fue determinar el efecto de la hipoxia y su dependencia con respecto
al factor HIF1a en la viabilidad y migracién de queratinocitos orales displasicos.

En este estudio se determind que los procesos de viabilidad y migracion
celular en queratinocitos orales displasicos son afectados en condiciones de
hipoxia, y que tanto en condiciones de normoxia e hipoxia, existe una
dependencia del factor transcripcional HIF1a (Figura 8 y 9). Esto cobra
relevancia, debido al poco conocimiento que se tiene del rol que cumple la
hipoxia en estas lesiones y su funcién en el proceso de carcinogénesis oral. Cabe
destacar, que este estudio es el primero en evaluar el efecto de la hipoxia en
queratinocitos orales displasicos, asi como la relevancia que tiene HIF1la frente
a esta condicion.

Al evaluar la estabilizacion de HIF1a (Figura 5), hubo un aumento en los
niveles de esta proteina frente a la hipoxia, lo anterior debido a que su proceso
de degradaciéon es oxigeno-dependiente (Huang y cols., 1998; Sutter y cols.,
2000), situacion que coincide, tanto con la hipétesis, como también con los
estudios previos que reportan un aumento de la expresion en muestras de DEO
y COCE a medida que aumenta el grado de severidad (Lin y cols., 2008, Guo y
cols., 2018, Patel y cols. 2019). Esta situacion puede deberse a una disminucién
en la disponibilidad de O2 a medida que progresa la severidad de esta patologia
(Mallia y cols., 2008). Ademas, esto se condice con la estabilizacion de HIF1a
gue se observa al estudiar distintas lineas celulares sometidas a hipoxia
(Maxwell y cols., 1999; Gunaratnam y cols., 2003; Cohen y cols., 2004; Bos y
cols., 2005; Erler y cols., 2006; Liang y cols., 2008).

Un aspecto importante de considerar cuando se estudia la estabilizacion
de HIF1a mediante hipoxia, es el tiempo de exposicion de las células a esta
condicion, ya que se sabe que los niveles de HIF1a fluctian dependiendo del
tiempo en el cual se ha expuesto a la hipoxia (Oh y cols., 2016), debido a un

mecanismo de feedback negativo, sumado a su rol como factor de transcripcion
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y su tiempo de vida media (Bertout y cols., 2008; Marin-Hernandez, 2009;
Semenza, 2010). En estudios con células de COCE sometidas a hipoxia, se ha
observado que HIF1a alcanza un pico de estabilizacion a las 16 h, siendo casi
dos veces mayor al valor obtenido en condiciones de normoxia, sin embargo,
disminuyendo a valores similares a los observados en este estudio al ser
estimuladas por 24 h (Zhang y cols., 2004; Gao y cols., 2019). Por lo tanto, es
relevante evaluar los niveles de estabilizacién de HIF1a con diferentes cinéticas
de exposicidon a hipoxia, para evaluar asi las temporalidad y consecuencias que
ello tendria en la viabilidad y migracién celular frente a niveles fluctuantes de
HIF1a.

Una observacion que resulto interesante fue la expresion basal de HIF1a
en queratinocitos displasicos orales en normoxia (Figura 5). Al respecto, se ha
documentado en muestras de COCE una nula expresion de vHL, proteina
necesaria para la degradacion de HIF1a (Zhang y cols., 2014), por lo que surge
la posibilidad que en DEO, esta proteina supresora de tumores pudiese estar
alterada, siendo por lo tanto relevante en etapas previas al cancer. Por otro lado,
seria interesante evaluar los distintos polimorfismos de HIF1la que existen en
DEO, tal como se realizé en muestras de COCE (Chen y cols., 2004) para

evaluar qué rol cumplirian en su estabilizacion y degradacion.

Otra observacion que se realiz6 en este trabajo de investigacion fue la
disminucién del nimero de queratinocitos displasicos orales viables frente a la
hipoxia (Figura 6), situacion que ocurrio a pesar de que HIF1a es estabilizado en
la misma condicion. Esto llama la atencion, a la luz de que muchos genes
blancos de HIF1a promueven la viabilidad celular en varios modelos de cancery
células embrionarias (Cohen y cols., 2004; Bos y cols., 2005; Bertout y cols.,
2008; Lvycols., 2017; Xuy cols., 2017). A pesar de la basta literatura al respecto,
existen lineas celulares de cancer de higado en donde se han observado
respuestas variables frente a la hipoxia al evaluar su viabilidad (Dubbelboer y
cols., 2019). A su vez, la hipoxia reduce el numero de células viables en lineas
celulares no cancerigenas (Tsui y cols., 2013; Zimmerman y cols., 2018), por lo
gue se propone que las células DOK, al ser parcialmente transformadas (Chang
y cols., 1992) podrian tener un comportamiento similar al de células no
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tumorales, dado que no poseen la maquinaria necesaria para responder de la

misma manera frente a la hipoxia.

Es sabido que la hipoxia genera un importante estrés fisiologico en las
células, induciendo apoptosis al generar dafios a nivel del ADN (Hammond y
cols., 2003), caida de los niveles de ATP y el impedimento de distintas funciones
celulares (Sendoel y Hengartner, 2014). La proteina supresora de tumores p53
tiene como funcién regular la muerte celular programada y el arresto del ciclo
celular (Geng y cols., 2010). La mutacion de este gen en células de cancer,
reduce la muerte celular inducida por hipoxia (Graeber y cols., 1996). Distintos
estudios asocian la severidad de la displasia con la expresion positiva de
mutaciones en el gen que codifica esta proteina (Kerdpon y cols., 1997; Batista
y cols., 2012; Suwasini y cols., 2018) lo que genera nuevas interrogantes de por
qué las células de displasia leve/moderada utilizadas en este estudio (Chang y
cols., 1992) responden disminuyendo su viabilidad (Figura 6). Por su parte, en
células de COCE la hipoxia inhibe la apoptosis celular y promueve la autofagia
a través del aumento en la expresion de circCDR1 y la actividad de la via AKT-
ERK1/2 (Gaoy cols., 2019), por lo que seria interesante evaluar ambos procesos
celulares, la expresion de estas proteinas en las células DOK sometidas a
hipoxia y las posibles mutaciones en p53 (Rowley y cols., 1998; Qiny cols., 1999;
Syafriadi, 2009).

Otro hallazgo de este trabajo de investigacién es que la inhibicion de la
funcién transcripcional de HIFla (Figura 8) viene acompafiada de una
disminucién en la viabilidad celular en ambas condiciones (normoxia e hipoxia),
lo cual va en linea con lo reportado previamente mediante la reduccion de HIF1a
por transfeccion (Lv y cols., 2017) o usando el inhibidor 3- (5'-hidroximetil-2’-furil)
-1-bencilindazol (YC-1) (Tsui y cols., 2013). YC-1 también cumple la funcion de
disminuir la expresion de HIF1a, lo que produce un incremento en los niveles de
p53 y sus genes blanco con funciones pro-apoptoticas (Tsui y cols., 2013). Al
usar metformina como inhibidor no especifico de HIF1a se ha observado la
pérdida de la integridad del ADN y un aumento de los niveles de ARNm de
caspasa-3, involucrada en el proceso de apoptosis (Guimarées y cols., 2016).
Por lo tanto, seria interesante evaluar estos niveles tras el uso del inhibidor

C26H29NOs (usado en esta tesis), asi como la relacion entre la expresion y funcion
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de HIF1a y p53 con sus genes blanco en queratinocitos orales displasicos
expuestos a hipoxia. Lo anterior, debido a que se ha propuesto la existencia de
una competencia entre HIFla y p53 por co-activadores necesarios para su
funcién transcripcional (Schmid y cols., 2004), asi como también otras
interacciones que podrian estar ocurriendo entre estas dos proteinas (Any cols.,
1998; Wenger y cols., 1998; Suzuki y cols., 2001; Hansson y cols., 2002; Chen
y cols., 2003; Sanchez-Puig y cols., 2005), debido a que HIF1la pareciera tener
funciones pro y anti-apoptéticas dependiendo del contexto (Sendoel y
Hengartner, 2014).

En los ensayos de inhibicion de HIF1a se obtuvieron resultados dispares
segun los ensayos de exclusién Azul de Tripdn y MTS (Figura 8). El primero
utiliza una tincion que no logra entrar al citoplasma de células viables, mientras
si es capaz de ingresar en aquellas no viables, debido a la pérdida de integridad
de la membrana plasmatica, lo cual permite cuantificar directamente aquellas
viables o no viables, inmediatamente después de la cosecha de células
provenientes de la condicién de hipoxia (Strober, 2015). Por el contrario, el
ensayo MTS requiere de un periodo de incubacién en condiciones de normoxia,
ya que evalla la tasa metabdlica mitocondrial de las células viables al
metabolizar MTS en formazan (Riss y cols., 2013), lo que es medido a través de
la absorbancia del medio de cultivo a 490 nm (Kuete y cols., 2017). Esta actividad
metabdlica puede cambiar por diferentes condiciones y tratamientos quimicos, y
no necesariamente debido al nimero de células viables (Plumb y cols., 1989;
Hsu y cols., 2003). De esta forma, seria posible explicar los valores similares en
los grupos expuestos al vehiculo o al inhibidor, dado que el ensayo de MTS se
realiza en ambiente norméxico, independientemente de que las muestras
provengan de un tratamiento previo de normoxia o hipoxia, situacion en la cual
la re-oxigenacion podria producir multiples respuestas en los procesos celulares
(Coheny cols., 2004).

Por otra parte, en este estudio se observo la disminucion de la capacidad
migratoria de las células DOK al ser sometidas a hipoxia (Figura 7), contrario a
la hipétesis planteada y a la literatura; ya que existen numerosos ensayos de
migracion y la evaluacién de distintos genes blancos de HIF1a involucrados en

este proceso en distintos modelos celulares de cancer en donde se ha descrito
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que la hipoxia promueve la migracion (Erler y cols., 2006; Ghoshal y cols., 2012;
Zhang y cols., 2012; Zhou y cols., 2015; Silva y cols., 2016; Castillo-Bennett y
cols., 2018). En estudios realizados en lineas celulares no cancerigenas se ha
reportado que la hipoxia no tiene efecto en la migracién celular (Li y cols., 2010;
Gardner y cols., 2017), y debido a que las células DOK son células con fenotipo
no maligno, sino parcialmente transformado y con cambios citolégicos distintos
al cancer (Chang y cols., 1992), podrian comportarse de manera similar.
Interesantemente, al ser sometidos a radiacion UV-A, estas células pierden
considerablemente mas capacidad migratoria en comparacion a queratinocitos
sanos y células de carcinoma oral, lo que se explica debido a que este estrés
genera un movimiento aleatorio y desorganizado no direccional (Niculite y cols.,

2018), dando una idea del efecto que tiene otro estrés, como la hipoxia en ellas.

Se han realizado distintos ensayos de migracion en esta linea celular, pero
principalmente ensayos de cierre de herida por 24 horas (Dil y Banerjee, 2011;
Fang y cols., 2015; Rajendiran y cols., 2015; Niculite y cols., 2018; Kralova y
cols., 2018; Wisniewski y cols., 2018). Usualmente los ensayos de Transwell
tienen una duracion variable dependiendo de la linea celular (Li y cols., 2010;
Guoy cols., 2014; Park y cols., 2017; Enjie y cols., 2019), por lo que fue complejo
definir el tiempo de duracion de este ensayo, al no disponer de evidencia previa,
ya que es fundamental seleccionar un tiempo suficiente para que las células
logren migrar y a la vez no sea demasiado para no saturar el sistema (Jutsus y
cols., 2014). En futuros estudios se deberia realizar ensayos a distintos tiempos

para evaluar si esta variable tiene alguna incidencia en los resultados obtenidos.

Como aproximacién a un modelo de carcinogénesis oral en distintas
etapas, se realizO el mismo ensayo de migracion celular en queratinocitos no
displasicos orales (OKF) y en células de carcinoma oral de células escamosas
(CAL27) (Figura 10), en donde la hipoxia promovié la capacidad migratoria de
ambos tipos celulares. Una interrogante que surge en relacion a este
comportamiento disimil de las células DOK, es sobre el posible mecanismo que
podria explicarlo. De esta forma, llama la atencién una observacion reciente de
nuestro grupo de laboratorio, en donde se demostrd que la presencia nuclear de
B-catenina, es considerablemente mayor en células DOK, en comparacion a las

otras dos lineas celulares (Reyes y cols., 2019). En este mismo estudio se
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demostré un incremento en la expresion de genes blanco de [B-catenina que
promueven la proliferacion celular, situacion que resulta intrigante, ya que se ha
propuesto una relacion inversa entre la actividad proliferativa versus la capacidad
migratoria en células tumorales (Reyes y cols., 2019). Por lo tanto, surge la
interrogante si es que procesos, como la acumulacion nuclear de B-
catenina, podrian condicionar la respuesta de células DOK frente a la
hipoxia. Se requeriran estudios adicionales para abordar ésta y otras

interrogantes.

Por otro lado, se report6é una disminucién de la migracion de células DOK
cuando se les administré un inhibidor de HIF1a, tanto en condiciones de
normoxia, como en hipoxia (Figura 9), lo que confirma la hipétesis del
requerimiento de HIF1a en este proceso. Estudios previos indican que el
silenciamiento de HIF1a (Guo y cols., 2014) produce la disminucion de la
actividad de la via Grupo de alta movilidad N 5 (HMGN5)-MMP2/MMP9 en
células de osteosarcoma (Enjie y cols., 2019), lo que causa una disminucién en
la migracion celular, similarmente a lo que ocurre cuando se utiliza un inhibidor
de HIF1a en células mesenquimales derivadas de medula 6sea en hipoxia,
evento que ocurre a través de la regulacion negativa de la via Kinasa asociada
a Rho 1 (ROCK1) — RAC1/2/3 (Choi y cols., 2016). Asimismo, la utilizacién de
vanilina, un compuesto anti-cancerigeno Yy anti-metastasico, regula
negativamente la capacidad migratoria de células de melanoma al inhibir la
expresion de ARNm de HIF1a mediada por STAT3 (Park y cols., 2017).

Como ya se ha descrito previamente, la expresion de HIF1a aumenta a
medida que aumenta la severidad de la DEO (Lin y cols., 2008; Guo y cols.,
2018; Patel y cols., 2019) y, al mismo tiempo, los queratinocitos displasicos van
cubriendo poco a poco la totalidad del espesor del epitelio (Speight, 2007). En el
momento en que logran invadir la lamina propia y migrar hacia el tejido conectivo
subyacente, es diagnosticado como COCE (Van der Waal, 2009; Dionne y cols.,
2015; Watanabe y cols., 2015; EI-Naggar y cols., 2017), por lo que se propone
gue la migracion seria un evento tardio en la progresion de esta patologia.

En la literatura, se han utilizado distintas estrategias para inhibir HIF1a
(Tsuiy cols., 2013; Guo y cols., 2014; Lv y cols., 2017; Park y cols, 2017; Rivas

y cols., 2020). ElI compuesto C2H20NOs es un analogo del acido
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ariloxiacetilamino benzoico usado como inhibidor farmacolégico selectivo contra
HIF1a (Lee y cols., 2007) que a concentraciones menores a 30 uM no afecta su
expresion en hipoxia (Rivas y cols., 2020), pero si el reclutamiento de p300/CBP
(Yu y cols., 2017), co-activadores transcripcionales de HIF1a (Huang y Bunn
2003), impidiendo la transcripcién de sus genes blanco (Semenza, 2010). En el
corto plazo, seria de gran interés evaluar la respuesta de las células DOK a
distintas concentraciones de este inhibidor (Lee y cols., 2007; Chuy cols., 2012;
Obama y cols., 2015; Cui y cols., 2016; Nouri y cols., 2016; Shirai y cols., 2016;
Hu y cols., 2017; Yamazaki y cols., 2017; Chen y cols., 2018; Wilkes y cols.,
2018) frente a los ensayos de viabilidad y migraciéon debido a posibles
interacciones que pudiera estar efectuando HIF 1a al estar estabilizado y no estar

cumpliendo su funcion transcripcional (Kaidi y cols., 2007).

El dimetilsulfoxido (DMSO) (Wang y cols., 2012) es una molécula soluble
en medios acuosos y organicos debido a que posee un dominio altamente polar
y dos grupos metilo apolares (Santos y cols., 2005) y se usa comunmente como
vehiculo de farmacos insolubles en agua en cultivos celulares (Pegg, 2007) y en
distintas neoplasias malignas (Goto y cols., 1996; Santos y cols., 2003; Kami y
cols., 2008). Interesantemente, se ha descrito que este compuesto detiene el
ciclo celular de células linfoides en la fase G1 (Teraoka y cols., 1996), ademas
de promover la expresion de la proteina supresora de tumores HLJ1 a través de
la proteina activadora potenciadora-1 (AP-1), lo que promueve la apoptosis
celular (Wang y cols., 2012). También se ha descrito que exacerba la
citotoxicidad inducida por el tratamiento con cisplatino en células de carcinoma
de Ehrlich (Osman y cols., 2015). Esto podria influir en los resultados obtenidos
al evaluar la viabilidad de las células DOK al ser utilizado como vehiculo del
inhibidor (Lee y cols., 2007), ya que podria potenciar el efecto de la hipoxia como
estrés fisioldgico en las células y la pérdida de la funcién transcripcional de
HIF1a. También se ha reportado la supresion de la expresion de la proteina pro-
invasiva MMP-2 (Koizumi y cols., 2003), gen blanco de HIF1a (Bertout y cols.,
2008), por lo que podria interferir en el proceso de migracion e invasion de las
células DOK. Para resolver esta interrogante, se propone utilizar en proximos
ensayos otro vehiculo, que no tenga efectos en estos procesos celulares, como

control (Lee y cols., 2007).
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Otra limitacidn de este estudio es el grado de displasia (EI-Naggar y cols.,
2017) de las células utilizadas. Como se ha reportado previamente, estas
lesiones tienen un comportamiento heterogéneo dependiendo de la severidad de
la displasia (Lin y cols., 2008; Guo y cols., 2018; Patel y cols., 2019), por lo que
se sugiere a futuro utilizar queratinocitos orales con distintos grados de displasia,

para comparar su respuesta frente a la hipoxia.

Como ya se ha definido, la hipoxia es la disminucién en la disponibilidad
de oxigeno (Bertout y cols., 2008). En este estudio se utiliz6 una técnica de
“hipoxia fisica” con una camara hermética sellada que se llené con una mezcla
de gases para inducir condiciones hipoxicas in vitro (Silva y cols., 2016). Existe
otro método para generar este estimulo en cultivos celulares llamado “hipoxia
quimica” (Maxwell y Salnikow, 2004), en donde se utiliza niquel (Ni?*) o cobalto
(Co?*) para producir respuestas similares a la hipoxia en las células
(Brahmachari y Joseph, 1973; Salnikow y cols., 1999), debido a la sustitucion del
hierro (Fe?*) en dioxigenasas, inactivando a las enzimas que participan en la
degradacion de HIF1a, y por lo tanto activando su via de sefializacion (Maxwell
y Salnikow, 2004), pero ademas efectos citotoxicos en las células (Permenter y
cols., 2013). Por lo tanto, seria interesante comparar los resultados en ensayos
de viabilidad y migracién, utilizando estos dos tipos de hipoxia en las células
DOK.

Debido a que HIF1a esta sobre-expresado en un variado nimero de
tumores malignos y asociado a un peor prondstico (dos Santos y cols., 2012; Li
y cols., 2012; Zhou y cols., 2017; Han y cols., 2020), los tratamientos basados
en esta proteina se han convertido en una estrategia prometedora para tratar el
cancer (Wigerup y cols., 2016). Un nimero creciente de agentes anticancerosos
han demostrado la capacidad de inhibir la via de HIF1a a través de distintos
mecanismos que incluyen: la reduccién en los niveles proteicos 0 de ARNm de
HIF1qa, inhibir su union al ADN vy la transcripcion de genes blanco de HIF1a
(Semenza, 2007), lo que suprime el crecimiento y promueve la apoptosis celular
hipoxia-dependiente, en cancer hepatico y prostatico (Cheng y cols., 2019), de
pulmén (Jacoby y cols., 2010), linfoma (Kim y cols., 2020), pancreatico (Logsdon
y cols., 2016) y mamario (Oh, 2016). Interesantemente, se ha reportado que en
modelos in vivo de COCE, la metformina (clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida),
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ademas de ser el farmaco terapéutico de primera linea para la diabetes mellitus
tipo 2 (Leone y cols., 2014), sensibiliza la respuesta al tratamiento con cisplatino
mediante inhibicion de la via de sefalizacion factor nuclear kappa (NF-kB) / HIF-
1a (Qiy cols., 2016). Por lo que una mejor comprension del rol de HIF-1a en la
carcinogénesis oral, podria ofrecer nuevas vias para el uso de este como diana
terapéutica y asi generar nuevas préacticas clinicas en el tratamiento del cancer

y displasia oral (Soni y Padwad, 2017).
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7) CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se evaluo si el factor de transcripcion
HIF1a cumple un rol en los procesos celulares de viabilidad y migracion de los
queratinocitos displasicos orales al estabilizarlo mediante hipoxia, lo cual no

habia sido reportado a través de modelos in vitro. Entonces, se concluye que:

. La hipoxia estabiliza a HIF1a y ademas produce una disminucion en el
namero de células viables y capacidad migratoria de los queratinocitos
displasicos orales.

. El factor de transcripcion HIF1a es requerido para la viabilidad y migracion

de queratinocitos orales displasicos.

. Los queratinocitos orales displasicos poseen un comportamiento distinto
a otras lineas celulares comunmente usadas en el modelo de carcinogénesis

oral, al ser sometidas a hipoxia.

Estos resultados sugieren que HIF1a es requerido en los procesos de
migracion y viabilidad celular en las etapas iniciales de la carcinogénesis oral.
Esta y futuras investigaciones serviran para comprender de mejor manera los
mecanismos moleculares asociados al inicio y progresion del carcinoma oral de

células escamosas.
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9.1 ANEXO 1
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9.2 ANEXO 2
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9.3 ANEXO 3
Datasheet Inhibidor HIF1a

SAFETY DATA SHEET
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OEhar Infommetion

Unkrown Acuts ity 1D0% of the mixtune consists of Ingrediantis) Of Lnknown ooty

NFP& Heaith Fazams o HMIZ Health hazards |
Flarmmaisty 1 Flammabilty 1
Etabiky o ) Physical hazans I
Fryysical and chemicai - . Parzonal protection -
properies

3. COMPOSITIOMANFORMATION ON INGREDIENT 5

CAE Mo 534583-50-5
Bfoderuiar Weilght 43551
oy CaHa=MC:
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BC- IO - Hyroos nducble tecioe- e imhibior Bevision date Hl-Mae-200H
| Chamical harms CAS Mo | Welght % Dl LD Dwermal LDS0 inhalafon LES)
Hypoxs nducible fecioe-1e | EESEI-000 e - - -

imhisdor

4 FIRST &4ID MEASURES

Flirst Ald Maasures

Semeral acvice Consull a phigsician Fnecessany. Remoe o fresh air.

Eye contzct \Aiarsh with pleniy of waler.

Skin Contact \Biacsh skin with soap and waler,

inhaabon REmcs o fresi air I breathing |s ESoult, ghve onyigen B nol bresthing, gve aritfical
respiration

Ingestion Mever give amyiiing by moul b an unconscious person. Clean mou with walkesr,

Mt Important sympioms and effects, both acuts and delaysd

‘Sympioms Ko information avallabie.

Indicaation of any Inmediate medical attention and specdal matment nesdad

dobe io physidans Treak symplomadoaly.

a. FIRE-FIGHTING MEASUURES

Sultable Edinguishing Madla

‘Suiabie Extinguishing Media s exfinguishing measures Tt are appropriate b ocal circumsiances and the
surouURding BT IFORmEnt

Lnsuitabis ExBnguishing Meda e

Specific harands arising from tha chemical
mﬂnmu:mumm Mo Informaton analkaiie,

Haramious combuston products: Carbon oxides. Mirogen oorides (PR

dats
SersSvity b Mectanical Impact Ko Infarmation avallahie.
SersEvity i Static Discharge Ko Infarmation avaliahos.
Profaciive squipment and precaudions for N
Frotectie squipment and precations. As In sy fire, wear ssf-rontainsd breathing aopparts. pressure-demand, MEHANIDEH
for fircighiers (approwed or squidaient) and full prodecive gear.

. ACCIDENTAL RELEASE MEASURES

Parscnal precautions, probective squipmesnt and procadurss

Fersonal precautions Ensure adequate ventiation, sspedaly In confined aneas.

Envircnmental precaudons

Emvironmenial precauions Se Section 12 for addifional Ecoicgical Informabion,

Methods and materal for contalnment and dsaning up

lthioads for combainment Prevent furier salcsge or spll bage B safe io do so

Mleihicads for Cieaning up s personal prokective squiprment a5 reguired. Cover powder splll with plastic shest or B

o minimiz= spreading and Kesp powder dry. Take up mechanically, piacing In appropriaks
containess for disposal. Awoed oeaing dust. Clhean contaminabed sudace Tonoughiy.

Saniw Uroe Sofecfnoiogy, ne wrew ool com 20
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7. HANDLING AND STORAGE

Pracautions for afs handiing
Advice on sate handing Coroshve hazan. Wear prisctive gioves/oothing and syeSace probeciion. Handie In
acoordanos wif good nchusrisl Frepiens and safety practos.

Conditions for safe storags, Inchuding Ittiag
Slorage Condtions Hizszp- EﬂLm ciosed In & dry, cool and wel-vendabed place. Siore af -20 “C.

noompatihie materiak Mionz known based on isformation supplied.

8. EXPOSURE CONTROLSPERSONAL PROTECTION

Conirod
Exposune Gulde]ines This product, & supplied, doss mot contan ary Farsmious malerialks with ocoupational
ENposure Imis asiabised by the reglon spedfic reguialony bodes.
anginesring conros
Enginsarng Comds
Eyeash shtions

wentiation oy sEmes

Indbaiicueal profecion messurses, Buch a8 paraonal equipmeant

EyeTace proiection Wear safisty plasses with side shisids [or poooees).

‘Siin and Eody Protection \Wear protective gioves and profeciive dothing.

Respiraiory protecion It expoesure Imis are Exceeded oF imiation s expenenced, NICESHSHA. spproved
respiraiory protechion should be wom,. Posive—pressune suppiled air respirabors may be
regquired for high airbome contamirant ConcenTatons. REspiraory profecion must be
prowided in scoondance with cument ool regealations.

General Hypgens Consioeraions Hande In accordance wih gocd RdusTial hyplers and sately practios

3. PHYSICAL AND CHEMICAL PROPERTIES

Fhysical Eaie Sodid

ADpearsnoe Fiz information anallahee
o I IR ation: Svalkabee:
Property Values

pH o Irrformaion avalabe
Isiefing poinbTreszing point P Irrformeaton: aval ke
Boling point 65548 "C

Aash point IS IT T

Density 1.25 giom?®

Evaporation mai= Fém Irformrafon aval abee
Upper fTammati By imis o Irrformaion avalabe
Lowesr Tammabd By Imit Fém Irformrafon aval abee
‘WEpor pressune o

Vapor density o Irrformaion avalabe
Speciic gravity P Irrformrestion: aval ke
‘iater soubIRy o Irrformaidon avalabe
Solubisy In ofer sohvents P Irrformrestion: aval ke
Farttion coemicient o Irrformaion avalabe
Auricignition temperature P Irrformrestion: aval ke

Sanie Do Selfecfinoiogy, bec www.achi com
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[DeOmIES 0N REmperature P Imformnadon avaliabee

Frematic viscoshy Féo [rformadon: aval abde

ENpiOEe properties Ho Information avalahe

Chuidizing propeties Fi information avallabis

10. STABILITY AND REACTIVITY

Feackvity Kot applicable

Chemical siability Sable under recommended storage condbons.
[FosslbiEy of Hazardous: Reactons Fone under pommal processing.

Harymious, poiymentzstion g Information avalahde.

Conditions Mo awokd Extremnes of iemperaiune and drect sunbght.
incompatinie mabsriak Sirong ovidEng agenis

Haramious Decomposion Products Carbon caddes. Hlmnu:mmulﬂcu'].

1. TOXICOLOGICAL INFORMATION

Infoemnatican on lkedy roubes of sxpoaurns

mhaation Fio datn avalabie.
Ey= contact Fix daba avalanie.

Ekin Contact hio datn avalabie.

ngestion Fi datn Avalabis.

Infoernaticn on tosdcologheal sffects

Eympioes N Infrmaion avallabee.

Delayed and Immediats effects &2 well 33 chronlc effscts from shor and long-tsm exposurs
Chronic Touicky Ho Infarmafion avallabie.

Humerical messures of toadolty - Product Information

Uninaowam acuie bowcity 00 of the mibrure consists of ingredient|s) of unknosn owciy

12. ECOLOGICAL INFORMATION

Ecobowicy Ky cause long asing Fammiul efiscls b aquaic B

100% of the mivtune consishs of comporenizis) of unknown hazards D e squashic smdmament.

[Fersisience and degradabl By Fix informaton avikabde

Bloaccumulaton g Information avalahde.

Miobility Ho information avallabis.

13. DISPOSAL CONSIDERATIONS

Disposal of wasies Cisposal should be In accondance with appdcabies regional, nabional and local laws and
reguiabions.

Comaminaed packagng Do not reqss contnes.

14. TRANSPORT INFORMATION

Sarir Crue Solwchnoiogy, ke weew schl com 4i8
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DoT hiot reguiated
1% 13 Mot regulatasd

IATA Mot regulated

15. REGULATORY INFORMATION

Infermational Inventorss

‘2l of The componanis. In the prodisct are on the Tollowing Invendory lisks.

o Information mvailabie

X - Lisled

TREA - Lised' Safes Took 5 Lol A By ¥

OELNDEL - ¢ L Limifdo | List

EWNECEELNCS - Swrspaen o L Lis' oof Notsies! Chermce! Subslasras
ENCE - jmpan et e i

IEERE - Chane = i

KECL - & e & Lh

RECE - F = Ch [ i

US Fedaral ons

SARS 3

Secton 313 of TRe W of the: Supseriund Amendments and Resuthorzaion Adt of 1355 (2ARAL This product doss not contain amy
chemicals winich ane subject o the: reporting reguirements. of the At and Tie 40 of e Code of Federal Reguistions, Fart 372

BARA 3114312 Hazard Cateqorias
Arute heakn hazan

Cironic Heith Hazam

Fire hazand

Sudden reiease of preszune ham
Feacve hazard

CWA (Clean Water Act)
This product does not contain any substances reguiated as polutants parsuant o fe Ciean Water Act (40 CFR 12221 and 40
CFR 122420

L5 state Reguiations

Callfiomia Proposltion 65
This product does rot contain any Froposition 65 chemicais.

L5, Stafs Right-to-Know
This product does rot contain any subsbnoes reguiaked by state rght-io-know reguiations

EEEEE

16. OTHER INFORMATICHN

[Rision noks Mo Information avallahis

Saniw Crus Bolechaoikgy, e wew. achi com LT
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Di=cialmear

Thee Infomation prowided in this Materisl Safety Dats Sheet ks comest io the besf of our knowisdge, Information and belle! af Ge
daks of s publication. The Informaton ghven s designed only as a guidance for safs Fanding, ==, processing, storage,
ransporiation, disposal amd nedeases and |s mot 1o be considersd a warmanty or quality specficabion. The rbrmabon neiates only io
fhe spectic malerial designated amd may nof be vald or such maberal used in combinaton with ary other materials or in amy
process, uniess specified in e 2t

Ered of Tadefy Data 3hest
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