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1) RESUMEN  

Introducción: El carcinoma oral de células escamosas (COCE) es comúnmente 

precedido por alteraciones tisulares y celulares acotadas al epitelio, denominado 

displasia epitelial oral (DEO), y cuyo conocimiento es aún limitado. En COCE, 

existen zonas que experimentan una disminución en la disponibilidad de O2, 

condición 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 transcripción heterodiméricos, compuestos por una subunidad α y 

una β, y que promueven la expresión de genes de adaptación frente a la hipoxia 

e involucrados en la mantención del metabolismo, viabilidad, angiogénesis, 

migración e invasión celular.  Particularmente, los estudios se han centrado en 

la subunidad HIF1α, la cual se estabiliza en hipoxia y se degrada en presencia 

de O2. De esta forma, una alta expresión de HIF1α en COCE se asocia a mal 

pronóstico y menor sobrevida. Interesantemente, se ha reportado la expresión 

de HIF1α en muestras de DEO, y que además existe un aumento progresivo de 

esta expresión desde mucosa oral sana a DEO y COCE; sin embargo, no se ha 

reportado el rol de HIF1α en células de DEO a través de modelos in vitro. 

Objetivo: Determinar la viabilidad y migración de queratinocitos orales 

displásicos en hipoxia mediante la estabilización de HIF1α.   

Materiales y métodos: Se utilizaron células de displasia oral (DOK) cultivadas 

en normoxia e hipoxia durante 24 horas. Se obtuvieron extractos de proteína total 

y se determinó la estabilización de HIF1α mediante Western Blot. Para evaluar 

viabilidad y migración se realizaron ensayos de MTS, exclusión de Azul de Tripán 

y Transwell. Además, se evaluó el requerimiento de HIF1α utilizando un inhibidor 

de HIF1α.  

Resultados: Se observó un aumento en la estabilización de HIF1α y una 

disminución en la viabilidad y migración al cultivar las células DOK en hipoxia. 

Por otro lado, el tratamiento con el inhibidor acentuó esta disminución en ambos 

procesos celulares. 

Conclusiones: Estos resultados sugieren que HIF1α es requerido en estos 

procesos en las etapas iniciales de la carcinogénesis oral. 
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2) MARCO TEÓRICO 

 

2.1 CARCINOMA ORAL DE CÉLULAS ESCAMOSAS 

 

La cavidad oral está cubierta por epitelio escamoso estratificado 

compuesto principalmente por queratinocitos orales (Nanci, 2018) y es 

relativamente resistente a lesiones, pero frente a la exposición a carcinogénicos 

y/o promotores tumorales, se pueden producir cambios en él, pudiendo generar 

lesiones malignas (Neville y Day, 2002).  

El cáncer oral es un subtipo de cáncer de cabeza y cuello que puede surgir 

como una lesión de origen primario en los tejidos orales que recubren la boca, 

labios, encías y la lengua (Huang Liu y cols., 2014). Los tipos de cáncer que se 

presentan en la boca incluyen neoplasias malignas tales como osteosarcomas 

de los huesos maxilares, linfomas, adenocarcinomas de glándulas 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 más 

común en los países 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 exposición a estos factores de riesgo, lo cual sugiere que causas 

adicionales, como la predisposición genética, la dieta o presencia de virus 

oncogénicos, podrían ayudar a las células a escapar de los mecanismos de 

control de la proliferación (Xi y cols., 2009). En cuanto a sus tasas de mortalidad, 

sólo entre el 40-50 % de los pacientes sobreviven a los 5 años (Fronie y cols., 

2013), sin embargo, el pronóstico mejora frente a un diagnóstico precoz al ser 

tratado antes de la infiltración de nodos linfáticos (Sciubba, 2001; Van der Waal, 

2009). Se ha propuesto que la naturaleza invasiva y metastásica de COCE es 

una consecuencia de su adaptación al microambiente hipóxico que se genera en 

su estructura debido a su acelerada proliferación y función vascular anormal 

(Eckert y cols., 2011). 

EL COCE es frecuentemente precedido por lesiones cuyo diagnóstico 

histopatológico es de displasia epitelial oral (DEO), la cual corresponde a 
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alteraciones celulares y tisulares en el epitelio oral, que revelan una modificación 

en la maduración 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 progresión a través de etapas potencialmente malignas, previo a la 

invasión real; iniciando con la DEO, continuando en el carcinoma in situ (CIS) y 

culminando en COCE (Watanabe y cols., 2015) (Figura 1).  

 

 

 

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 sanguíneos. 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 más profundas sufren alteraciones morfológicas en forma 

y tamaño. Este nuevo estado representa una respuesta de adaptación frente a una estimulación 

dañina, que se conoce como displasia oral. La displasia oral puede clasificarse en leve, 

moderada o severa, según la extensión de la lesión y la presencia de marcadores moleculares 

inducidos como resultado de la expresión genética alterada. La displasia oral se considera la 

etapa previa del carcinoma oral de células escamosas (COCE) y el predictor más fuerte de 

transformación maligna en cáncer. Durante el COCE, cambios fenotípicos 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 invasión del tejido conectivo y su incorporación a los vasos 

sanguíneos (intravasación). 
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2.2. DISPLASIA EPITELIAL ORAL 

 

La DEO es considerada como un término de diagnóstico histopatológico 

(Watanabe y cols., 2015) y se puede presentar en desórdenes potencialmente 

malignos, siendo la leucoplasia y la eritroplasia las lesiones más comúnmente 

asociadas a displasia (Speight, 2007; Watanabe y cols., 2015). El análisis 

histopatológico de las biopsias de estos desórdenes potencialmente malignos es 

el “Gold standard” para el diagnóstico de displasia (Speight, 2007; Aguirre y 

Aguirre, 2008).  

En el año 2005 la Organización Mundial de la Salud (OMS) clasificó 

histológicamente la displasia oral según su grado de diferenciación en leve, 

moderada y severa, y las características de cada una están íntimamente 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 (El-Naggar y cols., 2017). Es así como, en la DEO leve se observan 

cambios citológicos y arquitectónicos 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 guía para estimar la potencial progresión 

de las lesiones orales, aumentando el riesgo de transformación maligna a 

medida que aumenta el grado de DEO. Por lo tanto, el diagnóstico de DEO está 

asociado con una mayor tasa de desarrollo de cáncer invasivo, la cual varía 

considerablemente según distintos estudios, con una fluctuación 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; Martínez y 

cols., 2016). 

Se han realizado múltiples 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 

específicos 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 evolución desde las etapas más tempranas hasta las más 

avanzadas, el diagnóstico histopatológico de las DEO aún es complejo y 

subjetivo (Reyes y cols., 2019). 
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La comprensión de la biología de estos desórdenes potencialmente 

malignos con diagnóstico histopatológico de DEO, y en especial su relación con 

la adaptación a microambientes hipóxicos, podría servir para enfrentar su 

tratamiento de mejor manera y permitiría mejorar la tasa de supervivencia debido 

al diagnóstico y manejo en el estado “pre-canceroso” (Dost y cols., 2014; 

Watanabe y cols., 2015). Por lo tanto, la DEO es una lesión 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 RELACIÓN CON EL CÁNCER 

 

El oxígeno molecular (O2) es requerido en el metabolismo aeróbico para 

mantener la bioenergética intracelular y tiene un papel fundamental como 

captador de electrones en múltiples reacciones orgánicas e inorgánicas (Pereira 

y cols., 2013). El aire ambiental tiene una composición de 21% de O2 (150 mm 

Hg), 78% de N2 y <1% de CO2 y la mayoría de los tejidos de los mamíferos 

presentan una disponibilidad entre 2%-9% de O2 (en promedio a 40 mm Hg) (Jing 

y cols., 2019). Por lo tanto, la condición de hipoxia es definida usualmente como 

cualquier situación en donde haya disponibilidad de ≤2% de O2, mientras que la 

hipoxia severa o anoxia se define como ≤0,02% de O2 (Bertout y cols., 2008). 

La capacidad de las células cancerosas para adaptarse a condiciones 

adversas del microambiente tumoral, como la privación 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 adaptación a hipoxia, aquellos 

mediados por los factores inducidos por hipoxia (HIFs) (Bertout y cols., 2008; 

Pereira y cols., 2013). Dentro de los tumores sólidos existen regiones que 

experimentan privación leve a severa de O2 debido a su proliferación acelerada, 

además de una función vascular anormal (Pereira y cols., 2013; Walsh y cols., 

2014). Estudios histopatológicos sugieren que las células tumorales están 

expuestas a una gradiente de O2 que disminuye gradualmente a partir de una 

oxigenación eficiente, cerca del estroma peritumoral, hasta cercano a la anoxia 

en las zonas que bordean las regiones necróticas en el centro del tumor (Bache 

y cols., 2008; Simon y cols., 2008) (Figura 2). Este estrés hipóxico induce la 

expresión de un conjunto de genes que regulan la homeostasis del suministro de 
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oxígeno (Feron, 2009; Ayala y cols., 2010). Dentro de los carcinomas de cabeza 

y cuello se ha reportado una disminución en la disponibilidad de O2 a menor 

diferenciación histopatológica (Li y cols., 2012). Sin embargo, el efecto de la 

hipoxia en el inicio y progresión del COCE no ha sido completamente 

estudiado.  

              

        

 

 

Figura 2. Concentración de O2 en tumores sólidos (adaptado de Rivas, 2018). A medida que 

aumenta el tamaño de la masa tumoral, la concentración de oxígeno molecular disminuye, 

afectando principalmente a las células tumorales más lejanas a la fuente de irrigación.  

 

Durante la mayor parte del siglo XX, la investigación sobre hipoxia se 

centró en la respuesta que existe frente al tratamiento del cáncer (Bertout y cols., 

2008). Las regiones hipóxicas están asociadas a un metabolismo celular 

alterado, como también a una resistencia aumentada a la radiación y a la 

quimioterapia (Moeller y cols., 2004; Jing y cols., 2019). La ineficiente 

oxigenación tumoral es un predictor de mal pronóstico en múltiples lesiones 

malignas y es independiente al tratamiento realizado (Chan y Giaccia, 2007). En 

pacientes con cáncer de cabeza y cuello en etapa IV tratados con radiación con 

o sin quimioterapia, se asoció una menor sobrevida cuando hay menor 

oxigenación en el tumor, confirmando la influencia del grado de oxigenación en 

el pronóstico de estos pacientes (Rudat y cols., 2001). Por lo tanto, la búsqueda 

de estrategias terapéuticas debe considerar el grado de hipoxia del tumor para 

obtener un mejor resultado frente a casos de cáncer de cabeza y cuello (Walsh 

y cols., 2014). 
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2.4 HIPOXIA Y SU RELACIÓN CON EL COCE Y DEO 

 

El tabaco es uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo 

de cáncer 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 más del 50% de los casos de desórdenes potencialmente malignos 

con el consumo de tabaco (Bokor-Bratić, 2003). El humo del tabaco contiene 

químicos carcinogénicos, que son metabolizados por enzimas oxidativas 

llegando a formar especies reactivas de oxígeno, 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 vasoconstricción periodontal aguda de la encía 

e inhibe la angiogénesis, debido a la nicotina (Scott y Singer, 2004). Se ha 

observado que pacientes fumadores exhiben menor disponibilidad de O2 en la 

mucosa oral en comparación a no fumadores (Hanioka y cols., 2000), lo que 

podría deberse a que repetidas respuestas vasoconstrictivas pequeñas debido 

al humo del tabaco podrían contribuir a una disfunción vascular gingival 

(Mavropoulos y cols., 2003). 

Por otra parte, se evaluó la absorción de hemoglobina oxigenada 

mediante reflectancia difusa en distintas muestras de mucosa oral sana (MOS), 

DEO y COCE (Mallia y cols., 2008). La absorción fue más prominente en 

voluntarios sanos, y estas absorciones se volvieron menos pronunciadas en 

DEO y mínimas en COCE, lo que sugiere una disminución en la disponibilidad 

de O2 a medida que esta patología progresa (Danielson, 1996; Mallia y cols., 

2008). Por otro lado, se ha reportado que en DEO y COCE existe un cambio en 

la expresión de transportadores de glucosa de transmembrana (GLUT), situación 

que sugiere un cambio en el metabolismo dependiente de O2 (Zhang y cols., 

2013; Angadi y Angadi, 2015). Los GLUT, son proteínas 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 energía es 

inadecuado (Carvalho y cols; 2011). Mientras que en MOS no se ha reportado la 

expresión de GLUT-3 y GLUT-4, ésta sí ha sido detectada en muestras de DEO 

(Feitosa y cols., 2018); además, existe un aumento en la expresión de GLUT-1 

en muestras de DEO en comparación a MOS (Angadi y Angadi, 2015; Pereira y 

cols., 2016), lo que sugiere un cambio en el método de obtención de energía por 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780122147302500236#!
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parte de las células desde fosforilación oxidativa a glicólisis, debido a la menor 

disponibilidad de O2 (Zhang y cols., 2013; Angadi y Angadi, 2015). Por último, se 

ha observado que la enzima anhidrasa carbónica IX (CA-IX), la cual es 

responsable de mantener el equilibrio ácido-base en el citoplasma, 

especialmente ante la acidosis metabólica presente en la hipoxia (Zhang y cols., 

2017), está sobre-expresada en muestras de DEO, en comparación a MOS 

(Pérez-Sayáns y cols., 2014; Pérez-Sayáns y cols., 2015). Si bien, no se han 

realizado estudios in vivo que evalúen los niveles de O2 disponibles en DEO; 

estos distintos marcadores de hipoxia nos permiten inferir que existe un menor 

grado de disponibilidad de oxígeno en DEO. 

Por lo tanto, comprender los mecanismos moleculares asociados al 

inicio y progresión del cáncer oral, sobre todo aquellos vinculados a la 

hipoxia tumoral y su adaptación a través de HIFs, puede facilitar la 

identificación de nuevos marcadores predictivos y de pronóstico, además 

de nuevos objetivos terapéuticos para el tratamiento del cáncer oral (Eckert y 

cols., 2012). 

 

2.5 FACTORES INDUCIDOS POR HIPOXIA (HIFs) 

 

Los factores inducidos por hipoxia (HIFs) son factores de transcripción 

heterodiméricos, conformados por una subunidad α y una subunidad β (Wang y 

cols., 1995). Al dimerizar estas subunidades, se unen a elementos de respuesta 

a hipoxia (HRE) ubicados en el promotor de múltiples 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 vías independientes de HIF que responden a cambios en la 

disponibilidad de O2 (Bertout y cols., 2008). En mamíferos existen tres genes 

descritos que codifican variantes de la subunidad α y son regulados de manera 

similar por la disponibilidad de O2. HIF1α y HIF2α son los más descritos en la 

literatura (Simon y Keith, 2008), siendo HIF1α de expresión ubicua, mientras que 

HIF2α y HIF3α se encuentran en tejidos específicos (Gu y cols., 1998; Wiesener 

y cols., 2003). En condiciones de hipoxia, HIF1α incrementa sus niveles por 

estabilización (ver más adelante), dimerizando con la subunidad HIF1β, situación 
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que lleva a su unión a HRE de genes diana (Griffiths y cols., 2007), promoviendo 

la activación de la transcripción de éstos (Bertout y cols., 2008) (Figura 3). 

 

            

 

Figura 3. Estabilización de HIF1α por hipoxia (adaptado de Chan y Giaccia, 2007). En 

condiciones normóxicas, la subunidad α es hidroxilada por prolil hidroxilasas (PHD). Esto permite 

la interacción con la proteína supresora de tumores von Hippel-Lindau (VHL), que dirige a HIF1α 

al proteasoma para su degradación. Por otro lado, la función de las PHD es oxígeno-dependiente 

y es inhibida en hipoxia, lo que conduce a la estabilización de HIF1α y a su unión con la subunidad 

β. El dímero conformado por HIF1α y HIF1β ingresa al núcleo, uniéndose a elementos de 

respuesta a hipoxia de genes blanco para activar la transcripción de ellos y producir una 

respuesta frente a la hipoxia. 

 

La actividad de HIF1α y su unión al ADN son rápidamente inducidas en 

hipoxia (1% O2), y decaen de igual forma frente a la re-oxigenación de las células 

a niveles ambientales de O2 (21%) (Jiang y cols., 1996). Así, se ha demostrado 

que la estabilidad de la subunidad α es regulada por medio de una región de 200 

aminoácidos llamado dominio de degradación oxígeno-dependiente (ODD) 

(Huang y cols., 1998). En células expuestas a O2, HIF1α es hidroxilada, 

ubiquitinada y posteriormente degradada por el proteosoma 26S (Kaelin y 

Ratcliffe, 2008), mientras que, en hipoxia, esta degradación es bloqueada debido 

a la inhibición de las enzimas prolil hidroxilasas (PDH) sensibles a O2 (Sutter y 

cols., 2000), situación que lleva a la estabilización de HIF1α e incremento en sus 

niveles (Semenza, 2012) (Figura 3). De esta forma, la estabilización de HIF1α 

tiene como consecuencia la expresión de genes asociados a la proliferación y 

supervivencia celular (Gunaratnam, 2003), cambios metabólicos (Semenza, 

2011) y la activación de vías que promueven la migración e invasión celular (Erler 
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y cols., 2006; Krishnamachary 2006; Chan y Giaccia, 2007; Zhang y cols., 2012). 

Por su parte, HIF1β es expresado constitutivamente y no es dependiente de los 

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

2.6 HIF1α Y SU ROL EN LESIONES MALIGNAS  

 

En numerosos estudios se ha reportado la sobre-expresión de HIF1α en 

una amplia gama de tumores malignos humanos (Bertout y cols., 2008). La 

acumulación de esta proteína se ha asociado a una menor sobrevida de los 

pacientes de cáncer cervical (Birner y cols., 2000), de mamas (Schindl y cols., 

2002), oligodendroglioma (Birner y cols., 2001 a), cáncer de ovario (Birner y 

cols., 2001 b), endometrio (Sivridis y cols., 2002) y carcinoma de células 

escamosas orofaríngeo (Aebersold y cols., 2001). Por otra parte, se ha descrito 

que HIF1α activa la vía de señalización del factor de crecimiento transformante 

β (TGF-β) / receptor de factor de crecimiento epidermal (EGF-R) en células de 

carcinoma renal sometidas a hipoxia (Gunaratnam, 2003), además de disminuir 

la expresión de E-cadherina, produciendo la pérdida de uniones célula-célula e 

incrementando su potencial migratorio e invasivo (Zhang y cols., 2012). Además, 

se ha descrito que la activación de HIF1α aumenta la secreción de factores de 

crecimiento, como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), factor de 

crecimiento transformante β (TGF-β), factor de crecimiento derivado de 

plaquetas (PDGF) y receptor de factor de crecimiento epidermal (EGFR) en 

carcinogénesis prostática y de mamas (Bos y cols., 2005; Berger y cols., 2003; 

Kimbro y Simons, 2006).  

La proteína supresora de tumores von Hippel–Lindau (vHL) cumple la 

función de reconocimiento de un complejo multi-proteico que se dirige a HIF1α 

para la poliubiquitinación y su posterior degradación (Zhang y cols., 2014) (Figura 

3). Este proceso se ve inhibido en células en ambientes hipóxicos, lo que 

conlleva a la estabilización de HIF1α, su translocación al núcleo y expresión de 

sus genes blanco (Bertout y cols., 2008). Estudios previos demostraron que 

células de carcinoma renal con ausencia de vHL expresan constitutivamente 

HIF1α y HIF2α, así como también muchos genes blanco de HIF (Maxwell y cols., 

1999); mientras que en ensayos de inmunohistoquímica en donde se evaluó la 
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expresión de esta proteina en biopsias de COCE, hubo casos en donde hubo 

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

Estudios de nuestro laboratorio han evaluado el rol de HIF1α en la 

migración e invasión en células de melanoma murino y adenocarcinoma de colon 

humano concluyendo que HIF1α induce la expresión 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 migración celular, 

como RAC1 y Rab5 (Silva y cols., 2016). Además, en células de cáncer de mama 

y de cabeza y cuello, HIF1α inducido por hipoxia genera un incremento en la 

expresión de distintas metaloproteinasas de la matriz (MMP) y lisil oxidasas 

(LOX), proteínas que degradan y remodelan la matriz extracelular 

respectivamente, lo que promueve la migración e invasión celular (Erler y cols., 

2006). Por lo tanto, los estudios realizados en diversos modelos celulares 

de cáncer han llevado a la propuesta de que HIF1α es un factor 

directamente asociado con el potencial migratorio e invasivo en células 

tumorales. Si esta relación se presenta ya en lesiones tempranas, aún se 

desconoce. 

 

2.7 HIF1α Y SU ROL EN COCE Y DEO 

 

Se ha postulado que una alta expresión de HIF1α en COCE sería un 

marcador pronóstico de una peor respuesta a radioterapia y de menor sobrevida 

(dos Santos y cols., 2012; Li y cols., 2012; Zhou y cols., 2017; Han y cols., 2020). 

Además, se han descrito polimorfismos genéticos de HIF1α que serían un factor 

para la susceptibilidad de desarrollo y metástasis de cáncer oral (Chen y cols., 

2009). 

En células de COCE con alto grado de invasividad in-vitro, se presentó 

una expresión aumentada de HIF1α en normoxia y menor grado de degradación 

cuando eran cultivadas en ambiente hipóxico y luego re-oxigenadas, en 

comparación a células de COCE menos invasivas (Cohen y cols., 2004). 

Además, mediante ensayos in vitro, en células de COCE de lengua expuestas a 

hipoxia y tratadas con un inhibidor de la expresión de HIF1α, se produjo una 

inhibición de la proliferación celular y se indujo la apoptosis de éstas (Zhang y 
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cols., 2004). En otra línea celular de COCE, se documentó que el tratamiento 

con metformina disminuye la expresión de HIF1α, situación que se debe al 

aumento en la expresión de PDH y que viene acompañada de una inhibición en 

la proliferación celular y aumento en el número de células apoptóticas 

(Guimarães y cols., 2016), lo que sugiere el importante rol de HIF1α en la 

mantención de la viabilidad de estas células (Brennan y cols., 2005). Por otro 

lado, estudios de inmunohistoquímica en muestras de COCE mostraron que la 

expresión de HIF1α 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 múltiples estudios han 

descrito que ocurriría un cambio angiogénico en etapas pre-malignas de varios 

cánceres humanos y que esto se debería a la estabilización de HIF1α, el cual 

aumenta la expresión de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Guo 

y cols., 2018), induciendo la formación de vasos sanguíneos irregulares (Katsuta 

y cols., 2005). Interesantemente, también se estudió la expresión de HIF1α en 

muestras de COCE, DEO y MOS y se observó un aumento significativo desde 

MOS a DEO moderada y severa aumentando aún más en COCE (Lin y cols., 

2008) (Figura 4). Por otro lado, en dos estudios independientes y similares al 

anterior, se evaluó la expresión de HIF1α en biopsias de distintas etapas de 

COCE de humanos y ratones, en donde se describió que la tasa de expresión 

positiva de HIF1α aumentó progresivamente desde mucosa oral sana hasta DEO 

y posteriormente COCE; sugiriendo que la expresión de HIF1α 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 HIF1α en 

displasia oral y en su progresión a lesiones malignas.  
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Figura 4. Inmunohistoquímica para HIF1α en distintas etapas de la carcinogénesis oral 

(adaptado de Lin y cols., 2008). (A) Mucosa oral sana que muestra una tinción de HIF1α 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 tinción nuclear moderada de HIF1α en casi 

todas las células epiteliales exceptuando algunas células basales, parabasales y superficiales. 

(C) Displasia epitelial oral moderada que muestra una fuerte tinción de HIF1α en casi todas las 

células epiteliales excepto en algunas células basales, parabasales y superficiales. Las células 

inflamatorias crónicas y las células endoteliales en la lámina propia también tienen una fuerte 

tinción nuclear de HIF1α. (D) Displasia epitelial oral severa que muestra una fuerte tinción nuclear 

y citoplasmática de HIF1α en casi todas las células epiteliales. Las células inflamatorias crónicas 

y las células endoteliales de la lámina propia también tienen una fuerte presencia nuclear de 

HIF1α. (E) Carcinoma oral de células escamosas bien diferenciado que exhibe tinción nuclear 

fuerte y citoplasmática moderada de HIF-1α en todas las células cancerígenas. (F) Carcinoma 

bucal de células escamosas moderadamente diferenciado que muestra tinción nuclear fuerte y 

citoplasmática moderada de HIF1α en todas las células cancerosas. Las células inflamatorias 

crónicas en el estroma también tienen una tinción nuclear moderada de HIF1α.  
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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 expresión del factor inducible por hipoxia, HIF1α, el cual favorece la 

expresión de genes de respuesta frente a hipoxia y que está asociado a 

una menor sobrevida. 

o Una alta expresión de HIF1α en COCE es pronóstico de una peor 

respuesta a la radioterapia y menor sobrevida. 

o Se ha reportado la expresión de HIF1α en muestras de DEO y existe un 

aumento de esta expresión desde mucosa oral sana a DEO y aún más en 

COCE. 

o Sin embrago, no se ha reportado el rol de HIF1α en células de DEO a 

través de modelos in vitro. 
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3) HIPÓTESIS Y OBJETIVOS  

 

3.1 HIPÓTESIS 

 

La hipoxia promueve la viabilidad y migración de queratinocitos orales 

displásicos mediante la estabilización de HIF1α.  

 

3.2 OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar la viabilidad y migración de queratinocitos orales displásicos en 

hipoxia mediante la estabilización de HIF1α.   

 

3.3 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

a) Determinar el efecto de normoxia e hipoxia en la expresión de HIF1α en 

queratinocitos orales displásicos.  

 

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

queratinocitos orales displásicos.  

 

c) Evaluar el requerimiento de HIF1α en la viabilidad y migración de 

queratinocitos orales displásicos sometidos a hipoxia. 
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4) MATERIALES Y MÉTODOS  

4.1 TIPO DE ESTUDIO 

 

Estudio experimental in vitro. 

 

4.2 DISEÑO EXPERIMENTAL  

 

Para cada objetivo específico, se planteó el siguiente diseño experimental: 

 

Objetivo específico 1: Se determinó la estabilización de HIF1α en condiciones 

de hipoxia. Queratinocitos orales displásicos (DOK, dysplastic oral keratinocytes) 

fueron cultivados en normoxia (condición control) o hipoxia (condición 

experimental) durante 24 h. Posteriormente, se evaluó la expresión de HIF1α 

mediante Western Blot. 

 

Objetivo específico 2: Para evaluar la viabilidad y migración en células DOK, 

se realizaron ensayos de exclusión de Azul de Tripán, 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 específico 3: Para evaluar el requerimiento de HIF1α se utilizó un 

inhibidor de HIF1α. 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 

vehículo (condición control solvente). Los otros dos grupos fueron cultivados en 

normoxia de 24 h, uno en presencia del inhibidor y el otro del vehículo (condición 

control solvente). En estos cuatro grupos se evaluó viabilidad y migración 

mediante los ensayos ya descritos.  

 

4.3 MATERIALES 

 

a) Líneas celulares:  

En base a los objetivos planteados es que se necesitó del siguiente tipo celular: 
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1. Queratinocitos orales displásicos (DOK): Se utilizó la línea celular de 

queratinocitos orales displásicos de Sigma–Aldrich (94122104), los cuales 

fueron aislados de un hombre de 57 años 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: 

 

1. Anticuerpo monoclonal de ratón anti-HIF1α (#610958) de BD Bioscience 

(Franklin Lakes, NJ). 

 

2. Anticuerpo monoclonal de ratón anti-β-actina (A5316) de Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO). 

 

3. Anticuerpo secundario policlonal de cabra, anti-ratón (#074-1806) acoplado 

a HRP de Laboratorios KPL (Washington, DC). 

 

c) Medio de cultivo:  

 

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

U/ml) y estreptomicina (10 μg/mL), 20% FBS, y 5 μg/mL de hidrocortisona 

(células DOK 94122104). 

 

d) Otros  

 

1. Inhibidor de HIF1α (#sc-205346) de Santa Cruz Biotechnology Laboratories 

(Santa Cruz, CA). 

 

4.4 METODOLOGÍA 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 μg/mL), 20% 

FBS, y 5 μg/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 cámara modular de incubación (MIC-

101 Billups-Rothenberg Inc., Del Mar, CA) sellada herméticamente por 24 h. Esta 

cámara es un modelo ampliamente usado para inducir condiciones hipóxicas in 

vitro. La cámara se llenó con una mezcla de gases certificada (1% O2, 5% CO2 

y 94% N2) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Linde Chile). La 

humedad fue asegurada en la cámara colocando una placa de Petri plástica 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 incubación en la cámara 

(Silva y cols., 2016). 

 

3.-Inhibición de HIF1α 

 

Se utilizó el inhibidor farmacológico de HIF1α C26H29NO5 (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 vehículo DMSO (control) o el inhibidor de 

HIF1α (10 μM) (Rivas y cols., 2020).  

 

4.- Western blot 

 

Las células fueron lavadas dos veces con PBS frío y homogenizadas en 0,2 mM 

de tampón HEPES (pH 7,4) que contiene 0,1% SDS, inhibidor de fosfatasa (1 

mM Na3VO4), como también múltiples inhibidores de proteasas. Los extractos de 

proteínas totales (50 μg/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-ratón y el sistema EZ-ECL (Castillo-

Bennett y cols., 2018). 

 

5.- Ensayo de migración  

 

La migración fue evaluada en cámara Boyden (Transwell) cubierta de 

fibronectina (Transwell Costar, 6,5-mm de diámetro, tamaño de poro 8 μm). Las 

células (100.000 células por condición) fueron re-suspendidas en 100 mL de 

medio libre de suero, y sembradas en la parte superior de los insertos Transwell 

lo que les permitió migrar hacia las cámaras 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 teñidas 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 1x104 

células por pocillo e incubadas por 24 h bajo normoxia e hipoxia en medio 

completo. La densidad óptica 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 exclusión Azul Tripán  

Las células fueron sembradas en placas de 24 pocillos a una densidad de 1x105 

células por pocillo bajo normoxia e hipoxia en medio completo. Luego, las células 

fueron recolectadas, re-suspendidas y teñidas con azul de tripán (células 

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

 

4.5 ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
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Se realizó el análisis estadístico de al menos 3 experimentos independientes. 

Las pruebas para estimar diferencias estadísticas en las distintas condiciones 

fueron a través de un t test no pareado.  Un valor p<0,05 fue considerado como 

estadísticamente significativo. 
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5) RESULTADOS  

5.1 LA HIPOXIA INDUCE LA ESTABILIZACIÓN DE HIF1α EN CÉLULAS 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 

proteínas totales (Castillo-Bennett y cols., 2018), se cuantificó la expresión de 

HIF1α (Figura 5). En normoxia, se observó la presencia de una expresión basal 

de HIF1α (Figura 5 A), mientras que en hipoxia hubo un aumento de casi 3 veces 

en los niveles proteicos, siendo ese incremento estadísticamente significativo 

(Figura 5 A, B).  

A                                                                          B 

                                                                                                                            

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cuantificación de la estabilización de HIF1α en células DOK mediante Western 

blot. (A) Las células DOK fueron incubadas en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 1% O2) por 

24 h. Posteriormente, se obtuvo un extracto celular, y la expresión de HIF1α fue evaluada 

mediante western blot. Se muestra una imagen representativa de 3 experimentos 

independientes. (B) La expresión de HIF1α normalizada a los niveles de β-actina fue evaluada 

mediante densitometría. Los datos mostrados son el promedio de tres experimentos 

independientes (media ± D.E.; *p<0.05). 

 

5.2 LA HIPOXIA DISMINUYE LA VIABILIDAD DE CÉLULAS 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 cuantificó la viabilidad 

célular a través de los ensayos de exclusión de Azul de Tripán (Figura 6 A y B) 

y MTS (Figura 6 C) (Silva y cols., 2016). Como se muestra en la Figura 6, se 

observó una disminución estadísticamente significativa de la viabilidad de las 

células DOK frente a la condición de hipoxia.  
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A                                              B                                             C                                                      

           

Figura 6. Cuantificación de la viabilidad celular de células DOK mediante ensayo de 
exclusión Azul de Tripán y MTS. (A) Luego de incubar en normoxia (N, 21% O2) o hipoxia (H, 
1% O2) por 24 h, las células fueron teñidas con tinción Azul de Tripán para evaluar la viabilidad 
celular. Se cuantificó el número de células no teñidas y se obtuvo su porcentaje con respecto al 
número total de células (teñidas + no teñidas). (B) Se cuantificó el número de células teñidas 
(células muertas) y se obtuvo su porcentaje con respecto al número total de células (teñidas + 
no teñidas). 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% O2) o hipoxia (H, 1% O2) por 
24 h, se agregó el reactivo MTS a las células, que luego de ser reducido, fue cuantificado a 490 
nm de absorbancia. (Silva y cols., 2016). Se cuantificó 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 MIGRACIÓN DE CÉLULAS 

DOK 

 

Para determinar el efecto de la hipoxia en la migración 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 teñidas y cuantificadas (Mendoza y cols., 2018). Como se 

puede observar en la Figura 7, las células sometidas a hipoxia tuvieron una 

disminución estadísticamente significativa de la cantidad de células que migraron 

hacia el compartimiento inferior, en comparación a las células cultivadas bajo 

condiciones de normoxia. 
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A                                                                B 

                   

Figura 7. Cuantificación 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 

cámaras transwell recubiertas con fibronectina, para permitir su migración durante 150 minutos 

(2 horas y 30 minutos) en condiciones de normoxia. Las células que migraron al compartimiento 

inferior de la cámara fueron visualizadas mediante tinción con cristal violeta. Se cuantificó la 

migración 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 HIF1α ES REQUERIDO PARA LA VIABILIDAD DE LAS CÉLULAS DOK  

 

Para determinar el requerimiento de HIF1α en la viabilidad de células 

DOK, éstas fueron cultivadas en 4 condiciones por 24 h, según se describe a 

continuación: normoxia + DMSO, normoxia + inhibidor (10 μM), hipoxia + DMSO 

e hipoxia + inhibidor (10 μM). Posteriormente, se cuantificó la viabilidad celular a 

través de los ensayos de exclusión de Azul de Tripán (Figura 8 A) y MTS (Figura 

8 B), observándose una disminución en la viabilidad celular dependiente de 

HIF1α según determinación por ensayo de Azul de Tripán, mientras que según 

el ensayo de MTS se observó una disminución similar en todos los grupos con 

respecto al control. 
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A                                                                               B 

                          
 
Figura 8. Cuantificación de la viabilidad celular de células DOK mediante ensayo de 
exclusión Azul Tripán y MTS. (A, B) Células DOK fueron incubadas en normoxia (N, 21% O2) 
o hipoxia (H, 1% O2), ya sea en presencia de DMSO (vehículo) o inhibidor, por 24 h. 
Posteriormente, las células fueron sometidas a análisis por tinción con Azul de Tripán (A) y MTS 
(B). En A, se cuantificó el número de células teñidas y se obtuvo su porcentaje con respecto al 
número total de células (teñidas + no teñidas). Los datos mostrados son el promedio de tres 
experimentos independientes (media ± D.E.; *p<0.05). En (B) se agregó 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 HIF1α ES REQUERIDO PARA LA MIGRACIÓN DE LAS CÉLULAS DOK  

 

Para determinar el requerimiento de HIF1α en la migración de células 
DOK, éstas fueron cultivadas en 4 condiciones por 24 h, según se describe a 
continuación: normoxia + DMSO, normoxia + inhibidor (10 μM), hipoxia + DMSO 
e hipoxia + inhibidor (10 μM). 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 teñidas y cuantificadas. Como se puede observar 
en la figura 9, en los grupos donde se agregó el inhibidor de HIF1α existe una 
disminución de la capacidad migratoria de las células, tanto en la condición de 
normoxia, como en hipoxia. 
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A                                                          B  

           
 
Figura 9. Cuantificación 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% O2), 

ya sea en presencia de DMSO (vehículo) 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 tinción con cristal violeta. Se cuantificó la migración 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 MIGRACIÓN DE CÉLULAS 

OKF Y CAL27 

 

Es conocido que la hipoxia incrementa la capacidad migratoria en 

diversos tipos celulares de cáncer 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 evaluó el 

efecto de la hipoxia sobre la migración de otras 2 líneas celulares, queratinocitos 

no displásicos inmortalizados (OKF) y COCE (CAL27).  De esta forma, los 

cultivos celulares fueron expuestos a normoxia o 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 teñidas y cuantificadas. De esta forma, 

se observó que en ambos tipos celulares, la hipoxia indujo un incremento 
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estadísticamente significativo de la migración celular en comparación a las 

células sometidas a normoxia (Figura 10 A, B, C y D). 

A        B 

 
 
C                                                       D  

                
 
Figura 10. Cuantificación 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 cámaras transwell recubiertas con fibronectina, para permitir su migración 

durante 150 minutos (2 horas y 30 minutos) en condiciones de normoxia. Las células que 

migraron al compartimiento inferior de la cámara fueron visualizadas mediante tinción con cristal 

violeta. Se cuantificó la migración 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 imágenes representativas de 3 experimentos independientes. 
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6) DISCUSIÓN 

La expresión de HIF1α ha sido reportada en biopsias de pacientes, en 

donde se ha visto un aumento de la expresión de esta proteína en muestras 

diagnosticadas con displasia y COCE. Pese a esta asociación, aún se desconoce 

el rol de HIF1α 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 HIF1α en la viabilidad y migración de queratinocitos orales displásicos.   

En este estudio se determinó que los procesos de viabilidad y migración 

celular en queratinocitos orales displásicos son afectados en condiciones de 

hipoxia, y que tanto en condiciones de normoxia e hipoxia, existe una 

dependencia del factor transcripcional HIF1α (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 función en el proceso de carcinogénesis oral. Cabe 

destacar, que este estudio es el primero en evaluar el efecto de la hipoxia en 

queratinocitos orales displásicos, así como la relevancia que tiene HIF1α frente 

a esta condición. 

Al evaluar la estabilización de HIF1α (Figura 5), hubo un aumento en los 

niveles de esta proteína frente a la hipoxia, lo anterior debido a que su proceso 

de degradación es oxígeno-dependiente (Huang y cols., 1998; Sutter y cols., 

2000), situación que coincide, tanto con la hipótesis, como también con los 

estudios previos que reportan un aumento de la expresión 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 situación puede deberse a una disminución 

en la disponibilidad de O2 a medida que progresa la severidad de esta patología 

(Mallia y cols., 2008). Además, esto se condice con la estabilización de HIF1α 

que se observa al estudiar distintas líneas 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 estabilización 

de HIF1α mediante hipoxia, es el tiempo de exposición de las células a esta 

condición, ya que se sabe que los niveles de HIF1α fluctúan 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 transcripción 



30 
 

y su tiempo de vida media (Bertout y cols., 2008; Marín-Hernández, 2009; 

Semenza, 2010). En estudios con células de COCE sometidas a hipoxia, se ha 

observado que HIF1α alcanza un pico de estabilización 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 estabilización de HIF1α con diferentes cinéticas 

de exposición a hipoxia, para evaluar así las temporalidad y consecuencias que 

ello tendría en la viabilidad y migración celular frente a niveles fluctuantes de 

HIF1α. 

Una observación que resultó interesante fue la expresión basal de HIF1α 

en queratinocitos displásicos orales en normoxia (Figura 5). Al respecto, se ha 

documentado en muestras de COCE una nula expresión de vHL, proteína 

necesaria para la degradación de HIF1α (Zhang y cols., 2014), por lo que surge 

la posibilidad que en DEO, esta proteína supresora de tumores pudiese estar 

alterada, siendo por lo tanto relevante en etapas previas al cáncer. Por otro lado, 

sería interesante evaluar los distintos polimorfismos de HIF1α que existen en 

DEO, tal como se realizó en muestras de COCE (Chen y cols., 2004) para 

evaluar qué rol cumplirían en su estabilización y degradación. 

Otra observación que se realizó en este trabajo de investigación fue la 

disminución del número de queratinocitos displásicos orales viables frente a la 

hipoxia (Figura 6), situación que ocurrió a pesar de que HIF1α es estabilizado en 

la misma condición. Esto llama la atención, a la luz de que muchos genes 

blancos de HIF1α promueven la viabilidad celular en varios modelos de cáncer y 

células embrionarias (Cohen y cols., 2004; Bos y cols., 2005; Bertout y cols., 

2008; Lv y cols., 2017; Xu y cols., 2017). A pesar de la basta literatura al respecto, 

existen líneas celulares de cáncer de hígado 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 número de células viables en líneas 

celulares no cancerígenas (Tsui y cols., 2013; Zimmerman y cols., 2018), por lo 

que se propone que las células DOK, al ser parcialmente transformadas (Chang 

y cols., 1992) podrían 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 fisiológico en las 

células, induciendo apoptosis al generar daños a nivel del ADN (Hammond y 

cols., 2003), caída de los niveles de ATP y el impedimento de distintas funciones 

celulares (Sendoel y Hengartner, 2014). La proteína supresora de tumores p53 

tiene como función regular la muerte celular programada y el arresto del ciclo 

celular (Geng y cols., 2010). La mutación de este gen en células de cáncer, 

reduce la muerte celular inducida por hipoxia (Graeber y cols., 1996). Distintos 

estudios asocian la severidad de la displasia con la expresión positiva de 

mutaciones en el gen que codifica esta proteína (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 expresión de circCDR1 y la actividad de la vía AKT-

ERK1/2 (Gao y cols., 2019), por lo que sería interesante evaluar ambos procesos 

celulares, la expresión de estas proteínas en las células DOK sometidas a 

hipoxia y las posibles mutaciones en p53 (Rowley y cols., 1998; Qin y cols., 1999; 

Syafriadi, 2009). 

Otro hallazgo de este trabajo de investigación es que la inhibición de la 

función transcripcional de HIF1α (Figura 8) viene acompañada de una 

disminución en la viabilidad celular en ambas condiciones (normoxia e hipoxia), 

lo cual va en línea con lo reportado previamente mediante la reducción de HIF1α 

por transfección (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 función de 

disminuir la expresión de HIF1α, lo que produce un incremento en los niveles de 

p53 y sus genes blanco con funciones pro-apoptóticas (Tsui y cols., 2013). Al 

usar metformina como inhibidor no específico de HIF1α 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 (Guimarães y cols., 2016). 

Por lo tanto, sería interesante evaluar estos niveles tras el uso del inhibidor 

C26H29NO5 (usado en esta tesis), así como la relación entre la expresión y función 
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de HIF1α y p53 con sus genes blanco en queratinocitos orales displásicos 

expuestos a hipoxia. Lo anterior, debido a que se ha propuesto la existencia de 

una competencia entre HIF1α y p53 por co-activadores necesarios para su 

función transcripcional (Schmid y cols., 2004), así como también otras 

interacciones que podrían estar ocurriendo entre estas dos proteínas (An y cols., 

1998; Wenger y cols., 1998; Suzuki y cols., 2001; Hansson y cols., 2002; Chen 

y cols., 2003; Sánchez-Puig y cols., 2005), debido a que HIF1α pareciera tener 

funciones pro y anti-apoptóticas dependiendo del contexto (Sendoel y 

Hengartner, 2014). 

En los ensayos de inhibición de HIF1α se obtuvieron resultados dispares 

según los ensayos de exclusión Azul de Tripán y MTS (Figura 8). El primero 

utiliza una tinción que no logra entrar al citoplasma de células viables, mientras 

sí es capaz de ingresar en aquellas no viables, debido a la pérdida de integridad 

de la membrana plasmática, lo cual permite cuantificar directamente aquellas 

viables o no viables, inmediatamente después de la cosecha de células 

provenientes de la condición de hipoxia (Strober, 2015). Por el contrario, el 

ensayo MTS requiere de un período de incubación en condiciones de normoxia, 

ya que evalúa la tasa metabólica mitocondrial de las células viables al 

metabolizar MTS en formazán (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 

metabólica puede cambiar por diferentes condiciones y tratamientos químicos, y 

no necesariamente debido al número de células viables (Plumb y cols., 1989; 

Hsu y cols., 2003). De esta forma, sería posible explicar los valores similares en 

los grupos expuestos al vehículo o al inhibidor, dado que el ensayo de MTS se 

realiza en ambiente normóxico, independientemente de que las muestras 

provengan de un tratamiento previo de normoxia o hipoxia, situación en la cual 

la re-oxigenación podría producir múltiples respuestas en los procesos celulares 

(Cohen y cols., 2004). 

Por otra parte, en este estudio se observó la disminución de la capacidad 

migratoria de las células DOK al ser sometidas a hipoxia (Figura 7), contrario a 

la hipótesis planteada y a la literatura; ya que existen numerosos ensayos de 

migración y la evaluación de distintos genes blancos de HIF1α involucrados en 

este proceso en distintos modelos celulares de cáncer en donde se ha descrito 
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que la hipoxia promueve la migración (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 líneas celulares no cancerígenas se ha 

reportado que la hipoxia no tiene efecto en la migración 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 citológicos distintos 

al cáncer (Chang y cols., 1992), podrían comportarse de manera similar. 

Interesantemente, al ser sometidos a radiación UV-A, estas células pierden 

considerablemente más capacidad migratoria en comparación 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 (Niculiţe y cols., 

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

Se han realizado distintos ensayos de migración en esta línea celular, pero 

principalmente ensayos de cierre de herida por 24 horas (Dil y Banerjee, 2011; 

Fang y cols., 2015; Rajendiran y cols., 2015; Niculiţe y cols., 2018; Kralova y 

cols., 2018; Wisniewski y cols., 2018). Usualmente los ensayos de Transwell 

tienen una duración variable dependiendo de la línea celular (Li y cols., 2010; 

Guo y cols., 2014; Park y cols., 2017; Enjie y cols., 2019), por lo que fue complejo 

definir el tiempo de duración 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 debería realizar ensayos a distintos tiempos 

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

Como aproximación a un modelo de carcinogénesis oral en distintas 

etapas, se realizó el mismo ensayo de migración celular en queratinocitos no 

displásicos orales (OKF) y en células de carcinoma oral de células escamosas 

(CAL27) (Figura 10), en donde la hipoxia promovió la capacidad migratoria de 

ambos tipos celulares. Una interrogante que surge en relación a este 

comportamiento disímil de las células DOK, es sobre el posible mecanismo que 

podría explicarlo. De esta forma, llama la atención una observación reciente de 

nuestro grupo de laboratorio, en donde se demostró que la presencia nuclear de 

β-catenina, es considerablemente mayor en células DOK, en comparación a las 

otras dos líneas celulares (Reyes y cols., 2019). En este mismo estudio se 
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demostró un incremento en la expresión de genes blanco de β-catenina que 

promueven la proliferación celular, situación que resulta intrigante, ya que se ha 

propuesto una relación 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 acumulación nuclear de β-

catenina, podrían condicionar la respuesta de células DOK frente a la 

hipoxia. Se requerirán estudios adicionales para abordar ésta y otras 

interrogantes.  

Por otro lado, se reportó una disminución de la migración de células DOK 

cuando se les administró un inhibidor de HIF1α, tanto en condiciones de 

normoxia, como en hipoxia (Figura 9), lo que confirma la hipótesis del 

requerimiento de HIF1α en este proceso. Estudios previos indican que el 

silenciamiento de HIF1α (Guo y cols., 2014) produce la disminución de la 

actividad de la vía Grupo de alta movilidad N 5 (HMGN5)-MMP2/MMP9 en 

células de osteosarcoma (Enjie y cols., 2019), lo que causa una disminución en 

la migración celular, similarmente a lo que ocurre cuando se utiliza un inhibidor 

de HIF1α en células mesenquimales derivadas de medula ósea en hipoxia, 

evento que ocurre a través de la regulación negativa de la vía Kinasa asociada 

a Rho 1 (ROCK1) – RAC1/2/3 (Choi y cols., 2016). Asimismo, la utilización de 

vanilina, un compuesto anti-cancerígeno y anti-metastásico, regula 

negativamente la capacidad migratoria de células de melanoma al inhibir la 

expresión de ARNm de HIF1α mediada por STAT3 (Park y cols., 2017). 

Como ya se ha descrito previamente, la expresión de HIF1α 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 displásicos van 

cubriendo poco a poco la totalidad del espesor del epitelio (Speight, 2007). En el 

momento en que logran invadir la lámina propia y migrar hacia el tejido conectivo 

subyacente, es diagnosticado como COCE (Van der Waal, 2009; Dionne y cols., 

2015; Watanabe y cols., 2015; El-Naggar y cols., 2017), por lo que se propone 

que la migración sería un evento tardío en la progresión de esta patología. 

En la literatura, se han utilizado distintas estrategias para inhibir HIF1α 

(Tsui y cols., 2013; Guo y cols., 2014; Lv y cols., 2017; Park y cols, 2017; Rivas 

y cols., 2020). El compuesto C26H29NO5 es un análogo del ácido 
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ariloxiacetilamino benzoico usado como inhibidor farmacológico selectivo contra 

HIF1α (Lee y cols., 2007) que a concentraciones menores a 30 μM no afecta su 

expresión en hipoxia (Rivas y cols., 2020), pero sí el reclutamiento de p300/CBP 

(Yu y cols., 2017), co-activadores transcripcionales de HIF1α (Huang y Bunn 

2003), impidiendo la transcripción de sus genes blanco (Semenza, 2010). En el 

corto plazo, sería de gran interés evaluar la respuesta de las células DOK a 

distintas concentraciones de este inhibidor (Lee y cols., 2007; Chu y 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 migración  debido a posibles 

interacciones que pudiera estar efectuando HIF1α al estar estabilizado y no estar 

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

El dimetilsulfóxido (DMSO) (Wang y cols., 2012) es una molécula soluble 

en medios acuosos y orgánicos debido a que posee un dominio altamente polar 

y dos grupos metilo apolares (Santos y cols., 2005) y se usa comúnmente como 

vehículo de fármacos 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), además 

de promover la expresión de la proteína supresora de tumores HLJ1 a través de 

la proteína 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 podría influir en los resultados obtenidos 

al evaluar la viabilidad de las células DOK al ser utilizado como vehículo del 

inhibidor (Lee y cols., 2007), ya que podría potenciar el efecto de la hipoxia como 

estrés fisiológico en las células y la pérdida de la función transcripcional de 

HIF1α. También se ha reportado la supresión de la expresión de la proteína pro-

invasiva MMP-2 (Koizumi y cols., 2003), gen blanco de HIF1α (Bertout y cols., 

2008), por lo que podría interferir en el proceso de migración e invasión de las 

células DOK. Para resolver esta interrogante, se propone utilizar en próximos 

ensayos otro vehículo, que no tenga efectos en estos procesos celulares, como 

control (Lee y cols., 2007). 
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Otra limitación de este estudio es el grado de displasia (El-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 disminución en la disponibilidad 

de oxígeno (Bertout y cols., 2008). En este estudio se utilizó una técnica de 

“hipoxia física” con una cámara hermética sellada que se llenó con una mezcla 

de gases para inducir condiciones hipóxicas in vitro (Silva y cols., 2016). Existe 

otro método para generar este estímulo en cultivos celulares llamado “hipoxia 

química” (Maxwell y Salnikow, 2004), en donde se utiliza níquel (Ni2+) o cobalto 

(Co2+) para producir respuestas similares a la hipoxia en las células 

(Brahmachari y Joseph, 1973; Salnikow y cols., 1999), debido a la sustitución del 

hierro (Fe2+) en dioxigenasas, inactivando a las enzimas que participan en la 

degradación de HIF1α, y por lo tanto activando su vía de señalización (Maxwell 

y Salnikow, 2004), pero además efectos citotóxicos en las células (Permenter y 

cols., 2013). Por lo tanto, sería interesante comparar los resultados en ensayos 

de viabilidad y migración, utilizando estos dos tipos de hipoxia en las células 

DOK. 

Debido a que HIF1α está sobre-expresado en un variado número de 

tumores malignos y asociado a un peor pronóstico (dos Santos y cols., 2012; Li 

y cols., 2012; Zhou y cols., 2017; Han y cols., 2020), los tratamientos basados 

en esta proteína se han convertido en una estrategia prometedora para tratar el 

cáncer (Wigerup y cols., 2016). Un número creciente de agentes anticancerosos 

han demostrado la capacidad de inhibir la vía de HIF1α a través de distintos 

mecanismos que incluyen: la reducción en los niveles proteicos o de ARNm de 

HIF1α, inhibir su unión al ADN y la transcripción de genes blanco de HIF1α 

(Semenza, 2007), lo que suprime el crecimiento y promueve la apoptosis celular 

hipoxia-dependiente, en cáncer hepático y prostático (Cheng y cols., 2019), de 

pulmón (Jacoby y cols., 2010), linfoma (Kim y cols.,  2020), pancreático (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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además de ser el fármaco terapéutico de primera línea para la diabetes mellitus 

tipo 2 (Leone y cols., 2014), sensibiliza la respuesta al tratamiento con cisplatino 

mediante inhibición de la vía de señalización factor nuclear kappa (NF-κB) / HIF-

1α (Qi y cols., 2016). Por lo que una mejor comprensión del rol de HIF-1α en la 

carcinogénesis oral, podría ofrecer nuevas vías para el uso de este como diana 

terapéutica y así generar nuevas prácticas clínicas en el tratamiento del cáncer 

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

 

En este trabajo de investigación se evaluó si el factor de transcripción 

HIF1α cumple un rol en los procesos celulares de viabilidad y migración de los 

queratinocitos displásicos orales al estabilizarlo mediante hipoxia, lo cual no 

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

• La hipoxia estabiliza a HIF1α y además produce una disminución en el 

número de células viables y capacidad migratoria de los queratinocitos 

displásicos orales. 

• El factor de transcripción HIF1α es requerido para la viabilidad y migración 

de queratinocitos orales displásicos.  

• Los queratinocitos orales displásicos poseen un comportamiento distinto 

a otras líneas celulares comúnmente usadas en el modelo de carcinogénesis 

oral, al ser sometidas a hipoxia. 

Estos resultados sugieren que HIF1α es requerido en los procesos de 

migración y viabilidad celular en las etapas iniciales de la carcinogénesis oral. 

Ésta y futuras investigaciones servirán para comprender de mejor manera los 

mecanismos moleculares asociados al inicio y progresión del carcinoma oral de 

células escamosas. 
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9) ANEXOS Y APÉNDICES  

9.1 ANEXO 1 
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9.2 ANEXO 2  

Datasheet Anticuerpo anti-HIF1 α 
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9.3 ANEXO 3 

Datasheet Inhibidor HIF1α 
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