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RESUMEN

Los tumores sélidos, por lo general, existen y progresan en un ambiente de hipoxia; asi
se observa que las células tumorales son resistentes a la apoptosis y se acompanan de un
aumento de la angiogénesis, volviéndose mas agresivas, con capacidad invasora y resisten-
tes al tratamiento.
La genética y los mecanismos biolégicos subyacentes a este fendémeno son todavia poco
claros, pero muchos estudios sugieren un papel del factor inducible por hipoxia (hipoxia
inducible factor [HIF]) en este proceso. En condiciones de hipoxia, la subunidad alfa no es
destruida y activard la transcripcién de un conjunto de genes que contribuyen a la agre-
sividad del tumor. Su expresién estd asociada a un aumento del potencial metastasico que
se verifica tanto en estudios animales, como en tumores humanos.
La hipoxia tumoral se ha convertido en un factor clave en la progresién tumoral y se asocia
a un mal pronéstico, sobre todo en tumores de rifén y préstata. Este trabajo tiene por obje-
tivo revisar la importancia de la hipoxia en la carcinogénesis y en la progresién tumoral,
presentando una revisién de los conocimientos actuales sobre el tema, mecanismos de
accién y la activacién del HIF-1a.

© 2009 AEU. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos los derechos reservados.

Tumor hypoxia: the role of HIF

ABSTRACT

Solid tumors usually occur and progress in a hypoxic enviroment, suggesting that tumor
cells are resistant to apoptosis and are associated to an increased angiogenesis, which
makes them more aggressive, with invasive capacity and resistant to treatment.

The genetic and biological mechanisms underlying this phenomenon are still unclear, but
many studies suggest a role of HIF in this process. Under hypoxic conditions, the alpha
subunit is not destroyed, and will activate transcription of a set of genes contributing to
tumor aggressiveness. Its expression is associated to an increased metastatic potential
that has been shown in both animal studies and human tumors.
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Tumor hypoxia has emerged as a key factor in tumor progression and is associated to

a poor prognosis, particularly in kidney and prostate tumors. The purpose of this study

was to review the significance of hypoxia in carcinogeneses and tumor progression

by reviewing the current knowledge on the subject and the mechanisms of action and

activation of HIF-1a

© 2009 AEU. Published by Elsevier Espania, S.L. All rights reserved.

Introduccién

El factor inducible por hipoxia (hipoxia inducible factor [HIF]) es
un factor de transcripcién que regula la respuesta celular a
la hipoxia y actiia como regulador de la homeostasis del oxi-
genol3. La identificacién del sistema de transcripcién HIF por
Wang y Semenza* es crucial para entender la fisiologia del O,;
sabemos actualmente que el HIF y la hipoxia son los mayores
determinantes en la angiogénesis y que, por ejemplo, regulan
los procesos de invasién y metastizacién determinantes de la
agresividad tumoral.

El factor de transcripcién activa genes que codifican las
proteinas que aumentan la disponibilidad del oxigeno y
permiten la adaptacién metabdlica en ausencia de oxigeno,
controlando la expresién de decenas de productos de los
genes y proteinas implicados en la angiogénesis, la eritropo-
yesis, la glucdlisis, la invasién, la apoptosis, el tono vascular,
la regulacién del pH, la homeostasis epitelial y la resistencia
a los farmacos.

Se identificaron mas de 60 genes diana inducidos por HIF?,
mientras que otros son suprimidos’; todavia muchas funcio-
nes son dependientes del HIF.

Estructura molecular del HIF-1o

El gen HIF1A, que codifica el HIF-1a, se localiza en el locus
14q21-q24°, que contiene 15 exonesl®. Es un heterodimero
compuesto por cadenas alfa (reguladas por el O,) y beta,
dispuestas en doble hélice (bHLH); pertenece a una familia
de factores de transcripcién que consta de tres subunidades
alfa (HIF-1a, HIF-20, HIF-3a) y a una subunidad beta (HIF 1p),
también llamada translocador nuclear aril hidrocarburos
(ARNT)4’11’15.

Hay 2 locales de sefalizacién nuclear (NLS), situados en
el C-terminal (aminoacidos 718-721) y en el N-terminal (ami-
noacidos 17-33), pero sélo el C-terminal es el responsable por
la acumulacién nuclear del HIF-1a16. Ademas, se sabe que el
HIF contiene 2 dominios de transactivacién (TAD) en el C-ter-
minal (aminodacidos 531-575 y 786-826), que estan separados
por una secuencia de aminodacidos (575-786) que inhiben la
transactivacién? (fig. 1).

La parte N-terminal de la molécula (aminoacido 1-390) con-
tiene el dominio bHLH-PAS, que es necesario para la dimeriza-
cién y ligacién al ADN8. Las interacciones entre los dominios
bHLH de ambas subunidades regulan su dimerizacién’®.

El dominio C-terminal tiene como funcién senalizar la
translocacién del HIF-1a para el nucleo, la estabilizacién pro-
teica y la interaccién con el coactivador p300'’. En el dominio

de la degradacién oxigeno-dependiente (ODD) del HIF-1q,
los residuos de prolina en las posiciones 402 y 564 tienen un
importante impacto en la estabilidad de la proteina en con-
diciones de normoxia, pues permiten, cuando estan hidroxi-
ladas, el reconocimiento por la proteina Von Hippel Lindau
(pVHL) y la posterior activacién de la via de degradacién de
la ubiquitina?%-?>. La hidroxilacién de los residuos de prolina
en el ODD del HIF-1a representa el punto critico que regula la
estabilidad de la proteina?®?’ (fig. 2). La actividad de la trans-
cripcién de genes HIF1A se encuentra, de este modo, regulada
por la tensién de oxigeno celular.

Mecanismos moleculares del HIF
y de la activacién del HIF1A

En presencia de O,, los dominios de hidroxilacién de la pro-
lina (PHD1, 2, 3) provocan la hidroxilacién especifica en dos
residuos de prolina (P402 y P564) en el ODD del HIF-1a, permi-
tiendo el reconocimiento del HIF-1a por la pVHL, formandose
el complejo E3 ubiquitina, que transformara el HIF-1o en un
objetivo para la degradacién30-33. Jaakkola et al3? demostra-
ron que la interaccién entre la pVHL y el dominio especifico
del HIF-1a estan regulados por la hidroxilacién del residuo
de prolina (HIF-1o P564) por una enzima denominada HIF-1a
prolil hidroxilasa (HIF-PH), necesitando de hierro y oxigeno.

Otro sensor de O, es el factor inhibidor del HIF-1 (FIH-1),
que hidroxila el HIF-1a en presencia de O,, en el residuo de
asparagina 803 en el dominio de la activacién de la trans-
cripcién del C-terminal (C-TAD), y permanece inactivo en
hipoxia, lo que permite la interaccién con los coactivadores
CBP/p300343 (fig, 2).

En condiciones de hipoxia, el O, molecular no esta dis-
ponible y de esta forma las enzimas estan inactivas, lo que
implica un aumento de los valores del HIF-1a36. El HIF-1a
no es hidroxilado y, por tanto, degradado, provocando su
acumulacién en la forma heterodimizada con la subunidad
beta (HIF-p). Este heterodimero emigra para el ntcleo, donde
se unird a las secuencias especificas del ADN, activando
genes implicados en la adaptacién a la hipoxia, superviven-
cia celular, angiogénesis y metastasis, como, por ejemplo, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor de
crecimiento de transformacién-alfa (TGF-o), el transportador
1 de glucosa (GLUT-1), o la anhidrasa carbdnica IX (CA9), entre
muchos otros, que sabemos estan implicados en el desarrollo
y la agresividad tumoral37:38,

Por tanto, el principal regulador del HIF es el oxigeno?23,
El segundo en importancia son los oncogenes, que pueden
contribuir para estabilizar la proteina o degradarla. Por ejem-
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Figura 2 - Reglamento de la estabilidad y la actividad del factor inducible por hipoxia. Adaptado de Brahimi-Horn y Pouys-
segur4,




944 ACTAS UROL ESP. 2009;33(9):941-951

Factor de crecimiento

Sintesis de HIF-1a

Degradacion de HIF-1a.

Receptor Ras

P13K
PTEN Carcinogénesis
Raf-1

AKt \

Transcripcion HIF1

A

GSK

Hipoxia

Figura 3 - Vias de sefializacién y regulacién de HIF-1c: oncogenes, factores de crecimiento e hipoxia. Adaptado de Shi YH et al’4.

plo, el producto del gen supresor tumoral TP53, proteina p53,
inhibe la actividad del HIF-1a, volviéndose un objetivo para
la degradacién proteosémical. Sin embargo, las deleciones o
mutaciones de TP53 pueden facilitar la acumulacién del HIF-
la en situaciones de hipoxia, aumentando la expresiéon del
VEGF por las células tumorales.

El producto del gen supresor tumoral VHL también regula
la estabilidad del HIF-10#?, ya que en presencia de oxigeno la
PVHL puede ligarse a la subunidad HIF-1a, transforméandose
en un objetivo para la prolil-hidroxilacién?>-?’. Adema4s, otros
oncogenes (v-Src o RasV12) inhiben la prolil-hidroxilacién, lo
que implica estabilizacién del HIF-103%-42 ,

También sabemos que la expresiéon del gen HIF1A puede
regularse por otras vias, principalmente las vias de sefiali-
zacién intracelular, tales como la proteina cinasa B (Akt) y la
3- fosfatil-inositol-cinasa (PI3K), aunque todavia no esta claro
su papel en estas vias de regulacién.

También estdn descritas otras moléculas reguladoras del
HIF1A, tales como las especies reactivas de oxigeno (ROS)
participantes en la carcinogénesis o citocinas, como el factor
de necrosis tumoral (TNF-a) y la angiotensina®®->3, bien como
otras vias de senalizacién, como el RAS/RAF1/MEK1/ERK1/2
y/op53/JNK, que se activan en respuesta de los oncogenes,
factores de crecimiento o hipoxia (fig. 3).

Funciones generales del gen HIF1A

La hipoxia es la reduccién de la tensién de oxigeno, que se
define en términos clinicos por la reduccién de la disponibili-
dad de oxigeno hasta niveles criticos, es decir, los valores de
tensién inferiores al 7%%3.

El HIF-1a estd involucrado en la respuesta a la hipoxia y
también en la homeostasis del oxigeno, en la respuesta a la
isquemia del miocardio, isquemia cerebral, isquemia de la
retina, hipertensién pulmonar, la preeclampsia, el retraso en
el crecimiento intrauterino y el cancer. Tiene un papel central
tanto en los mecanismos fisiolégicos homeostéticos, como
en los etiopatoldgicos. Actiia sobre genes diana, dado que su
funcién es regulada por factores de crecimiento y alteracio-
nes genéticas implicadas en la progresién tumoral>4°°,

Los vasos aberrantes pueden desaparecer en cualquier
momento, pero a veces pueden reutilizarse, provocando
reoxigenacién local, estimulando cambios repentinos de
hipoxia y reoxigenacién como resultado de la angiogénesis
local®6-59,

El medio ambiente tumoral esta bien caracterizado, si lo
entendemos como una fluctuacién de hipoxia y privacién de
nutrientes que lleva a la adaptacién genética y epigenética
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Figura 4 - Respuestas determinadas por factor inducible por hipoxia: actiia como el principal regulador fisiolégico

de la hipoxia. Adaptado de Acker y Plate®3,

de clones celulares, aumentado la capacidad de invasién y
metastizacion.

Ademas, estas adaptaciones a la hipoxia vuelven a los
tumores mas dificiles de tratar y con mayor resistencia a las
terapias. Una parte importante de este proceso consiste en
la adaptacién de los productos de los genes en respuesta a la
hipoxia y muchos de estos genes reguladores de hipoxia son
mediados por el HIF1A%; se estima que alrededor del 1% del
genoma es regulado por la hipoxia.

La hipoxia tumoral por si sola es un importante factor epi-
genético de la regulacién de la proteina HIF-la. Ademas de
inhibir las PSD y al HIF-1q, la hipoxia genera radicales libres
de oxigeno, que son capaces de estabilizar la proteina HIF-1a
y de inducir los genes HIF y VEGF61.62,

Cuando se establece la hipoxia, hay una respuesta celu-
lar para evitar la apoptosis®® y se activa el factor de trans-
cripcién HIF-1a, que genera un heterodimero con el HIF-1f
(ARNT) en el elemento de la respuesta a la hipoxia (HRE), lo
que lleva a una respuesta celular multiple con activacién
de los oncogenes®, aumento de la vascularizacién con
produccién de VEGF, aumento del transporte de glucosa
(GLUT1) y de la actividad de la anhidrasa carbénica (CA9) y
aun a la induccién de varios genes apopt6ticos®>¢7. Se sabe
que el HIF actda sobre los genes codificadores de la eritro-
poyetina, transferrina, endotelina-1, sintetasa inducible de
6xido nitrico (iNOS), hemooxigenasa 1, factor de crecimiento
insulinico-2 (IGF-2), proteina de unién 1, 2 y 3, al factor de
crecimiento insulinico (IGFBP 1, 2, 3), transportadores de
glucosa (GLUT) y enzimas glucoliticas!828.68 (fig, 4), promo-
viendo la adaptacién metabdlica a la hipoxia, y es también
regulado por la presién de O,, dependiendo de la expresién
de la subunidad HIF-1a%. La capacidad de adaptacién de
la hipoxia por las células malignas es fundamental para el
crecimiento tumoral (tabla 1).

Tabla 1 - Moléculas reguladas por HIF-1# y su accién
fisiopatologica

Molécula Funcién Referencias
VEGF Angiogénesis 5-7, 16, 37, 38, 66, 68,
71-78
Eritropoyetina Eritropoyesis 5-7, 16, 66, 68, 77,78
GLUT-1 Glucélisis 5-7, 16, 37, 38, 66, 68,
77,78
TGF-a Invasién y metastasis ~ 5-7, 37, 38, 78
Transferrina Apoptosis 5-7,16, 68,77,78
Endotelina Tonus vascular 5-7,16,68,77,78
CA9 Regulador pH 5-7,37, 38, 66, 77, 78
iNOS Resistencia a farmacos 5-7, 16, 68, 77, 78
IGFBP-1, 2,3 Homeostasia 5-7, 16, 68, 77,78

Hipoxia, factor inducible por hipoxia y cdncer

La hipoxia es significativamente menor en los tumores en que
el promedio de la presién de O, es superior al 1,5%>37%80,

Las células tumorales, para sobrevivir, tienen que adap-
tarse a la baja presién de pO,; muchos productos genémi-
cos estan implicados en la neoangiogénesis tumoral. Estas
adaptaciones contribuyen a la supervivencia fenotipica y la
agresividad clinica8l. La hipoxia tumoral se ha asociado a mal
prondstico en numerosos tipos de cancers2,

Los clones de células tumorales tienen la capacidad de
adaptarse a microambientes hipéxicos, ya sea en los locales
primarios, como en los sitios de metastasis. Los mecanismos
genéticos y epigenéticos de la adaptacién a la hipoxia (ines-
tabilidad genética, glucdlisis aerdbica, la pérdida de control
del ciclo celular, la pérdida de sefiales de la apoptosis) son
caracteristicos de malignidad®® (fig. 5).

Hay pruebas de que la hipoxia puede controlar y mantener
la inestabilidad genética. Esta inestabilidad genética puede
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disminuir la reparacién del ADN y aumentar la tasa de muta-
ciones®.

La hipoxia intratumoral es un factor de mal prondstico
observado en tumores de préstata, mama, musculoesquelé-
tico, cabeza y cuello, y cérvix®3-85, que se asocia a mayor tasa
de fracaso a la RT, QT y al aumento de las metéstasis®®.

Sabemos que la activacién de la glucdlisis aerdbica repre-
senta un evento inicial del proceso de transformacién neopla-
sica, probablemente como respuesta al aumento de la proli-
feracién celular®, ya que las células con una elevada tasa de
proliferacién consumen més oxigeno. Los tumores tienen un
aumento de la glucélisis y sabemos que la concentracién de
la glucosa y de los componentes de la via glucolitica son influ-
yentes en el HIF?7:88, El pH tumoral es més acido debido a la
mayor produccién de lactato y CO,. Para sobrevivir, las células
necesitan mantener un equilibrio entre el pH intracelular y el
extracelular; esto se logra a costa de varios transportadores.
La anhidrasa carbdnica IX (CA9) ejerce un papel fundamental
en este equilibrio; varios estudios han demostrado la correla-
cién entre la hipoxia, angiogénesis, HIF-1a y el CA9%°.

Por tanto, los niveles del HIF son adaptados para que las
células mantengan una elevada tasa de proliferacién y, por
otra parte, el aumento de la proliferacién celular puede indu-
cir una mayor expresién del HIF?8, Ante las situaciones de
hipoxia, en las que la accién de los factores de crecimiento

lleven a un aumento de la proliferacién celular y, por tanto, a
una mayor necesidad de oxigeno, el HIF-1a serd més expre-
sado y activado, induciendo a la expresién de genes que
codifican las moléculas proangiogénicas y que permiten una
adaptaciéon metabdlica a la hipoxia, siendo el activador més
potente de genes que codifican las enzimas glucoliticas y los
factores de crecimiento proangiogénicos?820-93 ya que los
tumores no pueden progresar sin la angiogénesis que permite
la difusién del oxigeno, la glucosa y otros nutrientes’”.’8,

La angiogénesis consiste en el desarrollo de nuevos vasos
a partir de la red vascular preexistente y tiene un papel
preponderante en los diversos mecanismos fisiopatolégicos
benignos (cicatrizacién, heridas, isquemia, retinopatia dia-
bética) y malignos (el crecimiento del tumor y metdstasis); el
VEGF desempeiia un papel fundamental en la angiogénesis y
esta regulado por el HIF?4-%,

Actualmente, existen evidencias de que los vasos tumo-
rales son desorganizados y sin estructura adecuada para
la circulacién, lo que conduce frecuentemente al colapso.
Dado que el crecimiento tumoral requiere oxigeno, nutrien-
tes y una funcién metabédlica apropiada para su desarrollo,
es necesario promover los factores de la angiogénesis para
inhibir la apoptosis de las células tumorales desencadenadas
por la hipoxia. Por tanto, la angiogénesis como respuesta a la
hipoxia tumoral estd mediada por el HIF-1a°°.
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El HIF-1o se ha considerado un factor clave en la regu-
lacién del VEGF y su receptor (VEGRF), como de otros fac-
tores angiogénicos. Varios estudios inmunohistoquimicos
realizados en diversos modelos tumorales’! revelan que la
expresion del HIF-1o estd asociada a un aumento del VEGF y
de la vascularizacién y metastizacién, que implican un peor
prondstico’276, Parecer existir una relacién directa entre la
angiogénesis y la metastizacién en diversos tipos de tumo-
res, como melanomas, gliomas, pulmén, mama, ovario vejiga
y préstata®” %8, comprobandose que las proteinas diana del
HIF-1a estan implicadas en la proliferacién, supervivencia,
adhesién y movilidad de las células neoplésicas.

Por otra parte, el aumento de la expresién del HIF-1a, com-
binada con las mutaciones inactivadas en los genes supreso-
res como VHL, p53, PTEN o la amplificacién de los oncogenes
Akt, RAS, ERK1/2, se ha observado con frecuencia en los
pacientes oncoldgicos; estas alteraciones estan asociadas a
crecimiento tumoral, invasién y metastasis.

Zhong et al®® han demostrado una expresién aumentada
del HIF-1a en alrededor del 53% de los tumores, incluidos el
de colon, gastricos, pancredticos, pulmén, ovario, préstata,
renal, melanoma y glioblastoma. El aumento de expresion del
HIF-1a estd asociado a una supervivencia mas corta en el can-
cer de mama y de Utero, y a la mala respuesta al tratamiento
en el cancer nasofaringeo, resaltando el papel de la hipoxia
tumoral en el pronéstico’2100-104 (tapla 2).

En el cancer de préstata, se encuentra expresado en los
estadios iniciales de la carcinogénesis y esa expresién estd
relacionada con los indicadores de diagnéstico y prondstico
para la rediviva temprana y metastizacién, pudiendo ser el
HIF-1 un potencial biomarcador del pronéstico. Su impor-
tancia en la progresién tumoral lo convierte en un objetivo
plausible en las estrategias de quimioprevencién, asi como en
la capacidad de inhibir la angiogénesis®C. Los estudios experi-
mentales realizados en células de cancer de préstata en rato-
nes muestran que una sobreexpresién del HIF-1a se asocia a
un mayor crecimiento y potencial metastéticol%8. Del mismo
modo, en los seres humanos también se ha encontrado una
mayor expresién del HIF-1o en los tumores de préstata®®®,
En el CaP, en particular los pacientes con cancer metastizado
u hormonorresistente, se ha demostrado que el gen VEGF,
principalmente inducido por el HIF-1a estd frecuentemente

Células vivas

Muerte celular

Figura 6 - Papel del HIF en la supervivencia y la muerte
celular. Adaptado de Acker y Plate®3.

sobreexpresado, lo que sugiere una accién central de esta
molécula en este procesol0106,

La activacién de los oncogenes y los factores de creci-
miento pueden inducir el sistema HIF en las células no
hipoxidantes o amplificar la respuesta a la hipoxia. De hecho,
varios factores de crecimiento y citocinas del estroma y
parénquima también actiian como reguladores y son capaces
de inducir la expresién del HIF-1a, su capacidad de enlace y
de transactivacién, como por ejemplo el factor de crecimiento
epidérmico (EGF)%, el TGFa®21%7 los factores IGF-1 e IGF-2109
y la interleucina 1b'1°. Ademais, estudios recientes muestran
que el HIF puede desempenar un papel importante en la
resistencia a los tratamientos!11-113,

El sistema HIF actia como el maximo regulador de la res-
puesta a la hipoxia, iniciando la cascada de mecanismos que
permiten que el tumor se adapte al medio ambiente hostil,
y surge como un importante factor de transcripcién en la
biologia del cancer.

Conclusion

La activacién del HIF es regulada por diversos mecanismos
a partir de la estabilizacién de la subunidad HIF-lo que
envuelve multiples sefiales y vias.

La hipoxia, algunos genes supresores tumorales, factores
de crecimiento y citocinas aumentaran la estabilidad y/o
transactivaciéon del HIF1A, lo que resulta en un incremento

Tabla 2 - Tumores que muestran sobreexpresién de HIF evaluados por inmunohistoquimica

Referencias 99 83-85 97, 98 72, 100-104 48, 60, 105-108
Colon X

Gastrico X

Pancreas X

Pulmén X X

Ovario X X

Utero X X

Préstata X X X X
Rim X

Gliomas X X

Mama X X X

Cabeza/cuello X

Melanoma X X
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de la produccién del HIF-1a y, como consecuencia, la angio-
génesis tumoral, la adaptacién metabdlica a la hipoxia y el
aumento de la supervivencia celular, debido a su accién en
varios genes diana. El HIF-1a sera crucial en la iniciacién de
la angiogénesis, en el crecimiento tumoral, la progresién y la
metastizacién.

De esta forma, nos parece fundamental desenvolver téc-
nicas para bloquear o inhibir la angiogénesis y el factor HIF-
1a, reduciendo la posibilidad de desarrollar neoplasias méas
agresivas y, de este modo, reducir la morbilidad y mortalidad
por céancer.

El HIF-1a podria constituir un marcador temprano de la
carcinogénesis, con valor predictivo de progresién tumoral y
valor pronéstico.
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