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Resumen 

Los meduloblastomas se encuentran entre los tumores sólidos más comunes en la infancia, 

y la quimiorresistencia persiste como la causa principal del fracaso del tratamiento 

convencional. La hipoxia y la subsecuente activación del factor transcripcional inducible 

por hipoxia 1 (HIF-1) se consideran factores clave en la modulación de la eficacia de los 

fármacos antineoplásicos, pero los mecanismos subyacentes a la quimiorresistencia no se 

conocen de manera completa.  

El objetivo de este trabajo fue determinar si la hipoxia induce la resistencia al tratamiento 

con ciclofosfamida (CPA) e ifosfamida (IFA) en células DAOY de meduloblastoma 

humano, y si este posible efecto depende de la expresión de HIF-1, y de la regulación por 

la hipoxia y HIF-1 de la expresión de las enzimas de citocromo P450 CYP2B6, CYP3A4 

y CYP3A5, y de la proliferación celular.  

Los cultivos en monocapa de células DAOY de meduloblastoma humano se expusieron por 

24 h a hipoxia moderada (1% O2) o severa (0.1% O2) y se evaluó la expresión de proteínas 

mediante la determinación del RNAm y por inmunodetección. La citotoxicidad se evaluó 

con el ensayo MTT y mediante tinción con Anexina V/PI y citometría de flujo. La 

proliferación celular se determinó mediante el ensayo de exclusión con azul de tripán, y el 

ciclo celular por tinción con yoduro de propidio y citometría de flujo.  

Los resultados indicaron que la hipoxia disminuyó la citotoxicidad de CPA e IFA, lo que se 

correlacionó con una reducción en los niveles de proteína de CYP2B6, CYP3A4 y 

CYP3A5, y la inhibición de la proliferación celular inducida por el arresto celular en la fase 

G1. Estas respuestas dependieron de la activación de HIF-1 inducida por hipoxia, como lo 

muestra la inhibición farmacológica de su actividad transcripcional con 2-metoxiestradiol 

(2-ME). El 2-ME favoreció el efecto citotóxico de CPA e IFA, y el aumento en la apoptosis 

al combinar estos antineoplásicos con 2-ME.  
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En conjunto, estos datos indican que mediante la estimulación de la actividad de HIF-1, la 

hipoxia regula negativamente la expresión de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5, conduciendo 

a disminución de los metabolitos activos (hidroxilados) de CPA e IFA, reduciendo así su 

actividad citotóxica. En consecuencia, la inhibición farmacológica de HIF-1 aumenta el 

efecto antineoplásico de CPA e IFA.  

Estos resultados sustentan que la combinación de la inhibición de HIF-1 y agentes 

antineoplásicos canónicos constituye una posible alternativa terapéutica para los pacientes 

con meduloblastoma. 
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Abstract 

Medulloblastomas are amongst the most frequent solid tumors in childhood, and drug 

resistance remains as the principal cause of conventional treatment failure. Hypoxia and the 

subsequent activation of hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1) are considered key factors 

in modulating drug antitumor effectiveness, but the underlying mechanisms in 

medulloblastomas have not yet been clearly understood.  

The aim of the present work was to determine whether hypoxia induced resistance to 

cyclophosphamide (CPA) and ifosfamide (IFA) in DAOY medulloblastoma cells, if this 

mechanism was dependent on HIF-1, and involved the modulation of CYP2B6, CYP3A4 

and CYP3A5 expression and the control of cell proliferation.  

Monolayer cultures of DAOY medulloblastoma cells were exposed for 24 h to moderate 

(1% O2) or severe (0.1% O2) hypoxia, and protein expression was evaluated by mRNA or 

immunoblotting. Cytotoxicity was studied with the MTT assay and by annexin V/PI 

staining and flow cytometry. Cell proliferation was determined by the trypan-blue 

exclusion assay, and cell cycle distribution by propidium iodide staining and flow 

cytometry.  

Our results showed that hypoxia decreased CPA and IFA cytotoxicity in medulloblastoma 

cells, which correlated with a reduction in the protein levels of CYP2B6, CYP3A4 and 

CYP3A5, and inhibition of cell proliferation and arrest of the cell cycle in the G1 phase. 

These responses depended on hypoxia-induced activation of HIF-1, as evidenced by 

chemical inhibition of its transcriptional activity with 2-methoxyestradiol  

(2-ME), which restored the cytotoxic activity of CPA and IFA and increased apoptosis.  

It is concluded that by stimulating HIF-1 activity, hypoxia down-regulates the expression 

of CYP2B6, CYP3A4 and CYP3A5, that would in turn lead to decreased conversion of 

CPA and IFA into their active, hydroxylated, metabolites and thus to diminished 

cytotoxicity. Accordingly, the pharmacological inhibition of HIF-1 enhanced CPA and 

IFA cytotoxic actions.  
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These results support that the combination of HIF-1 inhibitors and canonical 

antineoplastic agents provides a potential therapeutic alternative against medulloblastoma. 
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1. Introducción 

1.1 Tumores pediátricos del sistema nervioso central 

En México, el cáncer es la segunda causa de mortalidad en la población infantil entre los 4 

y 15 años de edad, estadísticamente solo precedido por los accidentes; representando por lo 

tanto un problema de salud pública de altas dimensiones en costos y gasto gubernamental 

(Rivera-Luna et al., 2014; Fajardo-Gutiérrez et al., 2016). La incidencia promedio anual 

reportada es de 157 casos por cada 1’000,000 habitantes, con un pico máximo entre los 0 y 

los 4 años, y la menor incidencia entre los 15 y los 18 años. La distribución por género 

tiene un índice hombres:mujeres de 1.2:1, como se muestra en la Figura 1 (Rivera-Luna et 

al., 2013, 2014, 2015).  

En cuanto a los tipos de tumores, en primer lugar se ubican las leucemias con un 78% del 

total de los casos; en segundo lugar los linfomas con un 15%, y en tercer lugar, con un 

16.2%, los tumores del sistema nervioso central (TSNC), por lo que estas son consideradas 

los tres principales tipos de neoplasias que afectan a la población pediátrica, como se ilustra 

en la Figura 2 (Rivera-Luna et al., 2013; Fajardo-Gutiérrez et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Frecuencia por edad (A) y prevalencia por género (B) de cáncer infantil en 

México. Adaptado de Rivera-Luna et al., 2015. 
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Figura 2. Incidencia del cáncer en niños pacientes del Seguro Popular. La incidencia se 

expresa por 1,000,000habitantes por año, agrupada de acuerdo a la Clasificación 

Internacional de Cáncer Infantil. Adaptado de Rivera-Luna et al., 2015. 

 

Los TSNC intracraneales pediátricos son las neoplasias sólidas más frecuentes en niños de 

0 a 18 años, de acuerdo a la información de tres instituciones de salud pública, el Instituto 

Nacional de Pediatría, el Hospital Infantil de México Federico Gómez y el Hospital for Sick 

Children of Toronto, que considera un total de 2,505 pacientes (Ponce de León et al., 

2006).La Figura 3 muestra la distribución de tumores craneales infantiles diagnosticados en 

estas instituciones. Dentro de los TSNC pediátricos, los astrocitomas, meduloblastomas y 

craneofaringiomas son los que se reportan en México como más frecuentes. Además, 

existen diferencias significativas en la tasa de supervivencia a 5 años, siendo de 84% y 29% 

para los astrocitomas de bajo y alto grado, respectivamente, mientras que para los 

meduloblastomas se reportan datos muy variados, que van de 40% a 80% (Rutkowski et al. 

2005; Araujo et al., 2011). 
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Figura 3. Distribución de los Tumores del Sistema Nervioso Central en el Instituto 

Nacional Pediatría (A), el Hospital Infantil de México Federico Gómez (B) y Hospital for 

Sick Children of Toronto (C); TNEP, Tumores neuro-ectodérmicos primitivos. Adaptado de 

Ponce de León et al., 2006. 
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El tratamiento para la mayoría de estos tumores, incluye combinaciones de cirugía, 

radioterapia y quimioterapia (Palmer et al., 2007; 2008; Rutkowski et al., 2005; Massimino 

et al., 2011; 2016). La radioterapia se ha asociado con secuelas a largo plazo como 

alteraciones motoras, sensoriales endocrinas, cognitivas, déficits neuropsicológicos y 

conductuales en pacientes menores de3 años (Mitby et al., 2003; Aarsen et al., 2006; Hazin 

et al., 2010; Holland, 2013). La eficacia del tratamiento del meduloblastoma es modesta, 

sobre todo en pacientes de alto riesgo debido a las secuelas a largo plazo, por lo que es 

importante definir nuevos esquemas de tratamiento que consideren los marcadores 

moleculares descritos. 

1.2 Meduloblastomas 

La Organización Mundial de la Salud considera al meduloblastoma dentro de los tumores 

de tipo embrionario, y de acuerdo a su histopatología incluye las variantes 

desmoplásico/nodular, meduloblastoma con nodularidad extensa, clásico y anaplásico de 

células grandes(Taylor et al., 2012; Louis et al. 2016). Actualmente, se han integrado a la 

clasificación las características moleculares, identificándose 4 subgrupos:1) WNT 

(Wingless signaling pathway);2) SHH (Sonic Hedgehog signaling pathway); 3) Grupo 3; y 

4) Grupo 4. Para cada uno de estos subgrupos se han identificado marcadores 

transcripcionales y epigenéticos que definen clínicamente a cada paciente. Lo anterior 

resulta en una gran heterogeneidad de estos tumores no solo en cuanto a su origen, sino 

también en su progresión, alteraciones genéticas, perfiles de expresión génica y evolución 

clínica, como se ilustra en la Figura 4 y el Cuadro 1 (Taylor et al., 2012;DeSouza et al., 

2014; Cavalli et al., 2017; Northcott et al., 2017). 
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Figura 4. Representación de los grupos, subtipos, datos clínicos, número de copias de 

cromosomas, y otras características meduloblastoma. La edad se clasificó en los grupos: 

infantil,0-3 años; niñez,>3-10 años; adolescencia,>10-17 años; y adultos,>17 años. Tomado 

de Cavalli et al., 2017. 

 

En cuanto a la incidencia de cada uno de los sub-tipos moleculares, el más frecuente es la 

variante del Grupo 4 desmoplásico (~35%), seguido por la variante SHH (~30%) y del 

Grupo3 (~25%), y por último a la variante WNT con ~10% (Kool et al., 2012;Leary y 

Olson, 2012; Northcott et al., 2012; Zhao et al., 2016; Schwalbe et al., 2017). La vía de 

señalización SHH contribuye al incremento en la proliferación celular y el crecimiento 

tumoral del meduloblastoma en distintos modelos celulares (Kieran, 2014; Drozdowicz et 

al., 2017), y la sobrevivencia a 5 años de este grupo es <50% (Ramaswamy et al., 2016). La 

clasificación del subtipo y las características moleculares de meduloblastoma han permitido 

establecer 40 líneas celulares, entre las que se encuentran las del grupo SHH, como las 

células DAOY y las células UW-228 (Ivanov et al., 2016).Las células DAOY muestran 

resistencia al etopósido (von Bueren et al., 2011; Othman et al., 2014), la 4-

hidroperoxiciclofosfamida (Friedman et al., 1992), el cisplatino (von Bueren et al., 2011; 

Guerreiro et al., 2011; Wilk et al., 2012; Suryo et al., 2016), la vincristina y la lomustina 
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(Shinwari et al., 2011), así como a la radiación (Ingram et al., 2013; von Bueren et al., 

2011). Por lo anterior, se considera que estas células son un modelo adecuado para evaluar 

la quimiorresistencia de los meduloblastomas. 

 

Cuadro 1.Características histopatológicas y moleculares del meduloblastoma. 

Características WNT  SHH   Grupo 3  Grupo 4 

Histología  C/raro LCA D/Nodular  C/LCA   C/LCA 

Metástasis  Raro   No común  Muy frecuente  Frecuente

   M+  M+   M+   M+ 

Diagnóstico  Bueno  Bueno/Intermedio Pobre   Intermedio 

Expresión  Vía WNT Vía SHH  Fotorreceptor/  Neuronal/ 

        GABAérgico  Glut 

Copias somáticas -  MYCN (12%)  MYC (17%)  SNCAIP 

           (10%) 

     GLI2 (8%)  PVT1 (12%)  MYCN 

(6%) 

        OTX2 (8%)  CDK6 

(5%) 

SNP   CTNNB1 TERT   SMARCA4  KDM6A 

   (91%)  (60%)   (11%)   (13%) 

   DDX3X (50%) PTCH1 (46%)   MLL2 (4%)  MLL (5%) 

   SMARCA4  SUFU 

   (26%)  (24%) 

   MLL2 (13%) MLL2 (16%) 

   TPS3 (13% SMQ (14%) 

     TP53 (13%) 

Eventos     

Ganancia  -  3q   1q, 7, 17q, 18q  7, 17q, 18q   

Pérdida  6  9q, 10q, 14q  8, 10q, 11, 16p, 17p 8, 11p, X  

 

C; Clásico, LCA; anaplásico de células grandes, D; desmoplásico, M+; metástasis, Glut; 

Glutamatérgico; SNP; polimorfismo de un único nucleótido. Adaptado de Massimino et al., 

2016. 
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1.3 Estadificación, pronóstico y tratamiento de meduloblastoma 

El sistema de Chang es utilizado para la estadificación clínico-quirúrgica, siendo la 

condición de metástasis la que se considera como factor crítico de pronóstico y de 

tratamiento, incluyendo además otros parámetros como la edad, tamaño de tumor residual  

post-quirúrgico, variedad histopatológica y porcentaje de células en proliferación (Rivera-

Luna et al., 2007; Massimino et al., 2016). 

Como se mencionó anteriormente, los pacientes con meduloblastoma presentan limitada 

sobrevivencia (~50% a los 5 años), lo que representa un desafío para la terapia actual. 

Además, la respuesta al tratamiento se ha asociado con el estado nutricional de los 

pacientes, que determina la tolerancia al esquema completo de quimioterapia (Rutkowski et 

al., 2005; Ponce de León et al., 2006; Araujo et al., 2011). 

En la quimioterapia del meduloblastoma se utilizan diversos fármacos, entre los que se 

encuentran ciclofosfamida (CPA), ifosfamida (IFA), vincristina, carmustina, metotrexato, 

procarbazina, arabinósido A, etopósido, lomustina, cisplatino y carboplatino (Packer y 

Finlay, 1996; Rutkowski et al., 2005; Rossi et al., 2008; Massimino et al., 2011; 2016). 

Identificar qué mecanismos de resistencia al tratamiento podrían asociarse con una baja 

sobrevivencia es muy relevante, y entre dichos mecanismos se ubican los relacionados con 

el transporte celular de fármacos, mutaciones que afectan la función o expresión de genes 

que codifican proteínas con esta función, así como cambios epigenéticos, por mencionar 

sólo algunos (Gillies et al., 1999; Höckel y Vaupel, 2001; Trédan et al., 2007). Para los 

meduloblastomas, una limitada respuesta al tratamiento asociada a resistencia a fármacos 

como etopósido o temozolomida se ha asociado con altos niveles de expresión de ABCB1 

(ATP-Binding Cassette, Sub-Family B (MDR/TAP), Member 1), MGMT (O6-metilguanina-

DNA-metil-transferasa) y la proteína anti-apoptótica BCL2 (Othman et al., 2014). La 

resistencia a topotecán se ha relacionado con un aumento de la expresión de ABCG2 

(Morfouace et al., 2015), y la resistencia al tratamiento con vincristina y lomustina se ha 

asociado con el aumento de la expresión de CTNNB1 (proteína β1 asociada a cadherina), 

STK15 (aurora cinasa A) y TRKC (receptor neurotrófico con actividad de cinasa de tirosina 
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tipo 3) (Shinwari et al., 2011). No obstante, se conoce poco sobre los mecanismos que 

subyacen la regulación y la manifestación de quimiorresistencia en estos y otros tumores. 

1.4 Hipoxia tumoral 

Uno de los principales factores que se han asociado con resistencia a fármacos en distintos 

tipos de tumores sólidos, es la hipoxia. Esta condición se produce en un tumor como 

resultado del crecimiento en la masa tumoral y una perfusión vascular deficiente y 

heterogénea, lo que genera un suministro insuficiente de O2 que compromete las funciones 

biológicas de las células neoplásicas y las del estroma, generando áreas con bajas presiones 

parciales de O2 (ppO2) en las regiones más alejadas de los vasos sanguíneos, como se 

ilustra en la Figura 5 (> 150 µm) (Höckel y Vaupel, 2001; Vaupel, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Distribución de nutrientes, fármacos y presión parcial de O2 (ppO2, mm Hg) en 

células de tumores sólidos. Adaptado de Vaupel, 2004.  
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Varios tipos de tumores sólidos, como los meduloblastomas y los gliomas, han sido 

reportados como hipóxicos (Evans et al., 2004; Warnke et al., 2006; McKeown, 2014), y se 

ha propuesto que la hipoxia induce adaptación de las células tumorales, promoviendo 

inestabilidad genómica (elevada frecuencia de mutaciones e inhibición de la reparación del 

daño al DNA, entre otros fenómenos), amplificación génica y reordenamiento 

cromosómico, inactivación de genes supresores de tumores, regulación de la expresión de 

diversos genes (entre ellos varios oncogenes), la selección clonal y cambios proteómicos 

(Höckel y Vaupel, 2001; Vaupel, 2004; Luoto et al., 2013). 

Uno de los principales promotores de la adaptación de las células tumorales a la hipoxia es 

el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1), un factor transcripcional heterodimérico formado 

por dos subunidades: la subunidad α (HIF-1α), regulada por los niveles de O2, y la 

subunidad β, localizada constitutivamente en el núcleo y que no depende de la 

concentración de O2 (HIF-1β; también conocida como translocador nuclear del receptor de 

hidrocarburos arilo, ARNT). Ambas subunidades pertenecen a la familia de proteínas 

bHLH-PAS (Per/Arnt/Sim) (Wang et al., 1995; Jiang et al., 1996). 

En condiciones de normoxia, HIF-1α es degradado por ubiquitinación vía proteosoma 26S 

por el complejo de von Hippel-Lindau (pVHL)-E3 ligasa (Salceda y Caro, 1997; Kallio et 

al., 1999; Tanimoto et al., 2000). La unión de HIF-1α con pVHL se induce por la 

hidroxilación de las prolinas Pro402 y Pro564, localizadas en el dominio de degradación 

dependiente del O2 (ODD), proceso mediado por las prolil-hidroxilasas (PHD) 1, 2, y 3 

(Masson et al., 2001; Appelhoff et al., 2004). Otro mecanismo que controla la actividad de 

HIF-1α es la modulación por los dominios de transactivación amino y carboxilo (TAD-N y 

TAD-C) que reclutan a co-activadores como la proteína de unión p300 al adenovirus E1A 

(p300), CBP (proteína de unión a CREB, elemento de respuesta a AMPc), las proteínas de 

la familia de 160 kDa, receptores de hormonas esteroideas (SRC-1/p160) y el factor 

intermediario 2 (TIF2/p160) (Arany et al., 1996; Carrero et al., 2000; Sang et al., 2002). 

Cuando el O2 es limitante, la inhibición de la hidroxilación conduce a la estabilización de 

HIF-1α, su acumulación en el citoplasma y posterior translocación al núcleo (Huang et al., 

1998; 2002). La activación transcripcional de HIF-1α depende de la dimerización con HIF-

1β; posteriormente el complejo HIF-1α/HIF-1β se une a los elementos de respuesta a 
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hipoxia (HRE, 5’-TACGTGCT-3’; Figura 6) en genes blanco, regulando su expresión 

(Semenza y Wang, 1992).En las células tumorales, HIF-1 regula la expresión de genes 

que participan en el control de la angiogénesis, la eritropoyesis, el tono vascular, la matriz 

extracelular, el metabolismo de glucosa, la proliferación/sobrevivencia, y la apoptosis, entre 

otros (Semenza, 2003; Ke y Costa, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6.Regulación del Factor Inducible por Hipoxia 1 (HIF-1) por la concentración de 

O2. En condiciones de normoxia (20% de O2, A) HIF-1 es hidroxilado y posteriomente es 

degradado en el proteasoma, mientras que en condiciones de hipoxia (≤ 1% de O2, B) 

mediante la unión a importinas HIF-1 se trasloca al núcleo, donde dimeriza con HIF-1β. 

El complejo HIF-1/HIF-1β se une a los elementos de respuesta a hipoxia (HRE,  

5’-TACGTGCT-3’) que regulan la transcripción de diferentes genes asociados con la 

progresión tumoral. Elaborado a partir de Wang et al., 1995; Jiang et al., 1996; Salceda y 

Caro, 1997; Kallio et al., 1999; y Tanimoto et al., 2000. 
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1.5 Hipoxia y resistencia tumoral 

Se considera que las células de los tumores sólidos sometidas a hipoxia son las que 

presentan mayor resistencia a la quimioterapia por varias razones, entre ellas (Primeau et 

al., 2005; Minchinton y Tannock, 2006): 1) los fármacos ejercen toxicidad selectiva en 

alguna fase del ciclo celular, por lo que las células no proliferantes o que proliferan 

lentamente son resistentes; 2) algunos fármacos son menos activos en condiciones de 

hipoxia o en pH extracelular ácido; 3) las células más distantes están expuestas a 

concentraciones menores de los fármacos, cuya distribución es heterogénea y depende de 

sus características fisicoquímicas; y 4) cambios en el metabolismo de fármacos. Se ha 

determinado que la hipoxia promueve la resistencia a fármacos en diferentes tipos 

tumorales como el cáncer de ovario, de riñón, de mama y linfoma (Strese et al., 2013). En 

el Cuadro 2 se indica la resistencia al tratamiento dependiente de la expresión de HIF-1α y 

distintas vías de señalización en diferentes tipos tumorales. 

Las principales fuentes de la acidez extracelular en los tumores sólidos son la generación de 

H+ y la producción de los ácidos láctico y carbónico. Diversas proteínas participan en la 

homeostasis del pH, como la isoforma 1 del intercambiador Na+/H+ (NHE-1), la H+-

ATPasa vacuolar, los transportadores de monocarboxilatos (MCTs), los co-transportadores 

Na+/HCO3
- (NBC) y Cl-/HCO3

- (AE), y la isoforma IX de la anhidrasa carbónica (CA-IX) 

(Chiche et al., 2010). Las características del acceso a la célula de los fármacos se ajusta al 

modelo de captura de iones (ion-trapping), que predice que la adaptación de las células 

tumorales incluye la acidificación extracelular, asociada con la quimiorresistencia 

(Raghunand y Gillies, 2000; Mahoney et al., 2003; Chiche et al., 2010; Wojtkowiak et al., 

2011). 

Una vez que los fármacos ingresan a las células, su efecto citotóxico se ejerce sobre 

distintos blancos moleculares (Luqmani, 2005; Zhou y Giannakakou, 2005; Florea y 

Büsselberg, 2011; Zitvogel et al., 2013; Kakde et al., 2011; Swift y Golsteyn, 2014). Los 

mecanismos de acción de los fármacos pueden modificarse dependiendo de su transporte, 

de la expresión de proteínas blanco, mutaciones en genes, la redistribución sub-celular, la 

interacción fármaco-fármaco o la distribución del ciclo celular, este ultimo efecto es 

particularmente importante para acción de agentes alquilantes (Chauffert et al., 1998; 
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Motwani et a., 1999; Green et al., 2001; Beaumont et al., 2016). Por otra parte, la baja 

biodisponibilidad de O2 también puede comprometer el metabolismo de fármacos, ya que 

las enzimas pertenecientes a la familia del citocromo P450 (CYP) y que catalizan la 

oxidación, requieren O2 para su función (Donovan et al., 2010). 

1.6 Metabolismo de fármacos por enzimas del citocromo P450 (CYP) 

Las enzimas CYP son hemoproteínas catalíticas en las cuales un grupo tiol del amino ácido 

Cisteína sirve como quinto ligando del átomo de hierro del grupo hemo y el sexto ligando 

es una molécula de agua. Se han identificado 57 genes humanos y 58 pseudogenes 

(http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html). 

Los CYP presentan marcadas diferencias en la afinidad por sus substratos, y contribuyen a 

la activación o inactivación metabólica de pro-fármacos y fármacos antineoplásicos, 

respectivamente; función que depende de los niveles de expresión y de la actividad de una 

o varias isoformas de CYP en el tumor.  

Una vez administrados, los fármacos son también metabolizados en el hígado por enzimas 

de la familia CYP, que intervienen así en la farmacocinética, la farmacodinámica y el 

efecto citotóxico. Por lo tanto, para la quimioterapia es importante establecer la 

contribución del tumor y el hígado al metabolismo de los fármacos, (McFadyen et al., 

2004; Michael y Doherty, 2005; Rodriguez Antona y IngelmanSundberg, 2006). 

Se estima que 15 isoformas de CYP metabolizan el 95% de los fármacos o xenobióticos, y 

que presentan alta expresión y amplia selectividad de sustratos (Guengerich 2003). En la 

Figura 7 se presenta la distribución de las isoformas de CYP que participan en el 

metabolismo de fármacos, carcinógenos, esteroides, pesticidas y otros productos químicos 

(Guengerich 2003; Zanger y Schwab, 2013). 
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Cuadro 2.Resistencia al tratamiento dependiente de la expresión de HIF-1α en tumores. 

Cáncer  Fármaco   Señalización  Referencia 

Colon   Etopósido   HIF-1α/Bid/Bax Erler et al., 2004 

Neuroblastoma Etopósido, vincristina  HIF-1α   Hussein et al., 2006 

Mama   Daunorrubicina, doxorrubicina, HIF-1α,  Sullivan et al., 

   etopósido, mitoxantrona Senescencia  2008 

Mama   Paclitaxel   HIF-1α/AP-1  Flamant et al., 2010 

Gástrico   5-fluorouracil (5-FU)  HIF-1α/p53/NF-kB Rohwer et al., 2010 

   cisplatino 

Glioma   Doxorrubicina    HIF-1α/BCL-2/  Kim et al., 2011 

   survivina 

Pulmón   Cisplatino   HIF-1α/  Wu et al., 2015 

       Autofagia  

 

CYP3A4/5

CYP2D6

CYP2C9

CYP1A2

CYP2B6

CYP2C19

CYP2C8

CYP2A6

CYP2J2

CYP2E1

30.2 %

12.8 %

20.0 %

6.8 %7.2 %
8.9 %

3.0 %

3.0 %
3.4 %4.7 %

Isoforma CYP

 

Figura 7. Metabolismo de sustratos por isoformas de CYP. Adaptado de Zanger y Schwab, 

2013. 
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La capacidad de los tumores para metabolizar fármacos es importante para determinar la 

terapia óptima debido a la activación de pro-fármacos por las células tumorales; sin 

embargo, un potencial mecanismo de resistencia radica en el aumento de la inactivación de 

los fármacos por la sobre-expresión de isoformas de CYP (McFadyen et al., 2004; 

Rodriguez Antona y Ingelman Sundberg, 2006). Ciertas isoformas de CYP se expresan en 

algunos tumores cerebrales y se ha propuesto que podrían modular la respuesta al 

tratamiento (Cuadro 3). Sin embargo, no existe información sobre la participación de CYP 

en la resistencia en meduloblastomas, en particular de las isoformas responsables del 

metabolismo de fármacos utilizados en su tratamiento. 

 

Cuadro 3. Expresión de CYP en tumores cerebrales. 

      CYP   Referencia 

 

Astrocitomas    1A, 1B1, 2A6, McFadyen et al., 1997 

      2C, 2E1, 3A  Murray et al., 1997 

 

Astrocitomas,     1B1   Barnett et al., 2007 

glioblastomas, oligodendrogliomas 

 

Astrocitoma, glioblastoma,   1A1, 1B1  Stavrinou et al., 2015 

meningioma, meningiotelial  

 

 

 

En modelos in vitro e in vivo se han evidenciado distintos mecanismos sistémicos o 

intratumorales posiblemente involucrados en la resistencia a fármacos como la expresión de 

enzimas de CYP, de la glicoproteína P, y de la difosfato glucuronosiltransferasa, entre otros 

(Miyoshi et al., 2002; Mathijssen et al., 2004; El-Abaseri et al., 2015). El Cuadro 4 muestra 

la asociación de la expresión de enzimas de CYP con la resistencia al tratamiento con 

distintos antineoplásicos. La sobre- o sub-expresión de estas enzimas podrían tener efectos 
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relevantes en la eficacia de la quimioterapia al favorecer el efecto citotóxico o la resistencia 

al tratamiento. 

 

Cuadro 4. Expresión de CYP asociada a la quimiorresistencia 

Cáncer   CYP  Antineoplásico Referencia 

 

Mama   3A4, 2C9 Docetaxel,  Miyoshi et al., 2002 

    2B6  Ifosfamida  Schmidt et al., 2004 

 

Gastrointestinal  3A4  Irinotecan  Mathijssen et al., 2004 

pulmón, mama,  

cérvix, cabeza/cuello,  

adenocarcionoma 

 

Hígado   3A4  Irinotecan-HCl Takahata et al., 2008 

 

Mama   2D6  Tamoxifen  Rae et al., 2009 

 

Pulmón   1A1  Gefitinib  Alfieri et al., 2011 

 

Colon   2S1, 2W1 GW-610  Tan et al., 2011 

 

Hígado   1A1, 1B1,  Dasatinib, imatinib,  Narjoz et al., 2014 

    2J2, 3A4 nilotinib, sorafenib,  

      sunitinib 

 

Páncreas   3A4, 26 Ácido trans-retinoico El-Abaseri et al., 2015 
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2. Planteamiento del problema 

El meduloblastoma es uno de los principales tumores del sistema nervioso central que 

afecta la población infantil en México. Actualmente la información sobre los mecanismos 

de resistencia al tratamiento en este tipo tumoral es escasa. Se ha determinado que la 

hipoxia es un factor importante en la regulación de la expresión de genes asociado con la 

resistencia a la quimioterapia; sin embargo, no se ha evaluado el efecto de la hipoxia en el 

meduloblastoma, en particular en relación a la modulación en el pH extracelular y la 

expresión de las isoformas de CYP de relevancia para el metabolismo de antineoplásicos. 

La expresión de HIF-1α se ha asociado con la resistencia a la quimioterapia con diferentes 

antineoplásicos en distintos tipos tumorales, pero no en meduloblastoma. Mediante la 

activación de HIF-1α, la hipoxia regula la expresión de genes que favorecen la progresión 

del tumor. Sin embargo, no se ha determinado el efecto en las proteínas que modulan el pH 

extracelular, así como en las isoformas de CYP de relevancia para el metabolismo de 

fármacos como ciclofosfamida e ifosfamida, utilizados en el tratamiento del 

meduloblastoma. En particular, en esta tesis se planteó analizar el efecto de la hipoxia y  

HIF-1α en la expresión de la isoforma IX de la anhidrasa carbónica (CA-IX), la isoforma 4 

del transportador de carboxilatos (MCT-4) y la isoforma 1 del intercambiador Na+/H+ 

(NHE-1), proteínas que controlan la acidificación en células tumorales, así como de las 

isoformas CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 del citocromo P450 que metabolizan a los 

fármacos alquilantes ciclofosfamida e ifosfamida. 

Como modelo experimental se utilizó la línea celular DAOY de meduloblastoma humano, 

obtenida de un paciente varón de 4 años de edad, y que pertenece al tipo histológico 

desmoplásico (ver anexo 1). 

 

 

  



 

 
17 

3. Hipótesis 

En condiciones de hipoxia, las isoformas 2B6, 3A4 y 3A5 del citocromo P450, así como 

los reguladores del pH extracelular CA-IX,MCT-4 y NHE-1 contribuyen a la 

quimiorresistencia del meduloblastoma al modular el metabolismo y el efecto citotóxico de 

fármacos antineoplásicos. 
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4. Objetivo general 

Determinar la contribución de las isoformas CYP 2B6, 3A4 y 3A5, y de los reguladores del 

pH extracelular CA-IX, MCT-4 y NHE-1 a la quimiorresistencia tumoral inducida por 

hipoxia en células de meduloblastoma humano DAOY.  

 

Objetivos particulares 

1. Identificar mediante análisis in silico los elementos de respuesta a hipoxia (HRE) en 

las regiones promotoras de los genes de las isoformas 2B6, 3A4 y 3A5 del 

citocromo P450. 

2. Establecer el efecto de la hipoxia en la citotoxicidad de la ciclofosfamida e 

ifosfamida en células de meduloblastoma humano DAOY.  

3. Determinar el efecto de la hipoxia en la expresión de los reguladores del pH 

extracelular CA-IX, MCT-4 y NHE-1, y de las isoformas CYP 2B6, 3A4 y 3A5. 

4. Determinar si la inhibición farmacológica del HIF-1α con 2-metoxiestradiol 

previene el efecto de la hipoxia en la acción citotóxica de la ciclofosfamida y la 

ifosfamida.  
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5. Materiales y métodos 

5.1 Reactivos 

La ciclofosfamida monohidratada (CPA), la ifosfamida (IFA), el MTT (3-(4, 5-

dimetiltiazol-2-il)-2, 5-difeniltetrazolio bromuro), el yoduro de propidio y la RNAsa-A 

fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). El 2-Metoxiestradiol (2-ME) 

fue adquirido de Tocris Bioscience (Abingdon, UK). Los anticuerpos utilizados fueron: 

policlonal  

anti-HIF-1α de conejo de Novus Biologicals (NB100-449, Littleton, CO, USA); 

monoclonal  

anti-anhidrasa carbónica IX de ratón (CA-IX, sc-365900), policlonal anti-transportador de 

monocarboxilato 4 de conejo (MCT-4, sc-50329), policlonal anti-intercambiador Na+/H+ 

isoforma 1 de cabra (NHE-1, sc-16097), monoclonal anti-antígeno nuclear de células en 

proliferación de ratón (PCNA, sc-25280), IgG anti-conejo de cabra (sc-2004), e IgG  

anti-cabra de conejo (sc-2768) de Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA); 

monoclonal anti-CYP2B6 [(EPR9985(B)]de conejo, policlonal anti-CYP3A4 de conejo 

(ab1254), policlonal anti-CYP3A5 de conejo (ab22692), monoclonal anti-inhibidor de 

cinasa dependiente de ciclina 1B de conejo (CDKN1B, ab5456) de Abcam (Cambrigdge, 

MA, USA); ratón monoclonal anti- α-actina (GTX80809) y cabra anti ratón IgG 

(GTX213111-01) de GeneTex (Irvine, CA, USA). 

5.2 Identificación in silico de elementos de respuesta a hipoxia (HRE) 

La secuencia de los genes humanos fue obtenida de la base de datos de NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), y fue considerada la región corriente arriba del promotor 

de+1 hasta -3.5 kb. La predicción de HRE fue realizada con Jaspar Database 

(http://jaspar.genereg.net/) utilizando la matriz de HIF-1α para vertebrados. Los genes 

considerados fueron CYP2B6 (ID: 1555), CYP3A4 (ID: 1576), CYP3A5 (ID: 1577), 

VEGF-A (ID: 7422), y CA-IX (ID: 768), MCT-1 (ID: 6566).La identificación de HRE en  

VEGF-A y CA-IX fue utilizada como control positivo, y en MCT-1 como control negativo. 
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5.3 Cultivo de células y establecimiento de las condiciones de hipoxia 

Las células DAOY (línea celular de meduloblastoma desmoplásico; HTB-186, ATCC, 

Manassas, VA, USA) fueron mantenidas en medio de cultivo (Eagle's Minimal Essential 

Medium, EMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado (FBS, Biowest; 

Riverside, CA, USA), 100 U/ml de penicilina y 100µg/ml de estreptomicina 

(Gibco;Gaithersburg, MD, USA), a 37°C en una atmósfera húmeda con 95% aire y 5% 

CO2. 

La condición de normoxia fue considerada como 16.2% debido a que la Ciudad de México 

está localizada a 2240 m sobre el nivel del mar. La hipoxia fue generada utilizando una 

cámara hipóxica Bactrox (Shel Labs; Radnor, PA, USA) y la concentración de O2 fue 

balanceada con N2 y CO2. Al alcanzar una confluencia del 90%, las células fueron 

incubadas por 24 h en condiciones de hipoxia moderada(1% O2) o severa (0.1% O2).Los 

detalles de los componentes y el funcionamiento de la cámara de hipoxia se presentan en el 

Anexo 4. 

5.4 Inmunodetección por Western blot 

Los extractos de proteínas totales, citosólicas y nucleares fueron obtenidos de acuerdo a 

Jewell et al. (2001), con ligeras modificaciones. Las células DAOY(106 células/botella de 

75 cm2, T-75) fueron cultivadas en medio EMEM con 10% FBS y antibióticos, y al 

alcanzar una confluencia de 90% fueron sometidas a condiciones de normoxia e hipoxia 

por 24 h. Después de la exposición, las células fueron cosechadas con un cell-scrapper en 

200 µl de solución de lisis (10 mM Tris base, pH 8.0, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl), 0.5% 

de IGEPAL (Sigma-Aldrich), 1 mM de una mezcla de inhibidores de proteasas (Mini-

complete protease inhibitor cocktail; Roche, Mannheim, Germany) y 1 mM PMSF (Sigma-

Aldrich). 

Las muestras fueron incubadas por 10 min sobre hielo antes de ser centrifugadas a 20,000 x 

g por 5 min a 4°C. Las proteínas citosólicas fueron removidas y el botón fue resuspendido 
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en solución de extracción nuclear (20 mM Hepes, pH 7.9, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 

mM DTT) e incubadas sobre hielo por 15 min antes de ser agitadas con vórtex y 

centrifugadas a 20,000 x g por 5 min a 4°C. Los extractos de proteínas totales fueron 

preparados en 100 µl de solución RIPA (Sigma-Aldrich) y centrifugados a 4,000 x g por 20 

min a 4°C. La concentración de proteínas fue determinada por el ensayo de Bradford (Bio-

Rad; Hercules, CA, USA) utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como estándar de 

referencia. 

Las fracciones nucleares (30 µg), citosólicas (30 µg) y extractos totales (30-50 µg) fueron 

electroforéticamente separadas en geles de acrilamida/bis-acrilamida (8%-12%) con 

solución concentradora (125mM Tris-HCl, pH 6.8) y de separación (375mM Tris-HCl, pH 

8.8). Posteriormente se realizó la transferencia a membranas de fluoruro de polivinilideno 

(PVDF, Immobilon-P, Millipore; Temecula, CA, USA), previamente incubadas por 15 min 

en metanol. Los geles y las membranas se colocaron antes por 10 min en solución de 

transferencia (48 mM Tris base, 39 mM glicina, 20% metanol) bajo agitación constate. La 

transferencia de las membranas se realizó con una cámara semi-húmeda (150 volts, 15 

Amperios), con diferentes tiempos de transferencia:30 min para α-actina, PCNA y 

CDKN1B;1 h para las isoformas de CYP, CA-IX y MCT-4; y 2 h para HIF-1α. La unión 

inespecífica se bloqueó con leche descremada (5%) en solución TBS (50 mM Tris-HCl, pH 

7.5, 150 mM NaCl y 0.1% Tween-20) a temperatura ambiente por 1 h. Posteriormente, las 

membranas fueron incubadas toda la noche con los anticuerpos primarios: conejo HIF-1α 

policlonal (dilución 1:2,000), ratón PCNA monoclonal (1:1,000), ratón CA-IX monoclonal 

(1:200), conejo MCT-4 monoclonal (1:200), cabra NHE-1 policlonal (1:100), conejo 

CYP2B6 monoclonal(1:2,000), conejo CYP3A4 policlonal (1:3,000), CYP3A5 policlonal 

(1:2,000), ratón CDKN1Bmonoclonal (1:200) y ratón α-actina monoclonal (1:10,000). 

Se retiró el primer anticuerpo y las membranas fueron lavadas varias veces con TBS por 5 

min para cada lavado con agitación constante, y después incubadas por 1 h con los 

respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano: cabra anti ratón 

IgG (1:3,000), cabra anti conejo IgG (1:3,000) o conejo anti cabra IgG (1:5,000). La señal 

de las proteínas fue detectada por quimioluminiscencia utilizando ImmobilonTM Western 

HRP substrate (Millipore; Temecula, CA, USA), las imágenes fueron capturadas con Fluor 
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S Max MultiImage (Bio-Rad; Hercules, CA, USA) y el análisis fue realizado con Quantity 

One 1-D Analysis Software Version 4.4.1 (Bio-Rad). La cantidad de proteína fue expresada 

como unidades de densidad óptica relativa (R.O.D.), normalizada con la expresión de  

α-actina como control interno de los extractos citosólicos y totales, y la expresión de PCNA 

fue utilizada para normalizar la detección de HIF-1α en extractos nucleares. 

5.5 Inmunocitoquímica 

Las células DAOY fueron sembradas en placas Lab-Tek (104 células/pozo). Después de 24 

h el medio de cultivo fue reemplazado por medio fresco y las células fueron incubadas en 

normoxia o hipoxia por 24 h, antes de ser fijadas con paraformaldehído (4%, v/v, en PBS) 

por 20 min y después lavadas dos veces más con PBS. La exposición del antígeno se 

obtuvo incubando en una solución de citrato de sodio(10 mM, pH 6.0) por 15 mina 95°C y 

después se lavó tres veces con PBS. Las peroxidasas endógenas fueron bloqueadas con 

H2O2 (3%) en metanol por 15 min y luego se lavó con H2O destilada y PBS por 5 min. La 

unión inespecífica fue bloqueada con suero normal de cerdo (2%) en PBS a temperatura 

ambiente por 1 h. Las células fueron incubadas toda la noche en solución de bloqueo con 

anticuerpo anti-HIF-1α de conejo (1:1,000 dilución) en una cámara húmeda. Se utilizaron 

Biotinylated link universal secondary antibody (Dako; Carpinteria, CA, USA) y 

estreptavidina conjugada con peroxidasa de rábano como anticuerpos secundarios. 

La reacción colorimétrica fue generada por adición del sustrato diaminobenzidina (1:1,000 

dilución) por 1 min y se contratinó con hematoxilina. Finalmente, las células fueron 

deshidratadas en 70%, 90% y 100% etanol, etanol-xileno (1:1) y xileno (100%), y se 

cubrieron con resina. Las imágenes fueron obtenidas con Image-Pro Plus (Aperio, San 

Diego, CA) con un microscopio Olympus BX-40 (Feasterville, PA, USA). 

5.6 Extracción de RNA total y qRT-PCR 

Las células DAOY(106 células/botella T-75) fueron sembradas en medio EMEM con 10% 

de FBS y antibióticos, y cuando alcanzaron una confluencia de 90% fueron sometidas a 

condiciones de normoxia e hipoxia por 24 h. La extracción de RNA total se realizó con el 

método de TriZol (Ambion; Austin, TX, USA) de acuerdo con las instrucciones. La 
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cantidad y calidad del RNA fueron determinadas espectrofotométricamente por la relación 

de absorbancia a 260/280 nm, y la integridad fue evaluada por la detección de las 

subunidades ribosomales de 28S y 18S en geles de agarosa al 1.5%. Se utilizaron 3 µg de 

RNA total para la síntesis de cDNA utilizando Oligo-(dT)20 en reacción de transcripción 

reversa con SuperScrip® III First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen; Carlsbad, CA, 

USA) de acuerdo a las instrucciones. Las reacciones de tiempo real fueron realizadas a 

65°C por 5 min, y posteriormente las muestras fueron incubadas por 1 min sobre hielo, 

seguido por incubación por 50 min a 50°C y 5 min a 85°C (GeneAmp PCR System 9700 

Block Thermal Cycler, Applied Biosystems; Foster City, CA, USA). Las muestras fueron 

conservadas a  

-20°C hasta ser utilizadas. 

El ensayo de q-PCR fue realizado con Pre-Developed TaqMan® Assay Reagent (Applied 

Biosystems). La reacción de 15 µl incluyó 3 µl de cDNA, 0.75 µl de TaqMan Gene 

Expression Assay(20X)de CYP2B6, CYP3A4 o CYP3A5, 7.5 µl de TaqMan Universal 

PCR Master Mix (2X), ajustando el volumen con agua libre de RNAsas (3.75 µl). El ciclo 

térmico estándar fue realizado con StepOne real-time PCR System (Applied Biosystems) 

con las siguientes condiciones:2 min a 50°C, 10 min a 95°C y 40 ciclos (15 s a 95°C), y 1 

min a 60 C. La expresión de genes fue determinada por el método de 2-ΔΔCt utilizando el 

gen TBP (proteína de unión a caja TATA) como gen de expresión constitutiva 

(housekeeping; Livak y Schmittgen, 2001). 

5.7 Ensayo de exclusión de azul de tripán 

Las células DAOY fueron sembradas en placas de 6 pozos (2x105 células/pozo) y después 

de 24 h el medio de cultivo fue remplazado con medio fresco para ser incubadas en 

normoxia o hipoxia por 24 h. Al concluir la exposición, las células fueron lavadas 2 veces 

con 5 ml de PBS. Las células fueron incubadas con 0.25% tripsina/0.53 mM EDTA (400 

µl) por 5 min y la acción de la enzima se detuvo con 2 ml de medio EMEM suplementado. 

En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se mezclaron 0.5 ml de una solución de azul de tripán 

(0.4%), 0.3 ml de PBS y 0.2 ml de la suspensión celular (dilución 1:5), se agitó 

vigorosamente y se incubó por 10 min antes del conteo celular en una cámara de Neubauer. 
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5.8 Preparación de las soluciones de fármacos 

Los fármacos ciclofosfamida (CPA) e ifosfamida (IFA)fueron disueltos en medio de cultivo 

EMEM a una concentración final de 100 mM. El 2-metoxiestradiol (2-ME) fue disuelto en 

DMSO (stock de 5 mM) y la solución fue almacenada a -20°C hasta su uso. Todas las 

diluciones fueron realizadas a las concentraciones deseadas momentos antes de ser 

utilizadas. La concentración final de DMSO fue de ≤ 0.1% para evitar efectos adversos en 

las células. 

5.9 Ensayo de viabilidad celular (MTT) 

Las células DAOY fueron sembradas en placas de 96 pozos (5x103 células/pozo) e 

incubadas por 24 h a 37°C en una atmosfera húmeda con 95% aire y 5% CO2. Los 

fármacos CPA o IFA fueron adicionados en un volumen final de 200 μl de medio EMEM 

suplementado (concentraciones finales 0.1-100 mM) y se incubó bajo condiciones de 

normoxia e hipoxia por 24 h. Cuando fue requerido, el 2-ME fue adicionado a 

concentraciones finales de 0-40 µM. Los grupos control fueron incubados con vehículo 

(DMSO). Tres h antes de concluir la exposición de 48 h, se adicionaron 10 μl de solución 

de MTT (5 mg/ml) a cada pozo. Finalmente, el medio fue retirado y se agregaron 100 µl de 

solución de lisis (4 mM HCl, 0.1% IGEPAL en isopropanol) a cada pozo. Las placas fueron 

agitadas por 15 min a temperatura ambiente antes de determinar la absorbancia a 560 nm 

(Modulus Microplate Turner Biosystems; Sunnyvale, CA, USA).  

5.10 Análisis del ciclo celular 

La distribución del ciclo celular fue analizada de acuerdo a Box y Demetrick (2004), con 

modificaciones menores. Las células fueron sembradas en placas de 6 pozos (2x105 

células/pozo) y después de 24 h el medio fue reemplazado con medio fresco antes de ser 

incubadas en normoxia e hipoxia por 24 h adicionales. El medio fue removido y las células 

fueron lavadas 2 veces con PBS antes de ser tripsinizadas como se describe arriba. La 

suspensión celular fue centrifugada (200xg, 5 min, 4°C) y el botón fue resuspendido en 1 

ml de PBS con 1 mM EDTA. Etanol absoluto (2.3 ml, -20°C) fue agregado gota a gota y la 

suspensión de células fue conservada por una noche a -20°C. Las células fueron 
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centrifugadas (200 x g, 5 min) y el botón resuspendido en 500 µl de solución de extracción 

de DNA (0.2%, v/v, de Tritón X-100 en PBS) para incubar por 10 min a temperatura 

ambiente. Las células fueron centrifugadas a 200xg por 5 min a 4°C y el botón fue 

resuspendido en 200 µl de solución de RNAsa-A (1 mg/ml), incubado por 10 min a 

temperatura ambiente antes de centrifugar a 200xg por 5 min. Posteriormente, las células se 

resuspendieron en 500 µl de PBS conteniendo 15 µl de yoduro de propidio (1 mg/ml) y se 

incubaron por 50 min a temperatura ambiente en la oscuridad. La suspensión se centrifugó 

a 200xg (5 min, 4°C) y el botón se resuspendió en 400 µl de PBS. La citometría de flujo 

fue realizada con el equipo BD LSRFortessa (BD Biosciences; San Jose, CA, USA) y el 

análisis del ciclo celular fue realizada con el programa ModFit LT (Topsham, ME, USA). 

5.11 Ensayo de apoptosis  

Las células DAOY fueron cultivadas por 24 h en placas de 6 pozos (2x105 células/pozo) 

antes de ser incubadas por 24 h con CPA e IFA (concentración inhibitorias al 50%, 

determinadas previamente) en ausencia o en presencia de 2-ME (5 µM). El medio de 

cultivo fue retirado y las células fueron lavadas 2 veces con 5 ml de PBS antes de ser 

tripsinizadas. Después, las células se centrifugaron a 200xg (5 min, 4°C) y el botón se 

resuspendió en 1 ml de PBS con 1 mM de EDTA. La fracción de células en apoptosis fue 

evaluada por Anexina V/yoduro de propidio de acuerdo al protocolo del estuche Annexin V 

apoptosis detection Kit FITC (eBiosciences; Carlsbad, CA, USA). Para la citometría de 

flujo se utilizó el equipo BD LSRFortessa y la apoptosis fue analizada con el programa 

Cyflogic (Turku, Finland). 

5.12 Determinación del pH en el medio extracelular 

Las células DAOY se sembraron en placas de 6pozos (2x105 células/pozo). Después de 24 

h el medio de cultivo fue remplazado por 2 ml de medio fresco para incubar en normoxia o 

hipoxia por 24 h adicionales. Cuando se requirió se adicionó 2-ME o DMSO (vehículo). El 

medio fue removido, colocado en tubos de vidrio y el pH fue determinado con un 

potenciómetro (Benchtop pH meter Orion 3-star; Thermo Scientific; Waltham, MA, USA). 
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5.13 Efecto de la combinación de fármacos 

El efecto citotóxico de CPA e IFA en combinación con 2-ME fue determinado por el Índice 

de Resistencia (RI), calculado con la fórmula: RI = Se (1*2)/ So (1+2), donde la 

sobrevivencia experimental (Se) es el producto de la sobrevivencia observada en presencia 

del fármaco 1 y la sobrevivencia observada con el fármaco 2, y la sobrevivencia observada 

(So) corresponde a la sobrevivencia en presencia de la combinación de los fármacos 1 y 2. 

Un valor de RI =1 indica ausencia de efecto, valores de RI > 1 indican aditividad y valores 

de RI > 2 indican un efecto sinérgico (Longley et al. 2004). 

5.14 Análisis estadístico 

Los datos se expresan como el promedio ± el error estándar (SEM). El análisis estadístico 

se realizó con GraphPad Prism 5.0 (La Jolla, CA, USA). Los datos fueron comparados con 

análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguido de la prueba de Tukey o Dunnett, o con 

ANOVA de dos vías seguido de la prueba de Bonferroni. Los valores de probabilidad 

(P) < 0.05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
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6. Resultados. 

6.1 Predicción de elementos de respuesta a hipoxia (HRE) en genes de CYP. 

Las células tumorales necesitan adaptarse a los cambios en el suministro de O2, lo que 

requiere la regulación de una batería de genes que favorezcan su progresión por medio de la 

expresión de HIF-1α (Semenza, 2003; Ke y Costa, 2006). 

En este trabajo se identificaron secuencias HRE en la región del promotor (+1 a -3.5 kb) de 

los genes VEGF-A y CA-IX, utilizados como controles positivos ya que previamente se 

han identificado en ellos HREs en la región del promotor, regulados por la expresión del 

factor transcripcional HIF-1α en condiciones de hipoxia. Por ejemplo, Kimura et al. (2000) 

identificó para VEGF-A una secuencia HRE en la posición -975 a -970 pb y Kaluz et al. 

(2009) identificó para CA-IX una secuencia HRE en la posición -10 a -3 pb. La isoforma 1 

del transportador de monocarboxilato (MCT-1) fue utilizada como control negativo, dado 

que su expresión no es regulada por HIF-1α en condiciones de hipoxia(Shimoda et al., 

2006). 

En esta tesis se identificaron HRE en los genes CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 (Cuadro 5). 

Para el gen CYP2B6se identificaron dos secuencias HRE en las posiciones -971 a -965 pb y 

-2905 a -2899 pb; para el gen CYP3A4se identificaron dos secuencias HRE en las 

posiciones -3215 a -3208 pb y -3496 a -3490; y para el gen CYP3A5se identificó una 

secuencia HRE en la posición -3296 a -3290 pb. En todos los casos se consideraron 

únicamente las secuencias con puntaje > 9, indicativo de una alta probabilidad de 

funcionalidad in vitro o in vivo. La predicción de secuencias HRE en la región del promotor 

de estos genes sugiere que su expresión podría ser regulada por la expresión de HIF-1α en 

condiciones de hipoxia. 

6.2 Hipoxia y respuesta celular: activación de HIF-1α 

Un tumor sólido presenta gradientes de concentraciones bajas de O2, y para evaluar las 

posibles diferencias en la estabilización de la proteína de HIF-1 en respuesta a las 

variaciones de O2, en primera instancia se expusieron a las células DAOY de 
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meduloblastoma a condiciones de hipoxia y se determinó la expresión de HIF-1 por 

Western blot e inmunocitoquímica. 

Cuadro 5. Predicción de HRE en genes de CYP 

_________________________________________________________________________ 

Gen   Secuencia   Posición (pb)   Puntajec 

_________________________________________________________________________ 

VEGF   5´-agACGTGt-3´  -512 a -505  9.6 

   5´-atACGTGc-3´  -977 a -970  9.0 

_________________________________________________________________________ 

CA-IX   5´-atACGTGc-3´  -10 a -3  11.1 

_________________________________________________________________________ 

MCT-1   5´-gAGCGTGa-3´  -1129 a -1122   6.6 

_________________________________________________________________________ 

CYP2B6  5´-cACGTGa-3´  -971 a -965  9.6 

   5´-gACGTGa-3´  -2905 a -2899  9.0 

_________________________________________________________________________ 

CYP3A4  5´-gACGTGTc-3´  -3215 a -3208  9.6 

   5´-gACGTGt-3´  -3496 a -3490  9.6 

_________________________________________________________________________ 

CYP3A5  5´-gACGTCCg-3´  -3296 a -3290  9.6 

_________________________________________________________________________ 

 

Para la predicción de elementos de respuesta a hipoxia (HRE, 5´-CACGTC-3´) se utilizó la 

matriz HIF-1A:ARNT para Homo sapiens de Jaspar Database. Los valores de puntaje ≥ 9.0 

indican secuencias con alta probabilidad de funcionalidad in vivo y con un umbral relativo 

del 85% de precisión de la secuencia. Código de las proteínas en NCBI: CYP2B6 (ID: 

1555), CYP3A4 (ID: 1576), CYP3A5 (ID: 1577), VEGF-A (ID: 7422), CA-IX (ID: 768), 

MCT-1 (ID: 6566). 

 

La hipoxia favorece la estabilización de HIF-1α y su posterior translocación al núcleo, por 

lo que se evaluó la expresión de la proteína de HIF-1α a nivel citosólico y nuclear por 

Western blot en células expuestas a hipoxia (1% y 0.1% O2) por 24 h. En la condición de 

1% O2, la expresión de HIF-1α en el núcleo aumentó significativamente (540 ± 50%), 

mientras en la condición de 0.1% O2 aumentó a 590 ± 70%. De manera similar, la 

expresión de la proteína de HIF-1α en el citosol aumentó a 350 ± 50% y320 ± 70% en las 

condiciones de 1% y 0.1% O2, respectivamente, en comparación con la condición de 
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normoxia (Figura 8). Cabe destacar que el aumento en expresión de HIF-1α, tanto nuclear 

como citosólica, no difiere en las dos condiciones de hipoxia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Efecto de la hipoxia en la expresión de HIF-1 en extractos nucleares y 

citosólicos en células de meduloblastoma humano DAOY. Las células fueron incubadas en 

condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2) por 24 h. A. Extractos 

nucleares. Se muestra un blot representativo. B. Extractos citosólicos. Se muestra un blot 

representativo. Para ambos paneles, las gráficas muestran el análisis de la densidad óptica 

relativa (R.O.D.) de 4 experimentos independientes (promedio ± SEM). *P < 0.05;***P< 

0.001;ns, sin diferencia estadísticamente significativa; el análisis estadístico fue realizado 

con ANOVA de una vía y la prueba de Tukey. 

 

La expresión de HIF-1α en respuesta a la hipoxia fue evaluada también por 

inmunocitoquímica (Figura 9). El número de células con núcleo inmunorreactivo a HIF-1α 

aumentó de 1.9 ± 1.5% (normoxia) a 61.5 ± 4.8% y 67.5 ± 5.2% en las condiciones de 

0.1% O2y 0.1% O2, respectivamente, sin diferencia significativa entre ambas condiciones 

de hipoxia. Para la inmunoreactividad a HIF-1α citosólica, la condición de 1% O2aumentó 

el número de células positivas de 7.5 ± 3.7% (normoxia) a 83.9 ± 5.1% y la condición de 

0.1% O2 a 78.5 ± 2.9%, sin diferencia significativa entre ambas condiciones de hipoxia 
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(Figura 10). Estos resultados sugieren que la exposición a hipoxia por 24 h induce la 

expresión de HIF-1α en células DAOY. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Inmunorreactividad a HIF-1α en el núcleo de células DAOY (A, B y C) y en el 

núcleo y citoplasma celulares (D, E, F) en respuesta a la hipoxia. Después de 24 h en 

normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2), las células fueron incubadas con un 

anticuerpo contra HIF-1α. Las imágenes son representativas de 3 experimentos 

independientes. 
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Figura 10.Análisis de la inmunorreactividad a HIF-1α en respuesta a la hipoxia.  

A. Inmunorreactividad nuclear. B. Inmunorreactividad en el núcleo y citoplasma celulares. 

Después de la incubación por 24 h en normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2), las 

células fueron incubadas con un anticuerpo contra HIF-1α. Los valores son el promedio  

SEM de 3 experimentos independientes. ***P< 0.001;ns, sin diferencia estadísticamente 

significativa; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

6.3 Efecto de la hipoxia en el pH extracelular en cultivos de células DAOY 

La activación por hipoxia de la vía de señalización de HIF-1 mantiene la regulación de 

distintos genes blanco, incluyendo al gen que codifica la CA-IX, enzima que participa en la 

modulación del pH extracelular, y es por lo tanto considerada un biomarcador asociado a la 

baja sobrevivencia de los pacientes con TSNC (Warnke et al., 2006; Chiche et al., 2010; 

Nordfors et al., 2010). 

En consecuencia, se evaluaron los posibles cambios en el pH en condiciones de hipoxia. El 

pH del medio de cultivo (24 h) de las células en normoxia fue 7.33 ± 0.04 y disminuyó 
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significativamente en condiciones de 1% y0.1% de O2 a 6.8 ± 0.1 y 6.7 ± 0.1, 

respectivamente (Figura 11). Los cambios de pH no resultaron diferentes entre ambas 

condiciones de hipoxia. Estos resultados indican que la hipoxia promueve la acidificación 

del medio extracelular. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto de la hipoxia en el pH extracelular. Después de 24 h de incubación en 

normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2), se determinó el pH en el medio de cultivo. 

Los valores son el promedio  SEM de 3 experimentos independientes. *P<0.05, **P<0.01 

con respecto a normoxia; ns, sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA de una 

vía y prueba de Tukey. 

 

6.4 Efecto de la hipoxia en la expresión de CA-IX, MCT-4 y NHE-1 

Los resultados anteriores indicaron que la hipoxia promueve la acidificación del pH 

extracelular, posiblemente al modificar la expresión de proteínas reguladoras como CA-IX, 

MCT-4 y NHE-1. La hipoxia regula la expresión de CA-IX ya que su gen posee una 

secuencia HRE en la posición -10 a -3 pb (Kaluz et al., 2009). CA-IX es considerada una 

proteína “gemela” con dos isoformas, una transmembranal con dos bandas de 54 y 58 kDa 

(reconocida específicamente por el anticuerpo utilizado en este trabajo), y una segunda 

isoforma soluble, también con dos bandas de 50 y 54 kDa (Závada et al., 2003).  
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La Figura 12 muestra que la expresión de la CA-IX transmembranal aumentó 18.9 ± 4.7 y 

21.9 ± 7.0 veces en las condiciones de 1% y 0.1% de O2, respectivamente, sin diferencia 

entre ambas condiciones de hipoxia. 

Para MCT-4, en el que se identificaron varias secuencias de HRE en la región del promotor 

del gen (posiciones -1290 a -1285 pb, -511 a -506 pb, -88 a -83 pb, y -75 a- 70 pb) con los 

dos primeros HRE como responsables de la respuesta a hipoxia (Ullah et al., 2006), su 

expresión también aumentó de manera significativa en condiciones de hipoxia (1% O2, 250 

± 60%; 0.1% O2, 270 ± 30%) con respecto a la condición de normoxia, sin diferencia entre 

ambas condiciones de hipoxia. 

Se ha reportado que la hipoxia induce la expresión de NHE-1 llevando a la alcalinización 

del pH intracelular en células musculares de la arteria pulmonar (Rios et al., 2005; Shimoda 

et al., 2006). Sin embargo, en las células DAOY la hipoxia (1% O2 o 0.1% O2, 24 h) no 

modificó la expresión de NHE-1.  

En conjunto, los resultados anteriores indican que en las células DAOY la expresión de 

CA-IX y MCT-4 podrían contribuir a la acidificación del pH extracelular en condiciones de 

hipoxia, sin participación del NHE-1.  
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Figura12. Efecto de la hipoxia en la expresión de CA-IX, MCT-4 y NHE-1por células 

DAOY. Las células fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia 

(1% o 0.1% O2) por 24 h. Se muestra un blot representativo. Las gráficas muestran el 

análisis de la densidad óptica relativa (R.O.D.) de 4 experimentos independientes 
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(promedio ± SEM). *P<0.05;ns, sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA de 

una vía y prueba de Tukey. 

6.5 Efecto de la hipoxia en la citotoxicidad de ciclofosfamida (CPA) e ifosfamida 

(IFA) 

Los resultados previamente mostrados indican que la hipoxia aumenta la expresión de  

HIF-1por células DAOY, y distintos estudios han mostrado que este factor transcripcional 

está asociado con la quimiorresistencia en distintos tipos de tumores sólidos, en los que  

HIF-1 regula la expresión (sub- o sobre-expresión) de genes que participan en vías de 

señalización que favorecen la progresión de las células tumorales y la evasión de los 

mecanismos de muerte celular (Primeau et al., 2005; Minchinton y Tannock, 2006; Strese 

et al., 2013).  

En México, el protocolo del tratamiento de meduloblastoma incluye a la CPA, vincristina y 

cisplatino para pacientes de riesgo estándar (> 3 años) y etopósido, IFA y carboplatino para 

los pacientes de alto riesgo (≤ 3 años edad, Rivera-Luna et al., 2007).Por lo tanto, se 

determinó el efecto de la hipoxia en la citotoxicidad de CPA e IFA en células DAOY bajo 

condiciones de hipoxia. La concentración inhibitoria media (IC50) para CPA e IFA en 

condiciones de normoxia fue 19 y 15 mM, respectivamente. Para CPA este valor aumentó 

1.9 y 2.0 veces en las células incubadas con 1% o 0.1 de O2, respectivamente, mientras que 

para IFA el valor aumentó 1.5 y 3.2 veces(Figura 13 y Cuadro 6). Estos datos indican una 

disminución en el efecto citotóxico de ambos compuestos antineoplásicos en condiciones 

de hipoxia.  

En células de cáncer de mama MCF-7 y MDA-MB-231el valor de IC50para CPA fue 10 y 

12.5 mM, respectivamente (Singh et al., 2009);en células de cáncer de próstata (AHH-1) 

correspondió a 4.1 mM (Zhou et al., 2000);y en células de cáncer de ovario (OVTOKO) se 

determinó una IC50 de 0.2 mM (Ohta et al., 2001). Para 4-OH-ciclofosfamida se determinó 

una IC50 de 0.007 mM en células de leucemia Jurkat (Pawlak et al., 2014). Por otra parte, 

para la ifosfamida el valor de IC50 para células de cáncer de cérvix (HeLa) fue 6.5 mM 

(Istomin et al., 2008) y para células de gliosarcoma (9L) 0.5 mM (Storme et al., 2009). Para 
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4-OH-ifosfamida los valores en células de cáncer de mama MCF-7, MX1 y S117 fueron 

0.0004, 0.01 y 0.025 mM, respectivamente(Brüggeman et al., 1997; Ricotti et al., 2000). 

Los antineoplásicos CPA e IFA tienen mecanismos de acción semejantes y requieren de 

activación metabólica para ejercer su efecto citotóxico; sin embargo, presentan diferencias 

menores en su efecto bajo condiciones de hipoxia. Por ejemplo, para CPA no se observa 

diferencia entre 1% y 0.1%de O2, mientras que para IFA el valor de IC50 fue 

estadísticamente mayor para 0.1% de O2. En conjunto, los resultados descritos indican que 

la hipoxia promueve la resistencia al tratamiento con CPA e IFA en células DAOY de 

meduloblastoma humano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura13.Efecto de la hipoxia en el efecto citotóxico de CPA e IFA en células DAOY. Las 

células fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% y 0.1% O2) 

por 24 h, en ausencia o presencia de las concentraciones de CPA indicadas, y se determinó 

la viabilidad celular con el ensayo de MTT. Los valores son expresados como el porcentaje 

de la viabilidad celular control (vehículo) y representan el promedio ± SEM de triplicados 

de un experimento representativo, repetido de 5 a 7veces con resultados similares. Las 

líneas corresponden al ajuste al modelo de un solo sitio. Los valores de IC50se comparan en 

el Cuadro 6. 
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Cuadro 6. Efecto de la hipoxia en el efecto citotóxico de CPA e IFA. 

________________________________________________________________________ 

 

   CPA     IFA  
________________________________________________________________________ 

[O2]  pIC50  IC50 n  pIC50   IC50  n 

     (mM)     (mM)

 _____________________________________________________________________ 

16.2%  1.73 ± 0.05 18.6 7  1.83 ± 0.06  14.7 5 

1%  1.44 ± 0.06a 36.1 7  1.65 ± 0.04a  22.4 5 

0.1%  1.43 ± 0.05a 36.8 5  1.32 ± 0.08a ,b  47.5 5 

_________________________________________________________________________ 

Las células DAOY fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia 

(1% y 0.1% O2),en ausencia o presencia de CPA o IFA, y la viabilidad celular fue 

determinada por el ensayo de MTT. Los valores de pIC50 (-Log10de la IC50) se expresan 

como promedio SEM del número de experimentos indicados (n).aP< 0.05 comparada con 

normoxia; bP< 0.05 comparado con 1% O2; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

6.6 Metabolismo de CPA e IFA por enzimas CYP 

En el metabolismo de CPA e IFA intervienen varias enzimas de la fase I que incluyen 

enzimas de CYP, principalmente las isoformas CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5. Una vez 

que se ha formado el compuesto hidroxilado, este puede experimentar reacciones 

adicionales en las que participan enzimas como la alcohol deshidrogenasa (ADH), la 

aldehído deshidrogenasa (ALDH) y la glutatión S-transferasa (GST; Wang y Wang, 2012). 

Los compuestos hidroxilados (4-OH-CPA e 4-OH-IFO(Figura 14), mediante β-eliminación, 

forman sus respectivas mostazas, que son los principales metabolitos citotóxicos, y 
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acroleína, metabolito que genera efectos adversos como cistitis hemorrágica y toxicidad 

neurológica, hepática y renal (Zhang et al., 2006; Wang y Wang, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura14. Metabolismo de CPA e IFA por enzimas CYP. La activación  

(4-hidroxilación) se lleva a cabo por enzimas de CYP y por otras enzimas (ADH, ALDH, 

GST) para generar las formas activas(mostazas) que ejercen acción alquilante en el DNA. 

Tomado de Wang y Wang, 2012. 

 

6.7 Efecto de la hipoxia en la expresión del RNAm de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 

Se identificaron dos posibles HRE en la región del promotor de CYP2B6 (-971 a -965 pb y 

-2,905 a-2,899 pb), lo que sugiere su regulación por HIF-1α en condiciones de hipoxia. En 

las células DAOY expuestas acondiciones de normoxia e hipoxia por 24 h, el RNAm de 
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CYP2B6aumentó en la condición del 1% O2 a 200 ± 20% y en la condición de 0.1% O2 a 

290 ± 40% del valor en normoxia. La expresión del RNAm no fue diferente entre las dos 

condiciones de hipoxia (Figura15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Efecto de la hipoxia en la expresión del RNAm de CYP2B6, CYP3A4 y 

CYP3A5 en células DAOY. Las células fueron incubadas en condiciones de normoxia 

(16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2) por 24 h. Las gráficas muestran el análisis de 3 

experimentos independientes (promedio ± SEM). *P < 0.05;**P< 0.01; ***P< 0.001;ns, 

sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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Para CYP3A4 se identificaron 2 posibles HRE en la región del promotor (posiciones -3,496 

a -3,490 pb y -3,215 a -3,208 pb). La expresión del RNAm de CYP3A4 fue 60 ± 10% y 90 

± 10% del valor control en células incubadas con 1% y 0.1% de O2, respectivamente, sin 

diferencia significativa con los valores de normoxia. En la región del promotor de CYP3A5 

se identificó un posible HRE (-3,296 a -3,290 bp). La expresión del RNAm de CYP3A5 

disminuyó a 70 ± 10% del control (normoxia) en la condición de 1% O2 y a 50 ± 4% en la 

condición de 0.1% O2. Ambos valores fueron estadísticamente diferentes de la condición y 

normoxia, y entre ellos. Estos resultados indican que la hipoxia aumenta la expresión del 

RNAm de CYP2B6, no modifica la expresión del RNAm de CYP3A4 y disminuye la 

expresión del RNAm de CYP3A5. 

6.8 Efecto de la hipoxia en la expresión proteica de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 

La activación metabólica de CPA e IFA genera los compuestos hidroxilados, y para CPA es 

realizada mayoritariamente por CYP2B6 (45%) y CYP3A4 (25%) para CPA (Huang et al., 

2000), mientras que la hidroxilación de IFA la realiza principalmente la isoforma CYP3A4 

(65%),con una menor contribución de CYP2B6 (6.5%) y CYP3A5 (~1%). 

La Figura 16 muestra que la hipoxia disminuyó significativamente la expresión proteica de 

CYP2B6 a 50 ± 20% (1% O2) y 30 ± 20% (0.1% O2)de la condición de normoxia. El efecto 

no fue significativamente diferente entre ambas condicionesde hipoxia.Para CYP3A4 la 

hipoxia también disminuyó significativamente la expresión proteica de CYP2B6 a 70 ± 4% 

(1% O2) y 70 ± 10% (0.1% O2) de la condición de normoxia, sin diferencia estadística entre 

ambas condiciones de hipoxia. La expresión de CYP3A5 disminuyó a 70 ± 10% (1% O2) y 

70 ± 5% (0.1% O2) de la condición de normoxia, sin diferencia significativa entre ambas 

condiciones de hipoxia. Estos resultados indican que la hipoxia regula negativamente la 

expresión proteica CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5, lo que puede relacionarse con el 

aumento en la resistencia al tratamiento con CPA e IFA, al disminuir la formación del 

metabolito activo (hidroxilado) de estos fármacos.  
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Figura16. Efecto de la hipoxia en la expresión de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 en 

células DAOY. Las células fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o 
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hipoxia (1% o 0.1% O2) por 24 h. Se muestra un blot representativo. Las gráficas 

corresponden al análisis de la densidad óptica relativa (R.O.D.) de 4 experimentos 

independientes (promedio ± SEM). *P<0.05, **P< 0.01ns, sin diferencia estadísticamente 

significativa; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

6.9 Efecto de la hipoxia en la proliferación celular 

Los productos hidroxilados de CPA e IFA experimentan reacciones adicionales para 

generar compuestos alquilantes, y se ha sugerido que la distribución del ciclo celular puede 

por lo tanto modificar el efecto citotóxico de estos fármacos, ya que en las células en 

constante proliferación se favorece la formación de aductos con el DNA (Box y Demetrick, 

2004; Beaumont et al., 2016). Con base en lo anterior, se determinó el efecto de la hipoxia 

en la proliferación celular, y la Figura17 muestra que la hipoxia (1% O2 o 0.1% O2) 

disminuyó el número de células a 70.4±8.7% y 68.6±4.7%, respectivamente, de los valores 

para la normoxia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura17. Efecto de la hipoxia en la proliferación de las células DAOY. Las células fueron 

incubadas en condiciones de normoxia(16.2% O2)por 24 h y posteriormente por 24 h en 
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condiciones de normoxia o hipoxia (1% o 0.1% O2). El número de células fue determinado 

por conteo y exclusión de azul de tripán. Los valores representan el promedio ± SEM de 3 

experimentos independientes. **P< 0.01versus el valor de normoxia; ANOVA de una vía y 

prueba de Tukey. 

 

Estos resultados indicaron que la hipoxia promueve el arresto celular. Para comprobar esta 

hipótesis, se analizó la distribución del ciclo celular por tinción con yoduro de propidio y 

analizadas por citometría de flujo. En células DAOY incubadas en condiciones de hipoxia 

se observó un aumento en la fracción celular en la fase G1 acompañado de disminución de 

la población celular en la fase S (Figura 18 y Cuadro 7). La hipoxia no modificó la fracción 

de células en la fase G2/M. 

El arresto del ciclo celular está controlado por varias ciclinas, y para confirmar el arresto en 

la fase G1 se evaluó la expresión de CDKN1B, una cinasa dependiente de ciclina que 

induce el arresto en la fase G1 al inactivar a los complejos ciclina E/CDK2, ciclina 

A/CDK2 y ciclina D/CDK4 (Sun et al., 2016; Li et al., 2017). La Figura 19 muestra que la 

hipoxia aumentó la expresión de CDKN1Ba 216 ± 36 y 223 ±26% del valor de normoxia 

en células expuestas a 1% O2 y 0.1% O2, respectivamente, sin diferencia significativa entre 

ambas condiciones de hipoxia. Estos resultados sugieren que la hipoxia promueve la 

disminución en la proliferación celular promoviendo el arresto celular en la fase G1 al 

aumentar la expresión CDKN1B, lo que afectaría el efecto alquilante de CPA e IFA y por 

lo tanto su efecto citotóxico. 
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Figura18. Efecto de la hipoxia en el ciclo celular. Las células DAOY fueron incubadas por 

24 h en condiciones de normoxia (16% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2), y las fases del ciclo 

celular fueron evaluadas por citometría de flujo después de la tinción con yoduro de 

propidio(10,000 eventos).La imagen es representativa de 3 experimentos independientes 

con resultados similares. El análisis cuantitativo se presenta en el Cuadro 7. 
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Cuadro 7. Distribución del ciclo celular en células DAOY en condiciones de hipoxia. 

_________________________________________________________________________ 

[O2]   Fase del ciclo celular (%) 

   G1   S   G2/M   

_________________________________________________________________________ 

 

16.2%  56.9 ± 0.4  33.5 ± 0.4  9.7 ± 0.1  

1%  77.0 ± 0.3a  15.6 ± 1.0a  7.4 ± 2.4ns  

0.1%  73.1 ± 0.5a  19.2 ± 0.4a  7.7 ± 0.2ns  

_________________________________________________________________________ 

Las células DAOY fueron incubadas por 24 h en condiciones de normoxia(16.2% O2) o 

hipoxia (1% o 0.1% O2), y las fases del ciclo celular fueron evaluadas por citometría de 

flujo después de la tinción con yoduro de propidio. Los valores representan el promedio  

SEM de 3 experimentos independientes. ns, sin diferencia estadísticamente significativa; 
aP< 0.05 comparado con los valores de normoxia; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura19. Efecto de la hipoxia en la expresión de CDKN1B por células DAOY. Las 

células fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2) 

por 24 h. Se muestra un blot representativo. Las gráficas corresponden al análisis de la 

densidad óptica relativa (R.O.D.) de 4 experimentos independientes (promedios ± SEM). 
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*P<0.05;ns, sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA de una vía y prueba de 

Tukey. 

6.10 Efecto del 2-metoxiestradiol (2-ME) en la expresión de HIF-1α 

Los resultados anteriores indican que en células DAOY la hipoxia induce resistencia al 

efecto citotóxico de CPA e IFA, al activar la vía de señalización de HIF-1, lo que se 

relaciona con disminución de la expresión de las enzimas CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5, 

inhibición de la proliferación celular y arresto del ciclo celular en la fase G1. Para evaluar 

la dependencia de estos mecanismos de la expresión de HIF-1, se evaluó el efecto de la 

inhibición farmacológica de la misma por 2-metoxiestradiol (2-ME), que induce la 

despolimerización de los microtúbulos necesarios para la translocación de HIF-1α al 

núcleo, disminuyendo su actividad transcripcional y por lo tanto su expresión (Mabjeesh et 

al., 2003). En células DAOY en condiciones de hipoxia (1% O2) la incubación con 2-ME 

(5-40 µM) por 24 h disminuyó la expresión de HIF-1α en extractos nucleares de manera 

dependiente de la concentración (Figura 20). La expresión de HIF-1α en relación al control 

fue 57 ± 11% (5 µM 2-ME), 51 ± 12% (10 µM), 46 ± 7% (20 µM) y 36 ± 9% (40 µM). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura20.Efecto del 2-Metoxiestradiol (2-ME)en la expresión nuclear de HIF-1α inducida 

por la hipoxia en células DAOY. Las células fueron incubadas por 24 h en condiciones de 

1% O2 en ausencia o presencia de las concentraciones indicadas de 2-ME. Se muestra un 

blot representativo. La gráfica muestra los promedios± SEM de la densidad óptica relativa 
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(R.O.D.) de 4 experimentos independientes. *P<0.05, **P<0.01 versus los valores control 

(sin tratamiento con 2-ME);ANOVA de una vía y prueba de Dunnett. 

Se evaluó el efecto citotóxico de 2-ME en condiciones de normoxia (24 h). La Figura 

21muestra que una concentración de 5 µM de 2-ME no afectó de manera significativa la 

viabilidad celular (91.0 ± 3.1% del valor control), y que concentraciones mayores 

disminuyeron significativamente la viabilidad (10 µM, 72.8 ± 3.1%; 20 µM, 70.0 ± 1.4%; 

40 µM, 56.2 ± 3.2%). Con base en lo anterior, los experimentos posteriores fueron 

realizados utilizando 5 µM de 2-ME, concentración que inhibió significativamente la 

expresión de  

HIF-1α en el núcleo sin comprometer la viabilidad celular en condiciones de normoxia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura21. Efecto del 2-Metoxiestradiol (2-ME) en la viabilidad celular. Las células DAOY 

fueron incubadas por 24 h en condiciones de normoxia (16.2% O2), en ausencia o en 

presencia de las concentraciones indicadas de 2-ME, y la viabilidad celular fue determinada 

por el ensayo de MTT. Los valores representan el promedio ± SEM de 4 experimentos 

independientes. ***P<0.001; ns, sin diferencia estadísticamente significativa comparada 

con los valores control (sin 2-ME); ANOVA de una vía y prueba de Dunnett 
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Nuestros resultados indicaron que la hipoxia (1% y 0.1% O2) acidifica el pH del medio de 

cultivo de células DAOY. Por ello, se determinó el efecto del 2-ME (5 µM) en el pH 

extracelular en condiciones de normoxia e hipoxia. La Figura22 muestra que el 2-ME no 

modificó el pH en condiciones de normoxia y que no previno la acidificación inducida por 

ambas condiciones de hipoxia. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura22. Efecto del 2-Metoxiestradiol (2-ME) en el pH extracelular en condiciones de 

normoxia e hipoxia. Las células DAOY fueron incubadas en condiciones de normoxia 

(16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2) por 24 h. El medio de cultivo fue retirado y se 

determinó el pH en el mismo. Los valores son los promedios± SEM de 3 experimentos 

independientes. ***P<0.001 versus los valores control (normoxia y ausencia de 2-ME);ns, 

sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

Estos resultados muestran que la hipoxia (1% O2y 0.1% O2) aumenta la expresión de  

CA-IX y de MCT-4, lo que a su vez podría regular el pH en las células tumorales. Por tal 

motivo, se determinó el efecto de 2-ME en la expresión de CA-IX y MCT-4 en condiciones 

de hipoxia. La Figura 23 muestra que el 2-ME (5 µM) redujo en 40-60% la expresión de 

CA-IX inducida por la hipoxia (1% O2). No se observaron diferencias significativas entre 

las diferentes concentraciones de 2-ME. 
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La hipoxia también aumentó la expresión de MCT-4. Sin embargo, el 2-ME no tuvo efecto 

significativo en la expresión de MCT-4 inducida por 1% O2. En conjunto, estos resultados 

indicaron que el 2-ME disminuyó la expresión de CA-IX, en 40-60%, sin afectar la 

expresión de MCT-4. Estas condiciones podrán mantener la acidificación extracelular. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura23.Efecto del 2-Metoxiestradiol (2-ME) en la expresión de CA-IX y MCT-4 

inducida por la hipoxia en células DAOY. Las células fueron incubadas por 24 h en 1% 

O2en ausencia o presencia de las concentraciones indicadas de 2-ME. Se muestra un blot 

representativo. Los valores de la gráfica son los promedios± SEM de la densidad óptica 

relativa (R.O.D.) de 4 experimentos independientes. *P<0.05, **P0.01, ***P versus los 

valores control (normoxia y sin 2-ME); los valores en presencia de 2-ME no fueron 

diferentes entre sí, ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 
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O2 a 50 ± 2%. El tratamiento de 2-ME (5 µM) previno el efecto de la hipoxia a1% O2(90 ± 

3%), pero no el efecto de 0.1% O2 (40 ± 10%), como se observa en la Figura24. 
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Figura24. Efecto del 2-Metoxiestradiol (2-ME) y la hipoxia en la expresión de CYP2B6, 

CYP3A4 y CYP3A5encélulas DAOY. Las células fueron incubadas por 24 h a 1% O2 en 

ausencia o presencia de 2-ME (5 M). Se muestra un blot representativo. La gráfica 

muestra los promedios ± SEM de la densidad óptica relativa (R.O.D.) de 4 experimentos 

independientes. ns, sin diferencia estadísticamente significativa; *P< 0.05, **P< 0.01, 

***P< 0.001 versus los valores control (normoxia y sin 2-ME); ANOVA de una vía y 

prueba de Tukey. 

La expresión de CYP3A4 disminuye en condiciones de hipoxia (70 ± 3%y 70 ± 10% del 

control en1% y 0.1 de O2, respectivamente) y este efecto fue prevenido por el 2-ME (5 µM; 

1% O2, 100 ± 10%; 0.1% O2, 110 ± 10%de la condición control). La expresión de CYP3A5 

disminuyó también en ambas condiciones de hipoxia (1% de O2,70 ± 10%; 0.1% de O2, 40 

± 10% de los valores control), pero el tratamiento con 2-ME (5 µM) no previno el efecto de 

la hipoxia (1% O2, 60 ± 5%; 0.1% O2, 40 ± 10% de los valores control. 

Estos resultados indican que la inhibición de farmacológica de HIF-1 con 2-ME afecta el 

efecto de la hipoxia en la expresión de isoformas de CYP de manera diferencial, 

previniendo su efecto para la isoforma CYP2B6 solo en la condición de 1% de O2, y en 

ambas condiciones de hipoxia para la isoforma CYP3A4. Lo anterior resulta relevante ya 

que estas dos isoformas participan de manera primaria en el metabolismo de CPA e IFA.  

La hipoxia (1% y 0.1% O2, 24 h)disminuyó la proliferación de las células DAOY, 

favoreciendo el arresto celular en la fase G1 y aumentando la expresión de CDKN1B, lo 

que indica que la expresión de HIF-1α podría estar asociada con el arresto celular que a su 

vez participa en la resistencia a la quimioterapia. El 2-ME disminuyó la expresión de HIF-

1α, y la Figura 25 muestra que previene el efecto de ambas condiciones de hipoxia en la 

proliferación celular.  
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Figura25. Efecto del 2-ME en la disminución de la proliferación celular inducida por la 

hipoxia. Las células DAOY fueron incubadas por 24 h en condiciones de normoxia (16.2% 

O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2), en ausencia y en presencia de 2-ME (5 M), y el número de 

células fue determinado con la tinción por exclusión de azul de tripán. Los valores son los 

promedios ± SEM de 3experimentos independientes. *P<0.05versus los valores control 

(normoxia y ausencia de 2-ME); ns, sin diferencia estadísticamente significativa; ANOVA 

de una vía y prueba de Tukey. 

 

Ambas condiciones de hipoxia aumentaron la expresión de CDKN1B (216 ± 36 y 223 ± 

26% del control con 1% y 0.1% de O2, respectivamente),y el tratamiento con 2-ME previno 

este efecto para 1% O2 (100 ± 5% del control), pero no en la condición de 0.1% O2 (170 ± 

10%), como se muestra en la Figura 26. La expresión de CDKN1B puede estar relacionada 

con la regulación del arresto celular en la fase G1 y la transición de la fase G1 a S, y por lo 
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tanto con el arresto celular en condiciones de hipoxia; sin embargo, en este efecto pueden 

intervenir otras cinasas CDKs como p21Cip1y p57Kip2 (Donjerkovic y Scott , 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura26.Efecto del 2-ME en la expresión de CDKN1B inducida por la hipoxia. Las 

células DAOY fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 

0.1% O2) por 24 h, en ausencia y en presencia de 2-ME (5 M). Se muestra un blot 

representativo. Los valores representan el promedio ± SEM del análisis de la densidad 

óptica relativa(R.O.D.) de 4experimentosindependientes. *P<0.05, **P< 0.01, versus los 

valores control (normoxia y sin 2-ME); ns, sin diferencia estadísticamente significativa; 

ANOVA de una vía y prueba de Tukey. 

 

6.12 Efecto citotóxico de CPA o IFA en combinación con 2-ME 
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Los datos de esta tesis indican que la hipoxia induce la resistencia al tratamiento con CPA e 

IFA, y que esté efecto podría deberse a la expresión de HIF-1α, disminución de la 

expresión de CYP2B6 y CYP3A4, y modificaciones del ciclo celular. Además. El 2-ME 

disminuyó la expresión de HIF-1α, y previno el efecto de la hipoxia en la expresión de 

CYP2B6 y CYP3A4,así como en la proliferación celular. 

Por lo anterior, se determinó el efecto citotóxico de CPA e IFA en combinación con 2-ME 

(5 µM). ElCuadro8 muestra que en condiciones de normoxia la reducción en la viabilidad 

celular inducida por CPA (-43.2 ± 1.7%) e IFA (-46.3 ± 2.2%) no difiere de la observada 

con la combinación CPA+2-ME (-45.8 ± 3.3 %) o IFA+2-ME (-51.4 ± 2.0 %). 

Para las células incubadas en 1% de O2 la disminución en la viabilidad celular inducida por 

CPA (-45.7 ± 1.9%) e IFA (-50.3 ± 2.5%) aumentó significativamente con el tratamiento 

CPA+2-ME (-72.7 ± 2.1%) e IFA+2-ME (-76.4 ± 2.3%). En condiciones de 0.1% de O2el 

efecto del tratamiento combinado (CPA + 2-ME, -72.7 ± 2.1%; IFA + 2-ME, -73.5 ± 1.9%) 

fue mayor que el efecto de los fármacos aislados (CPA, -44.5 ± 1.5%; IFA, -51.2 ± 2.9%). 

El cuadro 8 muestra el análisis del Índice de Resistencia (RI). En condiciones de normoxia 

el análisis de la combinación de 2-ME con CPA o IFA resultó valores no diferentes de 1, 

indicando ausencia de aditividad. Para la combinación CPA + 2-ME el valor de RI indicó 

efectos aditivos tanto en 1% de O2 (RI 1.9 ± 0.1) como de 0.1% de O2 (RI 1.7 ± 0.1). Para 

la combinación IFA + 2-ME el valor de RI en la condición de 1% de O2fue 2.0 ± 0.1, 

sugiriendo un efecto sinérgico, y para la condición de 0.1% de O2fue 1.8 ± 0.1, indicativo 

de un efecto aditivo. Estos resultados sugieren que el tratamiento con CPA e IFA en 

combinación con 2-ME aumenta la acción citotóxica en las células DAOY expuestas a 

hipoxia. 
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Cuadro 8. Efecto del 2-ME en la citotoxicidad de CPA e IFA. 

________________________________________________________________________ 

[O2] 2-ME  CPA  CPA+2-ME  RIc  Efecto 

________________________________________________________________________ 

N 94.35 ± 7.3 56.8 ± 1.7a 54.2 ± 3.3  0.99 ± 0.06 Sin efecto 

1% 95.6 ± 7.0 54.3 ± 1.9a 27.3 ± 2.1b  1.92 ± 0.13c Aditividad 

0.1% 93.2 ± 3.0 55.5 ± 1.5a 30.2 ± 2.1b  1.74 ± 0.11c Aditividad 

________________________________________________________________________ 

[O2] 2-ME  IFA  IFA+2-ME  RIc  Efecto 

________________________________________________________________________ 

N 93.9 ± 1.0 53.7 ± 2.2a 48.6 ± 2.0  1.04 ± 0.02 Sin efecto 

1% 94.4 ± 1.2 49.7 ± 2.5a 23.6 ± 2.3b  2.03 ± 0.12c Sinergismo 

0.1% 95.4 ± 1.6 48.8 ± 2.9a 26.5 ± 1.9b  1.77 ± 0.10c Aditividad 

_________________________________________________________________________ 

Las células DAOY fueron incubadas por 24 h en condiciones de normoxia (16.2% O2) o 

hipoxia (1% o 0.1% O2) y expuestas a CPA o IFA (IC50 determinada previamente; Cuadro 

6) en presencia o ausencia de 2-ME (5 µM). La viabilidad celular fue determinada con el 

ensayo de MTT. Los valores se expresan como porcentaje de la viabilidad celular control 

(sin tratamiento alguno) y son el promedio ± SEM de 5 experimentos independientes. 
aP< 0.001 versus 2-ME; bP< 0.01 versus CPA o IFA solas; cP< 0.01 versus el valor de R de 

las células incubadas en normoxia; ANOVA de una vía y prueba de Tukey. El cálculo del 

índice R se describe en Materiales y métodos. 
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6.13 Efecto del tratamiento con CPA, IFA y 2-ME en la apoptosis celular 

Con base en los resultados anteriores, determinó el efecto del tratamiento con CPA e IFA, 

individualmente o en combinación con 2-ME, en la apoptosis celular (Figura 27 y Cuadro 

9).  
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Figura27. Efecto del tratamiento con CPA o IFA en combinación con 2-ME en la 

apoptosis celular. Las células DAOY fueron incubadas por 24 h en condiciones de 

normoxia (16.2% O2) o hipoxia (1% o 0.1% O2) y la apoptosis fue evaluada con la tinción 

de Anexina V-FITC/PI y citometría de flujo. La imagen muestra un experimento 

representativo de tres realizados con resultados similares. El análisis cuantitativo se 

presenta en el Cuadro 9. 

 

Cuadro 9. Apoptosis inducida por CPA e IFA en combinación con 2-ME. 

________________________________________________________________________ 

[O2]   16.2%   1%    0.1%  

________________________________________________________________________ 

Control  5.5 ± 1.1  11.0 ± 2.1  6.1 ± 2.5 

2-ME   9.7 ± 3.8a  19.4 ± 5.7a  13.9 ± 2.1a 

CPA   22.5 ± 2.8  62.9 ± 1.4  38.2 ± 4.7 

CPA+2-ME  27.6 ± 4.7b  78.8 ± 2.4b  68.9 ± 6.6d 

IFA   24.0 ± 4.4  67.8 ± 1.1  42.0 ± 1.7 

IFA+2-ME  22.9 ± 4.5  86.6 ± 2.7c  75.9 ± 2.6e 

_________________________________________________________________________ 

Las células DAOY fueron incubadas por 24 h en condiciones de normoxia (16.2 % O2) o 

hipoxia (1% o 0.1% O2) con CPA (18.6 mM) o IFA (14.7 mM) en presencia o ausencia de 

2-ME (5 µM), y la apoptosis fue evaluada con la tinción de Anexina V-FITC/PI y 

citometría de flujo (10,000 eventos). Los valores indican el porcentaje de células en fase de 

apoptosis y representan el promedio ± SEM de 3 experimentos independientes. aP< 0.05 

versus los valores control; bP< 0.05 versus CPA sola; cP< 0.01 versus IFA sola; dP< 0.001 

versus CPA sola; eP< 0.001 versus IFA sola. El análisis estadístico fue realizado con 

ANOVA de una vía y la prueba de Tukey. 

 

La fracción de células apoptóticas aumentó en células DAOY incubadas en condiciones de 

hipoxia (1% O2) y tratadas con CPA en combinación con 2-ME (78.8 ± 2.4%) en 
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comparación con CPA (62.9 ± 1.4%). De manera similar, la combinación de IFA y 2-ME 

aumentó la fracción de células en apoptosis (86.6 ± 2.7 %) en comparación con el 

tratamiento individual con IFA (67.8 ± 1.1%).  

Un efecto similar fue observado para las células DAOY incubadas en condiciones de mayor 

hipoxia (0.1% O2), con la combinación CPA y 2-ME induciendo una mayor fracción de 

células apoptóticas (68.9 ± 6.6%) en comparación con el tratamiento individual con CPA 

(38.2 ± 4.7%), y para la combinación IFA y 2-ME (75.9 ± 2.6%) en comparación con solo 

IFA (42.0 ± 1.7%).  

En conjunto, estos resultados apoyan que la inhibición farmacológica de HIF-1 aumenta 

el efecto citotóxico de CPA e IFA en condiciones de hipoxia. 
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7. Discusión 

7.1 Identificación de elementos de respuesta a hipoxia (HRE) 

Se identificaron posibles HRE en la región del promotor de los genes de CYP2B6 (-965/-

971 pb, -2899/-2905 pb), CYP3A4 (-3208/-3215 pb, -3490/-3496 pb) y CYP3A5 (-3290/-

3296 pb). Legendre et al. (2009) reportaron un posible HRE en la posición -674/-661 bp del 

gen de CYP3A4. La diferencia en la posición de la secuencia de HRE se debe a las 

diferentes características de los programas utilizados para la predicción en los genes de 

CYP. El análisis in silico realizado en esta tesis es un generador de hipótesis de la posible 

regulación del factor transcripción HIF-1α con base en la identificación de HREs. Sin 

embargo, son necesarios experimentos adicionales para evaluar la funcionalidad in vitro e 

in vivo de los HRE identificados. 

Para el gene de CYP2B6 se identificó un HRE en la región del promotor (-971 a -965 pb) 

que incluye a la región central (core) del mismo (TATA, sitio del inicio de la 

transcripción), y los otros posibles HRE de los genes CYP se encuentran a mayor distancia 

(CYP2B6, -2905 a -2899 pb; CYP3A4,-3215 a -3208 pb y -3496 a -3490; y para CYP3A5,  -

3296 a -3290 pb) en la región de elementos regulatorios distales (amplificadores, 

silenciadores, aislantes, y el locus de región de control) que comprende hasta 1 Mb en el 

promotor (Maston et al., 2006). 

La predicción de HRE de CYP3A4 y CYP3A5 se encuentran a una distancia similar debido 

a que a 1.5 kb en la región proximal de CYP3A5 tiene una identidad de 59% con CYP3A4, 

y una identidad de amino ácidos de 84% (Plant, 2007). Una de las diferencia principales de 

CYP3A4 y CYP3A5 es que el primero posee un elemento transcripcional básico (BTE) y 

caja-TATA, y el segundo posee una caja-TATA modificada (CATAA) y BTE (Plant, 

2007). Se ha identificado en la región proximal (-1,105 pb) o distal (11,400 pb) de la región 

del promotor de CYP3A4, CYP3A5 y de CYP2B6 (-1,600 a -8,600 pb) varios sitios de 

unión de factores transcripcionales, y se ha determinado la funcionalidad de algunos de 

ellos; sin embargo, el reto es identificar los mecanismos que regula cada uno ellos 

(Handschin y Meyer, 2003; Plant, 2007; Inoue y Negishi, 2009). 
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7.2 La hipoxia incrementa la expresión de HIF-1α en células DAOY 

Los resultados de este trabajo indicaron que la hipoxia aumenta la expresión nuclear de  

HIF-1α tanto para1%de O2(5 veces) como 0.1%de O2 (6 veces), con el mismo efecto, 

aunque de menor magnitud (3 veces) para los extractos citosólicos en ambas condiciones de 

hipoxia. Como factor transcripcional, HIF-1α es translocado al núcleo para regular la 

expresión génica y se ha identificado su presencia en glioblastomas (Talks et al., 2000) y en 

diversos tipos tumorales como los de vejiga (Talks et al., 2000), hígado (Talks et al., 2000), 

pulmón (Talks et al., 2000), ovario (Talks et al., 2000), páncreas (Talks et al., 2000), 

próstata (Talks et al., 2000), colon (Kuwai et al., 2003; Ding et al., 2010), mama (Gruber et 

al., 2004; Lai et al., 2014) y estómago (Griffithset al., 2007; Chen et al., 2014). 

HIF-1α es regulado positivamente en cáncer de cérvix en condiciones de hipoxia de 0.1%-

1%de O2 (Box y Demetrick, 2004; Ullah et al., 2006),cáncer de pulmón a 0.5%-1%de 

O2(Uchida et al., 2004; Rho et al., 2009),cáncer de mama a 0.1%-3% de O2(Box y 

Demetrick, 2004; Sullivan et al., 2008; Doublier et al., 2012) y en condiciones de1%de O2 

en cáncer gástrico (Liu et al., 2008), cáncer de colon (Ding et al., 2010; Murono et al., 

2012), neuroblastoma (Hussein et al., 2006), osteosarcoma (Adamski et al., 2013) y 

glioblastoma (Richards et al., 2016). 

Nuestros resultados mostraron de manera novedosa que la hipoxia induce la expresión de 

HIF-1α en células de meduloblastoma humano, lo que podría estar implicado en varios 

procesos que favorezcan la progresión de este tipo tumoral. 

7.3 La hipoxia favorece la quimiorresistencia 

Los datos de esta tesis muestran que en las células DAOY el efecto citotóxico de los 

fármacos CPA e IFA disminuye en condiciones de hipoxia (1% y 0.1%de O2).Estos 

resultados concuerdan con estudios previos que reportan que la hipoxia induce resistencia a 

la tratamiento con fármacos como daunorrubicina, doxorrubicina, etopósido y mitoxantrona 

en cáncer de mama(Sullivan et al., 2008); para doxorrubicina en glioblastoma induciendo la 
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regulación de proteínas anti-apoptóticas como BCL-2, que inhibe la liberación de 

citocromo c, y survivina, que inhiben la activación de caspasas (Kim et al., 2011); para 

cisplatino, etopósido y doxorrubicina en células de osteosarcoma, con una resistencia que 

no depende de la activación de HIF-1 o de la vía PI3K/Akt, pero sí de la actividad de p53 

(Adamski et al., 2013). 

Hemos sugerido que la respuesta al efecto citotóxico de los fármacos CPA e IFA depende 

de la expresión de HIF-1α, de manera similar a lo mostrado previamente para vincristina y 

etopósido en neuroblastoma,dondeHIF-1α disminuye la expresión de la proteína  

pro-apoptótica Bid (Hussein et al., 2006); para gefitinib en cáncer de pulmón, con 

disminución de la acumulación de HIF-1α mediante la vía PI3K/Akt (Rho et al., 2009); en 

cáncer de mama para doxorrubicina por aumento de la expresión de la glicoproteína-P 

(Doublier et al., 2012), y en osteosarcoma para doxorrubicina por la modulación de la 

apoptosis y el aumento de la glicoproteína-P (Roncuzzi et al., 2014). 

7.4 Regulación del pH extracelular en condiciones de hipoxia  

El pH extracelular se acidificó en células expuestas a hipoxia (1%de O2, pH 6.8; 0.1%de 

O2, pH 6.7) con respecto a la condición de normoxia. En este trabajo se estudió el efecto 

citotóxico de CPA e IFA, con características de ácidos débiles (pKa 6.0 y 3.5-4, 

respectivamente), y se ha sugerido que la acidificación aumenta la entrada al interior celular 

de los fármacos que son ácidos débiles, como se mostró en células de cáncer de mama a un 

pH de 6.8 para los fármacos CPA, 5-FU y clorambucil (Mahoney et al., 2003). 

Las características de la entrada a la célula de antineoplásicos se ajustan al modelo de 

captura de iones (ion-trapping) que predice que los fármacos básicos débiles como 

antraciclinas, antraquinonas o vinca alcaloides se concentran en compartimentos ácidos. El 

pH extracelular ácido en los tumores podría impedir la efectividad de fármacos básicos 

débiles al impedir alcanzar su objetivo intracelular, y reduciendo por lo tanto su 

citotoxicidad. El modelo de captura de iones también predice que el pH extracelular ácido 

en los tumores aumenta la absorción de fármacos ácidos débiles en el espacio intracelular 

neutro (Raghunand y Gillies, 2000; Mahoney et al., 2003) 
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La regulación de la acidez del pH extracelular puede estar asociada con la expresión de  

CA-IX, aumentada por ambas condiciones de hipoxia (1% y 0.1% O2). Estudios previos 

indican que la hipoxia (2% de O2por 48 h)aumenta la expresión de CA-IX en células 

normales de riñón, lo que fue asociado con la acidificación del pH extracelular de 7.2 ± 

0.2a 6.4 ± 0.2 (Svastová et al., 2004). De manera relevante, la expresión de CA-IX en 

tejidos de pacientes con meduloblastoma se ha asociado con un peor pronóstico (Nordfors 

et al., 2010), ya que se ha propuesto que la expresión de CA-IX modula la adhesión celular 

mediada por la interacción de las proteínas E-cadherina y β-catenina, aumentando la 

progresión tumoral (Svastová et al., 2003).La CA-IX es expresada en diferentes tipos de 

cáncer como los de mama, pulmón, riñón, colon/recto, cérvix, cavidad oral, vejiga, hígado, 

cerebro, páncreas y gástrico, en los que se ha asociado con un mal pronóstico de los 

pacientes, y ha sido por lo tanto propuesta como un blanco terapéutico (Mahon et al., 

2015). 

Nuestros resultados también muestran que la expresión de MCT-4 aumentó en ambas 

condiciones de hipoxia (1% y 0.1% O2), y para las células de cáncer de cérvix se ha 

reportado que la expresión de MCT-4 aumenta en hipoxia (1%de O2) y que esta regulación 

depende de HIF-1α (Ullah et al., 2006). La expresión de MCT-4 se ha identificado en 

glioblastoma (Goncalves et al., 2013), cáncer de páncreas (Baek et al., 2014) y cáncer 

gástrico (Lee et al., 2016), y se ha asociado con un mal pronóstico y por lo tanto ha sido 

también propuesta como un potencial blanco terapéutico(Bovenzi et al., 2015). 

7.5 Expresión de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 en condiciones de hipoxia 

La hipoxia (1% y 0.1% de O2) disminyó la expresión proteica de las isoformas del CYP 

CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5por las células DAOY. En el organismo humano, la  

4-hidroxilación de CPA es realizada mayoritariamente por CYP2B6 (44.8%), CYP3A4 

(24.7%) y CYP3A5 (~11.0%), mientras que la 4-hidroxilación de IFA es efectuada por 

CYP3A4 (64.8%), CYP3A5 (~8.0%) y CYP2B6 (6.5%)(Roy et al., 1999;1999b; Huang et 

al., 2000).  
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En la reacción de 4-hidroxilación, CYP2B6 tiene valores de la constante de Michaelis-

Menten (Km) muy similares para CPA-4-OH (1.89 mM) e IFA-4-OH (1.88 mM), pero la 

velocidad máxima (Vmax) es 10 veces mayor con CPA-4-OH (100.4 nmol/min/nmol P450) 

que con IFA-4-OH (10.1 nmol/min/nmol P450).De manera contraria, la Vmax de CYP3A4 

para IFA-4-OH (56.9 nmol/min/nmol P450) es 2 veces mayor que para CPA-4-OH (25.5 

nmol/min/nmol P450), pero presenta valores similares de Km(IFA-4-OH, 1.33 mM; CPA-

4-OH, 1.46 mM; Huang et al., 2000).Por lo anterior, nuestros resultados sugieren que la 

disminución de la expresión de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 resultaría en metabolismo 

reducido de CPA e IFA y por lo tanto en una menor generación de los metabolitos activos, 

lo cual podría inducir resistencia a la quimioterapia del meduloblastoma en condiciones de 

hipoxia. 

7.6 Mecanismo de regulación de la expresión de CYP 

Los resultados indican que la hipoxia aumenta la expresión del RNAm de CYP2B6 pero 

regula negativamente su expresión proteica. Se ha identificado que la expresión proteica de 

CYP2B6 a nivel de proteína disminuye con el tratamiento por 3 h con [(Z)-1-[2-(2-

aminoetil)-N-(2-amonioetil) amino] diazen-1-io-1,2-diolato)], un donador de óxido nítrico 

(NO), sin alterar la expresión a nivel del RNAm. Este efecto ocurre post-traduccionalmente 

por la vía de señalización ubiquitina/proteosoma (Lee et al., 2007; 2017). Otro donador de 

NO (NOC-18) disminuye la expresión de la proteína de CYP2B6 en 30% con respeto al 

control, sin efecto a nivel del RNAm (Aitken et al., 2008).La hipoxia aumenta la 

producción de NO en distintos tipos de células tumorales (Matthews et al., 2001; 

Chowdhury et al., 2012; Burrows et al., 2016), pero se desconocen los niveles de NO en las 

células DAOY y el efecto que podrían tener en la expresión de la proteína CYP2B6 en 

condiciones de hipoxia.  

Por otra parte, la hipoxia no modifica la expresión del RNAm de CYP3A4 pero disminuye 

la expresión del RNAm del CYP3A5, mientras que la expresión proteica deCYP3A4 y 

CYP3A5 disminuye para ambas en condiciones de hipoxia. Se ha mostrado que la 

fosforilación de CYP3A4 (Ser478, Thr264, y Ser420)es importante para favorecer la 

degradación vía ubiquitinación/proteosoma (Wang et al., 2009; 2011, 2014).También se ha 
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determinado que la expresión de los microRNAshsa-miR-577, hsa-miR-1, hsa-miR-532-3p 

y hsa-miR-627 (Wei et al., 2014) y de la interleucina-6 (Jover et al., 2002) podría estar 

asociada con la diminución en la expresión proteica de CYP3A4. Para el caso de la 

isoforma CYP3A5 se desconoce qué mecanismo podría estar asociado con la regulación de 

la expresión. 

7.7 Arresto celular en condiciones de hipoxia 

Nuestros datos muestran una disminución de la proliferación de las células DAOY en 

condiciones de hipoxia (1%y 0.1%de O2), un efecto semejante al reportado previamente 

para las células de cáncer de próstata (-24%; Anderson et al., 2011), de cáncer colorrectal 

(-83%; Murono et al., 2012) y de glioblastoma (-50%; Richards et al., 2016). La 

disminución de la proliferación puede asociarse con el arresto celular, como se ha indicado 

en estudios previos en los que la hipoxia indujo arresto en la fase G1 en células de cáncer 

de cérvix y de mama (Box y Demetrick, 2004), en células de cáncer de colon (Murono et 

al., 2012) y en células de retinoblastoma (Graff et al., 2005).  

El arresto del ciclo celular es controlado por varias ciclinas, como CDKN1B, que induce 

arresto en la fase G1 (Sun et al., 2016). Nuestros resultados muestran que la hipoxia (1% y 

0.1% O2) aumentó la expresión de CDKN1B, efecto también reportado para células de 

cáncer de mama (Box y Demetrick, 2004) y encarcinoma endometrial (Horrée et al., 

2007).Por lo tanto, HIF-1αparece ser esencial para el arresto celular en la fase G1 al 

regulara la alza la expresión de p21 y CDKN1B (p27), que controlan la progresión de la 

fase G1 a la fase S del ciclo celular (Goda et al., 2003; Horrée et al., 2007). 

La expresión deCDKN1B ha sido asociada con la resistencia a doxorrubicina, etopósido,  

5-FU y cisplatino en células de cáncer de colon (Dimanche et al., 1998); a paclitaxel, 

cisplatino y hidroperoxi-cyclofosfamida en células de cáncer de mama y en células de 

cáncer de ovario(St. Croix et al., 1996); y para etopósido, camptotecina, daunorrubicina, 

vinblastina, actinomicina D y cicloheximida en células de leucemia (Eymin et al., 

1999).Así, una perspectiva de este trabajo sería evaluar la participación de CDKN1B en la 

resistencia al tratamiento con CPA e IFA en meduloblastoma. 
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7.8 Efecto de la inhibición con 2-ME de la expresión de HIF-1α 

El tratamiento con 2-MEdisminuyó la expresión de HIF-1α (-43%) por las células DAOY. 

Reportes previos indican que en condiciones de hipoxia el 2-ME redujo en ~60% la 

expresión de HIF-1α en células de cáncer de próstata y de cáncer de mama (Mabjeesh et al., 

2003); en células de cáncer gástrico la disminuyó en ~80% (Rohwer et al., 2009) y en 

células de cáncer de próstata en ~90% (Carbonaro et al., 2012). En este trabajo se utilizó 

una concentración de 2-ME (5 µM) que no mostró efecto citotóxico, pero que disminuyó la 

expresión de HIF-1α, con la finalidad de no producir otros efectos descritos para HIF-1α, 

como la inducción de la apoptosis (Mooberry, 2003). 

7.9Regulación por 2-ME de la expresión de CA-IX y MCT-4 

En este trabajo se muestra que la hipoxia aumenta la expresión de CA-IX, y que el 

tratamiento con 2-ME (5 µM) reduce en 46% dicho efecto. Dado que la expresión de  

CA-IX inducida por hipoxia no es completamente prevenida por el 2-ME, podría 

mantenerse la acidificación del pH extracelular inducida por la hipoxia. Lo anterior podría 

también relacionarse con el resultado de una inhibición parcial por el 2-ME de la expresión 

de  

HIF-1α inducida por la hipoxia, dado que el factor transcripcional regula la expresión de  

CA-IX (Kaluz et al., 2009). En este sentido, la expresión de HIF-1α se correlaciona con la 

expresión de CA-IX en cáncer de nasofaringe (Hui et al., 2002), en tumores de Wilms 

(Dungwa et al., 2011), en cáncer rectal (Korkeila et al., 2011), en cáncer de mama (Kaya et 

al., 2012) y en cáncer de cérvix (Iwasaki et al., 2015). 

El tratamiento con 2-ME no afectó la inducción por la hipoxia de la expresión de  

MCT-4. En células de cáncer de cérvix la hipoxia (1% O2) aumentó la expresión de MCT-4 

en ~2 veces (Ullah et al., 2006), pero en células de cáncer de mama no modificó la 

expresión de MCT-4 (Jamali et al., 2015), lo que sugiriere la existencia de mecanismos 

adicionales que regulan la expresión de MCT-4. Por ejemplo, la cinasa dependiente de 

AMP(AMPK) y la testosterona aumentan la expresión de MCT-1 y MCT-4 (Kitaoka et al., 

2011). En células de osteosarcoma la hipoxia (1.5% O2) induce la formación de 
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especies reactivas de O2 que a su vez aumentan la concentración intracelular de Ca2+, lo 

que resulta en activación de la AMPK mediante la acción de la CaMKKβ (Mungai et 

al., 2011). Por otra parte, las ROS generadas por el complejo mitocondrial III 

estabilizan a HIF-1α en condiciones de hipoxia en células de hepatoma (Chandel et al., 

2000). Por lo tanto la activación de AMPK y la generación de ROS podrían mantener la 

expresión de MCT-4 en ambas condiciones de hipoxia. 

7.10 Regulación por 2-ME de la expresión de las isoformas de CYP 

El tratamiento con 2-ME previno la inhibición por la hipoxia moderada (1% O2) de la 

expresión de CYP2B6, pero no la inhibición por la hipoxia severa (0.1% O2).Un proceso 

que puede explicar la respuesta diferencial de las dos condiciones de hipoxia es la 

regulación negativa por el óxido nítrico de la expresión de CYP2B6 observada en 

hepatocitos humano (Aitken et al., 2008), ya que se ha reportado que la hipoxia (1% O2) 

aumenta la formación de óxido nítrico en células de cáncer de colon (Burrow et al., 2015). 

El 2-ME previno la inhibición de la expresión de CYP3A4 inducida por ambas condiciones 

de hipoxia, lo que concuerda con el efecto inhibitorio deHIF-1α en la expresión de 

CYP3A4 (Legendre et al., 2009). Un mecanismo adicional de regulación transcripcional de 

CYP2B6 y CYP3A4 depende de receptores nucleares como CAR (receptor constitutivo de 

androstanos), PXR (receptor de pregnano X) y VDR (receptor de vitamina D) (Drocourt et 

al., 2002). Se ha determinado en células hepáticas que la hipoxia disminuye la expresión 

del RNAm de CAR y PXR (Legendre et al., 2009), por lo que la contribución de estos 

receptores nucleares a la expresión de CYP2B6 y CYP3A4constituye un aspecto de interés 

para su evaluación futura. 

En contraste, el 2-ME no previno la inhibición por hipoxia de la expresión deCYP3A5. En 

células de hepatoma, la expresión de CYP3A5 es regulada por el factor nuclear-Y (NF-Y) y 

las proteínas de especificidad 1 y 3 (Sp1 y Sp3) (Iwano et al., 2001), y se ha reportado que 

la hipoxia disminuye la expresión de Sp3, mientras que Sp1 no se modifica en miocitos, lo 

que podría explicar la disminución de CYP3A5 en ambas condiciones de hipoxia (Discher 

et al., 1998), y la ausencia de efecto del 2-ME. 
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7.11 Regulación por 2-ME de la proliferación celular 

El 2-ME previno la inhibición de la proliferación celular inducida por la hipoxia, así como 

su efecto en la expresión de CDKN1B en la condición de 1% O2, pero no en la condición 

de 0.1%. La regulación transcripcional de CDKN1B es regulado por la 3β-cinasa de la 

sintasa de glucógeno (GSK-3β) en células de cáncer gástrico (Wei et al., 2011), lo que 

podría explicar el aumento en la expresión de CDKN1B en la condición de hipoxia al 0.1% 

de O2. 

7.12 Efectividad del tratamiento de CPA e IFA en combinación con 2-ME 

La combinación de 2-ME con CPA o IFA induce un efecto citotóxico aditivo, así como un 

aumento en la apoptosis en condiciones de hipoxia. Lo anterior concuerda con la aditividad 

en el efecto citotóxico de la combinación del 2-ME con doxorrubicina o bortezomib en 

células de mieloma múltiple (Chauhan et al., 2002; Song et al., 2013).  

En línea con lo anterior, en el carcinoma de cabeza/cuello el tratamiento con 2-ME inhibe a 

HIF-1α, el crecimiento tumoral, y la angiogénesis, y el tratamiento combinatorio de 2-ME 

con paclitaxel resultó en un efecto antiproliferativo aditivo en células UM-SCC-6, -11A, y  

-46, y un efecto antiproliferativo sinérgico en células UM-SCC-1 y -11B, comparadas con 

el tratamiento individual (Ricker et al., 2004); en células de cáncer de mama el tratamiento 

con paclitaxel, vinorelbina o bis(etil)norspermina induce un efecto citotóxico sinérgico al 

combinarse con 2-ME (Han et al., 2005;Nair et al., 2007); y en células de cáncer 

pancreático el paclitaxel, 5-FU y cisplatino presentan un efecto citotóxico aditivo con 2-ME 

(Fotopoulou et al., 2010). 
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8. Conclusiones 

1. En las células DAOY de meduloblastoma humano, la hipoxia (1% y 0.1% O2; 24 h) 

aumenta la expresión del factor transcripcional HIF-1α, y el análisis in silico indica la 

presencia de elementos de respuesta a hipoxia (HRE) en las región del promotor (+1 a 

-3.5 kb) de los genes de las enzimas CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5. 

2. La hipoxia (1% y 0.1% O2) por 24 h induce la acidificación del pH extracelular, la 

expresión de las proteínas reguladoras del pH CA-IX y MCT-4, disminuye la 

expresión proteica de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5, induce arresto del ciclo celular 

en la fase G1 y resistencia al efecto citotóxico de los agentes alquilantes 

ciclofosfamida y la ifosfamida. 

3. El tratamiento farmacológico con 2-Metoxiestradiol disminuye la expresión de  

HIF-1α y CA-IX inducida por la hipoxia y reduce la resistencia a ciclofosfamida e 

ifosfamida inducida. 

4. La inhibición farmacológica de HIF-1 en combinación con agentes antineoplásicos 

canónicas indican una alternativa potencial terapéutica en contra de meduloblastoma 

humano al disminuir la resistencia al tratamiento con la quimioterapia convencional. 
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9. Perspectivas 

1. Determinar in vitro la funcionalidad de los elementos de respuesta a hipoxia (HRE) 

de los genes de CYP2B6, CYP3A4 y CYP3A5 predichos con el modelo in silico. 

2. Evaluar la formación de los metabolitos activos (hidroxilados) de los antineoplásicos 

ciclofosfamida e ifosfamida en células de meduloblastoma humano sometidas a 

hipoxia. 

3. Establecer el efecto de la inhibición molecular de HIF-1 en la resistencia a los 

antineoplásicos ciclofosfamida e ifosfamida. 

4. Evaluar en un modelo animal de meduloblastoma la eficacia de un nuevo esquema de 

tratamiento considerando la inhibición de HIF-1 como nuevo blanco terapéutico. 

5. Con base en lo anterior, considerar incorporar la inhibición farmacológica o 

molecular de HIF-1 a un nuevo esquema de tratamiento con antineoplásicos como 

vincristina, carmustina, metotrexato, procarbazina, arabinósido A, etopósido, 

lomustina, cisplatino y carboplatino utilizados en la quimioterapia de 

meduloblastoma. 
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11. Anexos 

11.1  Anexo 1. Características de células DAOY de meduloblastoma humano.  

Las células DAOY de meduloblastoma pertenecen al tipo histológico desmoplásico, y la 

línea celular fue establecida a partir de un niño varón de 4 años. Presentan ploidías 

superiores al 2% y trece o más cromosomas marcadores con dos a cuatro copias por célula. 

Existen dos cromosomas X normales en la mayoría de las células, pero ningún cromosoma 

Y normal detectable (www.atcc.org/Products/All/HTB-186.aspx#characteristics). La Figura 

A1 muestra que las células DAOY presentan formas poligonales regulares con núcleos 

grandes y múltiples nucléolos; además, las células indiferenciadas muestran uniones 

intercelulares y cilios (Jacobsen et al., 1985).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A1. Imagen de alta confluencia (A) e inmunocitoquímica con hematoxilina-eosina 

(B) de células DAOY de meduloblastoma humano (HTB-186, ATCC).  
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11.2  Anexo 2. Curva de proliferación de las células DAOY. 

La proliferación fue evaluada con el ensayo de exclusión de azul de tripán. La curva de 

crecimiento mostró una fase de latencia de las 0 h a las 24 h, una fase lineal de las 24 h a 

las 96 h, y una fase estacionaria o incluso de muerte celular después de las 96 h (Figura 

A2). El tiempo de duplicación determinado fue 28.5 ± 1.4 h (3 determinaciones), semejante 

al reportados por Xu et al. (2012) de 29 h y por Jacobsen et al. (1985) de 33.6 h. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A2. Curva de proliferación de las células DAOY. Los valores son el promedio ± 

SEM de 3 experimentos independientes realizados por triplicado. El análisis estadístico se 

realizó con ANOVA de una vía y la prueba de Dunnett, ***P< 0.001 versus 0 h (control). 

  



 

 
95 

11.3 Anexo 3. Detección de micoplasma en células DAOY. 

Se utilizaron cubreobjetos previamente tratados con poli-L-lsina (Sigma-Aldrich) y 

esterilizados, que fueron colocados dentro de cajas Petri de 35 mm. Las células DAOY (4 x 

103 células/caja de 35 mm) fueron sembradas en 2 ml en medio EMEM suplementado con 

10% FBS para incubar a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% CO2por 72 h. Se retiró el 

medio de cultivo y se agregaron 2 ml de solución de fijación (ácido acético glacial/metanol 

absoluto, 1:3) y Tritón X-100 (0.1%) por 5 min. Las células fueron lavadas cinco veces con 

solución PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM NaHPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7.4) y se 

dejaron secar a temperatura ambiente. Posteriormente se agregó 1 ml de solución de tinción 

Hoechst-33258 (0.5 μg/ml) por 30 min. Los cubreobjetos fueron cubiertos con portaobjetos 

y se obtuvieron imágenes con un microscopio Olympus BX-40 (Feasterville, PA, USA) y el 

programa FV10-ASW 1.7 (Olympus; Miami, FL, USA). 

Los micoplasmas son un grupo de microorganismos de la clase Mollicutes que carecen de 

pared celular y con un tamaño de 0.3-0.8 µm. Los cultivos celulares contaminados con 

micoplasmas pueden alterar la expresión de proteínas, la morfología, y la proliferación, 

entre otras procesos que pueden resultar en la pérdida del cultivo celular (Drexler y Uphoff, 

2002). La Figura A3 (panel A y B) muestra que las células DAOY (pasaje 5) no estaban 

contaminadas con micoplasmas. El panel C muestra células CHO-K1 contaminadas que 

fueron utilizadas como control positivo. Las células CHO-K1 fue amablemente 

obsequiadas por el Dr. Daniel McNaught Flores. 
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Figura A3. Prueba de detección de micoplasma en células de DAOY. Tinción con 

Hoechst-33258 y análisis con microscopía confocal. Morfología celular (A) y tinción de los 

núcleos celulares (rojo, B). El ensayo fue realizado por duplicado. El panel C es un control 

positivo (células CHO-K1 contaminadas).  
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11.4 Anexo 4. Establecimiento de las condiciones de hipoxia. 

Se utilizó una cámara hipóxica Bactrox en la que las células fueron expuestas a 1% o 0.1% 

de O2, balanceado con N2 y CO2, e incubadas en una cámara húmeda a 37°C con 5% CO2 

en aire. La condición control o normoxia se consideró como 16.2% de O2. 

 

 

Figura A4. Cámara de hipoxia (Bactrox hypoxic chamber, Shel Labs, USA). Las células 

previamente sembradas en cajas de cultivo son colocadas dentro de la incubadora 

independiente bajo las condiciones de incubación con control de temperatura, O2 y CO2. 
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11.5   Anexo 5. Curvas estándar de genes endógenos (house-keeping). 

Las curvas estándar fueron obtenidas para los genes endógenos TATA-Box (TBP) y 18S, 

con intervalo de concentración de 2 a 2000 ng/µl. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Características TBP   18S 

Pendiente -3.42   -3-34 

R2 0.99   0.99 

Eficiencia 96%   99% 
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11.6   Anexo 6. Curva estándar y validación de la eficiencia de CYP2B6, CYP3A4 y 

CYP3A5.  

Para cada gen se determinó la curva de validación (-0.1 > m < 0.1) con TBP como gen de 

referencia en los experimentos posteriores para CYP2B6 (A), CYP3A4 (B) y CYP3A5 (C). 
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11.7   Anexo 7. Concentración y pureza del RNA total de células DAOY expuestas a 

normoxia o hipoxia. 

____________________________________________________________________ 

Normoxia  ng/µl   260/280 nm  260/230 nm 

Exp. 1  2585.6   1.99   1.92 

Exp. 2  2241.2   1.99   1.92 

Exp. 3  2972.7   1.99   2.03 

________________________________________________________________________ 

1% O2   ng/µl   260/280 nm  260/230 nm 

Exp. 1  1312.8   2.02   2.19 

Exp. 2  1311.4   2.01   2.18 

Exp. 3  1395.3   2.02   1.73 

________________________________________________________________________ 

0.1% O2  ng/µl   260/280 nm  260/230 nm 

Exp. 1  1133.6   1.99   2.02 

Exp. 2  1142.2   1.99   2.18 

Exp. 3  1025.1   2.00   2.04 

________________________________________________________________________ 
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11.8   Anexo 8. Integridad del RNA total en geles de agarosa.  

Las células DAOY fueron incubadas en condiciones de normoxia (16.2% O2) o hipoxia 

(1% y 0.1% O2) por 24 h, e inmediatamente después fue obtenido el RNA total. La pureza 

del RNA total fue determinada por la relación de absorbancia 260/280 nm, que corresponde 

a ~2.0 (Desjardins y Conklin, 2010). La integridad de las muestras de RNA total se 

determinó en geles de agarosa al 1.5% (w/v) en solución TBE (89 mM Tris, 89 mM ácido 

bórico, 2 mM EDTA). En cada pozo se colocaron 5 µl de la muestra (dilución 1:10) y 3 µl 

de solución de carga (50 mM EDTA, 0.2% SDS, 50% glicerol, 0.05% azul de bromofenol). 

La electroforesis fue realizada a 85 V por 40 min, los geles fueron incubados en bromuro 

de etidio (5 mg/ml) por 15 min y visualizados bajo luz UV. La Figura A8 muestra la 

separación de las muestras de RNA total, observándose las bandas ribosomales 28S y 18S, 

sin evidencia de degradación. Estos resultados indicaron que la pureza y la integridad 

fueron las adecuadas para utilizar las muestras para la síntesis de cDNA. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura A8. RNA total en geles de agarosa al 1.5%. Carriles 1 y 8, células de cáncer de 

cérvix HeLa. Carriles 2, 5, 9: células DAOY incubadas en normoxia; carriles 3, 6 y 10: 

células DAOY incubadas en 1% de O2; carriles 4, 7 y 11: células DAOY incubadas en 

0.1% de O2; carriles 12 y 13: células stem de ratón (Pall y Hamilton, 2008). 

 


