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Resumen
Antecedentes. Los citocromos P450 son una familia de enzimas cuya principal funcion
es biotransformar xenobidticos como farmacos y moléculas organicas por ejemplo
eicosanoides y colesterol. La expresion de estas enzimas puede ser regulada en distintas
circunstancias fisiolégicas o patolégicas como la hipoxia tumoral, la cual consiste en una
disminucién de la difusion de oxigeno debido al crecimiento excesivo y la angiogénesis
irregular propia del tumor. Recientemente demostramos que la hipoxia favorece la
sobreexpresion del citocromo CYP2S1 en la linea celular de cancer de higado HepG2.
Sin embargo, el papel de la hipoxia sobre la expresion de este citocromo en lineas mas
agresivas de cancer de higado es desconocido.
Objetivo. Determinar el efecto de la hipoxia sobre la expresion de CYP2S1 en células de
cancer de higado en un modelo in vitro.
Material y métodos. Las lineas celulares HepG2, Hep3B y SNU423 fueron cultivadas en
una camara anaerobica a 1% de Oz durante 0, 6, 12, 18 y 24 horas. Se extrajo el ARN
mediante TRizol y posteriormente se sintetizé el ADNc. Las muestras se analizaron por
PCR-Tiempo Real mediante el método de 2-22CT, Mediante PCR punto final se analizé la
presencia de la secuencia nucleotidica de la posible isoforma alternativa de CYP2S1.
Ademas, mediante un analisis bioinformético, se modelo la estructura tridimensional de
ambas isoformas del citocromo CYP2S1.
Resultados. Los resultados preliminares sugieren que la hipoxia no tiene efectos sobre
el ARNm de CYP2S1 en células Hep3B. Ademas proponemos que la hipoxia induce la

transcripcion de un ARNm que codifica para una isoforma alternativa de CYP2S1 en



células HepG2. Finalmente, el modelo informatico obtenido sugiere que la estructura

tridimensional de las 2 isoformas es similar.



Abstract

Background. Cytochromes P450 are a family of enzymes whose main function is to
biotransform xenobiotics such as drugs and organic molecules like eicosanoids and
cholesterol. The expression of these enzymes can be regulated in different physiological
or pathological circumstances such as tumor hypoxia, which consists in a decrease of
oxygen diffusion due to excessive growth and irregular angiogenesis. Recently, we
demonstrated that hypoxia induces cytochrome CYP2S1 overexpression in the liver
cancer cell line HepG2. However, the role of hypoxia on the expression of CYP2S1 in

more aggressive cell lines of liver cancer is unknown.

Objective. Determine the effect of hypoxia on CYP2S1 expression in liver cancer cells in

an in vitro model.

Material and methods. HepG2, Hep3B and SNU423 cell lines were cultured in an
anaerobic chamber at 1% Oz for 0, 6, 12, 18 and 24 hours. RNA was extracted using
TRizol and subsequently, cDNA was synthesized. The samples were analyzed by Real
Time PCR using the 2-22€T method. Using endpoint-PCR we analyzed the presence of the
possible alternative isoform of CYP2S1. Furthermore, we predicted the tridimensional

structure of CYP2S1 using a bioinformatic analysis.

Results: Preliminary results suggest that hypoxia has no effect on CYP2S1 mRNA in
Hep3B cells. Furthermore, seems that hypoxia induces the transcription of the RNAm that
codifies to an alternative isoform of CYP2S1 in HepG2 cells. Finally, we predicted that the

tridimensional structures of the 2 isoforms are similar.
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Abreviaturas

CYP450 Citocromo P450

CYP2S1 Citocromo 2S1

AhR Receptor de hidrocarburos arilo

HIF1-a Factor Inducible por hipoxia 1 alfa

HIF1-B Factor Inducible por hipoxia 1 beta

PHD Prolil hidroxilasas

VHL Ubiquitin ligasa E3

FIH Factor inhibidor de HIF

MDM2 Ubiquitin ligasa E3

P53 Proteina de 53kD

HSP90 Proteina de choque térmico de 90kD

ARNmM ARN mensajero

ADNc ADN complementario

PCR Reaccioén en cadena de la polimerasa

gPCR Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa
2ME 2-metoxiestradiol

PPARa Receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa

HRE Elemento de respuesta a hipoxia



1. Introduccién

1.1 Biotransfomacion

Los organismos vivos a lo largo del tiempo han desarrollado diferentes estrategias para
eliminar moléculas quimicas ajenas al organismo como los xenobiéticos (Beiras, 2018).
(Campbell & Trump, 2017; Chambers, Day, Aboufarrag, & Kroon, 2019; Sedlaczek, 1988).
Este conjunto de estrategias se denomina biotransformacion y la mayor parte de estos
procesos se lleva a cabo en el higado en células denominadas hepatocitos (Beiras, 2018).
Aungue también puede ocurrir en tejidos extrahepaticos, por ejemplo tejido adiposo,
intestino, rifidn y pulmon (Dekant, 2009). La biotransformacion se define como un proceso
bioquimico que consiste en la modificacidon de la estructura quimica de moléculas
lipofilicas (solubles en grasa), que se absorben facilmente del tracto gastrointestinal y
otros sitios, convirtiéndolas en moléculas hidrofilicas (solubles en agua), que se excretan
facilmente por la orina o la bilis (Dekant, 2009; Koppel, Maini Rekdal, & Balskus, 2017).
A través de la biotransformacion, los xenobidticos, que suelen ser hidrofébicos y poco
polares, podran ser eliminados (Dekant, 2009). La biotransformacién se divide en 3 fases
conocidas, la fase 1: donde suceden principalmente reacciones de oxidacién. Fase 2:
caracterizada esencialmente por reacciones de conjugacion y la fase 3: donde se activan
canales y transportadores que permiten la liberacién de los metabolitos (Sheweita, 2000;
Xu, Li, & Kong, 2005). La fase 1 y la fase 2 son reguladas por enzimas de la
biotransformacién; mientras que en la fase 3 se inducen y activan canales, y
transportadores que permiten el transporte de los metabolitos resultantes (Almazroo,

Miah, & Venkataramanan, 2017; Crettol,
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Petrovic, & Murray, 2010; Dekant, 2009; Xu, Li, & Kong, 2005) (Figura 1). A continuacion,

se describen con mayor detalle cada una de estas fases.

[ Fase 1 J

-

[ Fase 2

[ Fase 3

Figura 1. Representacién esquematica de las fases de la biotransformacién. En las
reacciones de fase 1, el xenobidtico es oxidado generalmente por las enzimas del
citocromo P450, aunque otras enzimas también pueden participar en este proceso.
Durante la fase 2, el compuesto oxidado es conjugado y su polaridad aumenta. El
conjugado resultante es apto para ser eliminado por el sistema excretor (fase 3) (Beiras,

2018).

1.1.1 Fase 1
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Las enzimas de esta fase se localizan principalmente en el reticulo endoplasmico (Beiras
2018). Estas enzimas catalizan diferentes reacciones no sintéticas entre las que se
encuentran oxidacion, reduccion, hidrolisis y desalquilacion (Crettol et al., 2010; Dekant,
2009). El proceso de oxidacion es el mas importante en esta fase y esta mediado por
enzimas denominadas monooxigenasas y dioxigenasas (Dancygier, 2010). Las enzimas
de la fase 1 introducen a los llamados grupos funcionales, que modifican a la molécula
anexandole un grupo —OH, —COOH, —SH, O— o0 —NH2 (Phang-lyn, 2020). Por
ejemplo las monooxigenasas agregan un atomo de oxigeno de una molécula de Oz en el
xenobidtico, mientras que el oxigeno restante se reduce a agua. Las dioxigenasas
transfieren ambos atomos de una molécula de oxigeno al xenobidtico (Dancygier, 2010).
La adicidn de los grupos funcionales aumenta la hidrosolubilidad de la molécula. Dentro
de las enzimas de fase 1 podemos encontrar a la familia del citocromo P450 (mas
adelante se describird a detalle las caracteristicas e importancia de estas enzimas),
monooxigenasas de flavina e hidrolasas de epoxidos (Almazroo et al., 2017; Dekant,
2009; Westhouse & Car, 2007). Por lo general, las modificaciones que llevan a cabo estas

enzimas sirven como marca de reconocimiento para las enzimas de la fase 2.

1.1.2 Fase 2

Las reacciones de la fase 2 consisten en la agregacion de una molécula endégena, la
cual se introduce en un grupo funcional propio del xenobiotico o en el grupo funcional
agregado en la fase 1 (Beiras, 2018). El conjugado resultante es una molécula altamente

polar, lo que facilita su excrecion a través de la via biliar o renal (Beiras,
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2018; Dancygier, 2010). Las reacciones de la fase 2 son diversas entre las que se
encuentra la glucoronidacion, acetilacion, sulfatacion, metilacion y la agregacion de
glutation (Jancova, Anzenbacher, & Anzenbacherova, 2010; Stanley, 2017). Las enzimas
gue llevan a cabo estas reacciones se denominan glucoronosiltransferasas de UDP, S-
transferasas de glutation, N-acetiltransferasas y metiltransferasa (Jancova et al., 2010;

Stanley, 2017).

La glucoronidacion es la principal reaccion de la fase 2 de biotransformacién ya que los
glucordénidos resultantes son altamente polares y se excretan con rapidez por la via biliar
y la orina (Dakent, 2009). La sulfatacion es la segunda reaccion mas importante seguidas

de la acetilacion y por ultimo la adicién de glutation (Almazroo et al., 2017; Dekant, 2009).

1.1.3 Fase 3

La fase 3 consiste en el transporte de metabolitos fuera de la célula y a través de las
mismas. Este proceso se lleva a cabo por accion por proteinas de membrana que
funcionan como transportadores. Dentro de las proteinas mas importantes encontramos
a la familia de los transportadores dependientes de ATP o transportadores ABC (del
inglés ATP-binding cassette), estos transportadores pertenecen a una superfamilias de
proteinas que importan o exportan una amplia gama de moléculas que incluyen
aminodcidos, iones, azlcares, lipidos, xenobidticos y distintos farmacos (Stanley, 2017).
También encontramos a los transportadores de soluto (SCL por sus siglas en inglés)

(Rives, Javitch, & Wickenden, 2017). Estas proteinas se expresan en
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diferentes 6rganos como higado, rifién, intestino y cerebro, y algunos requieren de
energia para llevar a cabo su funcion. Por ejemplo, los transportadores ABC dependen
del consumo de energia en forma de ATP para expulsar la molécula de un lado de la
membrana celular a otro, mientras que los SLC facilitan el paso de ciertos solutos como
azucares y aminoacidos a través de la membrana y transportan activamente otros solutos

contra sus gradientes electroquimicos (Rives et al., 2017).

Por otra parte, aunque los xenobitticos pueden ser biotransformados en diferentes
compartimentos celulares, por ejemplo, el citosol y las mitocondrias, en la mayoria de los
casos la biotransformacion se lleva a cabo por enzimas que se localizan en el sistema de
membranas del reticulo endoplasmico liso (Dancygier, 2010). Las monooxigenasas que
principalmente se localizan en este organelo, pertenecen a la familia del citocromo P450
(Dancygier, 2010). Estas enzimas constituyen la principal defensa contra los

xenobibticos, y las abordaremos con mas detalle a continuacion.

1.2 Generalidades de los citocromos P450

Durante los afios de 1950, el descubrimiento y aislamiento de microsomas y las
reacciones de oxigenasa fueron importantes para la investigacion en el area de biologia
celular y enzimologia, sobre todo para el descubrimiento de los citocromos P450. Durante
esta década se reportd la presencia de un pigmento microsomal hepatico que se unia al
monoxido de carbono; este pigmento tenia un pico de absorbancia a 450 nm y estaba
asociado con NADH, NADPH vy el citocromo b5, sin embargo, no se pudo dilucidar mas

informacion sobre este pigmento sino afios mas tarde (Cook, Finnigan,
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Cook, Black, & Charnock, 2016; Omura, 2011). Fue hasta el afio de 1962 cuando se
publicé el primer articulo en donde se mencionaba a los citocromos P450. En este articulo
se describi6 la naturaleza hemoproteinica del pigmento microsomal hepatico que se une
al monoxido de carbono, este pigmento recibié el nombre de P450 (P = pigmento con
absorbancia a 450 nm) y su forma inactiva solubilizada, se llam6 pigmento con
absorbancia a 420 nm (Guengerich, 2019; Omura, 2011). Posteriormente, en 1963 se
reporté su actividad de oxigenasa e hidroxilasa (Omura, 2011). A partir de estos
hallazgos, la investigacion sobre el citocromo P450 y su papel en la biotransformacion de
farmacos, sintesis de hormonas esteroides y biotransformacion de otras moléculas se
extendio durante los siguientes afios y actualmente se siguen investigando (Cook et al.,

2016; Omura, 2011).

1.2.1 Caracteristicas

Actualmente sabemos que los citocromos P450 son un grupo de enzimas que se localizan
en la cara externa del reticulo endoplasmico de los hepatocitos y también pueden
localizarse en otros tejidos como la piel, riidn, masculo y pulmén. Se caracterizan por
tener en su estructura un grupo hemo el cual contiene un atomo de hierro unido a un
grupo tiol (-SH). Aunado a su estructura, las enzimas del citocromo P450 actian como
monooxigenasas que catalizan diversas reacciones de éxido- reduccion. Su mecanismo
de acciébn comprende una reaccion de oxidacién donde tiene como donadores de
electrones al citocromo b5 y la CYP450 oxido-reductasa para activar el sitio catalitico
(Cook et al., 2016; McDonnell & Dang, 2013; Omura, 2011) (Figura 2). Los citocromos

P450 estan presentes organismos como bacterias, hongos,
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plantas y mamiferos (Parvez et al., 2016). En organismos eucariontes el peso molecular

promedio de un citocromo abarca un rango de 50 kDa a 60 kDa.

En humanos, la familia de los citocromos P450 es muy diversa, y hasta el momento se
han identificado 57 genes, los cuales se clasifican en 18 familias y 41 subfamilias (Nebert,
Wikvall, & Miller, 2013; Nelson, 2013). La nomenclatura de estas enzimas se realiza
segun el porcentaje de identidad de secuencia de aminoacidos (Nebert et al., 1987,
Nebert et al., 2013; Nelson, 2013; Nelson et al., 2004). Las enzimas que comparten una
identidad de aminoacidos igual o mayor al 40% se asignan a una familia particular, la cual
se designa por un numero arabigo, mientras que las que comparten una identidad de
aminoacidos igual o mayor al 55% constituyen una subfamilia particular, la cual se
designa por una letra (Nebert et al., 1987; Nebert et al., 2013; Nelson, 2013; Nelson et
al., 2004) Por ejemplo, tanto la esterol 27-hidroxilasa como la 25-hidroxi-D la-hidroxilasa
se asignan a la familia CYP27 porque comparten una identidad de secuencia superior al
40% (Nebert et al., 2013). Sin embargo, la esterol 27-hidroxilasa se asigna a la subfamilia
"A" y la 25-hidroxi-D3 la-hidroxilasa a la subfamilia CYP27 "B" de CYP27 porque la
identidad de sus secuencias de proteinas es menor al 55% de similitud. Si se descubre
una enzima adicional que comparte mas del 55 por ciento de identidad con el esterol 27-

hidroxilasa, entonces se llamaria CYP27A2 (Nebert et al., 2013).
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Citocromo
P450
reductasa Reticulo endoplasmico liso

Figura 2. Mecanismo de accién del CYP450. Los citocromos P450 se encuentran en la
cara externa del reticulo endoplasmico liso y su mecanismo de accibn comprende una
reaccion de oxidacion donde tiene como donadores de electrones al citocromo b5 y la
CYP450 oxido-reductasa para activar el sitio catalitico; una vez activado, se une el
sustrato donde el CYP450 agrega un atomo de oxigeno dando como resultado una

molécula més polar (Pandian, Sathishraj, Djanaguiraman, Prasad, & Jugulam, 2020).

1.2.2 Estructura

Otro aspecto importante de este grupo de enzimas, es su estructura caracteristica
(Manikandan & Nagini, 2018). Como se mencion0 anteriormente, los citocromos son
hemoproteinas que contienen entre 400 y 500 residuos de aminoacidos y un solo grupo
prostético (un atomo de fierro) (Manikandan & Nagini, 2018; Meunier, de Visser, & Shaik,
2004). Estas proteinas son hemoproteinas de tipo b, lo que significa que contienen una
estructura de anillo protoporfirina IX (Cook et al., 2016; Meunier et al., 2004). Un anillo de
porfirina es una molécula plana hidrofoba que contiene cuatro subunidades de pirrol

conectadas por puentes de metino (Figura 3). Esta estructura
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produce cuatro atomos de nitrdgeno orientados hacia adentro que coordinan un atomo
de hierro central reducido (Fe?*). El atomo de hierro tiene cinco posibles enlaces de
coordinacioén, cuatro de los cuales estan unidos a los atomos de nitrdgeno circundantes
y uno de los cuales esta unido a un eje ligando tiol (Cook et al., 2016; Manikandan &
Nagini, 2018). El ligando tiol se forma por la presencia del residuo de cisteina 357, el cual
es un residuo completamente conservado en casi todas las enzimas P450 (Cook et al.,
2016). La estructura de hemoproteina y la presencia de un grupo prostético, le permiten

a estadn enzimas realizar su mecanismo de accion.

1.2.3 Mecanismo de accion

Los citocromos P450 catalizan distintas reacciones dependientes e independientes de
NADPH, citocromo P450 reductasa y oxigeno molecular (P. Bui, Imaizumi, Beedanagari,
Reddy, & Hankinson, 2011; Guengerich, 2018; Manikandan & Nagini, 2018). Las
reacciones dependientes de NADPH, citocromo P450 reductasa y oxigeno molecular
incluyen la monoxigenacion, hidroxilacién y epoxidacion siguiendo la estequiometria que
se muestra en la ecuacion de la Figura 4 (P. H. Bui, Hsu, & Hankinson, 2009; Guengerich,
2018; Manikandan & Nagini, 2018). Por su parte, las reacciones independientes de
NADPH, citocromo P450 reductasa y oxigeno molecular incluyen oxidaciones de un

electrén, peroxidaciones e isomerizaciones (P. Bui et al., 2011; P. H. Bui et al., 2009).

El mecanismo de accion de los citocromos esta acoplado a un sistema de transporte de

electrones y de oxigeno molecular (Guengerich, 2018; Manikandan & Nagini, 2018) y
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siguen un ciclo de reaccién bien conocido. La union del sustrato promueve un aumento
en el potencial redox del grupo hemo de tipo B lo que facilita la transferencia de electrones
y la subsecuente activacion del oxigeno (Lewis & Pratt, 1998; Meunier et al., 2004).
Cuando el sistema esta completamente acoplado, este funciona de manera eficiente
favoreciendo un equilibrio estequeomeétrico. Cuando no esta acoplado, se producen
especies reactivas de oxigeno como H202 u O - los cualgs pueden producir radicales

libres toxicos (Meunier et al., 2004; Omura, 2011).

CH
7 ¢ CHa
CH,
HaC
HaC CHs
0™ “oH oZ OH

Figura 3. Estructura de un grupo hemo. Se muestra la estructura del anillo de
protoporfirina con un atomo de hierro unido centralmente. Imagen tomada de (Cook et

al., 2016; Meunier et al., 2004).
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Figura 4. Ecuacion general de la reaccion del citocromo P450. En esta imagen se
observa la estequiometria de la reaccion del citocromo P450. Ademas, se observa que

tiene como cofactores al NADH y NADPH (Guengerich, 2018).

1.2.4 Citocromos en cancer

El cancer es una patologia que se caracteriza por la proliferacion descontrolada de
células anormales, teniendo como consecuencia la formacion de tumores (Hanahan &
Weinberg, 2011). Ademas de la proliferacién aberrante, las células cancerosas presentan
ciertos elementos que lo caracterizan y definen como: (1) la capacidad de evadir las
sefales que suprimen el crecimiento y la proliferacion; (2) invasion y metéastasis. La
invasion hace referencia a la migracion y penetracion de las células en tejidos vecinos,
mientras que la metastasis implica la capacidad de la célula de viajar a través del sistema
linfatico y/o sanguineo e invadir 6rganos y tejidos distantes; (3) inmortalidad replicativa,
es decir, se dividen de manera indefinida; (4) angiogénesis; (5) resistencia a la muerte
celular. Se han propuesto algunas otras caracteristicas las cuales refuerzan las ya
mencionadas, como la inestabilidad gendmica (6) donde a través de la acumulaciéon de
mutaciones puede desencadenar y acelerar el desarrollo y la progresién tumoral. El
sistema inmune y los procesos inflamatorios también juegan un papel importante en la
carcinogénesis (7) (Figura 5) (Cree & Charlton, 2017; Hanahan & Weinberg, 2011).
Muchos farmacos antineoplasicos se han desarrollado para inhibir alguno de los procesos
antes mencionados, sin embargo, la resistencia a farmacos sigue siendo un problema

para la quimioterapia (Cree & Charlton, 2017; Vasan, Baselga, & Hyman, 2019).
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Figura 5. Caracteristicas distintivas del cancer. En la imagen se observan los
diferentes procesos que distinguen a una célula cancerosa, donde la proliferacion

descontrolada sigue siendo la principal (Hanahan & Weinberg, 2011).

Debido al papel de los citocromos P450 en la bioactivacion e inactivacion de carcinégenos
y de farmacos antineoplasicos, estas enzimas son clave para el manejo del cancer
(Rodriguez-Antona & Ingelman-Sundberg, 2006). En algunos tipos de cancer como el
meduloblastoma, la hipoxia induce una baja expresion de los citocromos CYP2B6,
CYP3A4 y CYP3A5 lo que promueve una resistencia a los farmacos antineoplasicos
ciclofosfamida e isofosfamida (Valencia-Cervantes et al., 2019). Por otro lado, la
sobreexpresion de otros citocromos como CYP1AL1, favorece la proliferacion y progresion

del cancer de mama (Rodriguez & Potter, 2013). Otro
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miembro de los citocromos P450 que se expresa en cancer es CYP2S1; sin embargo, el
papel en la progresion de la enfermedad sigue siendo poco clara (Downie et al., 2005;
Kumarakulasingham et al., 2005; Y. Li et al., 2020; Rivera, Saarikoski, & Hankinson, 2002;

Tan et al., 2011)

1.2.5 Caracteristicas generales del citocromo CYP2S1

Este citocromo pertenece a la familia 2, subfamilia S. El gen en humanos se localiza en
el cromosoma 19q, tiene un tamafio de 14kb y contiene 9 exones (Rylander et al., 2001).
La proteina que codifica contiene 504 aminoacidos con una masa moleular aproxinada
de 55.8 kDa (Figura 6) (Rylander et al., 2001; Rivera et al., 2002). Ademas, en 2004, Ota
y colaboradores reportaron una secuencia completa de ADNc la cual pertenece a una
isoforma alternativa de CYP2S1, esta secuencia cuenta con 10 exones, donde el exon 9
es mas corto que el exdn 9 de la secuencia candnica. La proteina que codifica la isoforma
alternativa contiene 564 aminoécidos con una masa molecular aproximada de 62 kDa
(Ota et al.,, 2004). Sin embargo, las investigaciones que hasta el momento se han
realizado sobre CYP2S1, solo se han enfocado en la isoforma candnica de este

citocromo.

El citocromo CYP2S1 puede actuar como peroxidasa, teniendo como cofactores
radicales libres y los hidroperéxidos de acidos grasos (P. Bui et al., 2011; P. H. Bui et al.,
2009). La funcion de CYP2S1 es la de biotransformar algunas sustancias endogenas
como el acido-trans-retinoico el cual regula procesos de desarrollo, diferenciacion y

homeostasis (Deb & Bandiera, 2010; Smith et al., 2003). También
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participa en la regulacién de moléculas inflamatorias como el acido araquidoénico, el acido

linoleico, las prostaglandinas y tromboxanos (P. Bui et al., 2011; Deb & Bandiera, 2010;

Smith et al., 2003).
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Figura 6. Secuencias de nucleétidos codificantes y de aminoacidos de CYP2S1. En

esta imagen se observan los exones y lo nucleétidos que corresponden a cada exoén.

Ademas, se observan los codones para cada aminoacido de la proteina candnica. Imagen

tomada de (Rylander, Neve, Ingelman-Sundberg, & Oscarson, 2001).
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Por otra parte, CYP2S1 puede bioactivar el profarmaco antineoplasico AQ4N el cual esta
dirigido a tumores hipoxicos. También regula la biodesactivacion del farmaco
antineoplasico 2-(4-aminofenil) benzotiazol, promoviendo resistencia a farmacos en
células de cancer colorectal. Ademas, biotransforma moléculas implicados en procesos
carcinogénicos como el benzopireno y el naftaleno (P. Bui et al., 2011; Karlgren, Miura,
& Ingelman-Sundberg, 2005; Nishida, Lee, & de Montellano, 2010; Tan et al., 2011). La
sobreexpresion de este citocromo esta relacionada con procesos carcinogénicos, como

se menciona a continuacion.

1.1.1.1 Importancia de CYP2S1 en cancer

Se ha observado que, en diferentes tipos de cancer de origen epitelial como cancer de
ovario, mama, colén, pulmoén, traquea vy tiroides, CYP2S1 esta altamente expresado.
También se ha observado una alta expresion de este citocromo en lineas celulares
cancerosas de pulmén e higado como A549 y HepG2 (Rivera et al., 2002; Rivera et al.,
2007). Esta sobreexpresion se asocia con resistencia a los farmacos antineoplasicos y
con un mal pronostico (Downie et al., 2005; Y. Li et al., 2020; Rivera et al., 2002; Tan et
al., 2011). La sobreexpresion del CYP2S1 puede estar relacionada con alteraciones en
la via de sefalizacién que lo inducen, como la via del receptor de hidrocarburos arilo (AhR
por sus siglas en inglés) (Hankinson, 2016; Y. Li et al., 2020; Rivera et al., 2002) y la cual

describimos a detalle a continuacion.

1.1.1.2 La via de sefalizacion del receptor de hidrocarburos arilo (AhR)
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El receptor de hidrocarburos arilo es un factor de transcripcion citosolico que pertenece
a la familia de proteinas con dominios hélice-bucle-hélice basica (bHLH) / PAS (Hughes,
Guttenplan, Marcus, Subbaramaiah, & Dannenberg, 2008; Larigot, Juricek, Dairou, &
Coumoul, 2018). Este receptor se puede unir a distintas estructuras como compuestos
no aromaticos y no halogenados (Xu et al., 2005). Ademas, es activado por xenobiéticos
como el benzo(a)pireno y el 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD por sus siglas en
inglés) (Hankinson, 2016; Y. Li et al., 2020; Rivera et al., 2002; Rivera et al., 2007).
Cuando el receptor AhR esta inactivo, se encuentra principalmente en el citoplasmay se
asocia con un complejo de proteinas acompafiantes como la proteina de choque térmico
90 (HSP90), proteina 2 asociada al virus de la hepatitis B y la tirosina cinasa Src (Hughes
et al., 2008; Larigot et al.,, 2018) (Figura 7). Estas proteinas mantienen el correcto
plegamiento del AhR, permiten un adecuado reconocimiento del ligando por parte del
receptor y, posteriormente, aseguran indirectamente un eficaz efecto transcripcional

(Larigot et al., 2018).

Una vez que el ligando ha ingresado al citoplasma, se une con el receptor de
hidrocarburos arilo, y éste se transloca al nucleo donde forma un heterodimero con el
translocador nuclear del receptor de hidrocarburos arilo (ARNT por sus siglas en inglés).
De esta manera se une a secuencias en el ADN conocidas como elementos de respuesta
a xenobidticos para inducir la transcripcion de sus genes blanco (Hankinson, 2016)
(Figura 7). La evidencia de que CYP2S1 es blanco del AhR proviene de los estudios
realizados por Rivera y colaboradores, (Rivera et al., 2002), quienes incubaron células

de hepatoma de ratén (Hepa-1) con 10mM de TCDD durante 6h y observaron
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un incremento en los niveles de ARNm de CYP2S1. Ademas establecieron que la
transcripcion de CYP2S1 puede ser activada por la via del receptor AhR ya que los
niveles de ARNm de CYP2S1 no aumentaron en presencia de TCDD en células Hepa-1
gue no expresan AhR, ARNT y que son deficientes para elementos de respuesta a
xenobidticos (Rivera et al., 2002). Por su parte, Li y sus colaboradores utilizando un
modelo de cancer de tiroides también demostraron que el receptor AhR estimula la
expresion de CYP2S1 (Y. Li et al., 2020). Existen algunos otros mecanismos ademas de
la via de sefalizacion del AhR, que pudieran regular la expresion de CYP2S1, uno de
ellos es la hipoxia que forma parte del microambiente de varios tumores (Cabrera- Cano

et al., 2021; Rivera et al., 2007).
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Figura 7. Via de sefalizacion del receptor AhR. Cuando Ahr estéa desactivado, esta
asociado a diferentes proteinas como la proteina de choque térmico 90 (HSP90), proteina
2 asociada al virus de la hepatitis B y la tirosina cinasa (Src) las cuales mantienen su
estabilidad y conformacion. Algunos ligandos como el TCDD, se unen y activan al
receptor AhR. Este se transloca al nucleo donde forma un heterodimero con la proteina
ARNT/HIF1-B. Este heterodimero se une a secuencias en el ADN conocidas como
elementos de respuesta a xenobibticos para iniciar la transcripcion de sus genes blanco

entre los que se encuentra el CYP2S1 (Larigot et al., 2018).

1.2 Microambiente tumoral

El microambiente tumoral consiste en diferentes componentes y se puede clasificar en
2 tipos: celular y quimico (Ivey, Bonakdar, Kanitkar, Davalos, & Verbridge, 2016; Petrova,
Annicchiarico-Petruzzelli, Melino, & Amelio, 2018). Dentro del microambiente celular, se
pueden encontrar una gran variedad de componentes, como las células madre
cancerosas las cuales tienen la capacidad de autorrenovarse e impulsar la tumorigénesis,
células inmunes circundantes, vasos sanguineos, matriz extracelular, los linfocitos,
células inflamatorias derivadas de la médula ésea (Arneth, 2019) y fibroblastos asociados
al tumor (CAF por sus siglas en inglés). Los CAF son atraidos por las grandes cantidades
del factor de crecimiento de fibroblastos que secretan las células cancerosas y tienen
caracteristicas totalmente diferentes a los fibroblastos normales, favoreciendo la
migracion de células cancerosas al secretar grandes cantidades de metaloproteinasas
tipo 2 (MMP-2 por sus siglas en inglés) (Arneth, 2019; Farc & Cristea, 2021; Petrova et

al., 2018; Whiteside, 2008). Ademas, otras células
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encontradas en el microambiente celular, son los macrofagos asociados al tumor (TAM
por sus siglas en inglés): estos se reprograman para inhibir las funciones de los linfocitos
mediante la liberacion de citocinas inhibidoras como IL-10, prostaglandinas, especies
reactivas de oxigeno (ROS por sus silgas en inglés) (Whiteside, 2008), citosinas
inflamatorias y las quimiocinas (Arneth, 2019; Farc & Cristea, 2021). Dentro del
microambiente quimico podemos destacar moléculas como el lactato, el cual es liberado
a consecuencia de la reprogramacion en el metabolismo energético de las células
cancerosas y favorece una disminucion en el pH (Hanahan & Weinberg, 2011). La
reprogramacion en el metabolismo energético se refiere a que la energia en forma de
ATP proviene principalmente de la glucolisis, limitando asi la produccion la ruta del ciclo
de Krebs, la fosforilacion oxidante, la cadena de electrones y en lo subsecuente la
produccion de ATP mitocondrial (Hanahan & Weinberg, 2011). Lo anterior puede ser
causado por la sobreactivacion de la via de sefializacion mediada por PI3K/AKT o por la
hipoxia favoreciendo la supervivencia y malignidad de las células (lvey et al., 2016;
Petrova et al., 2018; Ward & Thompson, 2012). La reprogramacion en el metabolismo
energético puede estar influenciada por la hipoxia tumoral, condicién que es un sello
distintivo del microambiente tumoral (lvey et al., 2016; Jin & Jin, 2020; Petrova et al.,

2018).

1.3.1 Hipoxia tumoral

La hipoxia es una disminucién en las presiones de oxigeno ya sea por una disminucién
en el aporte o por una alta demanda de oxigeno (Hockel & Vaupel, 2001; McKeown,

2014). La respuesta celular al estrés hipoxico esta regulada principalmente por una
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familia de factores de transcripcion denominada factor inducible por hipoxia (HIF por sus
siglas en inglés), donde la subunidad 1-a es la mas estudiada y su mecanismo de accién

es sensible a oxigeno.

1.3.2 Via de sefializacion de HIF

Los factores de transcripcion HIF forman una familia de proteinas con dominios hélice-
bucle-hélice basica (bHLH) / PAS que se encargan de regular la adaptaciéon celular al
estrés hipoxico (Gu, Moran, Hogenesch, Wartman, & Bradfield, 1998; Wang, Jiang, Rue,
& Semenza, 1995; Zhu et al., 2016). Esta familia esta formada por 3 miembros a: HIF-1q,
HIF-2a también conocido como proteina endotelial de dominio PAS 1 (EPAS1) y HIF-3q;
y un miembro B (HIF-1B) también conocido como translocador nuclear del receptor de
hidrocarburos arilo (ARNT) (Gu et al., 1998; Tian, McKnight, & Russell, 1997; Wang et
al., 1995; Wang & Semenza, 1995). Las subunidades a se unen con la subunidad (3 para
formar heterodimeros activos que se unen al ADN, donde el heterodimerero mas
estudiado es el que se forma entre HIF-1a y HIF-1B3 (HIF-1a/HIF- 1B) (Gu et al., 1998;

Hara, Hamada, Kobayashi, Kondo, & Imura, 2001; Tian et al., 1997; Wang et al., 1995).

En condiciones de normoxia, las subunidades HIFa son reguladas por modificaciones
postraduccionales las cuales permiten la degradacion de las proteinas. Estas
modificaciones son principalmente hidroxilaciones en residuos de prolina, que se llevan
a cabo por la actividad de enzimas denominadas prolilhidroxilasas (PHD) (Epstein et al.,
2001). En mamiferos se han identificado 3 isoformas de estas enzimas PHD1, PHD 2y

PHD 3 las cuales hidroxilan a HIF-1a (Epstein et al., 2001). Sin embargo, se ha
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reportado que la PHD2 es la mas importante en la hidroxilacion y degradacion de HIF-1
a (Berra et al., 2003). HIF-1 a también es hidroxilado en residuos de asparagina por el
factor inhibidor de HIF (FIH por sus siglas en inglés). Estas hidroxilaciones permiten que
HIF1-a sea reconocido por el complejo E3 ubiquitina ligasa-Von Hippel-Lindau (VHL) para
marcarlo y asi ser degradado via proteasoma (Figura 8). Durante la hipoxia, la actividad
de PHD esta limitada por la disponibilidad de oxigeno, lo que lleva a la estabilizacion de
HIF1- a. En consecuencia, HIF1- a se transloca al nucleo y forma un heterodimero con el
ARNT (también conocido como HIF1-B), este complejo se une a secuencias del ADN
conocidas como elementos de respuesta a hipoxia para iniciar la transcripcion de genes
implicados en angiogénesis, proliferacidon, metabolismo y metéstasis (Samanta &

Semenza, 2018) (Figura 8).

En tumores soélidos la hipoxia esta relacionada con la resistencia a farmacos, la
malignidad y progresién tumoral ademas de un mal pronéstico (Hockel & Vaupel, 2001;
Samanta & Semenza, 2018; Semenza, 2008; Valencia-Cervantes et al., 2019). Los
procesos antes mencionados podrian estar relacionados con la sobreexpresion del
CYP2S1, ya que la hipoxia estimula la expresion de CYP2S1 (Cabrera-Cano et al., 2021,

Rivera et al., 2007)

34



Hipoxi‘a w

Lo mo.

Nucleo

CBP/p300
Myc, VEGF, GLUT 1,
3, LDH, CYP450.

Figura 8. Mecanismo de activacion de HIF1-a. En condiciones de normoxia HIF1-a se
degrada via proteosoma. La enzima prolil hidroxilasa (PHD) hidroxila a HIF en residuos
de prolina mientras que el factor inhibidor de HIF (FIH) hidroxila a HIF en un residuo de
asparagina. HIF1-a es ubiquitinado por la proteina VHL y posteriormente degradado. En
condiciones de hipoxia, la PHD esta inactiva, HIF se estabiliza en el citoplasma e
interactda con la proteina de choque térmico 90 (HSP90). HIF se transloca al nucleo
donde forma un heterodimero activo con HIF1- y con cofactores transcripcionales como
CBP/P300; este dimero se une a elementos de respuesta hipoxia (HRE) en el ADN e

inicia la transcripcion de sus genes blanco (Yu, Tang, & Sun, 2017).

1.3.3 Hipoxia y su relacién con CYP2S1

Rivera y sus colaboradores utilizando células de cancer de higado de raton denominadas

Hepa-1 sometidas a hipoxia (1% de oxigeno) por 18 h demostraron que el
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ARNmM de CYP2S1 aumento6 12 veces con respecto a los controles y que los niveles de

proteina también aumentaron. Describieron que el gen de CYP2S1 en estas células tiene

elementos de respuesta a hipoxia y observaron un efecto similar en células HepG2

sometidas a hipoxia (Rivera et al., 2007). En nuestro grupo de trabajo recientemente

reportamos que en células HepG2, la hipoxia induce un aumento en la expresion del

ARNmM de CYP2S1 (Figura 9-A) y de la proteina también (Figura 9-B) (Cabrera-Cano et

al., 2021).
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Figura 9. Sobreexpresion de CYP2S1 en células HepG2 bajo condiciones de

hipoxia. A, mediante ensayos de PCR en tiempo real demostramos que el ARNm

aumenté su expresion en condiciones de hipoxia, siendo significativo a las 24h. B, de

manera similar los niveles de proteina aumentaron en hipoxia, siendo significativo a las
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12h. Del mismo modo la banda adicional con un peso aproximado de 62 kDa también

se vio afectada por la hipoxia a las 12h (Cabrera-Cano et al., 2021).

Sin embargo, se desconoce si el comportamiento observado en las células HepG2 se
presenta en lineas celulares més agresivas como las células Hep3B y SNU423. Las
células HepG2 y Hep3B son las mas utilizadas como modelo experimental para estudiar
el cancer de higado; si bien ambas lineas celulares derivan de cancer de higado, hay
diferencias bien establecidas entre ambas (Qiu et al., 2015). Por ejemplo, las células
HepG2 derivan de un hepatoblastoma primario mientras que las células Hep3B derivan
de un carcinoma hepatocelular primario (Qiu et al., 2015). Ademas, ambas lineas
presentan una diferencia en la respuesta a algunos farmacos antineoplasicos como el
dasatinib y doxorubicina donde las células HepG2 son més resistentes que las células
Hep3B, por su parte las células Hep3B son mas resistentes al cisplatino que las células
HepG2 (Yan Li, Farmer, Yang, & Martin, 2016; Qiu et al., 2015). Ademas, un andlisis de
perfil de proteoma y secretoma demostr6 que las células Hep3B presentan
caracteristicas relacionadas con los fibroblastos y proteinas mesenquimales indicativas
de la transicion epitelio-mesénquima (Slany et al., 2010). Por su parte, las células
SNU423, son células derivadas de un carcinoma hepatocelular de grado IlI/IV, son
moderadamente diferenciadas y son resistentes al tratamiento con Regorafenib,
Lenvatinib y Cabozanitib (Rodriguez-Hernandez et al., 2020).

Resultados preliminares de nuestro grupo sugieren que hay una expresion diferencial de
CYP2S1 en estas lineas celulares al incubarlas en condiciones hipoxicas. Por ensayos

de western blot se observo la presencia de una banda adicional que podria
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corresponder a una isoforma alternativa de CYP2S1 (Cabrera-Cano et al., 2021). (Figura

10).
HepG2 SNU423 Hep3B
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Figura 10. Expresion diferencial de CYP2S1 en lineas celulares de

hepatocarcionama. Se realizaron ensayos de inhibicion de HIF-1a. Los resultados
preliminares mostraron que la via de HIF podria estar implicada en la sobreexpresion de
CYP2S1 en células HepG2. Sin embargo, en células Hep3B y SNU423 no observamos
cambios. Ademas, logramos observar que una banda adicional con un peso apréximado

de 62 kDa se expresa en las células Hep3B y SNU423 (Cabrera- Cano et al., 2021).

Por lo tanto, este trabajo se enfoca en el efecto que tiene la hipoxia sobre la expresion
del ARNm de CYP2S1 en otras lineas celulares representativas de distintos tipos de
hepatocarcinoma. Ademas, exploramos la existencia de una posible isoforma de CYP2S1

y su comportamiento en hipoxia.

2. Hipétesis
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La hipoxia promueve cambios en la expresion de genes relacionados con el metabolismo.
En células Hepa-1, el CYP2S1 incrementa su expresion en una condicion de hipoxia, este
comportamiento es similar en células HepG2. De acuerdo con los antecedentes y con los
resultados observados en el laboratorio proponemos que la expresion de la isoforma
canodnica de CYP2S1 se ve afectada en células SNU423 y Hep3B en condiciones de
hipoxia. Ademas, proponemos que la banda alternativa corresponde a la isoforma

alternativa de CYP2S1.

3. Objetivo general

Evaluar el efecto de la hipoxia en la expresion las isoformas de 56 kDa y 62 kDa de

CYP2S1 empleando las lineas celulares HepG2, SNU423 y Hep3B.

3.1 Objetivos especificos

1. Determinar si la banda de 62 kDa corresponde a la isoforma alternativa de CYP2S1.

2. Evaluar los efectos diferenciales de la hipoxia sobre la expresion de las isoformas de

56 kDa y 62 kDa de CYP2S1 en células de cancer de higado.

3. Evaluar los efectos de la via de HIF1-a sobre la expresion de las isoformas de 56

kDay 62 kDa de CYP2S1.

4. Metodologia

4.1 Cultivo de células HepG2, Hep3B, SNU423 y tratamientos en hipoxia
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Se utilizé la linea celular de hepatoblastoma HepG2 y las lineas de hepatocarcinoma
Hep3B y SNU423. Las células HepG2 se adquirieron de la American Type Culture
Collection (ATCC). Las células Hep3B fueron proporcionadas amablemente por el Dr.
Luis Enrique GOmez Quiroz por el Laboratorio de Medicina Experimental y
Carcinogénesis de la Universidad Autbnoma Metropolitana-lztapalapa. Por su parte, las
células SNU423 fueron proporcionadas por el Dr. Saul Villa Trevifio del laboratorio de
Biologia celular del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados (CINVESTAV). Las
células se cultivaron en frascos de 75 cm? ventilados que contenian 10 mL de medio
Eagle's Minimum Essential Medium EMEM (GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, CA), para
células HepG2 y Hep3B y medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) para SNU423.
Cada medio fue suplementado con suero bovino fetal (SBF) al 10% (GIBCO/ Invitrogen,
Carlsbad, CA), y una mezcla de penicilina (100 1.U./mL) - estreptomicina (100 pg/mL)
(GIBCO / Invitrogen, Carlsbad, CA). Las lineas celulares se incubaron a 37 °C bajo una
atmosfera de 5% de CO2y 99% de humedad. Una vez alcanzada la confluencia (70%-
80%) las células se despegaron mediante tripsina-EDTA al 5% (GIBCO / Invitrogen,
Carlsbad, CA); posteriormente las células se resembraron en cajas Petri de 100 mm de
diametro y se incubaron en una cadmara de hipoxia (Hypoxic Chamber Bactrox, Shel Lab)
a distintos periodos de incubaciéon (0, 6, 12, 18 y 24 h) con un porcentaje de 1% de

oxigeno.

4.2 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Después del tratamiento, se extrajo el ARN total de las células usando el reactivo TRizol

siguiendo las instrucciones del fabricante. (Thermo Fisher Scientific, Inc.
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Waltham, Massachusetts, United States). Posteriormente, el ARN se cuantifico con un
espectrofotometro NanoDrop ONE (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham,
Massachusetts, United States). Para los parametros de calidad 260/230 y 260/280, se
tomaron en cuenta las recomendaciones publicadas en la literatura (Kuang, Yan,
Genders, Granata, & Bishop, 2018). Los parametros de las muestras para células Hep3B
se pueden observar en la Tabla 2, y para células SNU423 en la Tabla 3. Ademas, para
evaluar la integridad de las muestras, 1000 ng de ARN se tifieron con Sybergold
(GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, CA) y se corrieron en un gel de agarosa (Cleaverscientific,
Rugby, Warwickshire, UK) al 1% con una solucion amortiguadora 1X:

89 mM Tris-base (BIO-RAD, Hercules, California, U.S.A.), 2 mM EDTA (Sigma, St.
Louis, Missouri, United State)y 89 mM &cido boérico (Sigma, St. Louis, Missouri, United
States), pH 8, a 85 volts por 40 minutos. El gel se fotografio con un fotodocumentador
Imaging System Fusion Fx (Thermolab, Vasai West, Thane, Maharashtra, India).

Se utilizaron 5 pg de ARN total de cada muestra para sintetizar el ADNc en 25 uL de una
mezcla de reaccion del kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for RT- PCR
(Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, Massachusetts, United States) y se siguieron los
pasos sugeridos por el fabricante. Las muestras se incubaron previamente con DNAsa 1
RNAsa Free (Thermo Fisher Scientific, Inc. Waltham, Massachusetts, United States) para

evitar la contaminacién con ADN gendémico.

4.3 PCR Punto final
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Para la técnica de PCR-Punto final se uso el kit KAPA2G FAST HotStar PCR Kit
(KAPABIOSYSTEMS, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) y fue realizado en un
termociclador ProFlex PCR System (Applied Biosystem, Thermo Fisher Scientific, Inc.
Waltham, Massachusetts, United States). EI ADNc sintetizado fue analizado para
corroborar su integridad y que fuera amplificable. Las condiciones de corrida fueron las
siguientes: 95 °C durante 1 minuto, seguidos de 35 ciclos de 95 °C durante 15 segundos,
56.6 °C para el alineamiento par de cebadores utilizados durante 15 segundos, 72 °C
durante 15 segundos, y una extension final de 72 °C durante 7 minutos. Los productos
de PCR se fraccionaron en un gel de agarosa (Cleaverscientific, Rugby, Warwickshire,
UK) al 1%-2% con una solucion amortiguadora 1X: 89 mM Tris- base (BIO-RAD,
Hercules, California, U.S.A.), 2 mM EDTA (Sigma, St. Louis, Missouri, United State) y 89
mM acido borico (Sigma, St. Louis, Missouri, United State), pH 8, a 85 volts por 60
minutos. Posteriormente se tineron con Sybergold (GIBCO/Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
fotografiaron con un fotodocumentador Imaging System Fusion Fx (Thermolab, Vasai
West, Thane, Maharashtra, India). Los cebadores utilizados durante los ensayos de PCR

punto final, se muestran en la tabla 1.

4.4 PCR en tiempo real

Para evaluar el efecto de la hipoxia sobre la expresién del citocromo CYP2S1 a nivel de
ARNmM en células Hep3B se realizaron ensayos de PCR en tiempo real, utilizando el kit
KAPA SYBR® FAST gPCR Master Mix (KAPABIOSYSTEMS, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se utilizo el

termocicladorStepOne Real Time PCR-System (Applied Biosystem, Thermo Fisher
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Scientific, Inc. Waltham, Massachusetts, United States) con las siguientes condiciones de
corrida: 95 °C durante 10 minutos, seguidos de 33 ciclos de 95 °C durante 15 segundos,
temperaturas de alineamiento correspondientes a cada juego de cebadores (ver tabla 1)
durante 30 segundos, 95 °C durante 15 segundos, y una extension final de 95 °C durante
10 minutos. Los datos fueron capturados utilizando el software StepOne version 2.2. Se
utilizé el gen HMBS como control enddgeno (Cicinnati et al., 2008). El analisis de
expresion se realizé con el método de cuantificacion relativa 2-22€T (Livak & Schmittgen,

2001).
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Tabla 1. Cebadores utilizados durante los ensayos de PCR. En esta tabla se logran observar los distintos pares

utilizados para los ensayos de PCR punto final y PCR en tiempo real.

Gen Cebadores Tm Amplicén Caracteristicas
HMBS Sentido: 5-TGCAACGGCGGAAGAAAA-3’ 56.6°C 113pb Disefiado para reconocer solamente la
secuencia de HMBS.
Antisentido:5’-ACGAGGCTTTCAATGTTGCC-3
CYP2S1 Sentido:5-TCCTGCATGACCCCAACATC-3’ 56.6°C 85pb Disefilado para reconocer la secuencia
canonica de CYP2S1.
Antisentido:5-"TGCTTCCTGAACCGTCCATC-3’
EYP2S1 | Sentido:5-GAAGCGTGTCTGCCTTGGAG-3’ 58°C 411pb Disefiado para reconocer la secuencia
Y canonica y alternativa de CYP2S1 en la region
Antisentido:5-TTGTGTATGGGTGTGCGGTT-3’ 309pb 1354(Fw)-1764(Rv).
CYP2S1 Sentido:5'-ACGGTTCAGGAAGCATGAGG-3 62°C 324pb Disefiado para reconocer la secuencia
Y canlnicay alternativa de CYP2S1 en la regién
Antisentido:5'-TTAACCCTGTCCATGCCCAC-3' 222pb 1312(Fw)-1616(RV).
CYP2S1 Sentido:5-ACCGTCAGTGGCCTTTTCAA-3’ 66°C 201pb Disefiado para reconocer la secuencia
Y canonica y alternativa de CYP2S1 en la region
Antisentido:5’-CGTGTAAATGTGGCTGCCTGC-3’ 99pb 1475(Fw)-1656(Rv).
CYP2S1 Sentido:5’- AGCGGAGCTCTTCCTCTTCT-3 62°C 159pb Disefiado para reconocer la secuencia
canodnica de CYP2S1 en la region 1523(Fw)-
Antisentido:5’-GTGGAGTGAAGGTCAGTGGGY 1655(Fw).
CYP2S1 Sentido:5-CGTCCCACTGACCTTCACTC-3’ 64°C 152pb Disefiado para reconocer la secuencia

Antisentido:5’-GTGTAAATGTGGCTGCCTGC-3’

canodnica de CYP2S1 en la region 1387(Fw)-
1526(Rv).
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4.5 Inmunoprecipitacion

Se incubo agarosa (Abcam, #ab193258, Cambridge, Reino Unido) junto con el anticuerpo
primario anti-CYP2S1 (Abcam, #ab69650, Cambridge, Reino Unido) durante 2 h a 4°C.
Enseguida, se agregaron 500 ug de extracto total de proteinas provenientes de células
HepG2 tratadas en hipoxia 1% de oxigeno durante 12 horas y se incubaron con agitacion
durante 24 h a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados con una solucion de PBS que
contenia (137 mM de NaCl, 2.7 mM de KCI, 2.7, 10 mM de Na:HPO4 y 1.8 mM de
KH2POa4) con un pH de 7.4 a 4 °C, a 12500 rpm por 15 minutos. Las proteinas obtenidas
se corrieron en una electroforesis en un gel de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). El gel
resultante se tifid con una solucion de azul de commassie (Bio-Rad; Hercules, California,
USA). Se seleccionaron 4 bandas y se enumeraron de la siguiente forma (1, 2, 3y 4). Las
bandas se cortaron, se aislaron y se mandaron a secuenciar mediante espectrometria de

masas MS/MS en el instituto de biotecnologia de la UNAM (IBT-UNAM).

4.5.1 Optimizacién del espectrometro de masas (calibracion externa)

El ajuste de los parametros para asegurar que el instrumento funcione dentro de las
especificaciones fue realizado con una solucién Calmix (N-butilamina, cafeina, Met-Arg-
Phe-Ala (MRFA) y Ultramark 1621 (Pierce LTQ Velos ESI Positive lon Calibration
Solution). Estos calibrantes se utilizan para calibrar el médulo LTQ Velos con trampa de
iones y el médulo Orbitrap con detector de masas FT (Fourier Transform) en modo de

ionizacion positiva ESI. La N-butilamina se utiliza para extender la calibracién de masas
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a menores valores de m/z (73.14 Da). Este tipo de calibracion permite determinaciones

de masas moleculares con variacion de exactitudes menores a 5 ppm (partes/millon).

4.5.2 Procesamiento quimico de las muestras

Las muestras fueron previamente reducidas con dithiothreitol (Sigma-Aldrich; St Louis,
MO, USA), alquiladas con iodoacetamide (Sigma-Aldrich) y digerida “in gel” con Tripsin
(Promega Sequencing Grade Modified Trypsin; Madison, WI, USA). En el procesamiento
de la muestra con tripsina se utilizé una solucién que contiene 50 mM bicarbonato de

amonio (pH 8.2) y la incubacion fue de 18 horas a temperatura de 37 °C.

4.5.3 Analisis espectrométrico

Los péptidos producidos por clivaje enzimatico fueron desalados con Zip Tip C18
(Millipore; Billerica, MA, USA) y aplicados en un sistema LC-MS (Liquid Chromatography-
Mass Spectrometry) compuesto de una bomba Accela (Thermo-Fisher Co.; San José,
CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas LTQ-Orbitrap Velos (Thermo-Fisher

Co., San José, CA, USA) con fuente de ionizacion tipo nano- electrospray (ESI).

En la cromatografia de liquidos de nano flujo en linea se utiliz6 un sistema gradiente de
5-85% de B (acetonitrilo con 0.1% de acido férmico) en 120 minutos utilizando una
columna capilar RP-C18 hecha en casa (0.75 um de diametro interno y 20cm de largo).

El flujo del sistema LC fue de 10 pL/min.
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El escaneo total de iones (Full Scan) fue realizado en el analizador Orbitrap con un poder
de resolucion de masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 30,000. Para la
fragmentacion de los péptidos se aplicaron los métodos de CID (Collision-Induced
Dissociation) y HCD (High-energy Collision Dissociation) con un poder de resolucion de
masas (Resolution Power; RP=m/FWHM) de 15,000. Todos los espectros fueron
adquiridos en modo de deteccion positivo. La ejecucion y captura de los datos de
fragmentacion fueron realizados de forma dependiente del escaneo total de iones segun
las cargas predeterminadas (solamente se fragmento iones con carga z2+, z3+ y z4+)
con un ancho de aislamiento de 3.0 (m/z), energia de colision normalizada de 35 unidades
arbitrarias, activacion Q de 0.250, tiempo de activacion de 5 milisegundos y tiempo
maximo de inyecciéon de 10 milisegundos por micro-escaneo. Durante la captura
automatica de los datos fue utilizado la exclusion dinamica de iones: (i) lista de exclusion
de 300 iones, (ii) tiempo de pre-exclusion de 30 segundos Yy (iii) tiempo de exclusion de

70 segundos.

4.5.4 Busqueda en PDB e identificacion de proteinas

La identificacion de proteinas se realizé con los datos espectrométricos en formato .raw
en el programa Proteome Discoverer 1.4. (Thermo-Fisher Co., San Jose, CA, USA) a
través del motor de busqueda Sequest HT. Para la busqueda de identidad se utilizé la
base de datos invertida (Decoy database) de uniprot-Homos sapiens; con un FDR-False
Discovery Rate (Minimo) de 0.01 y FDR 0.05 (Maximo). La tolerancia maxima de
diferencia de masas moleculares del ion precursor cuando comparados los valores

tedricos contra experimentales (precursor mass tolerance) fue de 20 ppm y la tolerancia
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para los fragmentos obtenidos por disociacion del ion precursor (fragment mass
tolerance) fue de 0.6 Da. Para la busqueda automatica fueron establecidas
modificaciones constantes carbamidometilacion de cisteinas y variables como oxidacion

de metioninas y deaminacion de asparagina y glutamina.

4.6 Andlisis bioinformatico de proteina

El andlisis se realizo mediante el software Phyre2

http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index y siguiendo las
recomendaciones y el protocolo establecido por (Kelley, Mezulis, Yates, Wass, &
Sternberg, 2015). La secuencia de aminoacidos de ambas isoformas de CYP2S1 esta
anotada en la base de datos del uniprot

https://www.uniprot.org/uniprot/Q96SQ9#sequences con numero de acceso

Q96SQ9 (CP2S1_HUMAN).

5 Resultados

5.1Los niveles del ARNm de CYP2S1 son bajos en las células Hep3B en condiciones
de hipoxia

Para cumplir con el primer objetivo planteado, el cual consiste en determinar el efecto de

la hipoxia sobre el ARNm de CYP2S1 en células Hep3B y SNU423, se realizaron ensayos

de PCR tanto punto final como en tiempo real. Antes de realizar los ensayos de PCR, las

muestras se evaluaron para confirmar si eran 6ptimas para los ensayos de PCR. Se

realizd una electroforesis en un gel de agarosa y logramos observar que las muestras de

ARNs de las células SNU423 son integras (Figura 11-A y Tabla 2). Del
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mismo modo, los ARNSs de las células Hep3B (Figura 11-B y Tabla 3) son integros ya que
las bandas correspondientes a algunas subunidades de ARN ribosomal se observan bien
definidas. La relacion 260/280 mide la concentracion del ARN y al mismo tiempo
proporciona una medida de posible contaminacion con proteinas. Mientras que la relacion
260/230 mide la concentraciéon de ARN y al mismo tiempo indica posible contaminacién
con agentes como fenol u otros elementos utilizados durante la extraccion. Por lo tanto
valores de 260/280 entre 1.8 y 2.0 y valores de 260/230 entre

1.8 y 2.2 sugieren que el ARN est4 libre de contaminacion (Chong, Han, Lee, & Lee,
2020; Kuang et al., 2018). Por lo tanto, concluimos que son adecuados para la sintesis
de ADNCc. Después de sintetizar el ADNc, se realiz6 un ensayo de PCR punto final con
muestras de células Hep3B, para evaluar la calidad de las muestras. Los resultados
mostraron que las muestras son integras, amplificables y adecuadas para los ensayos

subsecuentes. (Figura 12).

Una vez que se observl que las muestras eran adecuadas, se analizo el efecto de la
hipoxia sobre el ARNm de CYP2S1 en células Hep3B. Los resultados preliminares de
PCR punto final indican que la hipoxia no favorece la sobreexpresion de CYP2S1 en
células Hep3B (figura 13-A). Asimismo, indican que la expresién del mensajero de este
citocromo en esta linea celular es baja, con respecto a las células HepG2 (figura 13-A).
Los resultados preliminares de PCR en tiempo real muestran un patron similar al anterior.
Se observa que los niveles de ARN mensajero de CYP2S1 no incrementan en

condiciones de hipoxia (Figura 13-B). Estos datos sugieren que la hipoxia no tiene
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ningun efecto sobre la expresion del ARNm de CYP2S1 en células Hep3B. Sin embargo,

hace falta completar los andlisis para confirmarlo.
A Oh 6h 12h 18h 24h (1% 02)
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Figura 11. Las muestras de ARN son integras. En la figura A se observa que las
muestras de las células SNU423 son integras y adecuadas para los ensayos posteriores.
En la figura B se observa que el RNA des muestras de las células Hep3B también son

integras y adecuadas. Imagen representativa.

Tabla 2. Parametros de calidad de ARN de células SNU423. En esta tabla podemos
observar que las muestras de ARN de células Hep3B son puras de acuerdo con los

valores 260/230 y 260/280. Por lo tanto son adecuadas para los ensayos subsecuentes.

Muestra 260/280 260/230 Concentracion
SNU423 (ng/pL)
Oh 2.07 2.09 2441.9
6h 2.09 2.08 1865.3
12h 2 2 1104.8
18h 2.01 2.1 1258.1
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24h 2.05 1.85 1410.3

Oh 2.04 1.52 2026.6
6h 2.05 1.98 2503.6
12h 2.08 1.83 2228.6
18h 2.07 1.85 2168.3
24h 2.07 2.07 2135.1
Oh 2.08 2.04 2513.1
6h 2.05 2.08 1859.8
12h 2.05 2.05 2613.3
18h 2.07 1.87 2295.3
24h 2.07 1.96 1925.6

Tabla 3. Pardmetros de calidad de ARN de células Hep3B. En esta tabla podemos
observar que las muestras de ARN de células Hep3B son puras de acuerdo con los

valores 260/230 y 260/280. Por lo tanto son adecuadas para los ensayos subsecuentes.

Muestras 260/280 260/230 Concentracion
Hep3B (ng/uL)
Oh 2.02 1.64 1217.3
6h 2.02 1.55 1842.5
12h 2.06 2.03 1714.8
18h 2.04 1.76 1704.

24h 2.06 1.97 2017.7



Oh 2.07 1.87 1801.6

6h 2.03 1.2 2070.1
12h 2.04 1.94 2563
18h 2.04 1.97 1595.7
24h 2.03 1.45 2542.3
Oh 2.04 1.74 2857.3
6h 2.04 1.94 2903.9
12h 2.04 1.96 2671.5
18h 2.03 2 2582.7
24h 2.04 2.01 1194.2

12h 18h 24h (1% 02)

Oh 6h
HMBS . . . . 113pb

Figura 12. Los ADNc de células Hep3B son amplificables. Antes de iniciar con los
ensayos de PCR; las muestras se evaluaron mediante el uso de un gen de referencia. En
la imagen se observa que las muestras son amplificables y son ideales para los ensayos

de PCR.



A HepG2 Hep3B
Oh Oh 6h 12h 18h 24h (1%02)

89pb

CYP2S1 —

B Hep3B
CYP2S1/HMBS

Tasa de cambio
CYP2S1/HMBS

Q © v K3 o>
Hrs Hipoxia (1%02)

Figura 13. La expresion de CYP2S1 es baja en células Hep3B en hipoxia. En el panel
A se observa que en células Hep3B, los niveles de CYP2S1 no cambian en condiciones
de hipoxia. Ademas, se observa que la expresion de este citocromo es baja comparada
con las células HepG2. En el panel B, los analisis de PCR en tiempo real muestran un
patrén similar al de PCR punto final. Se observa que los niveles de mensajero de CYP2S1

no cambian en hipoxia.

5.2 La hipoxia favorece aumentos en la expresién del ARNm que codifica para la
posible isoforma alternativa de CYP2S1

Otro de los objetivos planteados en este proyecto, fue analizar la existencia y presencia
de una isoforma alternativa de CYP2S1 en las lineas celulares utilizadas. Para cumplir

con dicho objetivo, se realiz6 una busqueda en la literatura y se logré identificar la
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secuencia nucleotidica de la isoforma candnica de CYP2S1, la cual se encuentra anotada
en la base de datos del NCBI con numero de acceso NM_030622.8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_030622.8. Por su parte, la secuencia
nucleotidica de la isoforma alternativa de CYP2S1, se encuentra anotada en la base de
datos FLJ Human cDNA DateBase con numero de acceso AK027605
(http://lj.lifesciencedb.jp/v032/cgi/sv_list.cgi). Se realizdé un alineamiento de secuencias
nucleotidicas utilizando el software Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2021),

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/. Logramos observar que las secuencias de

nucleotidos de CYP2S1 son altamente similares. Sin embargo, hay una diferencia de
102 nucledtidos en el exon 9 (Figura 14). Con base en la informacion anterior, se
disefiaron 5 pares de cebadores mediante la herramienta primer desing tool

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ (Bustin, Mueller, & Nolan, 2020). Tres

pares de cebadores se disefiaron entre el exdn 8 y 10 para flanquear y reconocer ambas
secuencias de CYP2S1, incluyendo la region que es diferente entre una secuencia y otra
(marcados en color morado, azul y amarillo). Por su parte, 2 pares se disefiaron para
reconocer solo la secuencia canonica, sirviendo como control positivo (marcados en gris

y verde), (ver tabla 1 nimero en la seccion de material y métodos y Figura 14).
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MM 030822.8
C-NTZRPZ00&571

NM 030622.3
C-NTZRF2008571

MM 030822.3
C-NTZRF2008571

MM 030822.8
C-NTZRP2008571

NM 030622.3
C-NTZRF2008571

MM 030622.3
C-NTZRF2008571

MM 030822.8
C-NTZRF2008571

NM 030622.3
C-NTZRF2008571

NM 030622.3
C-NTZRF2008571

Figura 14. Alineamiento de secuencias nucleotidicas de CYP2S1. En esta imagen
podemos observar el alineamiento de secuencias de CYP2S1. La secuencia superior
(identificada como NM_030622.8) corresponde a la secuencia candnica, mientras que la
secuencia inferior (C-NT2RP2006571) corresponde a la secuencia alternativa. En rojo

se marca el codon de paro (TGA) del exon 9 y (TAG) del exdn 10; también se marca la

=
A CGET T ARG M AT ARG T T TR CCTIC TOCTTAGRERARG CGTGTC TROCTT GG
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R R L R e R R R R R
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diferencia que hay entra ambas secuencias, la cual es de 102 pares de bases
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(pb). Las flechas representan la region que cada par de cebadores reconoce. Ver cédigo

de color en la Tabla 3.

Antes de iniciar los ensayos de PCR punto final, se realizaron ensayos de PCR gradiente
con muestras de células HepG2 en condiciones de normoxia, para elegir la Tm adecuada.
Se tomaron en cuenta 3 temperaturas de alineamiento diferentes para cada par de
cebador y los productos de PCR se corrieron en geles de agarosa al 1%. Las
temperaturas experimentales que se eligieron para los ensayos posteriores fueron las
siguientes: para el par de cebadores que amplifican de la region 1354(Fw)-1764(Rv)
(marcado en color morado para distinguirlo en la Tabla 1) 58 °C. Para el par de cebadores
que amplifican de la region 1312(Fw)-1616(Rv) (marcado en color azul para distinguirlo
en la Tabla 1) 62 °C. Para el par de cebadores que amplifican de la region 1475(Fw)-
1656(Rv) (marcado en color amarillo para distinguirlo en la Tabla 1) 66 °C. Para el par de
cebadores que amplifican de la regién 1523(Fw)-1655(Fw) (marcado en color gris para
distinguirlo en la Tabla 1) 62 °C. Finalmente para el par de cebadores que amplifican de
la regién 1387(Fw)-1526(Rv) (marcado en color verde para distinguirlo en la Tabla 1) 64
°C. Estas temperaturas son adecuadas ya que solo se observé un producto de PCR y no

se observaron bandas inespecificas (Figura 15).

Como se menciond anteriormente, 3 de los cebadores fueron disefiados con el objetivo
de reconocer ambas secuencias de CYP2S1. Al haber una diferencia de 102 pb entre
una secuencia y otra, se esperaba observar una banda mas pequefia con cada de uno
de estos cebadores (ir a la Tabla 3 en la secciéon de Material y métodos para ver los

tamafios de productos esperados). Sin embargo, solamente con los cebadores que
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amplifican la region 1312(Fw)-1616(Rv) y la region 1475(Fw)-1656(Rv) (marcados en
color azul y amarillo para distinguirlos) se logré observar una banda muy tenue por debajo
de la banda canodnica (Figura 15 B y C marcado con flecha). Con el objetivo de visualizar
mejor la posible banda alternativa y siguiendo las recomendaciones encontradas en la
literatura (Harvey, Lyu, & Cheng, 2021)(Rosa et al., 2019), se hicieron algunos ajustes a
la PCR. Se prepararon reacciones de 25 pL, se usaron 25 ng y 50 ng de ADNCc de células
HepG2 en condiciones de normoxia e hipoxia 24h 1% de oxigeno y las muestras se
corrieron en un gel de agarosa al 2%. Con estos ajustes se observo que las muestras se
separaron mejor durante la electroforesis (Figura 16 A-B). Para el caso de los cebadores
de CYP2S1 azules, se logra observar una banda mas ténue por debajo de la banda
principal con un peso aproximado de 222 pb. Esta banda solo se observo en condiciones
de normoxia con 50 ng e hipoxia con 25ng y 50ng (Figura 16-A). De manera muy
interesante se observo una banda mas visible que con los cebadores de CY2S1 amarillos
que con los cebadores azules. Esta banda se observdé con mas claridad en las
condiciones de hipoxia con 25ng y 50ng (Figura 16-B). Por lo tanto, estos resultados
sugieren que la hipoxia favorece que se incrementen los niveles de ARNm de la posible
isoforma alternativa de CYP2S1. Hace falta repetir los ensayos hasta que se obtengan

datos representativos y reproducibles.
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A 57°C 58°C 59°C

CYP2S1 = — ey 411pb
B 58°C 60°C 62°C
CYP2S1 —— — 324pb
c 60°C 63°C 66°C
D 60°C 62°C 64°C
CYP281  o— — —_— 159pb
E 60°C 62°C 64°C

152pb

Figura 15. Estandarizacion de Tm experimentales. Se realizaron PCRs para
estandarizar la Tm de cada par de cebadores (A-E). Para el caso del par en el panel B-
C se logra apreciar una ligera banda por debajo del producto principal. Esta banda mas

ligera pudiera ser la secuencia de CYP2S1 alternativo.

25ng 50ng
A Oh 24h Oh 24h

CYP2S1

324pb
222pb

Oh 24h
B 25ng 50ng 25ng 50ng

201pb
99pb
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Figura 16. La hipoxia favorece la expresion del ARNm alternativo de CYP2S1 en
muestras de células HepG2. En el panel A se observa una banda tenue que puede
corresponder a la secuencia alternativa y la cual se ve mas expresada en hipoxia. En el

panel B se observa algo similar a las 24h de hipoxia.

5.3 La hipoxia favorece la expresion de distintas proteinas que promueven la
supervivencia celular

Previamente reportamos que a hipoxia favorece la sobreexpresion de CYP2S1 en células
HepG2. Ademas, en los ensayos de western blot observamos una banda adicional con
un peso aproximado de 62 kDa y planteamos que esta banda adicional pudiese
corresponder a la isoforma alternativa de CYP2S1. Para intentar identificar esta isoforma
a nivel de proteina y para complementar los analisis que se describieron en los resultados
anteriores, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion con muestras de células HepG2
tratadas en hipoxia a 12 h. Mediante el software Scaffold 4 logramos identificar proteinas
relacionadas con la hipoxia. Por ejemplo, en la banda niumero 1 con una masa molecular
aproximada de 75kDa, logramos identificar a las subunidades a y B de la proteina de
choque térmico 90 (HSP90) con masas moleculares aproximadas de

85 kDa y 83kDa respectivamente (Figura 17). Esto es muy interesante ya que las
proteinas HSP90 estan implicadas en favorecer la estabilidad de HIF1-a y también
favorecer su interaccion con HIF1- promoviendo la adaptacion célula al estrés hipoxicos
y la transcripcion de CYP2S1 (Prince et al., 2015). En el caso de la banda nimero 2 con
una masa molecular aproximada de 70kDa, logramos identificar a la proteina chaperona

residente del reticulo endoplasmico denominada BIP (proteina de
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unién a inmunoglobulina) con una masa molecular aproximada de 72 kDa (ver Figura 17).
Del mismo modo que en el resultado anterior, BIP en condiciones de estrés del reticulo
influenciado por la hipoxia, permite un correcto plegado de proteinas lo que conduce a
una supervivencia de las células cancerosas (Chipurupalli, Kannan, Tergaonkar,
D'Andrea, & Robinson, 2019). En la banda nimero 3 con una masa molecular aproximada
de 50 kDa, logramos identificar a las subunidades a y B de la ATP sintasa, con masas
moleculares aproximadas de 60 kDa y 57 kDa, respectivamente (Figura 17). Estas
proteinas también estan relacionadas con la supervivencia de las células cancerosas en
condiciones de hipoxia, ya que se ha demostrado que la acidosis favorecida por la hipoxia
promueve una correcta fusion de las mitocondrias y asi aumentando la sintesis de ATP
(Khacho et al.,, 2014). Finalmente, en la banda numero 4 con una masa molecular
aproximada de 45 kDa, logramos identificar al citocromo B con una masa molecular

aproximada de 48 kDa.

Con estos resultados podemos concluir que en condiciones de hipoxia se activan
diferentes proteinas que favorecen la supervivencia de las células cancerosas. Sin
embargo, hasta el momento no hemos logrado identificar las proteinas de CYP2S1 con
pesos moleculares de 56 kDa y 62 kDa, mediante inmunoprecipitacion. Por lo tanto, es

importante emplear otra estrategia experimental para evaluar la presencia de CYP2S1.
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50

37 kDa

Figura 17. Identificacién de proteinas de células HepG2 tratadas en hipoxia. En esta
imagen observamos un gel representativo de las pruebas de inmunoprecipitacion
realizadas. Del lado izquierdo de observa el marcador de masa molecular. Del lado
derecho se observan las bandas de nuestro interés las cuales se enumeran del 1-4. En
este gel se lograron identificar proteinas importantes como la HSP90 y la chaperona BIP.
Los carriles A, B y C son un triplicado que corresponde a la condicién de 12 h de

incubacion con 1% de oxigeno.

5.4 La estructura tridimensional de las 2 isoformas de CYP2S1son diferentes
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Hasta el momento no se ha caracterizado la estructura tridimensional del citocromo
CYP2S1. Para tener un primer acercamiento de coOmo seria la estructura de este
citocromo se realiz6 un analisis bioinformatico de la secuencia candnica y de la secuencia
alternativa, mediante el software Phyre2. El resultado demostré6 que ambas isoformas
estan compuestas por alfa hélices y laminas beta las cuales se marcan en color rojo y
azul (Figura 18 A-B). Los colores rojo y azul hacen referencia a la confianza la cual se
refiere a la probabilidad (de 0 a 100) de que la coincidencia entre su secuencia y esta
plantilla sea una verdadera homologia, donde rojo es una alta confianza y azul una baja
confianza. De manera interesante se logra observar que ambas isoformas son diferentes
y estan diferencias se presentan en la region del amino terminal y carboxilo (Figura 18 A-
B). En la Tabla 4 se enlistan las plantillas utilizadas y la confianza de cada una la cual se
refiere a la probabilidad (de 0 a 100) de que la coincidencia entre su secuencia y esta

plantilla sea una verdadera homologia.

Amino Carboxilo Amino Carboxilo
terminal terminal terminal terminal

CYP2S1 canonico CYP2S1 Alternativo

B Confianza alta

] Confianza baja
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Figura 18. Prediccion de la estructura tridimensional de CYP2S1. Se observa que las
estructuras de ambas isoformas son diferentes y que esta diferencia se presenta

principalmente en la region del amino terminal y carboxilo terminal.

Tabla 4. Plantillas utilizadas para la construcciéon de la estructura 3D de CYP2S1.
En esta tabla se enlistan algunas plantillas utilizadas para la prediccion de la estructura

3D de CYP2S1. Ademas se enlista la confianza de cada una la cual es de 100%.

Plantilla Confianza

Citocromo p450 CYP2AG6. 100%
Citocromo P450 CYP11B2 en 100%
complejo con fradozole.

Citocromo P450 CYP2E1 en complejo 100%
con el inhibidor 4-2metilpirazol.

Citocromo P450 CYP1A2 en complejo 100%
con el 2-a-naftoflavona.

Citocromo p450 CYP2D6. 100%
Citocromo P450 CYP24A1. 100%

6. Discusion

El citocromo CYP2S1 es una proteina extra hepatica. En condiciones normales se
expresa en las células epiteliales de la traquea, intestino delgado, estobmago, bazo,
pulmén y colon (Saarikoski, Rivera, Hankinson, & Husgafvel-Pursiainen, 2005). En

contraparte, CYP2S1 se sobreexpresa en diferentes tipos de cancer de origen epitelial
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como cancer de ovario, mama, colén, pulmon, traquea vy tiroides. Sin embargo se sabe
poco de su expresion en cancer de higado. Los tumores hepaticos al igual que otros
canceres de origen epitelial, son muy heterogéneos y desarrollan zonas de hipoxia; este
fendbmeno se relaciona con la malignidad, la metastasis y resistencias a farmacos (Lin,

Chang, Zhu, He, & Yang, 2018).

En nuestro grupo de investigacion estamos interesados en explorar el comportamiento
de CYP2S1 bajo condiciones de hipoxia en un modelo in vitro utilizando lineas celulares
representativas de cancer de higado. Se sabe que los tumores hepaticos presentan
zonas de hipoxia con un promedio de 0.8% de oxigeno (McKeown, 2014). Recientemente
reportamos que la hipoxia tumoral, particularmente al 1% de oxigeno, favorece la

sobreexpresion de CYP2S1 en la linea celular HepG2 (Cabrera-Cano et al., 2021).

Estos resultados son similares a los reportados por Rivera y sus colaboradores, quienes
demostraron que en células de higado de raton llamadas Hepal, el gen de CYP2S1 tiene
elementos de respuesta a hipoxia (HRE) (Rivera et al., 2007). Los elementos de
respuesta a hipoxia son secuencias de ADN a las cuales se pueden unir las proteinas
HIF (Samanta & Semenza, 2018); las cuales actian como factores de transcripcién que
se encargan de regular la adaptacion celular al estrés hipéxico (Gu et al., 1998; Wang et
al., 1995; Zhu et al., 2016). En condiciones de hipoxia, estas proteinas se unen a sus
elementos de respuesta favoreciendo tanto la transcripcion como la inhibicion de genes,
entre los que se encuentran algunos miembros de los citocromos P450. La hipoxia y la

via de HIF-1 disminuyen la expresion de algunos citocromos como CYP2B6, CYP3A4 y
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CYP3A5; mientras que promueve la expresion de CYP3A6 (Fradette & du Souich, 2003;
Valencia-Cervantes et al., 2019). Para establecer si la via de HIF1-a esta implicada en la
sobreexpresion de CYP2S1, realizamos un ensayo de inhibicion farmacoldgica del factor
de transcripcion HIF1-a en células HepG2. Los resultaron demostraron que cuando
inhibimos a HIF1-a los niveles de la proteina de CYP2S1 disminuyen (Cabrera- Cano et
al., 2021). Por lo tanto, con la informacidon anterior se establece que la expresion de

CYP2S1 puede ser regulada por la via HIF-1a/ HIF1-B.

Los resultados preliminares de este trabajo muestran que la hipoxia no tiene efecto sobre
la expresion del ARNm CYP2S1 en células Hep3B, a diferencia de lo observado por
nuestro grupo de investigacion en las células HepG2. Estos resultados se corroboran con
los observados en células Hep3B donde en los ensayos de western blot, no observamos
efecto de la hipoxia sobre la proteina de CYP2S1 (Cabrera-Cano et al., 2021). Las vias
de sefializacion que se han propuesto que regulan la expresién de CYP2S1 son la via de
AhR vy la via de HIF-1a. Sin embargo, los resultados observados sugieren que puede
haber otros mecanismos de sefializacién que esté regulando CYP2S1. Uno de ellos es la
via de p53 (Yang et al., 2016). La proteina p53 comunmente conocida como “el guardian
del genoma” es un supresor de tumores y se encuentra mutada en la mayoria de los
canceres humanos (Harris & Levine, 2005; Mantovani, Collavin, & Del Sal, 2019). P53 se
activa por diferentes mecanismos como rayos UV, alquilacion de bases nitrogenadas,
radicales libres, proteinas mal plegadas y la hipoxia (Harris & Levine, 2005; Koumenis et
al., 2001; Obacz, Pastorekova, Vojtesek, & Hrstka, 2013; C. Zhang et al., 2021). Cuando

la proteina P53 se activa, este funciona

65



como factor de transcripcién, se une a sus elementos de union a P53 activando la
transcripcion de sus genes diana, los cuales favorecen el arresto del ciclo celular, la
reparacion del ADN y la apoptosis (Joerger & Fersht, 2016). Ademas de estos genes, p53
regula la transcripcion de algunos citocromos P450. Goldstein y colaboradores utilizando
las lineas celulares HUH7 y HepG2 demostraron que P53 promueve la expresion de
CYP24A1, CYP19A1, CYP21A2, CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7, CYP3A43

CYP4F2, CY4F3, CYP4F11 y CYP4F12 (Goldstein et al., 2013). De manera interesante
se ha reportado que las células HepG2 expresan a p53 nativo, mientras que las células
Hep3B no expresan a p53 (Goldstein et al., 2013; Liou, Chen, & Yang, 2017; Trepiana et
al., 2017). Se han propuesto diferentes mecanismos para la activacién de p53 nativo que
son dependientes de HIF-1a (An et al., 1998; Sermeus & Michiels, 2011). La hipoxia y
HIF-1a pueden inhibir a MDM2 (figura 19), una ubiquitina ligasa encargada de marcar a
p53 para su degradacion (Sermeus & Michiels, 2011; C. Zhang et al., 2021). Ademas, se
proponen otros mecanismos independientes de HIF-1a. Por ejemplo, el ARN largo no
codificante Fendrr puede unirse a la proteina p53 y promover su ubiquitinacion y
degradacion. La hipoxia disminuye los niveles de Fendrr, lo que a su vez atenta a p53
(C. Zhang et al., 2021). En conjunto esta informacién y los resultados preliminares podrian
sugerir gue los aumentos en la expresion de CYP2S1 que hemos observado en células
HepG2 bajo condiciones de hipoxia, podrian ser mediados por p53. Nosotros no
observamos cambios en la expresiéon de CYP2S1 en las células Hep3B incubadas en
hipoxia, las cuales no expresan p53. Como se mencioné anteriormente, se propone que
p53 puede estar regulando la expresién de CYP2S1, ya que la activacion de p53 por

el farmaco antineoplasico oxaliplatino se relaciona

66



directamente con los aumentos en la expresion de este citocromo y la subsecuente
inhibicion de la proliferacion celular (Yang et al., 2016). Ademas, se propone que CYP2S1
participa en la biotransformacion de este farmaco (Yang et al., 2016). Por lo tanto, los
datos anteriores abren un panorama a explorar sobre la relacién que hay entre la hipoxia,
P53, CYP2S1, la efectividad a algunos farmacos de la familia del cisplatino y la resistencia

a los mismos.

El receptor activado por el proliferador de peroxisomas alfa (PPAR-a) es un receptor
nuclear activado por ligando que actia como factor de transcripcion y se expresa en
higado, rifion, tejido adiposo e intestino. Su funcion es la de regular catabolismo de acidos
grasos, lipogénesis, sintesis de cuerpos ceténicos y la beta oxidacién (Pawlak, Lefebvre,
& Staels, 2015). Entre los genes que regula este factor de trascripcién se encuentran
algunas enzimas del citocromos P450 como CYP3A4 y CYP2C8 (Thomas et al., 2013;
Thomas, Winter, et al., 2015). Recientemente se reportd que la expresion de CYP2S1
puede estar regulada por PPARa, ya que la activacion de este factor de transcripcion
mediada por la Crisina una molécula derivada de algunas plantas y que se ha observado
que tiene efectos antineoplasicos, favorecioé el aumento en la expresion de CYP2S1 (Khor
& Khoo, 2020). Se ha planteado que la hipoxia a través de HIF-1a regula la inhibicién de
PPARa (Narravula & Colgan, 2001). Sin embargo, otros estudios reportan que PPARa
interactia con HIF-1a para regular la expresion de citocinas proinflamatorias y la
anhidrasa carbonica 9 (Papi et al., 2013). Ademas, se ha reportado que la via de
senalizacion WNT/B-catenina regula negativamente la expresion de citocromos P450

dependientes de la actividad de PPARa (Thomas, Bayha, et al., 2015).
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Esta informacion podria ser otra explicacion de lo que hasta el momento hemos
observado en las células Hep3B, donde parece no haber aumentos en la expresion de
CYP2S1. Las células Hep3B contienen una proteina [-catenina no mutada con
senalizacion activa de wnt / B-catenina mientras que las células HepG2 contienen una
mutacion en el gen CTNNB1. Esta mutacion favorece la eliminacion de sitios reguladores
clave, lo que permite la acumulacion aberrante de B-catenina y una desregulacion en la
via (de La Coste et al., 1998; Fako et al., 2016). Se deben hacer estudios experimentales
para establecer via de sefalizacion implicada en los aumentos en la expresion de
CYP2S1 bajo condiciones de hipoxia o si hay un entrecruzamiento de vias que regulen

este citocromo (Figura 19).

Por otra parte, se explor6 la posible existencia de una isoforma alternativa de CYP2S1
en la linea celular HepG2, ya que Ota y sus colaboradores describieron la existencia de
una secuencia de CYP2S1 la cual podria ser producto del empalme alternativo (Ota et
al., 2004). La secuencia cuenta con 10 exones y codifica para una proteina de 564
aminoacidos (Ota et al., 2004). El empalme alternativo es un mecanismo molecular que
genera 2 o mas ARNm a partir de un mismo precursor (pre-ARNm) (Birzele, Csaba, &
Zimmer, 2008; Chaudhary et al., 2019; Rosa et al., 2019). Est4 relacionado con distintos
procesos biolégicos como la diferenciacién celular, la determinacion del linaje, la
adquisicion y el mantenimiento de la identidad de los tejidos, el desarrollo de 6rganos, el
mantenimiento de la homeostasis tisular y la funcion celular (Baralle & Giudice, 2017).
Ademas se relaciona con diferentes patologias como el cancer, donde se presenta un

empalme alternativo aberrante que favorece la aparicion y progresion de
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tumores, asi como la alteracion de cascadas de sefializacion de proteinas oncogénicas y
supresoras de tumores (Zhang, Qian, Gu, & Yang, 2021). Se sabe que el empalme
alternativo contribuye a una gran diversidad de proteinas, aumentando drasticamente el
namero de proteinas en el proteoma humano (Baralle & Giudice, 2017; Birzele et al.,
2008; Chaudhary et al., 2019). Los efectos del corte y empalme alternativo sobre la
funcién de una sola proteina pueden ir desde cambios en la especificidad del sustrato

hasta la interaccion con otras proteinas (Birzele et al., 2008; Rosa et al., 2019).

Los resultados preliminares de PCR que se obtuvieron sugieren que la expresion del
ARNmM de esta isoforma es baja comparada con la isoforma candnica, como observamos
en la (Figura 16-B), donde de manera muy interesante se observo una banda mas visible
con los cebadores de CY2S1 que amplifican de la region 1475 a la region 1656 (marcados
como color amarillo para facilitar su identificacion) que con los cebadores que van de la
region 1312 a la 1616 (maracos en color azul para facilitar su identificacién) (Figura 16-
B). Esta banda se observo con mas claridad en las condiciones de hipoxia con 25 ng y
50 ng. Sin embargo, hace falta completar los analisis para corroborar lo que hasta el

momento se ha observado.

La espectrometria de masas (AP-MS) es un enfoque ampliamente utilizado para la
identificacion de interacciones proteina-proteina. Sin embargo, muchas veces la
identificacion es algo complicada debido a la abundante presencia de proteinas
contaminantes (Mellacheruvu et al., 2013). Hasta el momento hemos logrado identificar
algunas proteinas que participan en la adaptacion celular al estrés hipéxico. Sin embargo,

no hemos logrado identificar a CYP2S1. Esto podria deberse a la presencia
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de proteinas contaminantes (Mellacheruvu et al., 2013) las cuales estén enmascarando
la deteccion CYP2S1, ya que los extractos utilizados fueron de proteinas totales. Una
posible solucion seria el uso de una estrategia que permita solo la extraccion de proteinas
membranales y de microsomas, disminuyendo asi la presencia de proteinas
contaminantes. Ademas, el anticuerpo utilizado anti-CYP2S1 es un anticuerpo policlonal.
De acuerdo con (Lipman, Jackson, Trudel, & Weis-Garcia, 2005) los anticuerpos
policlonales son producidos por diferentes clonas de linfocitos B y estos anticuerpos
tienen la capacidad de reconocer diferentes epitopos (Lipman et al., 2005). Por lo tanto,
esta podria ser otra posibilidad por la cual no logramos identificar a CYP2S1 en los

ensayos de inmunoprecipitacion.

Se realiz6 un andlisis bioinformatico para predecir la estructura tridimensional de
CYP2S1. Los resultaron sugieren que la estructura tridimensional de ambas isoformas
presenta diferencias, y estas diferencias se localizan principalmente en la regién del
amino terminal y carboxilo terminal. Estas diferencias se pueden deber a la extension de
de aminoacidos que presenta la isoforma alternativa, Como ejemplo, podemos citar el
trabajo de Garcia y colaboradores. Ellos demostraron que la proteina llamada Piccolo
presenta un inserto corto de nueve residuos lo que favorece el reordenamiento de la
estructura y funcion del dominio C2 (Garcia, Gerber, Sugita, Sudhof, & Rizo, 2004). Sin
embargo, estos resultados se deben considerar con cautela ya que son predicciones. Se
tendrian que hacer analisis experimentales para tener un mejor conocimiento de la

estructura de CYP2S1 y dilucidar si la extension de 60 aminoacidos podria estar
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afectando la estructura de la proteina ya que hay reportes que indican como es que la

extension de aa afecta la estructura de las proteinas.
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Figura 19. Vias de sefalizacién que pudiesen estar regulando la expresién de
CYP2S1 en hipoxia. HIF-1a es el regulador maestro de la adaptacion celular al estrés
hipoxico, por lo tanto esta via puede ser la principal en la expresion de CYP2S1. Ademas
se propone que puede haber otras vias implicadas en la regulacion de este citocromo

como la via de p53 y PPARa.

7. Conclusiones

En conjunto los datos publicados por nuestro grupo y los preliminares presentados en
este trabajo muestran que las lineas celulares utilizadas se comportan de forma distinta

cuando estan en un microambiente hipoxico ya que la expresion de CYP2S1 en células
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HepG2 y Hep3B es diferente. Asimismo la informacion publicada en la literatura sugiere
gue hay una relacién entre CYP2S1 y otras vias no canonicas que se activan durante la
hipoxia las cuales pueden repercutir en el comportamiento de la célula y la expresion de
diferentes genes como CYP2S1. Ademas dicha informacion sugiere que el farmaco
antineoplasico oxalaplatino y la molécula crisina pueden ser 2 nuevos sustratos de
CYP2S1, abriendo asi un nuevo panorama a investigar sobre la importancia de este
citocromo, el tratamiento y la resistencia a farmacos provocada por la hipoxia. A partir de
los resultados observados y de la discusion, las perspectivas se orientan primeramente
en completar los ensayos de analisis de ARNm de CYP2S1 en células Hep3B y SNU423
y dilucidar bien cudl es el efecto de la hipoxia sobre este citocromo. Después seria
interesante analizar cuél o cuales vias de sefalizacion estan participando en la expresion
de CYP2S1 y también cual es el papel de este citocromo en la biotransformacion de

oxalaplatino y crisina.

72



8. Apéndice

Los antecedentes directos de la presente tesis, fueron publicados en el siguiente

articulo de investigacion:

“‘Hypoxia as a modulator cytochrome P450: Overexpression of the cytochromes

CYP2S1 and CYP24A1 in human liver cancer cells in hypoxia”

https://onlinelibrary.wiley.com/d0i/10.1002/cbf.3612.
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