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Resumen

MC. Geovana Calvo Anguiano Fecha de Graduacién:Enero, 2018
Universidad Auténoma de Nuevo Leon Facultad de Medicina

Titulo del Estudio: “Implementaciéon de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar
simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el silenciamiento de genes”

Namero de paginas: 117

Candidato para el grado de Doctor en Ciencias con orientacién en Biologia Molecular e
Ingenieria Genética

Area de Estudio: Cancer

Introduccién. El cancer es una enfermedad que actualmente sigue siendo una de las
principales causas de muerte a nivel mundial. Sin embargo, se sabe que tanto los factores
genéticos como el microambiente tienen un importante papel en el desarrollo o progresion del
cancer. La hipoxia y acidez son caracteristicas importantes del microambiente, diversos
estudios relacionados a hipoxia tumoral, utilizan modelos in vitro, de los cuales los mas
ampliamente descritos son dos: induccién mediante la disminucién de oxigeno en la que se
emplea una camara sellada que contiene una mezcla de gases con niveles de oxigeno entre 1y
2%, y otro es la utilizacion de agentes quimicos como el cloruro de cobalto (CoCl). La
utilizacién de modelos nos ayuda a elucidar los mecanismos de regulacién de expresién de
genes en las células tumorales, asi como también para la bisqueda de nuevos blancos
terapéuticos. Objetivo. Identificar cambios en el metabolismo celular en respuesta al efecto
combinado de estrés (hipoxia y acidez) y el silenciamiento de genes conductores de tumor, en
un modelo in vitro de céncer. Material y Métodos. Células CaCo-2 fueron incubadas en
condiciones de normoxia e hipoxia (dos métodos induccién quimica e induccién por deplecion
de oxigeno) y modificando el pH del medio (pH 6.9, 6.7 y 6.5). Todos los ensayos se analizaron
a diferentes tiempos (0,3, 6, 24, 48 y 72h). Se evalué la expresion a nivel transcripcional de los
genes HIF1a, Glut 1, CA9, LDHA, EPO y VEGF por gqPCR comparando los niveles de expresion
contra los de células en condiciones de normoxia y a nivel traduccional de las proteinas HIF1ay
Glut 1 por western blot. Se evalué la proliferacion celular y apoptosis en los modelos de hipoxia
y acidez. Se realizaron ensayos de silenciamiento génico (knockdown) utilizando RNA de
interferencia (iIRNA) dirigido contra la los genes KRAS, APC, Myc y P53 en condiciones
normales y posteriormente inducidas a hipoxia. Se realiz6 un andlisis de expresién génica
global mediante la técnica de microarreglos de expresiéon en las diferentes condiciones.
Resultados. Se implementaron dos modelos de estrés (hipoxia y acidez) evaluadndose la
expresion a nivel transcripcional de los genes HIF1a, Glut 1, CA9, LDHA, EPO y VEGF por
qPCR. Ademas se realizd un andlisis de expresion génica global mediante la técnica de
microarreglos para determinar que genes son afectados al ser expuestos a la hipoxia y al
cambio de pH. Se encontré un perfil génico de 16 genes altamente expresados que participan
directa o indirectamente en vias de sefializacion como proliferacion, supervivencia y apoptosis.
Ademas de genes con actividad metabdlica principalmente del metabolismo de lipidos, éxido
reduccién y procesos catabdlicos. Conclusiéon. Los resultados sugieren que las células
tumorales activan vias alternas (salvamento) para su supervivencia, principalmente la de
metabolismo de lipidos.

Dr. C. Alberto Camacho Morales
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CAPITULO 1

Introduccion

Cancer es un término que se usa para definir enfermedades en las que las
células se dividen anormalmente sin control y pueden invadir otros tejidos
(Courtnay et al., 2015).

Actualmente el cancer sigue siendo una de las principales causas de muerte, a
pesar de los avances tecnoldgicos y los nuevos abordajes para identificar
nuevos enfoques terapéuticos (Huber et al., 2010).

Estudios recientes demuestran que tanto los factores genéticos (mutaciones en
oncogenes y genes supresores de tumor) y factores del microambiente (hipoxia
y acidosis) pueden regular el metabolismo glicolitico de las células cancerosas
(Justus, Sanderlin, & Yang, 2015).

Las células cancerosas presentan una capacidad mejorada de la glucolisis en
ausencia o incluso en presencia de oxigeno para apoyar el metabolismo
mitocondrial. Este fenomeno fue descrito hace ya mas de 80 afios por Otto
Warburg (Roland H. Wenger, 2005).

El cancer es caracterizado por una alta heterogeneidad metabdlica lo que
ayuda a las células a sobrevivir y proliferar en condiciones del microambiente
extremas, incluyendo hipoxia, una deplecion progresiva de los recursos
metabdlicos y acidosis. A continuacidn describiremos las evidencias cientificas

que fundamentan el papel de la hipoxia y la acidosis en el desarrollo de cancer.
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CAPITULO 2

Antecedentes
2.1 Microambiente tumoral
Todos los organismos requieren el mantenimiento de la homeostasis fisiologica
para sobrevivir (Iranon & Miller, 2012). En especifico, durante el desarrollo del
cancer, se presenta un comportamiento maligno, lo que se ha asociado a la
inestabilidad gendmica, debido al gran numero de mutaciones encontradas en
las células tumorales, aunque las bases para la inestabilidad genética no se
conocen con precision (Bristow & Hill, 2008).
El crecimiento de los tumores sdélidos no sol6 es caracterizado por la
proliferacion descontrolada de las células, sino por los cambios en el
microambiente tumoral. Una de las caracteristicas del microambiente tumoral es
la presencia de hipoxia, la cual ocurre por una insuficiencia de oxigeno en la
vasculatura creciente del tumor (Supuran, 2011).
En los tumores solidos las areas con hipoxia generalmente tienen un pH bajo y
niveles bajos de glucosa y de otros nutrientes, asociado a diversas alteraciones
en el metabolismo de las células tumorales (Toni Y. Reynolds, 1996). De esta
manera, el estrés fisiologico asociado a la hipoxia en el microambiente tumoral
se correlaciona con acidosis e incrementa la presion del fluido intersticial

(Denko, 2008).
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2.2 Hipoxia

El oxigeno desempefia un papel fundamental en el mantenimiento de los seres
vivos, este es requerido para el metabolismo aerdbico y para mantener el
equilibrio de energia intracelular (Simon, 2004). En la naturaleza, la
concentracion normal de oxigeno en la atmosfera es de 21% (normoxia) (Abaci,
Truitt, Luong, Drazer, & Gerecht, 2010). La hipoxia se define como la reduccion
de los niveles normales de oxigeno (<5%) en los tejidos (Simon, 2004);
mientras que la anoxia se presenta cuando los niveles de oxigeno son menores
de 0.01% (Lenihan & Taylor, 2013). La hipoxia puede presentarse en diversas
patologias como por ejemplo: la enfermedad vascular aguda y cronica, en la
enfermedad pulmonar y en el cancer, importantemente en el crecimiento de
tumores solidos (Harris, 2002).

En condiciones normales, el mecanismo por el cual las células responden a la
reduccion en los niveles de oxigeno es a través del factor inducible por hipoxia
(HIF1a) (Pouyssegur, Dayan, & Mazure, 2006) el cual representa el mecanismo
celular de adaptacion mas ampliamente estudiado (Chiche, Brahimi-Horn, &
Pouyssegur, 2010).

HIF1a es un heterodimero compuesto de una subunidad alfa y una subunidad
beta (Weidemann & Johnson, 2008). Funciona como un regulador maestro de la
respuesta homeostatica celular y sistémica a la hipoxia mediante la activacion

de la transcripcion de muchos genes, incluyendo los implicados en el
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metabolismo energético, angiogénesis, apoptosis y otros genes cuyos
productos proteicos aumentan el suministro de oxigeno o facilita la adaptacién
metabdlica a la hipoxia (Figura 1) (Masoud & Li, 2015).

La hipoxia contribuye a la pérdida de estabilidad gendmica a través del
incremento de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Wilson &
Hay, 2011).

En condiciones de normoxia HIF1a es expresado constitutivamente vy
degradado en un periodo corto de tiempo (~ 5 minutos) (Ke & Costa, 2006).
Molecularmente la identificacion de HIF71a para su degradacidon se produce por
la hidroxilacion de enzimas hidroxilasas dependientes de oxigeno (PDHs) sobre
dos residuos de prolina (Pro402 y Pro654) esta reaccion es catalizada por Fe
(I), oxigeno y/o 2-oxoglutarato (Messineo et al., 2016; U. R. Jewell, 2001). Los
residuos de prolina hidroxilados permiten la captura de HIF1a por la proteina
von Hippel-Lindau (pVHL), dando lugar a la ubiquitinacion y posterior
degradacion proteasomal (Weidemann & Johnson, 2008).

Por lo contrario, en condiciones de hipoxia la proteina HIF1a es regulada
mediante una enzima denominada inhibidor del factor HIF1a (FIH). En ausencia
de hidroxilacidn se evita el reclutamiento de cofactores (CBP/p300) debida a la
hipoxia, HIF1a se acumula, se transloca al nucleo, y heterodimeriza con el
Translocador Nuclear del Receptor de Hidrocarburos Arilo (ARNT) y se une con
elementos de respuesta a hipoxia (HRES), elementos de promotores de DNA o

potenciadores de genes diana (Gisele Hopfl, 2004).
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2.3 Genes blanco de HIF1a

Como se describié previamente, la hipoxia es un mecanismo de adaptacion
celular, que ocurre como un proceso de regulacion celular, es mediado por el
gen HIF1a. El gen HIF1a es un factor de transcripcion que regula diferentes
procesos celulares mediante la activacion de la transcripcion de muchos genes.
Debido a que las células necesitan adaptarse a los cambios en el suministro de
oxigeno, no sorprende encontrar una variedad significativa de genes blanco de
HIF1a.

HIF1a activa la expresion de estos genes uniéndose a un HRE situado en sus
regiones potenciadoras y promotoras (Gregg L. Semenza, 1991; Ke & Costa,
2006); algunos de los principales blancos de HIF1a son Glut1, LDH, EPO,
VEGF y CA9 descritos ampliamente en diferentes trabajos (Schulze & Harris,
2012), sin embargo, los genes antes mencionados no son los unicos genes
activados por HIF1a. Se ha descrito ampliamente que HIF71a controla la
expresion de cientos de genes dependiendo del tipo celular (Goérlach, 2009),
aunque algunos autores estiman que quizas aproximadamente del 1 al 5% del
genoma es regulado por HIF1a (Zuo et al., 2016).

En algunos trabajos recientemente publicados se han reportado nuevos genes
blanco que son sensibles a hipoxia (Tabla 1) y que también son afectados por la

influencia de la acidez del microambiente tumoral (Sorensen et al., 2015).
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Tabla 1. Genes blanco de HIF1a

Gen

Funcion

Referencia

Eritropoyetina (EPO)
Transferrina (Tf)

Receptor de transferrina (Tfr)
Ceruloplasmin

Eritropoyesis
(transportador de
oxigeno)

(Harris, 2002)

Adrenomedulina

angiopoyetina-2

cyclooxygenasa-2

endothelina-1y 2

Factor de crecimiento de fibroblastos
Factor de crecimiento transformante
(TGF)

Factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF)-A

Receptor del factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF receptor-1)

Angiogénesis

(Gordan, Thompson,
& Simon, 2007)

Aldolasa-A

Enolasa-1

Transportador de glucosa 1
(GLUT1)

Hexoquinasa-1y 2

Lactato deshidrogenasa-A Piruvato
quinasa

Glucolisis

(Chiche et al., 2010)

Acetoacetil CoA

Adenilato kinasa-3 Aminopeptidasa-A
Anidrasa carbonica 9

Tirosina hidroxilasa

Regulacion de
pH/Metabolismo

(Masoud & Li, 2015)

BNIP3
BNIP3L
Bax
Bcl-2

Apoptosis

(Sorensen et al.,
2015)
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Normoxia Hipoxia

PDHs
Co®, Fe?, Ni2*

A4

HIF-1a

/ -- # Nucleo

HIF-ta | ARNT
HRE

(TP Metabdlismo |6y sariiveneia || Proliferacion
LEP GLUT1 EPO MYC

Degradacion VEGF
de HIF1a TGF-B

GLUT3 1GF-2 NOS

LDHA TGF IGF-2
PKM

Figura 1. Esquema del mecanismo de la proteina HIF1a. El diagrama
describe que en condiciones de normoxia (izquierda) HIF1a es hidroxilado en
dos residuos de prolina mediante la prolil hidroxilasa (PDH) dependiente de

oxigeno, 2-Oxoglutarato, y/o Fe*2. Las proteinas hidroxiladas (HIF1a) se unen al
complejo E3 ubiquitina ligasa y proteina von Hippel-Lindau (VHL), lo que
conduce a su degradacién por el proteasoma. Mientras que en el caso contrario
(hipoxia), la actividad de los PHD se inhibe debido a la falta de oxigeno, por lo
que no ocurre la hidroxilacion y no hay union con la proteina VHL, HIF1a se
sobreexpresa, se estabiliza y se trasloca al nucleo, en donde actua como un
factor de transcripcion capaz de activar diversos genes blanco relacionados con

la sobrevivencia celular.
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La hipoxia puede ser inducida o mediada por cambios en el proteoma del
estroma celular y células neoplasicas o bien por el genoma de células
neoplasicas inestables genéticamente lo que podria explicar el hecho de la
desregulacion de la oxigenacion del tumor que esta asociado con la progresion

tumoral (Michael Hockel, 2001).

Model

Glucose diffusion imit = ======sseseeemeceenazas

0, dffusion limit- -

[¢]o]®[0]o[0)@)
oJoJo[o]o]6]o]o]
oloJo[ |o]o[o[o]0
oJoofofo[o[®] o]0
0/0]o[o]o]0)

Basement =
membrane

w0 0 O C©

Figura 2. Esquema de progresion tumoral (Gillies, 2004). La hipoxia es una
caracteristica de los tumores solidos que resulta de una disminucion de los
niveles de oxigeno y nutrientes (glucosa), ayuda a la generacion de mutaciones

dando como consecuencia un desarrollo tumoral y metastasis.

La hipoxia persistente o ciclica ejerce posteriormente presion de seleccion que
conduce a una regulacion positiva constitutiva de la glucdlisis, incluso en
presencia de oxigeno (Schwab, 2009). Esta regulacion positiva constitutiva
puede ocurrir a través de mutaciones o cambios epigenéticos tales como la

alteracion en los patrones de metilacion de los promotores.
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Las consecuencias del aumento de la glucdlisis requieren mayor adaptacion a
ambientes acidos y bajas concentraciones de glucosa. Tratandose de una
secuencia evolutiva crucial en el desarrollo de cancer invasivo. En primer lugar,
se traduce en un fenotipo con una poderosa ventaja proliferativa, ya que, a
través de la glicolisis aerdbica persistente, es capaz de alterar el microambiente
local de una manera que es inofensiva para si mismo, pero fatal para las
poblaciones competidoras. En segundo lugar, la acidificacion del microambiente
facilita la invasion tumoral tanto a través de la destruccion de poblaciones
normales adyacentes como a través de la degradacion inducida por acido de la
matriz extracelular y la promocion de la angiogénesis (Gatenby et al., 2007).
Esto ha llevado a la hipotesis de que la adaptacion de la hipoxia y la acidosis
son pasos necesarios en la fase posterior de la secuencia de carcinogénesis
(Figura 2).

Las alteraciones metabdlicas se han observado en muchos tipos de cancer,
incluyendo tumores solidos y neoplasias hematoldgicas (Pelicano et al., 2006).
Las células de cancer a diferencia de las células normales son capaces de vivir
en el ambiente acido que se desarrolla como una consecuencia de la
produccion de acido lactico y muchas enzimas glicoliticas (LDHA, PDK1, etc,)

son sensibles al pH (Figura 3) (Otto War burg, 1926).
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Figura 3. Desregulacion de la glucdlisis y la regulacién de pH (Chiche et al.,
2010). HIF1«a activa la glucolisis por la sobreexpresion de los transportadores
de glucosa (GLUT1, GLUT3, GLUT4) y enzimas glucoliticas como HK2, LDHA,
PDK1. La sobreexpresion de lactato (representado en naranja), ayuda a las
células tumorales a mantener un pHi compatible con la viabilidad celular por la
expresion constitutiva de genes que participan en los sistemas de regulaciéon
acido-base (simbolos negros) como por ejemplo: Na'/H*, NHE-1, AE/NBC.
Ademas de que HIF1a induce la regulacion de otros sistemas (simbolos en
azul) como por ejemplo MCT4, CAIX y CAXII, AQP1.
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2.4 Acidosis

El potencial de hidrogeno celular (pH) desempefia un papel muy importante en
la regulacion de diversos procesos como la regulacion del ciclo celular,
proliferacion, migracion de las células; dicha importancia radica en que la
mayoria de las enzimas son sensibles a los cambios de pH, desviaciones de
pocas décimas por encima o por debajo del pH optimo puede afectar
drasticamente su actividad, como por ejemplo la progresion del la fase G1 del
ciclo celular se estimula en un rango de pH de 7.1-7.2 (Chiche et al., 2010). Por
lo tanto la regulacion del pH tanto intra (pHi) como extracelular (pHe) de todas
las células del cuerpo es critica ya que todos los procesos celulares son
sensibles a los cambios de pH (Figura 4) (Rosa A. Cardone, 2005; Supuran,

2011).

Los tumores crean un medio ambiente hostil incrementando la cantidad de H+
(incluyendo acido lactico y carbonico), las alteraciones en el pH afectan la
estructura y actividad de casi cada enzima y afecta drasticamente la

sefializacion y funcion metabdlica (Scott K. Parks, 2013).
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Epitelio normal Células tumorales Metastasis

Promueve la invasion celular
Remodelacion de la matriz-
extracelular

Incrementa la actividad de las
proteasas activadas por acidez

Incrementa la proliferacion celular
Evasion de la apoptosis
Remodelacion del citoesqueleto
por la migracion celular

Figura 4. Esquema del efecto de pH en la célula tumoral. El pHe en las
células normales (representadas en naranja) se mantiene en un rango de 7.2
12, cuando este pH es modificado (bloque en morado), diversos procesos
celulares se afectan promoviendo la proliferacion celular, evasion de la

apoptosis, invasion celular, etc.

2.5 Modelos de hipoxia

En la literatura existen diversos reportes ampliamente descritos del modelo de
induccion de hipoxia tanto quimico como de deplecion de oxigeno; para el
modelo quimico se utiliza generalmente el CoCl, como inductor de hipoxia, se
emplea a diferentes concentraciones dependiendo la linea celular que se utilice

(Jean-Pascal Piret, 2002; Wu & Yotnda, 2011; Zeng et al., 2011).
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La concentracion mayormente reportada es de 100 yM determinada a partir de
un ensayo dosis-respuesta (Fukuda et al., 2007), y se han utilizado lineas
celulares de diferentes tipos de cancer (Lee et al., 2015; Zeng et al., 2011). En
particular, la induccion de hipoxia mediante la deplecién de oxigeno se realiza
utilizando una camara sellada con una mezcla de gases (nitrégeno, didéxido de
carbono y oxigeno) en diferentes proporciones (Figura 5). El nivel de oxigeno
para generar hipoxia es menor del 5%, diferentes trabajos evaluan diferentes
concentraciones de oxigeno simultaneamente en un rango de 0.5, 1, 2, 3, 4 y
5% de oxigeno (Ruoxiang Wang, 2014; Sorensen et al., 2005; Wu & Yotnda,
2011), o una sola concentracion la mas empleada es del 1% (Benita et al.,
2009). Para la validacion de estos modelos se emplea tipicamente la evaluacion
de la sobreexpresion del marcador de hipoxia el gen HIF1a mediante técnicas
de qPCR midiendo el RNA mensajero (Chiche et al., 2009), o la sobreexpresion
de la proteina HIF 1a mediante la técnica de western blot (U. R. Jewell, 2001).

Los dos diferentes modelos de hipoxia se han utilizado en la busqueda de
diferentes enfoques de varios tipos de patologias como por ejemplo: nuevas
terapias de cancer (Wilson & Hay, 2011), busqueda de mecanismos
relacionados a la transicion epitelial mesenquimal (Zuo et al., 2016) e inclusive
en la obesidad (Messineo et al., 2016). Importantemente una gran cantidad de
trabajos estan enfocados en el contexto del cancer, relacionados a busqueda
de nuevos blancos terapéuticos, mecanismos de progresion que involucran el
microambiente tumoral (Joyce & Pollard, 2009), asi como la participacion de

hipoxia en mecanismos de migracion y metastasis (Chan & Giaccia, 2007;
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Chen, 2012).

Por otro lado y como lo hemos descrito anteriormente, otro aspecto que afecta
el microambiente tumoral es la acidez (Bradley A. Webb, 2011). Algunos
autores mencionan que el tumor genera acidez a través de un incremento en la
cantidad de protones (Tannock, 1992a), y otros mencionan que la hipoxia
genera directamente acidez (Sorensen et al., 2005), sin embargo aun no estan
claras ambas propuestas. Lo que si se conoce es que un microambiente acido,
favorece la activacion de mecanismos de migracion y metastasis (Rosa A.
Cardone, 2005), por lo que el estudio de los mecanismos moleculares del
desarrollo de acidez en modelos de hipoxia es de interés para muchos

investigadores (Sorensen, Alsner, Overgaard, & Horsman, 2007).

La actividad de los PHDs y la subsecuentes estabilizacion de HIF1a es
afectada por agentes quimicos (agente mimético de hipoxia) como por ejemplo
hierro, deferoxamina quelante, flavonoides como por ejemplo quercetina,
inhibidor del 2 oxoglutarato dependiente de oxigenasa y metales de transicion

como por ejemplo cobalto (Tabla 2) (Befani et al., 2013).
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Figura 5. Camara de hipoxia (foto tomada del laboratorio UG-CIDICS). En la
figura se observa la camara sellada unida a un regulador de presion y al tanque
de la mezcla de gases (94% nitrégeno, 5% diéxido de carbono y 1% oxigeno).
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Tabla 2. Agentes miméticos de la hipoxia

Regulador Funcién/via involucrada Consecuencia Referencia
e Disminuye los
niveles de Fe
e Inhibe PHDs (Davidson T,
Niquel e Desregula la Incrementa expresion 2005)
expresion de FIH-1 de HIF1a (Ke Q, 2005)
y ARD1 (Li J, 2004)
e PI3K/Akt
e Remplaza Fe
: Des.r'egula " Incrementa expresion (Yuan Y,
Cobalto expresion de FIH-1 do HIF1Z 2003)
y ARD1 (Ke Q, 2005)
e PI3K
Arsenito ROS Incrementa expresion (Duyndam
P38 MAPK de HIF1a MC, 2003)
ROS
Incrementa expresién (Gao N,
Cromo Ps’g:\(”/ﬁit’( de HIF1a 2002)
Desferrioxamina Incrementa expresiéon  (Wang GL,
I F
(DFO) Quelador de Fe de HIF1a 1993)
Incrementa la
translocacion y
TGF- a ROS actividad de HIF1a (SC, 2001)

Incrementa la unién al
DNA
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2.6 Modelo de acidez

Pocos trabajos describen el uso de un modelo de acidez; principalmente hay
reportes de modelos in vitro, en los cuales para simular un medioambiente
acido se realiza con la modificacion del pH del medio de cultivo empleado
(Hulikova, Harris, Vaughan-Jones, & Swietach, 2013; Raul Martinez-Zaguilan,
1996). El gradiente de pH empleado en la mayoria de los trabajos va desde 6.9-
6.2; ya que en la literatura se reporta que la modificacion del pH de 0.1 es vital
para la regulacion de diversos procesos celulares (Madshus, 1988; Supuran,
2011). Este tipo de modelos se han utilizado para la busqueda de mecanismos
de regulacion celular tumoral (Balaji Krishnamachary, 2003; Tannock, 1992b);
mas recientemente empez6 a utilizarse en conjunto con modelos de hipoxia
para observar el efecto en la combinacion de estos factores (Balaji

Krishnamachary, 2003; Sorensen et al., 2005).

2.7. Metabolismo celular tumoral

El interés en la regulacion del metabolismo celular del cancer a aumentado en
la ultima década, la cual ha tenido tanta importancia que se ha considerado un
“hallmarks of cancer’(Hanahan & Weinberg, 2011). Un aspecto que ha llamado
la atencion en el contexto del cancer es que ademas de la actividad de
numerosos canales de iones y transportadores que son altamente sensible a

cambios de pH intra y/o extracelular asi como también en la hipoxia y otras
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caracteristicas del microambiente tumoral (Neri & Supuran, 2011), hay
oncogenes y genes supresores de tumor que cumplen con una funcién celular
normal en diferentes procesos de la célula.

En el 2014 lurlaro et al., describe que diversos genes catalogados como
oncogenes o genes supresores de tumor, como por ejemplo el gen Myc y p53,
son reguladores importantes de procesos metabdlicos involucrados en
proliferacion celular y en el ciclo celular, por lo cual es de importancia

estudiarlos en el contexto de la regulacion del metabolismo celular.

2.8 Mutaciones en genes de la Mitocondria

Hace mas de 70 afios Warburg hipotetizo que el cancer era causado por una
disfunciéon en la mitocondria, los tumores producian un exceso de lactato en
presencia de oxigeno, este proceso es conocido como “efecto Warburg”,
(Wallace, 2005). Las mutaciones en el DNA mitocondrial son frecuentemente
asociadas a cancer, se han reportado diversas mutaciones somaticas y
germinales en la mitocondria asociadas a diversos tipos de cancer como por
ejemplo: cancer de colon, adenocarcinoma renal, cancer de cuello y cabeza,
tumores de mama, tumores de ovario, cancer de prostata y vejiga, etc. (William
C. Copeland & Penta, 2002).

Se piensa que defectos en el DNA mitocondrial puede conducir a la
carcinogénesis. La reprogramacion inducida por hipoxia en la regulacién

mitocondrial puede ser mediante la via de la succinato deshidrogenasa, que es
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una via energéticamente mas eficiente en condiciones de hipoxia (Lukyanova,
2013).

Después de casi 50 afios se demostr6 que las mutaciones en genes de la
mitocondria como por ejemplo: mutaciones en las subunidades B, C y D de la
succinato deshidrogenasa representan la gran mayoria de los paragangliomas
hereditarios mutaciones en SDHA, y del nucleo catalitico de Complejo Il de la
cadena respiratoria mitocondrial, conduce al sindrome de Leigh, una condicion
neurodegenerativa. Estos hallazgos apoyan la hipotesis de Warburg vy
demuestran que las alteraciones mitocondriales pueden estar involucradas en
dos extremos del espectro de la enfermedad: las condiciones degenerativas
causadas por la muerte celular y las condiciones neoplasicas aparentemente
causadas por un bloqueo de la muerte celular (Maximo, Lima, Soares, &
Sobrinho-Simoes, 2009).

Los mecanismos por los cuales el mtDNA y las mutaciones del ADN nuclear y
las proteinas mitocondriales defectuosas resultantes implicadas en el ciclo de
OXPHOS y/o Krebs pueden conducir o promover tumourigenesis no se
entienden completamente. Se ha avanzado en que los mecanismos de la
glicdlisis afectados por la hipoxia mejoran la supervivencia celular en
microambientes hipdxicos y acidos.

También hay evidencia emergente que sugiere que la disfuncién mitocondrial
puede conducir a la activacion de HIF-1a, desencadenando asi la via de hipoxia

en el proceso tumoral (Maximo et al., 2009).
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Ya se han encontrado diversas mutaciones mitocondriales en diferentes tipos
de cancer (Dang, 2012).

Alteraciones genéticas en el genoma nuclear de la mitocondria de las células
son relacionadas a alteraciones en el metabolismo de células tumorales, se
cree que estos cambios son producidos por el microambiente de las células de
cancer, que son caracterizadas por hipoxia y limitaciones en los nutrientes

(Wallace, 2005).
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CAPIiTULO 3

Justificacion

La hipoxia activa un transcriptoma complejo que incluye las vias de genes de
respuesta a hipoxia (HIF1a), normalmente no expresados en células en
condiciones sin estrés (oxigeno y acidosis). La capacidad de adaptarse,
sobrevivir y proliferar bajo esas condiciones, son unas de las diferencias
fisiologicas fundamentales entre las células tumorales y las células normales.

Las células cancerosas que portan mutaciones en genes conductores de tumor,
tienen mejor capacidad para adaptarse a microambientes de hipoxia y pH acido.
Sin embargo, los mecanismos precisos que censan y regulan esta adaptacion

aun no se conocen.

En el presente trabajo se implemento un modelo in vitro de estrés (hipoxia y
acidez), para evaluar tanto mutaciones en genes conductores de tumor como
cambios que se producen en la célula cuando esta bajo estrés, esto permitio

identificar la expresion diferencial de genes afectados por dichos cambios.
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CAPIiTULO 4

Hipotesis

Diferentes rutas de sefializacidn metabdlica se activan cuando la célula se
somete simultdneamente a estrés (pH bajo e hipoxia) y al silenciamiento de

genes asociados a cancer.
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CAPITULO 5

Objetivos

5.1 Objetivo general

Identificar cambios en el metabolismo celular en respuesta al efecto combinado
de: estrés (hipoxia y pH acido) y el silenciamiento de genes conductores de

tumor, en un modelo in vitro de cancer.

5.2 Objetivos especificos

1. Implementar un modelo in vitro de hipoxia y acidez.

2. Estandarizar las condiciones del silenciamiento de genes conductores de
tumor en un modelo in vitro de estrés.

3. Realizar el analisis de expresion geénica global mediante microarreglos de
expresion e identificar genes diferencialmente expresados en el modelo de
estrés (hipoxia y acidez) y silenciamiento.

4. Correlacién de los resultados para identificar genes con participacion en vias
metabdlicas afectadas por las condiciones de estrés (hipoxia y acidez) y

silenciamiento.
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CAPITULO 6
Material y Métodos
6.1 Estrategia general
Objetivo 1 Objetivo 2 Objetivo 3 Objetivo 4
Modelo Silenciamiento Expresion génica Integracion de
in vitro (iRNA) global resultados

Andlisis

Modelo de estrés Modelo de estrés
+ silenciamiento

Oncogenes G Supresores

Modelo de Hipoxia Modelo de acidez

Camara de Induccion
gases Quimica

Figura 6. Diagrama de la estrategia general. A partir de la implementacion del
modelo de estrés (hipoxia y acidez) y el silenciamiento de los oncogenes y
genes supresores de tumor (Objetivo 1 y 2), se realizé la expresion geénica
global (Objetivo 3), con todos los datos obtenidos se realiz6 un analisis

bioinformatico (Objetivo 4).
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6.2 Material

6.2.1 Reactivos

Reactivos requeridos para la extraccién de acidos nucleicos: Trizol de
Invitrogen (Carlsbad, CA), Cloroformo, Isopropanol, Etanol (Sigma Aldrich,

EUA) y Agua grado biologia molecular (Sigma Aldrich, EUA).

Reactivos requeridos para analisis PCR en Tiempo Real: Se utilizo el kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Foster City,
CA, USA) para la sintesis de cDNA. Para la PCR en tiempo real se utiliz6 el
reactivo SyBr Master Mix (Roche, Alemania), primers para los genes de interés

(Glut-1, HIF1a, VEGF, EPO, CA9, KRAS, APC, Myc, P53y GAPDH).

Reactivos requeridos para microarreglos: GeneChip 3'IVT Express Kit y
GeneChip Hybridation, Wash and Stain kit de Affymetrix (Santa Clara, CA),
Experion RNA Analysis Kits de Bio-Rad (Hercules, CA) y etanol de J.T. Baker

(USA).

Reactivos requeridos para cultivo celular: Para el mantenimiento de la linea
celular se utilizé medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM.
GIBCO, Invitrogen, EUA), suero bovino fetal (SBF, 10X), antibiético penicilina-

estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G sodica y 100 ug/mL de sulfato de
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estreptomicina). Para realizar los subcultivos se utiliz6 Tripsina-EDTA 1X
(GIBCO, Invitrogen, EUA). Se empledé material de plastico como, puntas
plasticas desechables, tubos eppendorf de 0.2, 0.6, 1 y 2 mL, tubos falcon de
15 y 50 mL (Corning, EUA) botellas de cultivo de 25 y 75 cm?(Corning, EUA),
placas de cultivo de 6 y 96 pocillos, raspadores plasticos estériles (Corning,
EUA) y pipetas seroldgicas de 5 y 10 mL (Corning, EUA). Para el recuento
celular se utilizo el colorante azul de tripano al 0.4 % (Gibco, Invitrogen, EUA).
Para la induccion de hipoxia quimica se utilizé Cloruro de cobalto (Sigma
Aldrich). Para el ensayo de acidosis se utilizé Hidroxido de sodio 1N, Acido
clorhidrico 1N, acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico (HEPES) 25

mM y acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS) 25 mM.

Reactivos requeridos para extraccion de proteinas y Western Blot: En la
extraccion de proteinas totales se empled inhibidor de proteasas (Roche,
Alemania). La curva estandar de calibracion se hizo con albumina sérica bovina
grado reactivo (Amresco, EUA). Para los geles de poliacrilamida se utilizd
acrilamida (Invitrogen, EUA) y N-N"-metilbisacrilamida (Invitrogen, EUA)
proporcion 29:1, SDS 10X (ICN Biomedicals, EUA), Tris-HCI pH 8.8 y pH 6.8,
los catalizadores TEMED (Bio- Rad, EUA) y persulfato de amonio (Sigma, EUA)
grado reactivo. El buffer de corrida se prepar6é con Tris-base (Sigma, EUA)
glicina (Sigma, EUA) y SDS (ICN Biomedicals, EUA).Se utiliz6 un marcador de

peso molecular Precision Plus Protein All Blue (Biorad).
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Para el western blot se utilizé el buffer de transferencia que fue preparado con
Tris Base, Glicina, SDS y agua destilada. La cuantificacion de ptoteinas se
realizo con el reactivo de Bradford, y en microplaca de 96 pozos, se utilizdé un

lector de Elisa.

Reactivos para el ensayo de viabilidad y apoptosis (quimioluminiscencia):
Para el ensayo de viabilidad celular se utilizo el Kit CellTiter-Glo (Promega),
Para el ensayo de apoptosis se utilizd el kit Caspase 3/7 (Promega), placas

blancas y placas negras de 96 pozos (Corning) y el equipo Glomax (Promega).

6.2.2 Material Biolégico

Linea celular CaCo-2 y acidos nucleicos: RNA total (RNA), DNA

complementario (cDNA) y lisado de proteinas totales.

6.2.3 Equipo

Equipo utilizado para cultivo celular: El cultivo celular se realiz6 en una

campana de flujo laminar clase Il (GSCO) y en una incubadora con 5%de CO»,

y 37°C de temperatura (Thermofisher). Se empled un microscopio invertido
(Olympus) para la observacion de las células en cultivo, la centrifugacion se
hizo en una centrifuga refrigerada 5810 R (Eppendorf, Alemania). La viabilidad

celular y los extractos proteicos se cuantificaron en un lector de Elisa (iMArk,
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BioRad). Para las lecturas de fluorescencia se utilizé un lector de placas

Glomax (Promega).

Equipo utilizado para la extraccidon de acidos nucleicos: Centrifuga tubos 2
mL, Thermomixer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania), vortex de Scientific
industries (Bohemia, New York), Bioanalyzer™ Automated Electrophoresis
Station, camara electroforesis, transiluminador GelDoc XR fuente poder
PowerPac HC de Bio-Rad (Hercules, CA), Qubit fluorometer de Life
Technologies (Carlsbad, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New

York) y Nanodrop de Thermo Scientific (Willminton, DE).

Equipo utilizado para analisis de PCR en Tiempo Real (QPCR): Light Cycler
480 (Roche), Termociclador veriti y ABlI PRISM® 7000 Sequence Detection
System de Life Technologies (Carlsbad, CA), Campana de PCR de UVP
(Upland, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) y centrifuga

minispin de Labnet (Edison, NJ).

Equipo utilizado para microarreglos: Termociclador GenAmp de Pelkin Elmer
(Waltham, Massachusetts), thermomixer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania),
Nanodrop de Thermo Scientific (Willminton, DE), Experion™ Automated
Electrophoresis Station de Bio-Rad (Hercules, CA), GeneChip Hybridation Oven

645, GeneChip Fluidics Station 450 y GeneChip Scanner 3000 7G de Affymetrix
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(Santa Clara, CA), vortex de Scientific industries (Bohemia, New York) vy

minispin de Labnet (Edison, NJ).

Equipo utilizado para Western Blot: Camaras de electroforesis vertical, fuente

de poder, Kit de transferencia (Bio Rad), thermomixer de Eppendorf (Hamburgo,

Alemania).

6.2.4 Programas computacionales

oligo dt

Amplify

GeneChip Command Console Software (AGCC)

Transcriptome Analysis console (TAC)

Paquete R.

Panther

GOirilla (Gene Ontology enRIlchment anaLysis and visuaLizAtion tool)
REVIGO (reduce + visualize Gene ontology)

Genecards

NCBI
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6.3 Métodos

6.3.1 Cultivo celular

Se utilizo la linea celular CaCo-2 (HTB-37) Adenocarcinoma colorectal humana
obtenida de la ATCC (American Type Culture Collection), las células fueron
cultivadas en medio DMEM (del inglés, Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Media,
Gibco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibi6ticos
(penicilina y estreptomicina). En una atmosfera humeda a 37 °C con 5% de
COsz. El medio de cultivo se cambio cada 3 dias hasta alcanzar una confluencia

del 80% para la realizacion de los diferentes ensayos.

6.3.2 Conteo Celular con Azul de Tripano y Siembra en Placa

Una vez alcanzada la confluencia de 90-85 %, se les adiciond tripsina (0.25 %)
a las células para despegarlas de la superficie de la botella, por un tiempo de 5-
10 min, a 37 °C, a continuacion se inactivo la tripsina con el mismo volumen de
medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino. Se recuperd la
suspension celular en un tubo falcon de 15 mL y se centrifugd por 5 min a 1000
rom para obtener un boton de células, el cual se resuspendié en el volumen de
medio apropiado descartando el sobrenadante de la centrifugacion. De la
suspension celular se preparé una dilucion (1:10) con medio de cultivo y azul de

tripano, para contar las células en la camara de Neubauer. Se sembraron las

células segun el experimento a realizar.
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6.3.3 Induccion de hipoxia

El ensayo de hipoxia se realiz6 mediante dos metodologias una con induccion

quimica y otra mediante la disminucion de la concentracién de oxigeno, como

se describe a continuacion:

A)

La induccion quimica se realiz6 empleando el CoCl, (Sigma) que es un
compuesto quimico que mimetiza la hipoxia (Figura 7) (Ke & Costa,
2006). Se probd un rango de concentraciones (50, 100 y 150 pM) del
compuesto para definir la dosis a que se induce la hipoxia, basandonos
en reportes previos que utilizan CoCl, para la inducciéon de hipoxia
quimica (Befani et al., 2013; Jean-Pascal Piret, 2002; Talita Antunes
Guimaraes, 2016).

La disminucion de la concentracion de oxigeno se realizd mediante el
uso de una camara de hipoxia (Stem cell, Technologies), a la que se
conecta una mezcla de gases con las siguientes concentraciones 1%
Oxigeno, 5% de Dioxido de carbono y 94% de Nitrégeno (Praxair,
México), durante unos minutos, posteriormente se sella y se introduce a

una incubadora el tiempo necesario para cada ensayo.
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Hipoxia (bajo O,)

nucleo

Proliferacién
Metablismo
Apoptosis
Motilidad

i celular
Angiogénesis

Figura 7. Mecanismo del CoCl,. El cloruro de cobalto es un agente
mimético de hipoxia, actia secuestrando temporalmente a iones como Fe”,
0?, lo que provoca la estabilizacién de HIF1a, HIF1a. se trasloca al nicleo y
activa genes implicados en proliferacion, inhibicion de apoptosis |,

angiogénesis.

6.3.4 Determinacién de numero de células y evaluacion del rendimiento de

extraccion de RNA

Se realizé un ensayo previo para determinar el numero de células necesarias
para realizar los ensayos posteriores en dos formatos de placa 96 pozos y 6
pozos (Corning), ademas de evaluar el rendimiento de extraccién de RNA de
cada formato de placa, también se realiz6 un ensayo inicial para determinar la
concentracion de CoCl, que se empleo en los ensayos posteriores de induccién

de hipoxia quimica.
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En forma general los ensayos se realizaron como se describe a continuacion:
Se sembraron 15 000 y 150 000 células por pozo en placas de 96 y 6 pozos
respectivamente de la linea celular CaCo-2, se incubaron 24 h previas a los
ensayos para permitir que se adhieran a la placa, pasado este tiempo se hizo
cambio de medio y fueron incubadas en presencia o ausencia de CoCl, 100 uM
durante 0, 3, 6, 24,48 y 72 h, y/o en la camara de hipoxia.

Cada condicion se realizé por triplicado. Este ensayo se evalué midiendo la
expresion a nivel transcripcional de los genes los genes sensibles a hipoxia

(HIF1a, EPO, VEGF, CA9, GLUT1 y LDH).

6.3.5 Ensayo de acidosis

Las células CaCo-2 fueron sembradas (15,000 células por pozo) en placas de
96 pozos, 24 h después se realizo el cambio de medio a diferentes pH 6.5, 6.7 y
6.9. La modificacion del pH del medio se realizo adicionando acido 4-(2-
hidroxiethil)-1-piperazinoetanosulfonico (HEPES 25 mM) o acido 3-(N-morfolino)
propanosulfonico (MOPS 25 mM) y al final medir el pH y ajustarlo con HCI 1M.
Se utilizo un control de medio sin cambio de pH, durante 0, 3, 6, 24, 48 y 72 h,

cada condicion se realizé por triplicado.
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6.3.6 Extraccion de RNA total

Para este ensayo se sembraron 1.5x10° células en placas de 6 pozos y 1.5x10*
células en placas de 96 pozos a las cuales se les proporcioné el tratamiento
descrito previamente (acidosis y/o induccion de hipoxia por ambos métodos). El
RNA total se extrajo a las 0, 3, 6, 24, 48 y 72 horas utilizando el reactivo Trizol
(marca Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) posteriormente se agrego cloroformo
(marca Fischer Scientific, New Jersey, USA), Etanol (marca Merck, Darmstadt,
Alemania), isopropanol (marca Fischer Scientific, New Jersey, USA) e inhibidor
de RNAsas ‘RNA out’ de la compaifiia Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) acuerdo
con las especificaciones del fabricante. EI RNA fue precipitado, lavado y
resuspendido en 30 pL de agua DEPC libre de RNAsas, se cuantifico y se

almaceno a -80°C hasta el momento de su uso.

6.3.7 Retrotranscripcion

La sintesis del DNA complementario se realiz6 a partir de 1ug de ARN total
utilizando oligo DT de acuerdo con el kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription de la compafia Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) e
inhibidor de RNAsas ‘RNA out’ de la compafia invitrogen (Carlsbad, CA, EUA),
siguiendo las indicaciones del fabricante. EI cDNA obtenido fue cuantificado

utilizando un Nanodrop y se almaceno a -20 °C hasta su uso.
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6.3.8 PCR cuantitativa

Se realiz6 la cuantificacion relativa a nivel transcripcional de los genes sensibles
a hipoxia (HIF1a, EPO, VEGF, CA9, GLUT1 y LDH), ademas de tres genes
endogenos utilizados para la normalizacion (GPI, EMC7 y GAPDH) el analisis
de expresion relativa se realizo con el método de cuantificacion -AACt (Livak &
Schmittgen, 2001; Sorensen et al., 2015), cada condicidon se realizd6 por
triplicado.

El ensayo de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real
(qPCR) se realizd usando el reactivo SYBR Green master mix (Roche), los
iniciadores para cada gen fueron disefiados con el programa Oligo dt y Amplify
(Tabla 3).

La normalizacion de los datos se realiz6 definiendo como gen endogeno la
proteina de membrana de la subunidad del RE del Complejo 7, la enzima
glucosa 6 fosfato isomerasa y la enzima (gliceraldehido 3-fosfato

deshidrogenasa (EMC?7, GPl y GAPDH respectivamente).

6.3.9 Western Blot

Para este ensayo se sembraron 1.5x10° células en placas de 6 pozos, se les
expuso al tratamiento mencionado previamente (acidosis y/o induccion de
hipoxia por ambos métodos). La extraccién de proteinas totales se realizé a las
0, 3, 6, 24, 48 y 72 h post-tratamiento, las células se rasparon con ayuda de un

gendarme de goma, se utilizo6 PBS 1X (Corning) frio para lavar las células,
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posteriormente se centrifugaron 15 segundos a maxima velocidad, se removié
el PBS, las células se lisaron con el buffer de lisis conteniendo 10mM de Tris-

HCI pH 7.5, 50mM de KCI, 2mM de MgClp, 1% de Triton-X-100, 1mM de DDT,

1mM de PSMF y un stock de inhibidores de proteasas(Complete, Roche).

Después, el lisado celular se incubd por 20 min en hielo, se centrifugo, y se
colecto el sobrenadante para determinar la concentracion de proteina total por
el método de Bradford y se almacen6 a -80 °C hasta su uso. El método de
Bradford se realizé en microplaca, se utilizd 1 uL del extracto proteico, diluido
en proporcion 1:5 con agua mili-Q y 40 uL de reactivo de Bradford (Dye
Reagent Concentrate, Bio-Rad, EUA), mezclando y dejando reposar por 5 min.
a temperatura ambiente para permitir el desarrollo de color de la reaccion. La
absorbancia se leyé a 600 nm de longitud de onda usando un lector de placas
de Elisa (iMark, BioRad). La cantidad de proteina fue estimada interpolando el
valor de absorbancia de cada muestra en la curva estandar de referencia
construida previamente con albumina sérica bovina en un rango de 0.5 a 3
ug/mL. Los extractos cuantificados se conservaron a -80°C hasta su uso. El
corrimiento electroforético Para el ensayo de western blot se utilizaron 30 ug de
proteina total por pozo en el gel de poliacrilamida en gradiente de 4-12% (SDS-
PAGE), en condiciones reductoras, el gel se corrio a 120V por 2.5 h, la
transferencia es realizé a una membrana de PVDF (Merck Millipore, MA, USA)
a 30 V por 16 h en frio, la membrana se bloqueo durante 2 h con una solucién
de leche al 5%, posteriormente se incubd con el anticuerpo primario toda la

noche (HIF1a 1:1000 1% BSA, secundario Ant rabbit HRP 1:10000/1.5% BSA,
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Glut 1 1:2000 5% BSA, secundario Ant rabbit HRP 1:10000/1.5% BSA y B-
Actina 1:3000 /1.6 % BSA, secundario Ant rabbit HRP 1:10000/1.5% BSA), se
realizaron 3 lavados de 10 min c/u con TBS-T 1x y se incubd con el anticuerpo
secundario por 60 minutos con solucidon de bloqueo (BSA 0.5%). La deteccién
de la proteina se realizé por quimioluminiscencia (ImmunoCruz western blotting
luminol reagent, Santa Cruz, EUA). Para la captura de imagen se utilizo el

equipo Chemidoc XRS™ (Bio-Rad, CA, USA).

Se utilizaron los anticuerpos primarios: anti-HIF1a (Abcam, EUA), anti-Glut 1
(Abcam, EUA), anti-Biotina (Abcam, EUA) y el anticuerpo secundario anti-

conejo HRP (Abcam, EUA).

EVALUACION DE ESTRES
GENE SECUENCIA
HIF1A-F | ATCCATGTGACCATGAGGAAATG
HIF1A-R | TCGGCTAGTTAGGGTACACTTC
EPO-F GGAGGCCGAGAATATCACGAC
EPO-R CCCTGCCAGACTTCTACGG
CA9-F GGATCTACCTACTGTTGAGGCT
CA9-R CATAGCGCCAATGACTCTGGT
VEFGA-F | AGGGCAGAATCATCACGAAGT
VEFGA-R AGGGTCTCGATTGGATGGCA
GLUT 1-F | TCTGGCATCAACGCTGTCTTC
GLUT 1-R CGATACCGGAGCCAATGGT
LDHA-F | ATGGCAACTCTAAAGGATCAGC
LDHA-R | CCAACCCCAACAACTGTAATCT
GENES ENDOGENOS
GENE SECUENCIA
EMC7-F TCAGAGGTTGTCAGACTGCC
EMC7-R GCCCCACGATTCCCTTTTAATA
GPI-F GGAGACCATCACGAATGCAGA
GPI-R TAGACAGGGCAACAAAGTGCT
GAPDH F | ACAACTTTGGTATCGTGGAAGG
GAPDHR GCCATCACGCCACAGTTTC

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos empleados para la gPCR
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6.3.10 Silenciamiento de oncogenes y genes supresores de tumor

El ensayo de silenciamiento génico (knockdown) se realizo utilizando ARN de
interferencia (iRNA) dirigido contra la los genes KRAS, APC, Myc y P53 en
células en condiciones normales y posteriormente inducidas a hipoxia utilizando
el kit de transfeccion silencer de la marca Ambion (Austin, TX, USA).

En forma general el ensayo se realizo como se describe a continuacion:

Se sembraron 15 000 células por pozo de la linea celular CaCo-2 en placas de
96 pozos con medio OptiMEM (Gibco, EUA). en un tubo de 2 mL se preparé el
complejo de transfeccion (OptiMEM + Agente transfectante + iIRNA de cada
gen), se afnadieron 100 yL de la mezcla a cada pozo y se incubaron por 0, 24,
48 y 72 h, como control negativo se utilizé un iRNA non-sense (Ambion) y como
control positivo a GAPDH (Ambion), se realiz6 la extraccion de ARN total la
gPCR se realizo con Sybr Green master mix. El cambio relativo en la expresion

génica se calculd utilizando el método 222" utilizando la expresién de GAPDH

para la normalizacion (Bustin, 2004; Josh Haimes, 2014).

6.3.11 Microarreglos de expresioén génica global

Los perfiles de expresion génica fueron definidos con el uso de microarreglos
utilizando el protocolo de Affymetrix GeneChip 3'IVT Express Kit como se
describe en forma general a continuacion (ver descripcion completa del

protocolo en la seccion de anexos): A partir de 16 condiciones de cultivos
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seleccionados, se partié de una concentracion de 100 ng de ARN total de cada
muestra, con una calidad y pureza entre un rango de 1.8-2 (valores
determinados por espectrofotometria), se realizo la preparacion del control de
poli A. Se agrego el ARN y se procedid a la sintesis de la primera y segunda
cadena de cDNA, a partir del cDNA realizar la transcripcion in vitro (IVT) y
generar aRNA (RNA amplificado) marcado; posteriormente se marco con

biotina y se incubo durante 16 h a 40 °C.

El aRNA marcado fue purificado usando perlas magnéticas, las cuales se
unieron en primera instancia al aRNA y usando un magneto fueron retenidas
mientras fueron lavadas con etanol y soluciones de lavado, y finalmente se
eluyeron en una solucion de elucion donde obtuvimos aRNA marcado
purificado. El aRNA marcado y purificado fue evaluado por NanoDrop ND8000
para saber si se obtuvo suficiente cantidad para proseguir con la fragmentacién
(minimo 15 wug). La fragmentacion fue realizada usando un buffer de
fragmentacion, la fragmentacion fue analizada mediante un gel de agarosa.
Posteriormente la hibridacion fue realizada, colocando la muestra en una
mezcla de hibridacién dentro de un cartucho o chip Affymetrix HU-U133 Plus
2.0 GeneChip, y dejando hibridar en el horno de hibridacion por 16 horas a
45°C a una velocidad de rotacion de 60 rpm usando el GeneChip Hybridation,
wash and stain kit. Cuando la hibridacién fue terminada, la muestra y la mezcla
de hibridacion fue retirada del cartucho, este fue rellenado con solucién Holding
buffer y fue lavado en la estacion de fluidos 450 de la plataforma de Affymetrix,

el programa para el tipo de cartucho indicado fue seleccionado y en este
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proceso incluyé lavados con buffers de lavado incluidos en el kit, asi como el
uso de soluciones de tincién para poder ser detectada la sefal en el escaner. Al
finalizar la estacién de fluidos, el cartucho fue llenado con holding buffer y
evitando que se hubieran generado burbujas, se coloca en el escaner de
Affymetrix donde fue escaneado y fue generado tanto la imagen como los
archivos necesarios para su posterior analisis usando el software Affymetrix

Microarray Suite version 5.0.0.032.

Después de obtener la imagen escaneada se realizo un analisis bioinformatico
utilizando el software R para realizar la normalizacion (analisis RMA) el cual nos
sirve para eliminar el ruido de fondo y para asegurarnos que las muestras son

comparables.

Se realizaron diferentes comparaciones para realizar el analisis por ejemplo
Normal vs Hipoxia, Normal vs combinacion pH/Hipoxia, Normal vs combinacién

pH/Hipoxia + Myc silenciado, etc.

Se utilizaron diferentes programas bioinformaticos para los analisis de vias de
sefalizacion (panther), analisis ontologico (GOrilla, REVIGO) y diversas bases
de datos para la identificacion y funcion de genes (GENECARDS, NCBI Y

PANTHER).
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6.3.12 Analisis estadistico

Los experimentos se realizaran por triplicado y las variables fueron evaluadas
mediante un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, seguido por un analiss
de Dunnet, previamente se determino la normalidad de las variables con la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado, el analisis se realizé utilizando el software estadistico SPSS (version
20.0) y las graficas se realizaron en el software GraphPad Prism v6.0. Los
resultados se presentan como medias + desviacion estandar (SD). Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas con un valor de p <

0.05.
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CAPITULO 7

Resultados

7.1 Descripcidn general de la linea celular de cancer de colon

Para la seleccion de la linea celular CaCo-2 como modelo de experimentacion,
se realiz6 una revisién del catadlogo de la American Type Culture Collection
(ATCC). Analizando cada una de las lineas celulares disponibles que se
adaptara a las necesidades para nuestro modelo in vitro esta linea celular se
selecciond porque no tiene mutaciones en los 4 genes de interés (P53, KRAS,
Myc y APC) que se silenciaron para realizar el posterior analisis de expresion

geénica global (Figura 8).

7.2 Estandarizacion de oligonucleétidos para la evaluacion de los modelos

de estrés (hipoxia y acidosis)

Posterior a la seleccion de nuestro modelo in vitro, se realizo la seleccion de
genes que se utilizaran para la evaluacion de los modelos de estrés (HIF1aq,
VEGF, CA9, EPO, GLUT 1, LDH) y silenciamiento (KRAS; P53, APC, Myc); Se
disefiaron y estandarizaron 11 pares de oligonucleétidos para la evaluacion de
los modelos de estrés y silenciamiento. Se comenz6 con un gradiente de
temperatura en PCR punto final para cada par de primers (58, 60 y 62 °C),
todos los oligonucleétidos amplificaron en las tres temperaturas evaluadas, se

selecciond la temperatura de 60 °C para su uso en PCR tiempo real.
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Descripcién linea celular Caco-2

Organismo: Homo sapiens

Tejido: Colon

Enfermedad: Adenocarcinoma Colorectal

Tipo celular: Células epiteliales

Edad: 72 anos

Género: Masculino

Morfologia: Tipo epitelial

Propiedades de crecimiento: Adherentes

Perfil de DNA:

Amelogenina: X

CSFqgPO: 11

D13S317: 11, 13, 14

D16S539: 12, 13

D5S818: 12, 13

D7S820: 11, 12

THO1: 6

TPOX: 9,11

vWA: 16, 18

Andlisis citogenético: El nimero de cromosomas modales de la linea madre es
96, ocurriendo en 16% con poliploidia en 3.2%. Se detectaron diez marcadores
comunes, por ejemplo, t(1q;?), 10g-, t{(11g917q) y otros 7. El t(1q17q) y M11 se
encontraron en solo una porcién de células. Los ins(2), 10g- y t(15q;?) fueron
generalmente pareados, y t(11q;17q) y t (21q;?) fueron en su mayoria tres
copias. N9 normal estaba ausente, y N21 se perdié en algunas células. Se
detectaron de uno a cuatro cromosomas pequefnos acrocéntricos. No se detecté
cromosoma Y con banda q distal.

Figura 8. Perfil genético de la linea celular CaCo-2. En la imagen se
describen los cambios genéticos de la linea celular CaCo-2. Destacando que no
se observan cambios en los genes de interés (P53, KRAS, Myc y APC) para
este trabajo.

Posteriormente se realizaron 11 curvas de eficiencia, curvas estandar y curvas
de fusién (curva de desnaturalizacidn del DNA) (Figura 9), para determinar la
concentracion de trabajo y eficiencia de reaccion de cada par de
oligonucledtido, las eficiencias obtenidas fueron en un rango de 1.8-2 (valores

aceptables), la concentracion de trabajo seleccionada fue de 100 ng/uL.
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Figura 9.Estandarizacién de los oligonucleétidos empleados en gqPCR (gen
VEGF). En el esquema se presentan las curvas de amplificacion, estandar y
fusion. A) curva de amplificacion se realizaron diluciones seriadas a partir de
1000 ng/uL (1E3) de cDNA. B)Curva estandar se realizo para determinar la
eficiencia de reaccién de los oligonucleétidos empleados, calculandose una
eficiencia de 2. C) Curva de fusion se realizé para determinar la especificidad

de cada par de primers y la concentracion de trabajo a utilizar (recuadro negro).
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7.3 Evaluaciéon de la expresion de genes blanco de HIF1a en los dos
modelos de hipoxia

La cuantificacion relativa a nivel transcripcional de los 6 genes evaluados
(HIF1a, VEGF, CA9, EPO, GLUT 1, LDH) fue muy variable en los dos modelos;
Nuestro gen de referencia es HIF1a, basandonos en la literatura esperabamos
que la expresion relativa de este gen aumentara ambos modelos para

determinar que se estaba llevando el proceso de hipoxia.

En el modelo quimico (CoCl,) se observéd una sobre expresion de HIF1a a las 3,
6 y 24 h respecto al tiempo 0 h y una disminucién de dicha expresion a las 48 y
72 h. El resto de los genes tuvo un comportamiento similar entre ellos, por
ejemplo: Se observo una menor expresion de VEGF, CA9, EPO y GLUT 1 alas
3 h y posterior aumento de la expresion a las 6 y 24 h esta expresion disminuyo
alas 48y 72 h. Mientras que LDH tuvo un comportamiento distinto, se observo
una sobre expresion a las 3, 6 y 24 h que fue disminuyendo alas 48 y 72 h. En
forma general se puede decir que la expresion de dichos genes en el modelo de
hipoxia quimica tuvo un efecto agudo a las 6 h con una diferencia altamente
significativa (p<0.01) comparada con la expresion de los genes a las 48 y 72 h.
El modelo de hipoxia inducido con la camara de gases se observo una sobre
expresion menor y lenta en los primeros tiempos evaluados (3, 6 h) que fue
aumentando gradualmente a la 24, 48 y 72 h. El resto de los genes tuvo un
comportamiento similar a HIF1a observandose una sobreexpresion menor y
lenta en los primeros tiempos evaluados que aumento a las 48 y 72 h, excepto

CA9 que desde tiempos tempranos mantuvo una sobreexpresion alta. En forma
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general podemos mencionar que no se presentd un efecto agudo de la
expresion de los genes evaluados como se observo en el modelo quimico
(CoCly), al contrario fue una sobreexpresion menor dependiente de tiempo vy
este efecto se mantuvo hasta las 72 h, Se realizo un analisis estadistico de
ANOVA de dos factores, no se encontré diferencia estadistica entre el uso de la
induccion de hipoxia en ambos modelos pero si respecto al tiempo (significancia
estadistica con un valor de p<0.001) (Figura 10). En este ensayo se selecciono
el método de induccion de hipoxia con la camara de gases, debido a que el
efecto sobre la expresion de los genes es mantenida en el tiempo maximo
evaluado, estos resultados nos sugiere que el efecto de hipoxia no se ha
revertido al menos en las 72 h evaluadas a diferencia de el modelo quimico que

posterior a las 24 horas ya no se observa un efecto de hipoxia.

7.4 Efecto del pH en la expresion de genes en los modelos de induccién a
hipoxia

Se evaluo el efecto del pH en el mismo grupo de genes de respuesta a hipoxia
(HIF 1a, EPO, VEGF, CA9, GLUT 1 y LDH). La expresion de los 6 genes fue
similar en dos de los tres valores de pH (6.7 y 6.9) y a lo largo del tiempo
evaluado, con una diferencia estadistica altamente significativa (p<0.01) para
los tiempos 48 y 72 h respecto al tiempo 0O, la unica diferencia observada entre
ambos tratamientos fue la disminucion de la expresion del gen HIF 1Taalas 72 h

en el pH 6.9 contrario al pH 6.7 la sobre expresién de HIF 1a se mantuvo.
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Para el caso del pH 6.5 la sobreexpresion de los genes de interés se mantuvo a
las 3, 6 y 24 h, observandose una disminucion de la expresion a las 48y 72 h
(Figura 11). La seleccion del pH se baso primero que el gen HIF 1a tuviera una
sobreexpresion todos los tiempos y posteriormente la sobreexpresion del resto
de los genes de interés a lo largo del tiempo evaluado (3, 6, 24, 48 y 72 h)
respecto al tiempo 0 h, estas condiciones se cumplen en el pH 6.7, por lo cual

fue seleccionado.

7.5 Ensayos de viabilidad celular en ambos modelos de hipoxia

Con la finalidad de evaluar la viabilidad de las células al ser expuestas a dos
diferentes métodos de induccion de hipoxia y a diferentes tiempos de
exposicidon 0, 24, 48 y 72 h, se realiz6 el ensayo de viabilidad celular, utilizando
el kit CellTiter-Glo en las células tratadas con CoCl; y las que se mantuvieron
en la camara de gases; este kit esta basado en la cuantificacion de ATP
presente que sefiala la presencia de células metabdlicamente activas. Los
resultados muestran que en las células tratadas con CoCl, (modelo quimico) la
viabilidad celular se mantiene estable hasta las 48 h pos tratamiento, sin
embargo, a las 72 h se observo una disminucién aproximadamente del 20 % en
la viabilidad comparado con el control incubado en condiciones normales de
concentracion de oxigeno. En las células mantenidas en la camara de gases se
observo un efecto contrario, hubo un aumento de la actividad metabdlica desde
el tiempo de 24 h que sigui6 aumentando hasta las 72 h. En el analisis
estadistico se encontro diferencias altamente significativas (p<0.001) entre el

tiempo y tratamientos (Hipoxia CoCl; e hipoxia con camara de gases), se
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observo un efecto actividad metabdlica mayor al que se observa en el control en

condiciones normales de concentracién de oxigeno respecto a la camara de

gases (Figura 12 ).
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Figura 10. Cuantificacion relativa a nivel transcripcional de genes blanco
de HIF1a en los modelos de hipoxia. El analisis estadistico mostro diferencias
significativas (p<0.01) en los tiempos 6 y 24 h para el modelo quimicoy 24, 48 y
72 h para el modelo de hipoxia con camara de gases. A) Modelo quimico se
observa una expresion aguda de todos los genes evaluados a las 6 y 24 h de
pos exposicion respecto al tiempo 0 h. B)Modelo de induccion de hipoxia con la
camara de gases se observa una expresion crénica con una diferencia

significativa (p<0.01) en los tiempos 24,48 y 72 h.
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Figura 11. Cuantificacion relativa a nivel transcripcional de genes
sensibles a hipoxia en el modelo de acidosis. A y B) Ensayo de acidosis, dos
de los tres valores de pH evaluados (pH 6.9 y 6.7) mostraron una expresion
similar en los seis genes, observandosé una sobre expresion alas 48y 72 h. C)
El ensayo de acidosis a pH 6.5 mostré la mayor expresidn de los genes de
interés a las 24 h y una disminucion de la expresion de todos los genes a los

tiempos de 48 y 72 h, esto con significancia estadistica (p<0.01).
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Figura 12. Viabilidad celular en los modelos de inducciéon de hipoxia. A)
Viabilidad en el modelo de hipoxia quimica, se observa una disminucién en la
proliferacion celular a las 48 y 72 h (p<0.01). B) modelo de induccion de hipoxia
con camara de gases, se observa un aumento en la proliferacion celular a los
tiempos de 48 y 72 h (p<0.001). (** p<0.01, *** p<0.001)
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7.6 Evaluacion de la apoptosis en los dos modelos de hipoxia

Con la finalidad de evaluar la respuesta a la apoptosis al ser expuestas las
células a dos diferentes métodos de induccion de hipoxia y a diferentes tiempos
de exposicidon 0, 24, 48 y 72 h, se realiz6 el ensayo de apoptosis, utilizando el
kit Caspase Glo 3/7, el cual mide la relacidon de la actividad de las caspasas 3 y
7 y la senal de luminiscencia es proporcional a la cantidad de actividad de
caspasas presente. Los resultados sugieren que la apoptosis en el modelo
quimico es semejante al control, no se observaron cambios estadisticamente
significativos en ninguno de los tiempos evaluados comparado contra el control
incubado en condiciones normales de concentracion de oxigeno (Figura 13).
Sin embargo, en el modelo de induccion de hipoxia con camara de gases se
observo una disminucion en la actividad de las caspasas 3 y 7 con respecto al
control normal a las 48 h, observandose una disminuciéon de la apoptosis a las
72 h de mas del 50% en comparacion con el control, estos datos sugieren que
la deplecion de oxigeno mediante el uso de la camara de gases favorece la
replicacion y con el uso de induccidon quimica no se observa este efecto, esto
puede explicarse que el efecto del CoCl, sobre los cultivos, es un efecto agudo
presentandose en tiempos cortos y para las 24 h esta induccion ya no es

evidente.
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Figura 13. Evaluacién de apoptosis en los modelos de hipoxia. A)No se
observo diferencias en la actividad de las caspasas en el ensayo de induccion
quimica respecto al control normal. B) se observo una disminucion altamente
significativa (p<0.001) de la apoptosis en el modelo de induccidn de hipoxia con

la camara de gases respecto al control normal.

7.7 Evaluacién de la viabilidad y apoptosis en el modelo de acidosis

Se analizé el efecto del microambiente acido sobre la viabilidad celular,
modificando el pH del medio (pH 6.5, 6.7 y 6.9). La viabilidad celular no se vio
afectada a ninguno de los tres pH evaluados a las 24 h pos tratamiento, a las 48
y 72 h cuando las células se exponian a pH 6.7 y 6.9, se observo un incremento
en la viabilidad celular (ver Figura 14) con diferencias estadisticamente
significativas (p<0.01). Por otro lado, la viabilidad celular se vio disminuida

cuando las células fueron expuestas al pH mas acido (6.5) tanto a las 48 como
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alas 72 horas.

Posteriormente se evalud la apoptosis midiendo la actividad de las caspasas.
Los resultados en este ensayo no mostraron cambios significativos, es decir, no
se observo una aumento o disminucidn de la apoptosis en ninguna de las tres
condiciones de acidez en ninguno de los tiempos evaluados, estos datos
siguieren que la actividad de las caspasas no se afecta en las condiciones de

nuestro ensayo, por lo menos en este rango de pH (6.5-6.9).
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Figura 14. Evaluacién de la viabilidad y apoptosis en el ensayo de
acidosis. A) Ensayo de viabilidad celular en el modelo de acidosis, se observo
un aumento de la proliferacion celular a los pH de 6.9 y 6.7 (p<0.001), a pH 6.5
se observo una disminucion de la proliferacion celular (p<0.01). B) Ensayo de
apoptosis en el modelo de acidosis, no se observaron cambios significativos

estadisticamente en la actividad de las caspasas con respecto al control normal.
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7.8 Evaluacion de la viabilidad y apoptosis en los modelos de estrés

Se evaluo la viabilidad cuando se indujo el efecto combinado de diferentes
niveles de acidez (pH 6.9, 6.7 y 6.5) en dos modelos de induccién de hipoxia.
Como podemos observar en la Figura 15, la combinacidon de estos dos factores
no altera la viabilidad celular en ninguno de los tiempos medidos en el modelo
de hipoxia quimica, no se observa un efecto sinérgico en la combinacion de
hipoxia quimica y acidez en la viabilidad celular. Sin embargo, cuando se utilizé
el modelo de camara de gases, se presentd un aumento en la proliferacion
celular en las combinaciones de pH a 6.9 y 6.7 en el tiempo de 48 h (p<0.01) y
a 72 h en la combinacion de pH 6.7, posteriormente se observo una disminucion
de la proliferacién en la combinacién de hipoxiay pH 6.9 y 6.5 a las 72 h. Estos
resultados son semejantes a los que se observaron en las mediciones
independientes de hipoxia y/o acidez. La combinacién de hipoxia quimica y pH
6.7 y 6.9 la apoptosis se mantuvo semejante al control incubado en condiciones
normales a las 24, 48 y 72 h. Mientras que la combinacion de hipoxia quimica y
pH 6.5 se observd una disminucion de la actividad de las caspasas a las 48 h,
manteniéndose esta disminucion hasta las 72 h. La combinacién de hipoxia con
camara de gases y pH 6.9 mostro un aumento de la apoptosis a las 72 h,
contrario a lo que se observo en el resto de las combinaciones (hipoxia camara
y pH 6.5 y 6.7 que se mantuvo semejante al control normal en todos los

tiempos evaluados.
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Figura 15. Evaluacién de viabilidad y apoptosis en los modelos de estrés
(hipoxia y acidez). Se evaluo¢ la viabilidad y apoptosis del efecto combinado de
hipoxia y acidez A) Ensayo de proliferacion en la combinacién de hipoxia
quimica y acidez, no se observa una diferencia entre la combinacion de los pH
analizados. B) Ensayo de proliferacion en la combinacion de hipoxia con
camara de gases y acidez, se observo un aumento en la proliferacion celular en
la combinacién de hipoxia con pH de 6.7 y 6.9 (p<0.01) a las 48 h vy
manteniéndose hasta las 72 h solo para el pH 6.7, mientras que para la
combinacion de hipoxia con pH 6.5 no se observo una diferencia significativa
respecto al control normal. C) Ensayo de apoptosis en la combinacion de
hipoxia quimica y acidez, se observo una disminucién de la actividad de las
caspasas en la combinacion de hipoxia y pH 6.5 esto con una diferencia
significativa (p<0.01) a las 48 h. D) Ensayo de apoptosis en la combinacion de
hipoxia con camara de gases y acidez, no se observaron diferencias
significativas al tiempo 0, 24 y 48 h, a las 72 h se observo un incremento en la
actividad de las caspasas en la combinacion de hipoxia y pH 6.9, esto con una
diferencia estadisticamente significativa. (** p<0.01, *** p<0.001)
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7.9 Western Blot

Para evaluar la respuesta a la exposicién de hipoxia a nivel traduccional se
extrajeron lisados de proteinas totales a las 0, 24, 48 y 72 h pos tratamiento se
cuantifico la proteina utilizando el método de Bradford y para ello se construyo
una curva de estandares. Una vez cuantificada la proteina se utilizaron 30 ug
para correr el gel de poliacrilamida al 12% (gel separador). Posteriormente se
realizé la transferencia del gel a la membrana de PVDF y se procedié con el
Western Blot, el resultado de la reaccion de quimioluminiscencia se muestra en
la figura 16. Los niveles de expresion de las proteinas HIF1a y GLUT1 fueron

analizadas en el modelo de hipoxia con camara de gases a las 24 h.

Hipoxia Normoxia

HIF 1 (95 kDa) e

Glut1(50 kDa) e ’

Actina(42 kDa) we=— .

Figura 16. Western Blot. En la imagen se observa las proteinas de interés
HIF1a y GLUT1 y como control endogeno (-actina, se observé una mayor
expresion de las proteinas de interés cuando eran expuestas a hipoxia con la
camara de gases (carril izquierdo), esto respecto al control normal (carril

derecho).
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7.10 Silenciamiento de oncogenes y genes supresores de tumor

Posterior a la estandarizacion del ensayo de silenciamiento génico (knockdown)
se realiz6 un ensayo final en formato de placa de 6 pozos para cada uno de los
genes silenciados, se realizo la extraccion de RNA total en células Caco-2 que
fueron tratadas con RNA de interferencia (iIRNA) para bloquear la expresion de
los genes KRAS, APC, Myc y P53 en cultivos de células incubadas en
condiciones normales y de hipoxia. Se logro la disminucion en la expresion de
las proteinas APC y TP53 a las 48 h (66 y 87%) y para las proteinas Myc vy
KRAS a las 72 h (73 y 95%). El rango de Knockdown para los 4 genes

silenciados fue de 66-95% (Figura 18). (Shan, 2010)

7.11 Analisis de los microarreglos de expresion génica

Se analizaron por microarreglos 16 muestras de cultivos celulares incubada a
diferentes condiciones (4x control (células sin tratamiento), 2x Combinacién
pH/Hipoxia+KRAS silenciado, 2x Combinacién pH/Hipoxia+APC silenciado, 2x
Combinacién pH/Hipoxia+Myc silenciado, 2x Combinacién pH/Hipoxia+p53
silenciado, 2x Ceélulas con hipoxia camara de gases y 2x Combinacion
pH/Hipoxia). Después de la estandarizacion del modelo de estrés (hipoxia y
acidez) y seleccion de los tiempos de silenciamiento para cada uno de los
genes evaluados, se realizo un ensayo de expresion génica global mediante la
técnica de microarreglos de expresion, previo a la realizacion de los

microarreglos de expresion se verifico la calidad e integridad de todas las
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muestras de RNA, utilizando un RNA LabChip de Agilent, todas las muestras
tuvieron un valor de RNA Integrity Number (RIN) = 8 (Figura 17). Después de
realizarse la normalizacion correspondiente mediante el método RMA (Roboust
Multi-array Average), los datos obtenidos por microarreglos se usaron para
obtener un perfil de expresion génica diferencial entre el conjunto de muestras
(sin tratamiento) y el conjunto de muestras (con tratamiento), esto utilizando los
datos del conjunto de sondas con una media de expresion mayor a 12 (fold
change) y que ademas fueran estadisticamente significativos (prueba t student
y de Kolmogorov con una p<0.05). Se obtuvo un perfil de aproximadamente
2298 genes diferencialmente expresados (Figura 19), este resultado con esta
gran cantidad de genes identificados nos sugiere que existe una gran similitud
entre las muestras analizadas, por eso no hay grandes cambios en el primer

analisis.
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Figura 17. Verificaciéon de la calidad e integridad de las muestras de RNA.
Gel virtual de muestras ejemplo de RNA integro observandose las bandas
correspondientes a 28s y 18s.
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Figura 18. Analisis de expresién del silenciamiento génico dirigido contra
los genes KRAS, APC, Myc y P53. A) Se observa el mayor porcentaje de
knockdown (95%) a la 72 h para la proteina KRAS. B) Se observa el mayor
porcentaje de knockdown (87%) a la 48 h para la proteina APC. D) Se observa

el mayor porcentaje de knockdown (73%) a la 72 h para la proteina Myc. D) Se

observa el mayor porcentaje de knockdown (66%) a la 48 h para la proteina
TP53.
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Clave de color

Figura 19. Perfil de expresion génica diferencial. El mapa de calor
representa los resultados del perfil de expresion genética diferencial obtenido
del analisis de expresion del conjunto de muestras sin tratamiento y después
del tratamiento (N=Células sin tratamiento, Myc=Combinacion pH/Hipoxia
camara de gases+tMyc silenciado, Hca=Hipoxia camara de gases,
pH/Hca=Combinacién pH/Hipoxia camara de gases, KRAS=Combinacién
pH/Hipoxia camara de gases+KRAS silenciado, p53=Combinacién pH/Hipoxia
camara de gases+p53 silenciado APC=Combinacién pH/Hipoxia camara de
gases+APC silenciado), cada columna debajo de los subtitulos significan el
numero de replicas realizadas, es decir, 4 replicas para el control Normal y 2
replicas para cada uno de los tratamientos. Los colores representan la

sobreexpresion (rojo) y sub expresion (verde).
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7.12 Analisis de filtrado con enriquecimiento estadistico

Posteriormente se realizé un segundo analisis realizando un filtrado usando los
datos del conjunto de sondas con una media de expresion mayor a 2 (fold
change) y ademas aumentando la significancia estadistica (prueba t student y
de Kolmogorov con una p<0.5x10"), esto para reducir el mayor nimero de
genes y determinar solo los genes altamente diferenciados. El resultado en este
nuevo analisis arrojo un perfil génico de 557 genes altamente diferenciados
sumados en todos los tratamientos evaluados (Figura 20). Se encontraron 125
genes en el silenciamiento de APC (92 sobre y 33 subexpresados), 166 genes
en el silenciamiento de P53 (151 sobre y 14 subexpresados), 153 genes en el
silenciamiento de Myc (137 sobre y 16 subexpresado), 35 genes en el
silenciamiento de KRAS (32 sobre y 3 subexpresados), pH/Hca 21 genes (20
sobre y 1 subexpresados), Hca 57 genes (54 sobre y 3 subexresados). Estos
genes tienen participacion en una amplia gama de diferentes vias de
sefializacion (integrinas, interleucinas, cadherinas, MAPK, p53, receptor de
EGFR y PI3K) y en vias metabolicas (biosintesis de alanina,

androgenos/estrogenos/progesterona, asparagina y aspartato y la glicolisis).

61




RESULTADOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia 'y pH) y el

silenciamiento de genes

N pH/Hca

Figura 20. Perfil de expresion génica del modelo de estrés y

Clave de color

silenciamiento. El mapa de calor es una representacion grafica del analisis
bioinformatico de cada uno de los experimentos analizados comparados contra
el normal (células sin tratamiento), donde se puede observar una gran similitud
de los resultados, debido a que hay una gran homogeneidad en los
tratamientos. (N=Células sin tratamiento, Myc=Combinacion pH/Hipoxia camara
de gases +Myc silenciado, Hca=Hipoxia camara de gases,
ph/Hca=Combinacion pH/Hipoxia camara de gases, KRAS=Combinacién
pH/Hipoxia camara de gases +KRAS silenciado, TP53=Combinacién
pH/Hipoxia camara de gases +p&3 silenciado APC=Combinacién pH/Hipoxia
camara de gases +APC silenciado). Cada columna sobre los subtitulos
significan el numero de replicas analizadas, es decir, 2 replicas para cada uno
de los tratamientos. Los colores representan la sobreexpresion (rojo) y sub

expresion (verde).
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713 Busqueda de funcién molecular y participacion en procesos

biolégicos

Con los datos de los microarreglos y con la ayuda del programa Panther
pathways, se realizo un analisis de procesos bioldgicos y funcion molecular de
los 557 genes altamente diferenciados. Los resultados de este analisis
destacan la participacion de 220 genes en procesos celulares (Ver figura 21y
22), conformando interesantemente cinco vias de sefalizacion principales: vias
de senalizacion de VEGF, RAS, PDGF y CCKR y la via de angiogénesis. Se
encontraron 200 genes con participacion en procesos metabdlicos
principalmente: biosintesis del grupo Hemo, degradacion de ornitina, biosintesis
de alanina, biosintesis de androgenos/estrogenos/progesterona, replicacion de
ADN, degradacion de 5-hidroxitriptamina, biosintesis de pirimidinas de novo,
metabolismo del piruvato, biosintesis de purinas de novo, biosintesis de 2-
araquidonoilglicerol, biosintesis de isoleucina y Glicolisis. Ademas 160-170
genes con funcién molecular principalmente de union que participan en vias de
sefializacion como: la via de sefalizacion del receptor EGF, regulacion del
citoesqueleto, cadherinas e integrinas y de actividad catalitica principalmente
con participacion en vias de sefalizacion tales como: receptores de unién a

proteinas G y via de las MAPK cinasas.
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PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 557 Total # process hits: 856

Adhesion
Regulacidén biolégica

Organizaciéon de componentes celulares
isg - Procesos celulares
1501 Procesos de desarrollo
] [ Procesos del sistema inmune
200 B Localizacién
%] I Locomocién
Il

Genes

. Procesos metabdlicos
Procesos multicelulares
Reproduccion
category Respuesta a estimulos

Figura 21. Procesos biolégicos con participacion de los genes

o

diferencialmente expresados. Los procesos biolégicos encontrados en el
analisis realizado en panther a los 557 genes arrojo participacion principalmente
en vias celulares y procesos metabdlicos (recuadros negros), con una

participacion de mas de 200 genes.

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 557 Total # function hits: 416

. Unidén

- D Actividad catalitica
Regulacion de la actividad de canales
B Actividad de receptores
- B Actividad de transductor de sefial
$ O Actividad estructural
Actividad de regulacion de traduccién

Actividad de transporte

10
0 .-.

Category

Figura 22. Resultado de analisis de funcion molecular de los genes
diferencialmente expresados. Se encontré en el analisis de funcidn geénica
realizado a los 557 genes una participacion principalmente de genes de union y
con actividad catalitica.
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A partir de los 557 genes identificados en el segundo filtrado del analisis
anterior, se realizé un diagrama de Venn para determinar los genes en comun
en todos los tratamientos evaluados, este analisis redujo a un menor numero de
genes, identificandose 16 genes en los 5 tratamientos evaluados (Figura 23).

De los 16 genes que es encontraron 14 genes estan sobreexpresados y 2
subexpresados, se realizé un heatmap (Figura 24) y una busqueda de funcién

de cada gen encontrado (Tabla 4).

7.14 Analisis Ontologico

Se realiz6 también un analisis ontolégico a partir de los 557 genes
diferencialmente expresados identificados en el filtrado con ayuda de diferentes
programas tales como: GOrilla (Gene Ontology enRIichment analLysis and
visuaLizAtion tool) y REVIGO (reduce + visualize Gene ontology), para la

busqueda de la participacién de los genes en vias metabdlicas afectadas.
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Tp53

JAN

Figura 23. Diagrama de venn. En el diagrama de venn se destaca 16 genes
que se encuentran presentes en todas las muestras analizadas en los
diferentes tratamientes (Myc=Combinacion pH/Hipoxia cadmara de gases +Myc
silenciado, = pH/Hca=Combinacion = pH/Hipoxia camara de  gases,
KRAS=Combinacion pH/Hipoxia camara de gases +KRAS silenciado,
p53=Combinacion  pH/Hipoxia camara de gases +pb3 silenciado

APC=Combinacion pH/Hipoxia camara de gases +APC silenciado).
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Figura 24. Mapa de calor de la firma génica obtenida. El mapa de calor
representa los 16 genes identificados en el analisis de expresion génica

realizado en el modelo de estrés (hipoxia y acidez) y silenciamiento de genes.
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GEN Funcién
FAM110C Unién de alfa tubulina
MIR210HG Regulacién de expresiéon génica
LOX Unién de iones cobre
CXCR4 Receptor de quimiocinas
ANKRD37 Migracion e invasion
SLCG6AS8 Transportador dependiente de glucosa
AQP10 Proteina de membrana facilita el transporte de agua
LGALS14 Senalizaciéon de moléculas
SPG4 Transporte
TXNIP Regulador del metabolismo celular
FXYD3 Actividad de canal iénico y unién
ANPEP Relacionado a vias del sistema inmune
BNIP3L Homodimerizacion de proteinas
BNIP3 Sefalizacion
ATP8B2 Actividad ATPasa
uTrs2 Vasoconstrictor

Tabla 4. Funcion molecular de los genes de la firma génica obtenida por

microarreglos de expresion.
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En el analisis ontologico se encontré6 genes que participan principalmente en
procesos bioldgicos relacionados a regulacion biolégica, procesos metabdlicos,
respuesta a estimulos, procesos del sistema inmune, dentro de los procesos
metabalicos se encontrd principalmente genes participando en metabolismo de
lipidos, procesos de oxido reduccion, procesos catabdlicos, procesos
relacionados a metabolismo glicolitico, ademas se encontr6 genes que
participan en respuesta a hipoxia (Figura 25).

Finalmente y en forma de correlacion de los resultados anteriormente descritos,
se encontré un perfil de expresidn de 16 genes inducibles por estrés (hipoxia y
acidez) y afectados por el silenciamiento de genes conductores de tumor, seis
de estos genes coinciden con lo reportado por Sorensen en el 2015. De este
perfil de 16 genes se destaca principalmente al gen TXNIP, ya que no ha sido
reportado como un gen sensible a hipoxia, algunos de los otros genes ya
empiezan a ser reportados como genes inducibles por hipoxia (MIR210HG).

En el analisis ontologico realizado a partir de 557 genes diferencialmente
expresados se encontrd principalmente la sobreexpresion de genes con una
importante participacion en el metabolismo celular. Se encontré6 genes
involucrados en metabolismo de lipidos (sintesis y degradacién), metabolismo
glicolitico (Figura 26).

Estos hallazgos son sobresalientes ya que en los trabajos mas recientes solo se
enfocan a reportar genes blanco de hipoxia sin relacionarlos a la funcion que

cumplen dentro de los procesos celulares normales.
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Procesos
biolégicos
Regulacion Procesos Respuesta a Procesos del
biolégica metabélicos estimulos sistema inmune
Respuesta a hipoxia
BNIP3 CLDN3
BNIP3L CPEB2
= PLOD2 AJUBA
Metabélismo de lipidos Procesos de éxido Procesos catabélicos Proceso metabdlico NDRG1  pmp2
AKRIC3  ACATL BNIP3 glucdlitico CXCR4  CCNBL
ACOTS ACSS2 reduccién
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AFP ADM ALDH7A1 ALDH3B1 AHCY  aqQp3
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Figura 25. Diagrama del analisis ontolégico de genes con participacién en
diferentes vias metabdlicas. Mediante el analisis ontolégico realizado en
GOirilla se encontraron cuatro procesos biolégicos importantes en los cuales
participan la gran mayoria de los genes analizados (cuadros de color verde,
celeste, rosa y azul), se resaltan la particion de genes en procesos metabdlicos
(cuadros celestes) dentro de los procesos metabdlicos en los cuales participan
los genes se encuentran metabolismo de lipidos, procesos de oxido-reduccion,
procesos catabolicos y del metabolismo glucolitico, en seguida se enlistan los

genes con mayor participacion.
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Figura 26. Esquema de integracion de resultados. En el esquema se
observa en recuadros rojos los principales genes encontrados que tienen una
importante participacion en el metabolismo de Ila célula tumoral,
mayoritariamente en la sintesis o degradacion de lipidos y en los procesos de
glucolisis; la glucosa tiene un importante papel en el metabolismo, porque es

requerida para todos los procesos celulares.
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CAPITULO 8

Discusién

Existen diversas investigaciones en las que utiliza la induccion de hipoxia in
vitro con uno o ambos de los meétodos anteriormente descritos (induccidn
quimica y deplecion de oxigeno). Y por lo general, la forma de verificar el
modelo de hipoxia es a través de la elevacion de la expresion de HIF1a, sin
embargo, en muy pocas ocasiones se hace el analisis de otros genes sensores
de hipoxia y no analizan el efecto metabdlico que se genera (Messineo et al.,

2016; Zuo et al., 2016)(Talita Antunes Guimaraes, 2016).

En general observamos que no existe diferencia estadisticamente significativa
entre el uso de ambos modelos evaluados, sin embargo, si encontramos
diferencias estadisticas altamente significativas (p<0.01) entre los tiempos
evaluados, los niveles del gen HIF1a se elevan en ambos modelos, como
respuesta a la hipoxia. Sin embargo, cuando se analiza la expresion del resto
de los genes se observa una expresion variable en los diferentes tiempos
evaluados, por ejemplo a las 6 h en el modelo de CoCl,, se observa la mayor
expresion de todos los genes evaluados, dicha expresion disminuye y tiende a

la normalizacion en los tiempos mas prolongados (48 y 72 h).

72




DISCUSION

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia 'y pH) y el
silenciamiento de genes

Contrastando con el modelo de la camara de gases en donde el aumento de la
expresion es gradual y mantenida hasta las 72 h. Esto indica que, en el modelo
quimico, las células normalizan el sistema rapidamente (3 a 6 h) y el efecto del
CoCl, es rapidamente eliminado. Mientras que en el modelo de camara de
gases las células se van adaptando lentamente al cambio observandose un
efecto dependiente del tiempo y el efecto metabdlico en respuesta a hipoxia es
mantenido. Nuestros resultados demuestran un patron de expresion consistente
en la expresion génica inducida por hipoxia en la camara de gases en el modelo

in vitro.

Estas observaciones deben considerarse cuando se va a seleccionar alguno de
estos modelos y considerar si el efecto que se desea cuantificar se analizara en
las primeras horas (3 a 6 h) o a tiempo mas prolongado (Zeng et al., 2011).
Existen muchos reportes en la literatura en los que han utilizado el modelo
quimico y la evaluacion de la expresion de genes de interés la realizaron a las
72 h. Es altamente probable que las observaciones que se obtuvieron no son
validas ya que las mediciones se realizaron cuando el efecto de hipoxia no
existia.

El analisis estadistico realizado comparando los tratamientos (hipoxia quimica e
hipoxia con disminucion de los niveles de oxigeno) no mostro diferencia
significativa entre los modelos evaluados, sin embargo, si hubo diferencia

significativa entre los tiempos (0, 3,6,24,48 y 72 h); debido a esto es muy
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importante la seleccion del tiempo para asegurarnos de obtener los mismos

efectos en la induccion de hipoxia.

Existe un trabajo reportado por Danli Wu en el 2011 donde se describen ambos
métodos y como validarlos, pero solo menciona la cuantificacién de HIF1a
como marcador de hipoxia (Wu & Yotnda, 2011). Esta es la primera vez que
ambos modelos se comparan en diferentes condiciones ademas de evaluar un
mayor numero de genes la expresion inducida por HIF1a, encontrando que el
efecto de induccion de hipoxia es sensible al tiempo y este es diferente en los

modelos evaluados.

En un estudio in vitro se demostro que CA9 es hasta 100 veces regulada
positivamente bajo hipoxia en células FaDu (Sorensen et al., 2007). Esta
diferencia podria deberse a la alta heterogeneidad en el tumor, con areas no
solo caracterizadas por bajo nivel de oxigeno sino también por bajo pH. Estos
datos son similares con nuestros resultados, CA9 fue el gen que mayor

sobreexpresion mostro en los ensayos de induccion de hipoxia (ver figura 10).

Zeng en el 2011 reportd resultados de viabilidad y apoptosis similares a lo

encontrado en el presente trabajo.

HIF1a regula genes blanco en diversas vias bioldgicas, principalmente y bien
caracterizados estan involucrados genes en la regulacion del suministro de
oxigeno y su utilizacion a través de la angiogénesis. Con el fin de coordinar el

uso mas eficiente del oxigeno por la célula, HIF1a activa genes importantes de
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reprogramacion metabdlica que cambia la dependencia energética de la alta
demanda de oxigeno y la glucdlisis. Los genes que codifican esencialmente
todas las enzimas glicoliticas estan directamente regulados por HIF1a (Benita
et al., 2009, Semenza, 2012). HIF1a también regulan genes blanco que
aumentan la distribucion del suministro de oxigeno disponible, tales como EPO,
VEGF vy sus receptores FLT1 y FLK1, asi como END1 y ANGPT1 (Takeda et

al., 2004).

Ademas de las vias importantes para el mantenimiento de la homeostasis del
oxigeno, Ademas, HIF1a regula genes implicados en la autofagia, la apoptosis,
la homeostasis redox, la inflamacion, respuesta inmune, autorenovacion,

metastasis e invasion (Wenger et al, 2010).

En este estudio, se evalud la expresion génica global de la lineas celular de
Adenocarcinoma colorectal humana (Caco-2) expuesta a una concentracion de
oxigeno (1%) y a un pH de 6.7 y silenciando 4 genes individualmente se analiz6
mediante microarreglos para identificar genes regulados positivamente por

hipoxia.

Se utilizaron los datos de expresion de genes de microarreglos Affymetrix (U133
Plus v2.0), para identificar una firma de 16 genes sensibles a hipoxia. Se utilizé
un enfoque de analisis con diferentes criterios, que permitid distinguir genes de
cada tratamiento, se buscaron conjuntos de genes comunes a través de los

diferentes tratamientos(Digrama de venn). Estos 16 genes componen un perfil
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hipéxico no influenciado por factores micro ambientales (CXCR4, SPAG4,
LGALS14, LOX, ATP8B2, FXYD3, FAM110C, PPBP, ANPEP, BNIP3L, BNIP3,
MIR210HG, SLC6A8, ANKRD37, AQP10, UTS2) presentes en todas las
combinaciones analizadas (pH-Hca-KRAS, pH-Hca-TP53, pH-Hca-Myc, pH-
Hca-APC). Por lo tanto, los genes que estan regulados positivamente por
hipoxia independientemente de otros factores en el microambiente pueden ser

marcadores mas consistentes de hipoxia tumoral.

Voellenkle en el 2016 reportd 5 genes (H19, MIR210HG, MEGY9, MALAT1 y
MIR22HG) inducidos por hipoxia (RNA-sequencing), primer trabajo que reporta
la sobreexpresion del ARN no codificante largo (MIR210HG) inducido por
hipoxia, el ARN no codificante largo (MIR210HG), también se encontré dentro
de nuestros genes sensibles a hipoxia.

Sorensen et. Alabama. en 2015 informd una firma de 15 genes de hipoxia
regulada como un perfil de hipoxia universal en varios tipos de células
cancerosas. Nuestros datos se correlacionan con los genes LOX, ANKR37,
BNIP3L. Estos datos sugieren que estos tres genes estan altamente regulados
por el efecto de la hipoxia. Por lo tanto, proponemos que los genes LOX,
ANKR37, BNIP3L podrian agregarse potencialmente como genes universales
de hipoxia junto con HIF1a, EPO, VEGF, GLUT1, CA9 y LDH ya ampliamente

estudiados.

BNIP3 es un gen pro-apoptotico, se sobre-expresa en diversos tipos de cancer,

Singers en el 2015 lo reporta como un gen inducible por hipoxia, su papel es
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controversial se hipotetiza que la hipoxia genera mutaciones que modifica su
funcién pro-apoptotica, generando tumores resistentes a terapia.

Morrison en el 2014 report6 al gen TXNIP como un gen supresor de tumor, ya
se ha asociado a diferentes tipos de cancer, sin embargo, no se ha reportado
como un gen sensible de hipoxia, este trabajo, seria el primer reporte que
muestre evidencia de ser un gen inducible por hipoxia.

Hay pocos trabajos que reportan la asociacion de genes con participacion
metabdlica que son inducidos por estrés (hipoxia y acidez) Bogaerts et al,
2013.

Este trabajo esta enfocado en la busqueda de genes con participacion en
procesos metabalicos influenciados por condiciones de estrés (hipoxia y acidez)
y silenciamiento de genes. La interpretacion funcional de genes significativos en
el contexto de las redes moleculares y la relevancia de las vias candnicas se
gener6 mediante el uso de Panther, GOrrila y REVIGO. Los genes regulados
positivamente después del tratamiento (hipoxia y acidez) se detectaron en las
vias relacionadas al metabolismo, regulacién de procesos bioldgicos, respuesta
a estimulos y de respuesta a sistema inmune. Si bien la mayoria de los genes
estaban implicados en las rutas de glucdlisis, sintesis y degradacion de lipidos,

oxido reduccion y de respuesta a hipoxia.

Singers en el 2015 reporta nuevos genes blanco de hipoxia, pero sin
relacionarlos a la funcién metabdlica que desempefan.
En nuestro trabajo se muestra evidencia de nuevos genes blancos de hipoxia y

su participacion en diferentes vias metabolicas (Figura 26).
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Seria importante aprender mas sobre la funcion de los sensores de oxigeno y
genes clave en el metabolismo en condiciones de hipoxia y estrés, asi como
también son necesarios estudios de expresion y de metilacion para ampliar el
conocimiento en esta area y para evaluar mejor el efecto de la hipoxia en los

mecanismos de progresion de cancer y metabolismo de las células tumorales.
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CAPITULO 9

Conclusiones

En el presente estudio se realiz6 la implementacion de dos modelos
de hipoxia (hipoxia quimica e hipoxia mediante deplecion de los
niveles de oxigeno), ademas de un modelo de acidez in vitro, los
cuales fueron validados a través de la sobre expresién nivel
transcripcional del gen HIF1 ademas de 5 genes sensibles a hipoxia
(EPO, VEGF, LDH, CA9, GLUTT1). El modelo quimico presento una
sobreexpresiéon en forma temprana (6 h), contrario al modelo de
induccion de hipoxia con camara de gases que la sobreexpresion se
vio favorecida con el tiempo y esta se mantuvo hasta las 72 h.

Se determino que la viabilidad se ve favorecida en el modelo de
induccion de hipoxia con camara de gases, mientras que en la hipoxia
quimica no hay diferencias en la viabilidad celular esto con respecto
al control normal.

En el modelo de hipoxia con camara de gases la apoptosis
disminuyo, estos datos sugieren que la concentracion de oxigeno es
necesaria para la iniciacion de apoptosis.

Se logro el silenciamiento de 4 genes asociados a cancer, ademas de
determinar el efecto cuando existe la sub expresion de estos genes y
estan expuestos bajo condiciones de hipoxia y acidez, identificandose

una firma de 16 genes blanco de hipoxia mediante el analisis de la
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expresion génica global en los diferentes grupos de tratamientos
(Normal, Hipoxia, Hipoxia/pH, Hipoxia-pH-genes silenciados).

Se logro identificar genes altamente diferenciados que participan
principalmente en vias metabdlicas (metabolismo de lipidos, procesos
de degradacion, procesos de Oxido reduccidn, degradacion de
moléculas pequenas).

Los resultados sugieren que bajo las condiciones evaluadas, el estrés
(hipoxia y acidez) del microambiente permite la activacion de diversas
vias que involucran el metabolismo de la célula tumoral,
principalmente la via de sintesis/degradacion de lipidos.

En este estudio in vitro se identificaron genes que regulados positiva o
negativamente por la hipoxia con influencia de pH acido (pH 6.7). Los genes
identificados aqui representan nuevos potenciales candidatos para
marcadores de hipoxia junto con HIF1a, EPO, VEGF, GLUT1, CA9 y LDH ya
ampliamente estudiados. Ademas de que el hallazgo de la via metabolica
mas afectada por estas condiciones fue la de sintesis y degradacion de
lipidos, que esta poco analizada y puede ser una area con mucho potencial

para estudios futuros.
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Anexos

Protocolos

Expansion de células (CaCo-2)

1.

2.

Descongelar un vial de células CaCo-2 (-80°C)

ARadir en un tubo falcon de 15 ml con 5 ml de medio de cultivo
Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos

Resuspender el boton de células en 1 mL de medio de cultivo DMEM
Colocar en una botella de T75 10 mL de medio mas 1 mL de donde se
resuspendieron las células

Incubar las células a 37° Cy 5% COa..

Induccién de Hipoxia (camara de gases)

1.

2.

Plaquear 150 000 células por pozo en una placa de 6 pozos.

Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran

Abrir ambos puertos de entrada y salida de la camara de hipoxia
Conectar el tubo de entrada del puerto de Tygon a una fuente que
contiene la mezcla de gas deseada (5% Didéxido de carbono, 1%
Oxigeno y 94% de Nitrogeno).

Dejar los dos puertos de la camara abiertos durante este procedimiento.
ADVERTENCIA: No exceda de 2 psi por encima de la presion
atmosférica dentro de la camara de hipoxia.

Purgar la camara a una velocidad de 20 litros/minuto (2 psi) de 4-5

minutos.
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8. Después que la camara ha sido purgada, desconecte la fuente de gas.
9. Coloque la camara en una incubadora a 37° Cy 5% CO; a los diferentes

tiempos de incubacion deseada.

Induccién de Hipoxia quimica (CoCly)
e Preparar un stock de cloruro de cobalto (CoClz) 25 Mm
e Agregar 4 pL del un stock de cloruro de cobalto a un mL de medio de
cultivo (DMEM) para tener una concentracion de 100 yM.

e Calcular el volumen que se va a utilizar en cada ensayo

NOTA: La solucién de cloruro de cobalto debe ser preparada en el momento.

Modificaciéon de pH del medio de cultivo
Preparar soluciones stock de los buffer MOPS y HEPES a una concentracion de
25 Mm, agregar 10 mL de buffer en 40 mL de medio de cultivo.

Medir pH con un potenciometro y ajustar al final el pH deseado con HCI 1 M.

Protocolo extraccion de ARN con trizol
1. Centrifugar la pastilla de células a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C;

remover el sobrenadante y desecharlo.

N

Agregar 800 pL de trizol y agitar hasta disolver la pastilla
3. Agregar 200 pL de cloroformo.

4. Agitar vigorosamente 15 segundos e incubar 10 minutos.
5. Centrifugar a 15000 rpm por 15 minutos a 4°C.

6. Transferir la fase acuosa a un tubo con 500 pL de isopropanol.
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7. Invertir cuidadosamente e incubar 1 hora a -20°C.

8. Centrifugar a 15000 rpm por 10 minutos a 4°C vy descartar
sobrenadante.

9. Agregar 1 mL de etanol a 70% y desprender la pastilla agitando
suavemente.

10. Centrifugar a 7600 rpm por 5 minutos a 4°C; descartar sobrenadante
hasta sequedad.

11. Dejar evaporar completamente el etanol.

12. Agregar 40 yL de agua libre de nucleasas, resuspender el pellet por
pipeteo.

13. Cuantificar el ARN y almacenar a -20°C 6 a -70°C hasta su uso.

Purificacion del ARN en columna “RNeasy MinElute cleanup kit Qiagen”
1. Preparar el mix DNasa y buffer
2. Mezclar por cada muestra en un tubo de microcentrifuga
» 87.51Lde ARN
» 10 Y L de buffer RDD
» 2.5 1L de solucion de stock de DNasa |
Hasta completar un volumen total de 100 ¥ L.
3. Incubar la mezcla 10 min a TA.
4. Adicionar 350 Y L de buffer RTL y mezclar.

5. Agregar 250 Y L de alcohol etilico absoluto y mezclar por pipeteo.
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6. Transferir la mezcla (700 ¥ L) a la columna dentro del tubo, cerrar la tapa
y centrifugar a 8000 g por 20 s. Descartar el tubo y poner uno nuevo.

7. Adicionar 500 Y L de buffer RPE a la columna y centrifugar a 8000 g por
20 s. Descartar el tubo y poner uno nuevo.

8. Agregar 500 YL de alcohol etilico al 80% y centrifugar a 8000 g por 2
min. Descartar el tubo y poner uno nuevo.

9. Con la tapa abierta centrifugar la columna a toda velocidad por 5 min.
Descartar el tubo y poner la columna en un tuvo nuevo de 1.5 mL.

10. Adicionar 14 YL de agua libre de RNasa en el centro de la columna
(caliente a 60°C) y centrifugar durante 1 min a maxima velocidad.

11.Repetir el mismo paso utilizando el mismo eluido para obtener un ARN
mas concentrado.

12. Almacenar la muestra a -80°C.

Retrotranscripcion (RT-PCR)
1. Preparar la reaccion de acuerdo a la siguiente tabla
2. Use hasta 2 uyg de ARN total para una reaccion de 20 pyL de volumen
final.

3. Prepare un master mix 2x usando los componentes siguientes:
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Componente Volumen por reaccion (uL)
RT buffer 10x 2.0
dNTP’s mix 2x (100mM) 0.8
RT Random primers 10x/Oligo 0
dt
MultiScribe Transcriptasa 10
Reversa
RNase Inhibitor 1.0
Agua libre de nucleasas 3.2
Volumen final por reaccién 10.0

4. Agregar 10 pL del master mix a 10 yL de A RNA la concentracién elegida
(100- 1000 ng/uL)

5. Correr el siguiente programa del termociclador

Paso 1 Paso 2 Paso 3 Paso 4
Temperatura 25 37 85 4
Tiempo 10 min 120 min 5 seg 0

Reacciéon de qPCR con SyBr Green

1. Preparar el siguiente mix de reaccién para cada par de primer.

Componente Volumen (pL)
Agua 1.5

Primer F 1

Primer R 1

Master Mix 2x 5

cDNA 1.5

Volumen total 10
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2. Poner la reaccion de qPCR en el equipo Light Cycler 480

Protocolos Western Blot

Extraccion de proteinas

1. Quitar medio de cultivo a la caja de cultivo.

2. Lavar con PBS frio.

3. Agregar un volumen 1:1 de buffer RIPA'y complete
4. Raspar con scraper toda la botella

5. Recuperar el liquido en un tubo falcon de 15 mL

6. Sonicar 30 segundos.

7. Almacenar el extracto a -80 hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas

Método de Bradford en microplaca

1.

2.

Prepara una solucion stock de BSA 1mg/mL

Diluir 1:1 la para tener una solucion de 0.5 mg/mL

Pipetear los volumenes de la siguiente tabla en una microplaca (todos los
puntos se realizan por duplicado)

Leer la microplaca en un lector de ELISA a 595 nm.

Construir la curva estandar , calcular la R? y la ecuacion de la recta para

calcular la concentracion de las muestras.
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Concentracion de BSA Reactivo de Bradford (pL)
, H,0 (uL) 0.5 mg/mL o

proteina pg/mL (uL) (dilucién 1:5)

0 40 0 180

0.5 39 1 180

1 38 2 180

1.5 37 3 180

2 36 4 180

25 35 5 180

3 34 6 180

Muestra

(directa) 39 1 180

Preparacién de geles de acrilamida
1. Montar el casete
2. Preparar la solucion mezclando todos los reactivos excepto TEMED

y APS, segun el porcentaje del gel (ver tabla siguiente):

Gel H.O Acrilamida/Bis Buffer* SDS 10%
(mL) | (mL) (mL) (mL)
porcentaje
4% 6.1 1.3 25 0.1
6% 5.4 2.0 25 0.1
8% 4.7 27 25 0.1
10% 4.1 3.3 25 0.1
12% 34 4.0 25 0.1
14% 27 4.7 25 0.1
16% 2.1 5.3 25 0.1

*Gel separador — Tris HCI 1.5 M pH 8.8

*Gel separador — Tris HCI 0.5 M pH 6.8
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2. Agregar a la mezcla

Gel separador: APS 100 yL, TEMED 10 pL.

Gel concentrador: APS 100 pyL, TEMED 20 pL.

3. Preparar y dejar polimerizar el gel separador por lo menos 30
minutos, preparar y dejar polimerizar el gel concentrador.

4. Las muestras se descongelan y se mantienen en hielo, cada carril de
gel se carga con 30 ug de proteina se mezcla con Laemmli Sample
Buffer hasta un volumen final de 20 yL por pozo, las muestras se
someten a calentamiento (94°C) para desnaturalizarlas.

5. Cargar muestras y marcador Precision Plus Protein All Blue
Standards.

6. Correr el gel en buffer de corrida a 120 V por aproximadamente 2 h

7. Al termino de la corrida, sacar el gel y ponerlo a equilibrar en buffer
de transferencia frio aproximadamente 15 minutos.

8. Cortar la membrana y ponerla en metanol 15 segundos, agua 2
minutos y en buffer de transferencia 10-15 minutos.

9. Pasado este tiempo hacer el sandwich gel-membrana

10. Iniciar corrida de transferencia 30 V durante toda la noche en frio.

Revelado de membrana
1. Prender el equipo Chemi doc (Biorad), camara y computadora.
2. Ajustar zoom, nitidez y abrir el iris utilizando una plantilla de

fluorescencia.
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Mezclar buffer A 'y B en la misma proporcién (1:1) agregar sobre la
membrana y dejar incubar 5 minutos en la oscuridad.

Poner la membrana dentro del equipo, seleccionar tiempo de exposicion
(50, 80 y/o 120 segundos).

Guardar imagen en formato .JPG.

Protocolo de Viabilidad Celular

Kit CellTiter-Glo

1.

Sembrar 15000 células por pozo en una placa blanca de 96 pozos fondo
claro.

Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran a la placa.
Preparar medio acidificado a pH 6.7, 6.5 y 6.9 y agregar CoCl, a una
concentracion de 100 uM por pozo 6 colocarlo en la camara de hipoxia y
dejar incubar por 0, 24,48 y 72 h.

Pasado los tiempos de incubacién, equilibrar la placa a temperatura
ambiente aproximadamente 30 minutos.

Agregar un volumen del reactivo CellTiter-Glo (por ejemplo 100 pL de
medio con células y 100 pL de reactivo)

Mezclar por dos minutos la placa

Hacer la lectura en el equipo Glomax.

Protocolo de Apoptosis

Kit Caspase Glo (3/7)

89



ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia 'y pH) y el

silenciamiento de genes

. Sembrar 15000 células por pozo en una placa blanca de 96 pozos fondo

claro.

Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran a la placa.
Preparar medio acidificado a pH 6.7, 6.5 y 6.9 y agregar CoCl, a una
concentracion de 100 uM por pozo 6 colocarlo en la camara de hipoxia,
dejar incubar por 0, 24,48 y 72 h.

Pasado los tiempos de incubacién, equilibrar la placa a temperatura
ambiente aproximadamente 30 minutos.

Agregar un volumen del reactivo Caspase Glo (3/7) (por ejemplo 100 uL
de medio con células y 100 pL de reactivo)

Mezclar por dos minutos la placa

Hacer la lectura en el equipo Glomax.

RNA de interferencia

1.

2.

3.

4.

Sembrar 20 000 células por pozo en una placa de 96 pozos

En un tubo preparar un mix de complejo de transfeccion (Agente
transfectante + iRNA para el gen de interés) en medio Optimem, incubar
a temperatura ambiente de 10 — 15 minutos.

Agregar 100 yL del complejo de transfeccion a las celular plagueadas en
cada pozo.

Incubar durante 24,48y 72 h
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5. Verifique el silenciamiento del gen de interés mediante gPCR, midiendo
la expresion de los controles incluidos en el Kit (control positivo GAPDH,
control Negativo Scramble), ademas de incluir controles de células sin
tratamiento, células solo con agente transfectante y células solo con

iRNA.

Microarreglos de expresion génica

Preparacion de los controles de Poly A
1. Colocar el Buffer de dilucién y el control de Poly A, a temperatura
ambiente durante 15-20 minutos hasta que se descongelen
completamente.

2. Prepare las diluciones del control poly A como se indica en la siguiente

tabla:
Total RNA Serial Dilutions Volume of 4t Dilution
InpUtAmOUnt e Dilution 2% Dilution 3 Dilution 4w Dilution to Addto Total RNA
50 ng 1:20 1:50 1:50 1:20 2L
. 100 ng 1:20 1:50 1:50 1:10 2L
‘ 250 ng 1:20 1:50 1:50 1:4 2L
. 500 ng 1:20 1:50 1:50 1:2 2L

3. Las muestras de ARN debera ser mezclada con el la dilucién del control

dependiendo de la concentracién inicial de ARN.

Por ejemplo para preparar diluciones de Poly-A para 100 ng de ARN total:
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a. Agregue 2 pL del stock del control de Poly-A a38 pL del buffer de

dilucién para la primera dilucion (1:20).

b. Agregue 2 pL de la primera dilucion a 98 pL de buffer de dilucién

Poly-A para preparar la segunda dilucion (1:50).

c. Agregue 2 uL de la segunda dilucion a 98 pL de buffer de dilucion

Poly-A para preparar la tercera dilucion (1:50).

d. Agregue 2 pL de la tercera dilucion a 18 yL de buffer de dilucién

Poly-A para preparar la cuarta dilucion (1:10).

e. Agregue 2 uL de la cuarta dilucion a 100 ng 98 de ARN total. El
volumen final de ARN total con el control de poly A diluido no debe

ser mayor a 5 L.

Preparacién de ARN Total
Es necesario verificar la calidad e integridad del RNA total mediante el uso de
Agilent 2100 Bioanalyzer con un ARN LabChip Kit o equivalente, el valor del

ARN Integrity Number (RIN) debe ser 28.

Sintesis de la primera cadena
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1. Prepare el master mix de la primera cadena como se describe en la

siguiente tabla:

Component Volume for One Reaction
3' First-Strand Buffer 4 uL
3' First-Strand Enzyme 1uL
Total Volume 5 uL

2. Agregue la alicuota de master mix a cada tubo con el ARN total

3. incube por 2 h a 42°C, después 2 min at 4°C.

Sintesis de la segunda cadena

1. Prepare el master mix de la segunda cadena como se indica en la

siguiente tabla:

‘ Component Volume for One Reaction
Nuclease-free Water 13 pL

[ 3' Second-Strand Buffer S uL

[ 3' Second-Strand Enzyme 2 pL

[ Total Volume 20 L

2. Incube por 1 hora a 16°C, después 10 minutos a 65°C y 2 minutos a 4°C.

Sintesis del cRNA marcado mediante la transcripcion in vitro

1. Prepare el master mix IVT de acuerdo a la siguiente tabla:

Component Volume for One Reaction
3" IVT Biotin Label 4 uL

' 3' IVT Buffer 20 pL

‘ 3" IVT Enzyme 6 uL

' Total Volume 30 pL
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3. Incube de 4-16 h a 40°C, después a 4°C.

Purificacion del cRNA marcado

1. Mezclar las perlas de purificacion, agregar 100 yL de perlas a cada 60 pL
de muestra de cRNA mezclar y transferir a una placa, incubar por 10
minutos.

2. Colocar la placa sobre el stand magnético e incubar 5 minutos, descartar
sobrenadante y mantener la placa en el stand magnético.

3. Agregar 200 pL de etanol al 80% e incubar por 30 segundos, descartar
lentamente el etanol, repetir el paso 1 y 2 hasta completar 3 lavados.
Secar al aire por 5 minutos.

4. Remover la placa del stand magnético y agregar 27 yL de agua libre de
RNAsa precalentada e incubar 1 minuto.

5. Mezclar por pipeteo 40 veces, colocar la placa en el magneto por 5

minutos, transferir el sobrenadante a un tubo nuevo

Cuantificacion del cRNA

Cuantificar el cRNA marcado con nanodrop, se requiere al menos 15 ug de
cRNA en 32 pL.

Fragmentacion del cRNA

1. Preparar la cantidad de cRNA marcado en hielo (468.75 ng/ pL minimo

por pL).

94




ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia 'y pH) y el
silenciamiento de genes

2. Preparara la reaccion de fragmentacion como se indica en la siguiente

tabla.
Component 49 or 64-Format 100 or 81/4- 169, 400-Format,  Array Strip
Format or Array Plate
' Labeled cRNA 15 ug 12 g 12 ug 7.5 ug 9.4 ug
(in 32 pL) (in 25.6 pL) (in 25.6 L) (in 16 pL) (in 20 pL)
v 3' Fragmentation Buffer 8 uL 6.4 uL 6.4 pL 4 L 5uL
' Total Volume 40 pL 32 uL 32 uL 20 L 25 pL

3. Incubar 35 minutos a 94°C y 4°C por 2 minutos, centrifugar y colocar en

hielo.
Hibridacién
1. Prenda el horno de hibridacion de Affymetrix® a una temperatura de
45°C y 60 rpm.
2. Equilibre los arreglos a temperatura ambiente antes de su uso, marque

cada arreglo con el nombre de la muestra con el que sera equilibrado.

3. Prepare el master mix de hibridacion de acuerdo a la siguiente tabla:

Component 49 or 100 or 169 or Final
64-Format 81/4-Format 400-Format Concentration

Control Oligo B2 (3 nM) 3.7 uL 3.3uL 1.7 L 50 pM

. 20X Hybridization Controls 11 pL 10 pL 5uL 1.5, 5, 25, and 100 -
(bioB, bioC, bioD, cre) pM respectively

' 2X Hybridization Mix 110 pL 100 pL 50 pL 1X

. DMSO 22 plL 20 pL 10 pL 10%

‘ Nuclease-free Water 439 pL 40 pL 20 pL

. Total Volume 190.6 pL 1733 pL 86.7 pL
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4. Agregue 200 pL de mix de pre-hibridacion, incube de 30-40 minutos a
45°C y 60 rpm.

5. Prepare el coctel de hibridacion como se muestra en la siguiente tabla:

Component 49 100 169 or Final
or 64-Format  or 81/4-Format  400-Format Concentration
Hybridization Master Mix 190.6 uL 1733 L 86.7 uL
' Fragmented and labeled cRNA 294 L (11pg) 267 pL(10pg) 133 pL (5 pg) 50 ng/uL
' Total Volume 220 L 200 pL 100 pL

6. Incubar el coctel de hibridacion por 5§ min a 99°C, después por 5 minutos
a45°C

7. Rellene el arreglo con el coctel y deje hibridando durante 16 h a 45°C

Lavado y tinciéon

1. Pasado el tiempo de hibridacion, sacar los arreglos del horno.
2. Retirar el coctel de hibridacién, rellenar el arreglo con buffer A
completamente.

3. Equilibrar los arreglos antes del lavado y tincion.

4. Colocar tubos dentro de los holders en la estacion de fluidos

a) En un tubo ambar colocar un vial conteniendo 600 uL Stain Cocktail 1 en
la posicion 1.

b) En un tubo claro colocar un vial conteniendo 600 yL Stain Cocktail 2 en
la posicion 2.

c) En un tubo claro colocar un vial conteniendo 800 uL buffer Array Holding
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en la posicion 3.

5. Lavar los arreglos de acuerdo al tipo de arreglo y componentes de la
hibridacién, lavado y tincion, utilizar el protocolo FS450_0001 de la
estacion de fluidos.

6. Revisar que no contenga burbujas, rellenarlo manualmente con Array

Holding Buffer si fuera necesario para remover las burbujas.

Escaneo

1. Escanear los chips en el escaner de affymetrix con el software GeneAtlas®

Software Setup.
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ANEXO 2

silenciamiento de genes

Analisis Bioinformatico

Genes diferencialmente expresados (Hipoxia camara)

GenelD GeneSymbol | GeneName logFC t P.Value
215445 ¢ at 215445 s at  |LOX lysyl oxidase ST ] 6,.894464954)  3.10E412
1555338 s at |1555338 ¢ at |AQP10 aquaporin 10 b sy 6.858944181  3.65E+11
220158 at 220158 at LGALS14  |lectin, galactoside+binding, soluble, 14 kbt lb) 6.933231926) 1.40E412
218625 at 218625 _at NRN1 neuritin 1 L LY 4.765873979] 1416410
219888 at 219888 at SPAGA sperm associated antigen & PN-LTUPPIIY 693100171  3.48E409]
226771 at 226771 at ATPBB2 ATPagse phospholipid transporting 882 PNSERLLLT 5.979809430  4.76E+08]
217028 at 217028 at CXCR4 chemokine (C+X+C motif) receptor 4 CVSLL ek 5.193068966)  2.75E+10|
230645 at 230645 at FAMD3 FERM domain containing 3 XSVl YEYEY 5.357220173) 1.55E408|
201313 at 201313 at ENO2 enolase 2 (gamma, neuronal) LELNB] 6.642129489 1.47E410
202887 ¢ at  |202887 s at  |ANPEP alanyl aminopeptidase, membrane PRVELEE] 9.72517354) 1416411
219410 at 219410 at TMEMASA  |transmembrane protein 45A CREZLPISEEY 7.157525160) 7516412
223784 at 223784 at TMEM27  |transmembrane protein 27 CXOEYRECEEY 5.884167824|  2.87E408)
201169 s at  |201169 s at  |BHLHE4D  |basic helix+loop+helix family member ed0 3.948317257 EXIEEILYY 1.11E409|
221478 at 221478 at [BNIP3L BCL2/adenovirus E18 19kDa interacting protein 3+like EX-CCELTTE) 0.719192486)  2.776411)
208519 x at  |208519 x at  |GNRH2 |Ronadotropin releasing hormone 2 EWEL0] 595034851  B57E+10
206177 ¢ at  [206177 s at  |ARG1 arginase 1 EX T VLY 3753409448 8.70E+10]
202219 at 202219 at SLCHAR solute carrier family & member 8 EXTErittr] 6.839672820|  2.23E+409]
201848 ¢ at  |201848 s at  [BNIP3 BCL2/adenovirus E18 19kDa interacting protein 3 EXESy 1] 9.19014045)  5.67E+11)
227337 at 1227337 at ANKRD37 _[ankyrin repeat domain 37
219529 at 219529 at CLIC3 chloride intracellular channel 3
214142 at 214142 at 2G16 2ymogen granule protein 16 3.578792034 [X:DEpIFEE
217967 ¢ at 217967 s at [FAMmA family with sequence similarity 129 member A 3.546914205 EXPEEREEEH
226158 at 226158 at FLHLZ‘ kelch like family member 24 ERTIRLTIEEY 7.044746746)  1.B6E408|
231233 at 231233 at PCATE prostate cancer associated transeript 6 (noa+protein coding) EXYELLEEL] 4889626084  3.01E+408|
239229 at 239229 at  |PHEX phosphate regulating endopeptidase homolog, X+linked EX7abS L 4.683107781  1.12E409]
216733 ¢ at  |216733 s at  |GATM lycine amidinotransferase EX O EERPE] 6152185622  1.31E+08|
231202 at 231202 at ALDHIL2  [aldehyde dehydrogenase 1 family member L2 EX L] 5.770030746)  2.53E409]
229230 at 229230 at SLCSIA solute carrier family 51 alpha subunit EXVEIyECLE] 45739076  1.13E+08]
1569020 at 1569020 at  |NEDD9 neural precursor cell exprassed, developmentally down+regulated 9 EXLETNTIER 5.205638839]  9.27E+408)
230710 at 230710 at MIR210HG  |MIR210 host gene EX ey b 6371577353 2.31E+09)
226452 at 226452 at PDK1 pyruvate dehydrogenase kinase 1 3.369595942 EXTEFENEY] IS TR
221748 ¢ at  |221748 s at  [TNS1 tensin 1 EXLyrEivrd 6.167373028 1.74E408|
219564 at 219564 at  |KCNJ16 potassium voltage+gated channel subfamily J member 16 EXSLLIBLE 5939939208  8.98E+08|
227949 at 227943 at  |PHACTRI  [phosphatase and actin regulator 3 £ LITEEE] 3.947665326)  3.87E+08|
226682 at 226682 at |RORA RAR related orphan receptor A £ LT 7.926967979 6.37E+11]
206424 at 206424 at CYP26A1  |cytochrome PA50 family 26 subfamily A member 1 EWrcl3yiL] 527641505  1.78E410|
205286 at 205286 at TFAP2C trarseription factor AP+ gaenma (activating enhancer binding protein 2 gamma) IER2LIEYEM 8.464583542 1.3154091
208383 ¢ at  |208383 s at  |PCKL phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 EWEL0TETTY 5,146356775]  3.58E+408|
217546 at 217546 at MTIM metallothionein 1M £ .1 priirdd] 5103931874 9.41E+08|
200632 ¢ at  |200632 s at  |NDRGL N+myc downstream regulated 1 EW. U kS rd 10.28005904 1.02E408|
228499 at 228499 at PFKFB4 G+phosphofructos2+kinase/fructosa+2 B+biphosphatase 4 EREZ 0] 7799501325 2.14E+08|
207426 < at  |207426 s at  [TNFSF4 tumor necrosis factor superfamily member 4 ERECL I H 5436851041  1.44E+09]
202770 s at  |202770 s at  |CCNG2 cyelin G2 ER b0 k] 8.615486630|  3.30E+10]
'ﬂlsw at &587 at  |INHBE inhibin beta E ERBLTZIbE] 4.245347898)

205234 at 205234 _at SLC16A4  [solute carrier family 16 member 4 EXCEEY[yn) 6.507431686
221530 s at  |221530 s at  [BHLHE41  |basic helix+loop+helix family member edl EX ALyl 4579473772
202364 at 202364 at  [MXI1 MAX interactor 1, dimerization protein BN YEY 9,586530266,
202237 at 202237 at INNMT nicotinamide N+methyltransferase EX a3 Lrrrd 5.028775255
1560240 at  |1560240 at  |LINCO1293 |[long intergenic non+protein coding RNA 1293 EX v yera) 4.437354186  5.08E408|
217047 ¢ at  [217047 s at  [FAMI3A  [family with sequence similarity 13 member A EXULZEET) 8148873214 7.326410]
206675 ¢ at 206675 s at  |SKIL SKI+like protosoncogene EXCERESDE]  4.92105984 2826407
212327 at 212327 at LIMCH1 UM and calponin homology domains 1 PRkl Ty 4.75885252)  3.28E+10]
212097 at 212097 at CAVL caveolin 1 PR PLEEYIE] 7.12302811 7.18E+10)
202686 ¢ at  |202686 s at  |AXL AXL receptor tyresine kinase 2913179484 EXIERTTEY 1.166407|
204475 at 204475 at MMPL matrix metallopeptidase 1 X ENbLprld 9,056746938 3.59E+09)
220784 s at 220784 s at  |UTS2 urotensin 2 -3.491042231 EEYLL 8.14E+409)|
224632 at 224632 at GPATCH4  |G+patch domain containing 4 -3.71054194 gy AT IXNEDK] 2.91E+07|




ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el

silenciamiento de genes

Genes dfernnclalmente expresadas JAPC)

Geneld Genesymbol | GemeName loghC Avelsp t P.Value
215564 at 219364 at [KEN:LE potassium voltage+gated channe! subfamiy ) member 16 Ll v CLERY 7.247095824 3.52E-17
225771 at 225771 at ATFBB2 _ |ATPase phosphoipid transporting 832 5579951257 TSR R Y

8K ot [219988 at AGE[sperm assocated atigen 4 $577171208 IEEIE0T0 IEEZ IS
215446 s st [215446 5 ot |LOX lysyl oxdase 533259108 ERUSEEFT) 1L-18
1555338 5 at 1555338 5 st |AQPID aquagerin 10 S.067951225 EICEHEE JaL-16)
220158 at 220158 at LGALSLA lectin, phMan! sohtie, 14 4377206284 EEECEIZELR 3.32E+15

1313 at 201313 at ENOZ enolase 2 [gamma, neuronal) E¥-clIALREL) B 417330247 1.80E~13
(723478 at _ [221478_at rﬁlﬁl IELW%M 111 15kDa nteracting protern Jobke 4584989618 ELESHIPLE HES)
234989 at Imm at NA NA 4542058156 EEERTIESTT I ETTEST)
213349 at 213349 at TMCCL transmemdeane and coiled+coil domain family L 4520238909 EX DS 1.57E+15
230710 at 230710 at IMIRZ!OﬂG |MIR210M$‘.(¢M LIS Lo R L) 7356654064 7.53E-16)

201008 s_a:__|201008 5 at__|TXNIP thicredowi interacting proten 4506637233 RG] IR G Y

Tah25 ot [218825 at |~i~1 neunte 1 4368674411 [ 374';'31'!3'5I 7200-14

17028 at 217028 _at E(M chemokne (C+X+C matif) recegtor 4 ERYITOPIRY 7.125a62958]  5.10(-16

219 at 202219 at SLCBAS solute carrier family 6 member B 4376382377 IRELELE 1.26E+14
202627 s at  [202527 s at  [SERPINEL  [ueesr pecticace inbitincr, clace [ s, plasminogen scovasor maiiae type 5| reeter 1 ORI EEY 6.114950558]  1.35E+12

5 ot 5 at |Lox Tysy! oxdase 4347916462 LRI IR P 1SS
227020 _at 227020 _at YPLLE ypoee ke 4262014864 EXTHTSTT) IR TTET
225239 at 225239 at NA NA 4266823407 LRI EY 3.39E-12
221479 5 ot I22l479 s at  |BNIP3L BCL2/adercvirus E1B 15kDa interacting protein 3 +hike 4258380152 BUNLT=0E) S.E4E-15
201848 ¢ at  |201348 s at  |BNIP3 BCL2/odercvirus £1B 15kDa nteracting protein 3 LWLy Erpd 1028625847 5.18E~16|
3 s gt |AN asni r.unope_wam. membrare 4253794152 BEPLLTFELTS -1
200000 s ot |201300 s st [WHLHEAC  |Basc helxsloop+helic famely member e40 4240576326 EEZSTIRITH 0rL=15
242496 at  [242496 at __ |ARTA ADP +ibosyIransicrase 4 {Doener 0k B100d RIows) 4165640037 2.206-16
215529 at 219329 at L3 chloride wtracelular chaneel 3 4141363924 =S 8.38E+16
230645 at 230545 at FRMO3 FERM comain containing 3 4122183879 [ By 452| 4.86E+13
1 3 a 1 3 gt XNI interacting protesn 4070200217 ERISTES JoL-1t
227337 at 227337 at ANGLDST  |ankyrin repeat doman §7 4056605795 EREEFFIINE) D3L=1¢
201169 5 a1 |201169 5 at  |SHLHEAD Basi helx+loop+helix family membder o340 4028099227 IEELE D 4.11E-14
212977 at 213577 at ACKR3 |atypical chesncicee receptor 3 Pyl Rl E] 6.422233084 S42E-14
2010105t 1010 s gt [TXNIP [thicredacin interacting proten 3.930346373 ELESEYTY 2BL-14
714146 st |214346 s at  |PPOP Deplatelet Gask protein 3.933917609 [RESFIIEET INEICLTES!
235230 _at 229230 _at SLESIA solute caerier family 51 alpha wabunit 5504683577 [REREERTT] 4.620-15
_236&3 at 235313 at COENZS cyclerdeperdent kinase inhiitor 28 EFRERRCrE] 7536733806 1.34E-16
223484 at 223484 at C150rt43  |chromosome 15 ogen reading frame 48 ¥ L) B3223B1204 3.78E+16

15071 s at 19071 5 ot |NISTINAAG |histone choster 1, Heac RA17524228 LXSYIRTH 43001
2651 x st |208651 x at  |C024 CD24 molecule 5.787133029 ERESEICNET IES IS T
223434 at 223434 at GBP3 Ruanylate binding grotein 3 3.746079047 EEEERE
210538 ¢ at 210338 s at  [XRC3 Baculoviral IAP regeat containing 3 3.72073976 [ELEEEEE
202573 x at  |202573 x at  |FAMI3A family with nce Smilarity 13 member A 3.718597966 BEE[ =K 7.83E+16
/ It at KA pha TUCh 042+ lona ctases 2, b-Siphasphatase 4 3.694010285 LR2LF1H -1
201849 at lgmm at [axip |8C12/adercvirus £10 15kDs nteracting peotein 3 3676726755 ERRETTIET) IERTIET
255 5 at 265 s at | (= |C024 molecuie 31570483974 EEEEEHTED . 10E+15
240332 x at  |240432 x at  |KLFT Kruppel +ike factor 7 (LRiquitous) B Rt 6.148867094 5.03E+15]
Z0%002 at_ |20082 at liﬁi» K related orphan receptor A 3667763865 [XEZLIOIET MK

5195 at |256393 at HISTINIBC [histone choster 1, H2de 3667062088 EETCRCYSY K H S )
218532 5 ot [218532 s st [FAMIIAD  [Family with secuence umilacity 134 member 366508162 EXITFTTY) IR

12498 ¢ a1 |218458 5 at  |EROIA |endoplasmic reticulum oxicoreductase algha 3.66133982
210095 ¢ at  [210085 s at F_GFB?: F_nsuin e proweh factor Rinding protein 3 EV=2 LY 5163095653 2.26E+13)

14455 at  [214455 at NA NA 3646753573 ERRRELETY Bi=1
205659 _at 205659 at HDALY histcoe deacetyase 9 3641060663 1.02(-12
217047 s at  [217047 s at  |FAMI3A  [family with seguence Smilarity 13 member A 3633380674 340816
208850 ¢ a1 |208550 5 at__|co02% (D24 molccae EV=Erp ol U B 307364704]  &.08E-16
235518 at 235518 at NA NA 3530437012 FICEREST 5.40E~16]
m at mal INESHIO  Jtumar necross factor sugerfamily member 10 3611938413 4176 -1
235806 _at 25506 _at NA NA 3506510066 BRI 12(-13
242345 at 247345 at COL23AL collagen type X0V aigha L 3.59744582 KX Y A2E-12
205772 s at |209772 s at  |CD24 (D24 molecue 3553435096 EE:IEEN 2. 70616
202025 _at 200023 at | LTS ephnineAl 3588900571 ERSTY[SP 294016
2632 5 at  |200632 s st [NDRGI N+mye downstream regulates 1 357152159 R CE Y R KR IS T
204936 s at  [204534 s at  [HPN hepsie 3.56789478 EXTRITI0ED IERTTEST)
225757 at 226757 at IFIT2 interferon induced protein with tetratriccpeptide repeats 2 3562794475 ST
216379 x at  |215379 x at  |CD24 (024 molecue 3529354899 B

at 598 _at MAZ raneaplastic Ma anbigen 2 3.52486126 [EILR3L
223179 at 225379 at goee ke § 3513591801 [ERGIETSETH
213510 x at  |218310 x at family with seguence Smilarity 134 member B EELUSA ) 6.515358591
(207543 5 at__|207343 5 at _[PAHAL __[peow| Avhydronylase suborit aloha 1 3.47645398 [REFLTR
217614 at 217614 at HMHAL histocomgatibiity (minor) HA+1 EEYECCL Y 570807849 :

12327 at 1 3t U 1 LM and calponin homolagy domaes 1 3462011707 EXRERI .
250701 x at 209701 x st |C024 (D24 molecule 3430119026 BEEIECSET) IR ATTST
233750 at 238750 _at 028 C+C motif chemokine Igand 28 ERS L va 1] 7.427217752 S.09E+13
225158 at 225158 at  |KLHL2Z  [kedch Ve family member 24 3411763058 [EETEOTE) z.m-u|
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ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el

silenciamiento de genes

Genes diferencialmente expresados (APC)

GenelD GeneSymbol | GeneName logFC Avebxpr |t P.Value
241898 at 241898 at LIPH lipase H EX IRV 6.815250942  2.36E413
202488 s at  |202488 s at  |FXYD3 FXYD domaln containing lon transport regulator 3 EXLTLTEEY 9.280798531)  B.79E415
202619 s at (202619 s at  [PLOD2 procollagentlysine, 2+oxoglutarate S+dioxygenase 2 EELp (7] 1032327115 8.79E413
202489 s at  |202489 s at  |FXYD3 FXYD domaln containing lon transport regulator 3 EEyEiclE] 1126301338  4.36E416)
209457 at 209457 at DUSPS dual specificity phosphatase 5 EX7EYRYERYY 1030600909  2.10E415
212328 &t |212328 at  |UMCH1 __ |LIM and calponin homology domains 1 EELyiny[ ] 5.30671346) 4.91E413
1554452 a at |1554452 a at |HILPDA hypoxia Inducible lipid droplet associated EEETEEGRLY 8.438729701)  1.56E+15
235921 at 239921 at COL2BA1  [collagen type XXVIIl alpha 1 EyrI LR 5305874957 2.76E413
226863 at 226863 at FAM110C  |family with sequence similarity 110 member C EXrapl L] 7717656234  3.70E415
213351 s at  |213351 s at  |TMCCL transmembrane and colled+coll domain famlly 1 EWPLLTY/PITY 7511810515  3.34E+13
205771 s at (205771 s at  |AKAPY As+kinase anchoring protein 7 EWLCO N LETY §.371630975)  3.31E415
1568609 s at |1568609 s at |NA NA EPsl T 7019701967 4.26E413
221748 s at  |221748 s at  |TNS1 tensin 1 EWE TR 6.524397823)  1.04E+12
209822 s at  |209822 s at  |VLDLR very low density lipoprotein receptor EPLr(7pbiry 814981194  123E+14
209498 at 209498 at CEACAML  |carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 1 EPrEREG] 9575211639  5.35E415
219727 at 219727 at DUOX2 dual oxldase 2 ER VL LRI £,392233905  4.94E414
236180 at 236180 at NA NA EN(7EIvhEY] 10.37185129 1316415
209183 s at (209183 s at  |Cl00f10  [chromosome 10 open reading frame 10 ESELLCRLY 6.82062603)  3.43E+12
227112 at 227112 at TMCCL transmembrane and colled+coll domain family 1 ESLYEEY 8.74192108)  1.14E+15
243231 at 243231 at NA NA ENECSLIYEE] 6.221235083[  6.18E+15
225646_at 225646 _at C18C cathepsin C DR EV L] 7449114999 1816413
213379 at 213379 at €0Q2 coenzyme Q2 4+hydroxybenzoate polyprenyltransferase AL 0 ) 8.025831153]  6.39E+14
222930 s at  |222930 s at  |AGMAT agmatinase R LETGE 771865981  1.81E+14
226030 at 226030 at ACADSB  |acyl+CoA dehydrogenase, short/branched chaln SRTLEEYLEY 5.28602067|  3.99E413
219006 at 219006 at NOUFAF4  |NADH:ublquinone oxidoreductase complex assembly factor 4 RCECETEEED 9.210367339  5.11E415
241937 s at (241937 s at  |WDR4 WO repeat domain 4 ORIV 7.454221149)  7.37E413
1558152 at 1558152 at  |LOC100131262 [uncharacterized LOC100131262 ALY PEENEY 7.200867256)  4.93E413
229349 at 229349 at LINZBB lin+28 homolog B -3.035352496 RETEIEEUY IEE K]
201487 at 201487 at CT1SC cathepsin C L Er PR §.591325382|  4.22E414
45633 at 45633 at GINS3 GINS complex subunit 3 P53 homolog) gL ERPIT ) 6.660645851(  4.69E414
223413 s at  |223413 s at  |LYAR Ly1 antibody reactive S Pl l) 7.923155658(  2.80E412
1554242 a at 1554242 a at |COCH cochlin Sl Tl 7862738199 4.01E413
206293 at 206293 at SULT2A1  [sulfotransferase family 2A member 1 BN YR RN 6.497093036] 2476413
228038 at 228038 at SOX2 SRY+box 2 LRI 6,615654881)  154E+14
1553171 x at (1553171 x at |LRANG leucine rich repeat neuronal EBUELENEPE] 6.337076873)  9.69E413
221648 s at  [221648 s at  |AGMAT  |agmatinase L hbyd 5.700809349)  2.53E+14
225368 at 225368 at HIPK2 homeodomaln Interacting proteln kinase 2 K GEIATEY 6.67165299]  9.56E+15
222774 s at  |222774 s at  |NETO2 neuropllin and tolloid like 2 SECIEYINE] 6,936033628)  6.49E413
203447 at 223447 at  |REGA regenerating family member 4 EELLIE] 7.195397224] 3656413
204404 at 204404 at SLCI2A2  [solute carrler family 12 member 2 SEENLYENY 7.292834563)  4.93E414
214240 at 214240 at GAL lgalamn/GMAP prepropeptide kL Lkl 9.125579523)  1.87E+13
1554436 a at |1554436 a at |REGA regenerating family member 4 S ELGRLyRLEY 6.773844277  3.25E412
203180 at 203180 at ALDHIA3  |aldenyde dehydrogenase 1 family member A3 -3.408935237 EEXIEEIOE] I Y]
214957 at 214957 at ACTLB actin like 8 X T VEYPL) 6.475917836] 2406413
204475 at 204475 at  |MMPL matrix metallogeptidase 1 ELELDEIVL) 749592541  BOBE+14
208664 at 206664 at S| sucraseslsomaltase (alphasglucosidase) S TEY 5.228261802(  3.01E412
201272 at 201272 at AKR1B1 |aldo+keto reductase family 1, member 81 [aldose reductase) SN Cypl) 7.394759425  5.78E415
219987 at 219987 at ERVMER34+1|endogenous retrovirus group MER34 member 1 R LTLEY 7616574543 1.24E415
218888 s at  [218888 s at  |NETO2 neuroplilin and tollold like 2 EXELEOEEY 8.075678556)  2.16E413
205229 s at (205229 s at  |COCH cochlin B0 B.366888801)  2.78E415
239835 at 239835 at KBTBO8  |kelch repeat and 8T8 domain contalning 8 SRR 514039212 7.84E413
220784 s at  |220784 s at  |UTS2 urotensin 2 A CETEYELE] 3,543801496(  2.00E+14
235117 at 235117 at CHACZ ChaC, cation transport regulator homolog 2 (E. coll) RSEELN 6767886623 1.20E415
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NEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el

silenciamiento de genes

selute carner Tamiyy 6 (nearolransmiter trarsporter], memoe: §

Genes ciferencalmente expresados (phl)

GerelD bol | GereName | loghC P Value
219888 at SFAGA sperm assocted antigen & 10.34 246516
(720158 at LGALS14__[lectin, galactoside-binding, sowdic, 12 10.46| 526515

AGPT0 |aquaporia 10 577 BAdE1T
ENO2 enalise 7 (gamma, reuranal) 1045 152816
ATFE32 IATPase, aminophospholigid transporter, <lass | type 88, member 2 8.79 604514

6d_at : potassiurn chaned, inwardly rectiying subfamdy J, member 16|
217028 at w5 85414 1 OXCRE chemocne (CX-C motd) receptor 4
215446 5 at [Hs5.1022673  |LOX lysy! oxidase
At [P 1795070 |TMTET [transmembrane and cotled-coll domain family &
219529 at  [a4758005  |CUCS chloride intraceluar channel 3
214146 5 3t |+5.2164.1 PPEP pro-platelet basic proten

227337 at  |H5.1073811
$ at
201848 _s_at_[g558B45

2010C€ s at [H5.179526.0

ANKAD3] |arkyrn repeat domain 37
DA A damage inducible transcnipt 4
aNIP3 |BCl2hdenovims E18 19kDa wteracting protein 3

TANIP [thioredoxin Interacting proten

221986 5 3t [Ms 2068750

CLHLZ4 kelch-lice family member 24
SFREA |3-phospholm<xo-2-kmase JTructose-2 6-biphosphatase 4

at s, i
217614 _at m5.1657280 [~MHAL histocompatiblity (minos) =A-1
221478 at +5.132555.0  [3NIF3L BC| novirus £18 15kDa nteracting protein 3-ike

730710 _at__ [Fs.2187100

710 host gene

(724027 at 17002126
1554452 a at |H52.617612

ClLEs chemocire (C-C motl) ‘gand 28

HILPDA hyponia iInducidlke ipid droplet-associated

TINGZ __ |cycin G2

A0 [basc helw-oap-hele famiy, member e40

NOLAL ruacleclar protein 4-like

NDRGL N-myc downstream reguated 1

JHCOU ras homalog fam'y member U

SLCS1A  [sowte carrier famiy 51, aipha subanit SEE 15
at_ |, [ TAEA Fost genwe EOE-14]
DUSPS dual specificity phosphatase 5 14
S_HI.DZ Cpy3)00-ikesacting trarasctivator, wih Glo/Aap tk* carbonySe-myral cormain, 2 15

CLENI caudin 3

12977 3t [#s.230160  [ACKA3 atypkal chemokne receptor 3
221748 5 3t [Hs9573.1 TNSL tensin 1
at_ |ms. [(TNCOOTTS lorg Intergenic non-protein coding VA 113

200183 s at 7650

100110 |chromasome 10 open reading frame 10

GNRH2 __ [ponadatropin releasing harmone 2

202083 ¢ 3t |g13528BB1 _|XYD3 |FXYD domain containing ion transport reguistor 3 IEE14
227020 at #5.24133.0 YPEL2 yippee like 2 9.1‘. 564514
IATAT 5t [ IBASETD (7618 QYMaRen grandle protein 16 863 633c-14
202688 _at 24507592 TNFSFI0  Jtumar necrosis factor (ligand) superfamiy, member 10 671 570E-15
PNMAZ paraneoplastic Ma antigen 2 835 253814
HHLAZ HERV-+ L1R- mocn!lng 2 6.57 q4.:14
5620 NUerTeron SUMUIATED Ex0ruclease Bene 20kDA 871 72315
GATM [vciee amidinotrarsferase (L apinine Ziydne amidinotransferase) 1.62 161514
NRNZ neurtin 1 6,68 222514
FAMIIA  [family with sequence similarty 13, member A 1084 344515
PLAUR ASTUNCRN BCUVALOP, LFOKINGSE receotor 8.82] 180%-15
KM pyruvate kinase, muscle 11.53] 2.40:14
RARRESI  |retinoic acd receptor responder (tazarctene Induced) 3 8.27] 57714
ch2d COZ4 molecule . 262t-14

202237 at

NNMT nicatinamide N-methyltransierase

200785 s at

LRPL LDL receptor related protein &

oSS

6.568-14

420814

232230 at

OLMALING |olgodendrocyte saluraton-asiediated kng nterpent son-codisg RNA

203645 5 at

CD1e3 CD163 molecule

at

CI50ra8  [chromosame L5 open reading Irame 48

TFAP2C 1 scrpton Lator AP 2 gavina LT 1g e hancer bnEng (roten 7 gavna) -
MHM [proyl &-Fydroxylase, alpha polypeptide | 1 68E-14
|apoipoprotein L0 2.12:-14
|znaamze MO Containing 49 6.73t-15
H3 domain and tetratrcopeptide repeats 1 3.57¢-14

225514

254514

3558-14

|jun © proto-cecogens

=N Fegsin A5 23814
[TRIB3 triobles pseudokinase 3 . 345514
YPEL3 yippee like 3 £.44 _S9E-14
WhP2 W damair Binding proten ¢ 10,04 it-15
NEAT! nuclear paraspecide assembly transcript 1 {non-protein coding) 11.35] 48514
W 512HZBE [Mstone cluster 2, H2be 243 4. 78:-14)
TRMD3 __ |FERM domain containing 3 723514
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ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxia 'y pH) y el

silenciamiento de genes

Genes diferencialmente expresados (p53)

GenelD | GeneSymbol | GeneName logfFC P.Value
205076 s at [g5870890 MTMR11 [myotubularin related protein 11 7.81|  3.45E-14
227803 at  [Hs.35198.0  |ENPPS ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5 (putative) 7.22|  3.598-14
208383 s at |g4d505638 PCK1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) 6.61]  2.52£-15
202455 at FHZSSSZO HDACS histone deacetylase 5 835 2.61t-14
1555854 at  |Hs2.213397.1 |AKRIC1 [sldc-keto reductase family 1, meember C3; aldo-keto reductase family 5, member £2 8.39] 8.76E-15
203986 at I_g4503976 FAV47E-5TBD1 [FAMATE-STBD1 readthrough; starch binding domain 1 9,61 3.16E-14
229011 at  [Hs.43148.0 |EMP1 epithelial membrane protein 1 6.09[  2.48t-15
201627 s at [g5031800  |INSIGI linsulin induced gene 1 127 162815
226757 at  |Hs.293797.0 |[IFT2 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 7.06]  6.26E-15
232628 at  |Hs.204720.0 7.84[ 16714
221200 at 11545901  [ERVK3-2  |endogenous retrovirus group K3, member 2 6.81) 173t-15
223434 at 12052883  [GBP3 guanylate binding protein 3 6.59)  3.96t-14
205302_at  |gAG04614  |IGFBP1 |insulin like growth factor binding protein 1 7.81  149¢-05
1566764 at  |Hs2.67709.1 [MACC1  [metastasis associated in colon cancer 1 5  4.48E-05
232063 x at |Hs.118570.0 [FARS3 phenylalanyl-tRNA synthetase beta subunit 3.63|  3.09E-05
225971 at  |Hs.7076.0 DOHD1 DDHD domain containing 1 3.42|  2.31E-05
204502 gt 7661593 SAMHD1  [SAM domain and HD domain 1 418  1.61E-05
204404 at 4506974 SLC12A2  |solute carrier family 12 {sodium/potassum/chloride transporter), member 2 6,19  3.62t-05
204475 at 13027798  (MMP1 matrix metallopeptidase 1 6.96|  2.51E-05
205609 _at 4502086 ANGPT1  |angicpoietin 1 3.83|  2.14E-05
242260 at  |Hs5.2142380 |[MATR3  |matrin3 3.31]  3.36E-05
231872 at  |Hs.193115.0 |[LRRCC1  |leucine rich repeat and coiled-coil centrosomal protein 1 441 3.36E-05
213194 at  [Hs.301198.0 [ROBO1 roundabout guidance receptor 1 534 17305
201487 _at 4503140 CTSC cathepsin C 8.2 17305
226030 at  |Hs.11805.0 |ACADSB  |acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain 4,18  1.73£-05
206664 at 4506344 S| sucrase-isomaltase (zlpha-glucosidase) 3.79]  3.80£-05
228038 at  [Hs.129911.0 |[SOX2 SRY box 2 5.66|  2.43£-05
216609 at  [Hs.306243.0 [TXN thioredoxin 5.63]  3.53£-05
243372 at  |Hs.259742.0 [HSPD1 heat shock 60kDa protein 1 {chaperonin) 4.37]  1.90€-05
201110 s at |gA507484 THBS1 thrombospondin 1 4.28|  1.73E-05
222774 s at |Hs.6823.0 NETO2 neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 525 167605
225368 at  [Hs.21906.0  |HIPK2 homeodemain interacting protein kinase 2 543 3.15£-05
219987 at 13375687  |ERVMER34-1|endogenous retrovirus group MER34, member 1 6,19  2.30£-05
244565 at  |Hs.171068.0 |HMX2 H6 family homeobox 2 4.17[  3.38E-05
223908 at 13182768  [HDAC3 histone deacetylase 8 3.99|  2.50£-05
203180 at 4502040 ALDH1A3 |aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3 4.66)  4.48£-05
231784 s at |Hs.273344.2 |DCAF13  |DDB1and CUL4 associated factor 13 2.89£-05
235573 at  |Hs5.201615.0 [HSPH1 heat shock 105kDa/110kDa protein 1 . 1.79£-05
232861 at  |Hs.232696.0 [PDP2 pyruvate dehyrogenase phosphatase catalytic subunit 2 4.16)  2.56£-05
1554478 a at [Hs2.50579.2 |HEATR3  [HEAT repeat containing 3 3.68)  3.45E-05
239835 at  [Hs.116665.0 |[K3TBD8  |kelch repeat and BTB (POZ) domain contzining 8 4,08  2.40£-05
220085 at 8922361 HELLS helicase, lymphoid-specific 5.03]  3.61E-05
218313 s at |gB393408 GALNT7  [polypeptide N-acetylgalactosaminyitransferase 7 5.46|  3.40£-05
239960 x at |Hs.115467.2 |LYRM7 LYR motif containing 7 3.08| 3.54£-05
221935 s at |Hs.5997.0 EOGT EGF domain-specific O-linked N-acetylglucosamine (GleNAC) transferase 335  4.55£-05
232060 at  |Hs.128753.0 [ROR1 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 1 54|  2.14£-05
214651 s at |Hs.127428.2  [woxai0-+oxad | HOXA10-HOXAS readthrough; homeobox A9 5.58|  4.95£-05
205229 s at |Hs.21016.0 |COCH cochlin 6.61]  1.85£-05
1553575 at  |Hs2Affx.1.46 [ND6 NADH dehydrogenase, subunit 6 {complex ) 548  4.71E-05
220784 s _at _|g12056478  |UTS2 urotensin 2 2.88|  3.54E-05
231341 at  [Hs.129192.0 |SLC35D3  |solute carrier family 35, member D3 2.78|  2.71E-05
228477 st [Hs.179972.1 |ARGLU  |arginine and glutamate rich 1 5.93[  3.80£-05
235117 at  |Hs.105223.0 |CHAC2 ChaC, cation transport regulator homolog 2 (E. coli) 492  4.84E-05
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ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el
silenciamiento de genes

— — Genes diferencialmente expresades (Myc)
Geneld |G bol | GereName Togrc | Avelspr | t P.Value
203153 a1 1203153 at |FITH interferan induced praten with tetratricopeptice repests 1 ERETIRCSTED 345734176 3 B5E-20
226702 at 226702 at |CMPK2 cytidine/uridine monophosphate knase 2 8688285776 B 667E-18
202411 at (202421 at [#127 interferon, alpha-inducidle protein 27 8196928945 ER3X 097 QOSE-18
[F0% 15t [264475 at |71 interleron. alpha-induc bl orotein & 7.786891946 ERTRATTLTS| XS T)
214022 5 at]214022 s at[FITML Iinterferon induced transmembrane protein 1 7772705149 [(REESTH J19E-18
226757 at (226757 at [FIT2 Tnterteron induced proten with telratricopeptce repeats 2 Il vl e 86 a0sal 6500 10917
(757737 ot 1263337 at_[NNMT ncotramide N-metryltransierase 7.208758398 [RLEENEN SSE-18]
213797 at (213797 at [RSA02 radical $-ad W e o 1 contanng 2 7.044414526 EELEFISTEN 234817
212203 x at]212203 « :[FITM3 mterfefomndvxed transmembrane protein 3 [T ral:136.801572701 TASE-1Y

l! 205 5 at’} 3 s st T partite motil containing 24 6845188198 CRCO-TERND) 2.21t-
202085 at |202085 at | WXl [MX dynamin lTke G 1Pase 1 6.781021249 ERCESETH IES ST
223784 ot 1223734 at [TMEM2Y transmembrane proten 27 6.743628284 PEFIEETS 235815
al_|228607 at_|OAST 7S oligoadenylate synthetase 3 6447104211 EXITZCRRT: BSE-17]
239450 _at 1229450 at |73 Interferon induced protein with tetratricopeptice repeats 3 [SEERFpeREL 8, 160057746 1 07E-15
204972 at 204572 at |OAS2 2'-5 -oligoadenyiate synthetase 2 6.294737319 DCREEF T I ST
[FUS550_at_ 205660 _at_|OASL 7S oligoadenylate synthetase ke 6.132267850 EEGSSEPLLT: ATE-18]
247625 st 1242625 at |RSAD2 radical S-adenosyl methioane domain contanirg 2 6.044754955 EXSICTRETE] IR S-S5 T)
215211 at |21521% at |[USP1S Ubiquitin specific peptdase 18 6.039737095 TS L G015
RS T o ( WT r ) nterleron stimuated exanucease pene JokDa 5.961356085 LAIITEIGEY] IEER1S)
1405 at 11405 1 at  [CCLS C-C monif chemakine ligand 5 5952610034 ERSPERLTTY) R E- ST
218985 s at|218SEL s at|DOXG0 DEXD/H-box helcase 60 5.927568349 O EEITH 1856818
TI8157 s at|2um152 s ot |DOKSOL  |DEAD-Box helicase GO-1ke 5,886243504 EREIE0G IR LIS
219584 a1t 1219684 _at |RTP4 receptor (chemasensory) transponter praten 4 5807369396 LGOS R A S 15T )
204070 at |204070 at [RARRES3 retinoic acd receptor responder (tazarotene induced) 3 ERERE G0 17.000721774 7 ESE-16
[Z05883_s_at|2054%)_s_#1| Gt [ISG15 ubigurin-Txe modiier 5.60426057 EEZSIGSHET) IERZ 15T
FII04 a1 133304 at G20 (nterleron sSUmuated exanut ease gene J0k0a 5.574641626 LEIGSSEIT 7I0E-16
ﬂ” at 228435 at |3ATF2 sic leucine zipper ATF-ike transcription factor 2 5.568801918 [FECWTET 208817
205552 s at]205552 s at|OASL 2'-5 -oligoddenyiate synthetase 1 5.552556277 R 484814
T1750¢ a1 1217508 at | f112 Tnterferan imduced prate wilk telrats copepboe [TUTIErd 5.514452811 EXZOLEREIT] LOZE-13
201315 x at]201315 x at[iFITM2 Interferon Induced transmembrane protein 2 5.506311796 m 3.65E-18|
217028 at J217023 at |CXCR4 chemokine |C-X-C motif) receptor & 5.498662322 20417
[F07588_at_ 202685 at_|TNISFI0 [tumor necrasis factor superlamily member 16 sassoomsm;mm SHE-I5]
201649 a1t 1201649 at |JBE2LS ubqumn conjugating enryme £20 6 5.404065074 Em 7 95E-17
227450 at |227450 at |ERP27 cndopl reticulum protein 27 5.400308271 T A8E-17
(208065 _s_at | 20985 s at| 7116 interleron, gamma-inducible proten 18 540019703 m;.mm A55E
202687 s at|202657 s at|TNFSFI0  [tumar necrasis factor superfamily member 10 5377638313 FEEESEELE R EE
210797 s at]210797 s at|OASL 2"-5oligoadenyiate synthetase like 5.356011497 BEEREFED Y|
Al 204279 at [PIE PEOLEasOME SUbLUAA Deta 9 5.306029784 [XIZIRLE S 15E-16
211122 s #t]211122 s st [CXCL1T C-X-C motil chemokine ligand 11 5.284188873 ERSE3FERNT 195E-14
206332 s at]205332 s at[iF116 Interferon, gamma-inducible protein 16 5187405148 EEEH IEETSE
1555756 3 3t]1555756 3 at|CLECIA C-type lecun domain lamily 7 memoer A 5184119089 REEDC 1.33E-14
203665 3 _at]203545 s #t]CD163 CO163 molecas 5155599755 [(CEUNETHIT) IR £ 15 [
218933 at (218555 at |[TMEMIA0 [transmembranc proten 140 5136737071 [(ECSE EEESE
S St TOTTIR s st | NNMT nicotnamide N-metmyitransterase 5128775056 (EQFPLIYEY] MEERIISY)
203505 _3_at|703595 3 st|FI15 Interferan induced proten wilh telratricopepboe repeats 5 RRCTT 1o 6. B4 SAEAA]
205417 s at]202417 s at|i#3s interferon Induced protein 35 L IS E 2 88, 014562695) 3 58E-16
219564 at |219564 at |<CNJ1G s5ium vorage-gated channel sustamily . member 16 ERDRESECELY 7. 24 A055824 3 54816
1555338 5 3t]1555338 5 ot |ALP10 |aquapom 0 4.98228517 LRISSERENY 4 24E-16
205761 5 at|203762 5 at|sF110 5P110 nuclear body protein 4.944342488 FEESIFEEN 237t
272793 at (222753 at |DOKSE DEXD,H box nel case 58 453907302 FESGEEERE IEETST)
al_ (210855 _at_|SPAGA Sperm assocated antgen 4 452210301 EEEEERHES| MK XOLST)
215863 _at_[219863 at_[wEAcs HECT 3nd ALD domain containig £3 ubiyaiti protein ligase 5 LT RT3 NE 208203874] 1 0SE1
202307 = at|202307 s at| TAFL transporter 1 ATP-Dinding cassette, sub family B (MDA TAP] LS ESrA7 372902174] 2 S3E-17
(2084355 _at | WOEAIE s _at|AFT interferon regulatory factor 7 4.901974028 ERSSICTIST: -
218943 5 at]218943 < at|DDXSR DEXD/H-box helcase 58 4.901516056 R IIFFENY] 7 57E-14
205133 at 206133 at [XAFL WAF asscciated factor & 4894861607 EEEELT AL ST
1555759 3 3t]1555755 3 at|Cels C-C mouf chemakine ligand 5 4878285871 CRIIFLENT S IE-16
204555 a1 1204655 at |COLS C-C motif chemakine ligand 5 4.865795132 CRFTYIPTY] IE RISV |
202859 at 202865 at |CDC20 cel division cyce 20 4.841182469 EXEE 207816
(20B06S x_at |JUR066 & ot T Tnterleron, gamea-nducible prote s 15 4810812242 LR IL0OEEE OIt-14
200762 _x_at 209762 x_#|3P110  |SP110 nuclear body protein 4.806537483 CESFEVI[Y) P XIS
228517 at 228617 at |XAFL XIAP asscciated factor & 4800274095 TR0 LY
711358 s ot |CASPL 1 4.749346266 X3 17| sS04
at_[=tl -tase with zing Frgee 2, transcriptonal coactivator 4.742556269 pRIIIENT 5E-16
220158 at |LGALS1L lectin, gaactoside: brﬁng, soluble, 14 4701387461 CES5EETH 5.56E-15
205565 at [LAMP3 lysasomal associated membrane protein 3 465348242 (K302 ZLHE IFEFIST
m at | ar9 (nterleron regulatory lacior 9 4.500102388 (X3 B TIAETS
223484 at |Cl50rfdS  |chromosome 15 open reading frame 43 4.565105892 CEFFEEEN I IEES Y
38241 at  |3TN3AS bButyrophilin subfamily 3 member A3 4.482390505 EES RG] IEES ST
at_|OXCLIT |C-X-L motil chemokine lgand 4.456120008 EECSIULILY) MERE S E)
201002 _s_at|TANIP thioredoxin interacting protein 4.383857055 EREREE SIS
202302 s at|202902 < at|CTSS cathepsin S 43748088277 PGS 2 17E16|
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ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el

silenciamiento de genes

Genes diferencalmente exaresados (My<)

Geneld | GeneSymbol| GereName logFc [ Avelsg t P.Value
221922 at 221122 at |=RASLSZ  [HRAS Fke suppressor 2 LRI S0 06,51 7236651 3 A3E-15
202270 at 202270 at |G3P1 uanylate bindng protein 1 43502883858 Bl 148813
219962 at |2159962 at |ACEZ angiotensin | converting enzyme 2 4.347269706 EXIO3SHGY] JB1t-14
(ZT5400_at |218400_at_|0AST l.:"é"l‘ < nylate synthetase 3 4275349021 (FESEPESET) IEXCIST)
242495 at 242456 at |ART4 ADP-ribosyltransterase 4 [Dombrock blood group) 4.2157359443 [ErsvrIET 185816
205302 at 205302 at | GrsePl Insgin like growth factor bindng protein 1 4184627088 [EFESSEIEH P ES TS
(TT5305 st {210209 at_[ 1AL interferon induced, with helcase & doman 1 4171659795 REDYLTECY) aiE-
1561254 at |1561254 2t |LOC340340 |uncharacteraed LOC340340 ERLEE RV £.32020613 26E-14
205183 s at]209123 < at|Cl0ort10  [chromosome 10 n reading frame 10 405838693 S 10t-14
[TEZ7015 o1 [1552975 ot [FNLS interferon, Tombde? 4.075173346 EREISETNT) BRI k)
202864 s at|202354 < at|DNAJBI2 Dnal heat shock proten family (Hspdl) member B12 4.029210028 RSN I EIE1E
232026 ot 232024 at |GIMAFZ __ |GTFase, IMA? flamily member 2 3.980915963 TA5E15

5_at s_ot | TRNIP thioredoxin interaciing protein 3.968184814 [RISEPLLY SSE-1e
227609 _at 1227609 at |EPSTIL epithelial siromal interaction 1 [beeast) 3.906699524 CEFEENETT) IFEEIST
244055 at 244056 at |SFTAZ surtactant associated 2 3.90555018S [N 20214
at at nuclear antigen 3.90276942 LREIIE -
229781 at 1229781 at |L0C100506725 [uncharacterced LOC100506725 3.901858211 CREIFPISTT) MRS IS
235276 at J235276 at |EPSTIL epithelial stromal interaction 1 [breast) EX:.vpLx-vivd 7 31553005 3 97E-15
al at |~ HECT 270 RLD Gmans COrEaby 1 £3 oLos 10 rone £ igase Leriy rember 6 ERAOET TKPRE 15813 1867| 4 S3E-14
201010 s at]201010 s #t|TXNIP thioredoxin interacting protein 3.730582534 FEESSS TN 4 90E-14
214073 at |21407% at [D=3SZ reductase [SDR famiy) member 2 3.712613631 [EESEEEH IS SY
TIII55 a1 (232155 at [RNFZI3  [ring linger proten 213 3686226256 CRIYELEPEY] R RIS
202219 _at 1202219 at [SLCBAS soune carrier family 6 member 8 EX T EFLY 794542743 -13]
235313 at |236313 at |CDKN2B cycin-dependent cinase inhidbtor 2B EX- >y i b3 87.535733806 3 07E-16
201288 ot |201288 at |ARHGDS  |Rho GDP dlsscciation Inhbtor |GDI) beta 3.651016759 [REE 47 807t-1
(737551 x st 1340961 x_ o[ DO BEXD/H-box helcase 58 3.648937689 RIXTZSELT OE-16,
227337 at 227337 at |ANKRD37  |ankyrin repeat domain 37 EXSAR- M vl v 95, 133227173 231E-1 ‘
214253 5 at]214433 s at]iF144 interferon Induced protein 44 3.631711169 EFEFHD G E]
[T5755% m 1399553, at [NFURLS — [newrallzed E3 ublguiiin protein Tgase 3 3.603163059 LETISNSIIT] SOE-14
214145 5 at|214146 s at|PPEF pro-plateiet basic protein X006, 758297548 3 S8E-15
229242 at 225242 at |TNFSF1S tumar necrasis factor superfamily member 15 ELY): ey 87324162056 3 61E-16
500140 % ot 50540 x #|FAE alor histocomeatibility complex, class L 5 3.56617778 [EBK mﬁl T
215233 s at]219233 s at|GSOMB asdermin B 3.564443741 pFSGILETTH 5.15E-16
237350 at (237340 at |SLC2GAS Eﬁv)ﬁemm family 26 member 8 3.558139775 (EEF ERE ST
5 at s o[ RT3 doman containing o 1ranspan regulso’ 3 3.556090877 BERIIDFEET IR LS
222257 s at]222257 s at|ACE2 angistensin | comerting enzyme 2 3.548971257 (X EEE S IEECIST)
221667 5 at|221667 5 ot| nsFS8 heat shock protein family B (small] member 8 352360037 [REEEED 07E-14
al_ 229230 _at_[SICSTA[solate carrier family 51 alpha subunit 3.500825002 (RESEAIET: TT5E1d
204533 at 1204533 at [CXCL10 C-X-C motif chemokine ligand 10 3.500665177 EFEESSRINL) ASE-14
205501 at |20GE0. at |NPPE natriuretic peptioe B 3.466096403 FEETERD IE Y
[TS55502_at (15 a tpartite Mot containing 6 3.464206966 LELISSHIT] 5
05474 a1l 206424 at |CYP26AL  |cytochrame PASO family 26 suslamily A member 1 3444761653 (XSSP RN I IE IS T
219410 at |215410 at |[TMEMASA [transmembrane proten 454 EX LAl =218 059352866 261814
271608 s at|271698 s ot |CLECTA C-type lectin domain family 7 member A 3.383829078 ERZIORELST) IS -1 E]
a 720 _at chramosame 19 open reading frame 55 3.363896325 (NTSEH -
219529 at 215529 at |CLUC3 chloride mtracellular channe! 3 3352555344 [EFEEH 165814
x at|210385 & ot |MT2A metalioth 1 2A 3.251562339 FEEGLIRTTSY 3 00E-15
[ZTTTT_x st]FTI0ET « w[FIAE o listocomeatibility complex, class |, & 3.245000237 FEESCREYLY] N 1S
201825 5 at|201242 s at|SNIFS lsc: :u'Taaen_w'rus sts' 19’&9: Interactng prokein 3 3.220036474 R E EREST]
204238 s at]20425€ s at|LOX lysy! cxidase 3.210101561 1 08E13
3004505, at [S004 30 s._at [ PLSCRL Imsphofpd scramblase 3.190598539 (REVFELITE) 15|
730710 at |230710 at |WiR21 MIRZ10 host gene 3.196137527 S RS
205174 s at]205174 s at|QPCT lutaminyl-peptide cydotransferase 3.195920453 EEECERELEE) 3 90E-15)
223000 s at|2esII0_s _at| PARPY -1oase] palyrerase lamily member 3 3.146511656 L A4 5814
211075 5 at|211075 s at|CD4AT COA7 molecu e 3.133805451 S8E-14
215445 5 at]213446 < at|LOX |lysy! oxidase ESEMC orrr 208104530029 543E-15
(202888 s _at|R0I44E s st[PISCRL [phaspholpd scramblase 1 3130168639 FERZENERTY| 15614
2057 at 1209457 at |DUSPS sl ificity phosphatase 5 S8 Ferre il )10, 30500909]  6.24E-15
226140 5 at]225140 < at|OTUD1 (") biguitinase 1 +3.08803095 EXT RN 3 29E-15
TEEEBAY a1 (1556843 at [AI50H B512 nterfercn st [ S e L T -3.044398707 [RITICTHY TA5E-14
235557 at 236657 at Loc)m:mnlu«havauevhed L0C10028891 1% -3.038720182¢ PEEFEITET) IESE ST
202488 s at]202438 s at|#XYD3 FXYD domain containing jon transport regulator 3 -3.032065767 ERESECEEN RIS
238 REFT retinol Dinding protein 7 2018564075 IENFEES IEEFIST
W—f@gmﬁﬁﬁymw Tomly merbar T8 298850884 EECOTPEL T WA AT
PARP12 poy{ADF-rbose) polymerase family member 12 2980567387 (T IS Y
HLAB or histocompatibility complex, class L8 -2.973484541 ERSIEIECSY 3 03E-14
SAC major istocomeatibility complex, class |, -2.072855395 BEOIAEE) IERE S E)
RHOU ras homolog family member U 2964351255 291E-14
(GLIS3 GLS family zinc finger 3 -2.933635767 308E-14
(VAR hv-maf yvan mesculcagoneurctic fErosartoma oncogere homolog A=+ erl 2l b D 3a S5F-14
|214455 x at]214455 x at|=AC mjor histccompatibility complex, class 1, C 2907135622 BE S CEEEN 455814
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ANEXOS

Implementacion de un modelo in vitro de cancer que permita evaluar simultaneamente el efecto de estrés (hipoxiay pH) y el

silenciamiento de genes

Genes diferenciaimente expresados (KRAS)

1555338 s 4

203645 ¢ a4203645 s aCD163

1555338 ¢ 4AQP10

CD163 molecule
acuaporin 10

217028 at

217028 at |CXCRA

chemokine (C-X-C motif) receptor 4

209909 ¢ 24209909 s aTGFB2

transforming growth factor beta 2

4.94264561
4.74849344
4.31713808

GenelD | GeneSymbol | GeneName logfC P.Value
215446 ¢ a4215446 s alfLOX tysyl oxidase 5.95983061 6.00£-19
223784 at 223784 at |[TMEM27 _ [transmembrare protein 27 5482621 251E-14
1219564 at 219564 at |KCNJ16 tassium voltage-gated channel subfamily ) member 16 ERYZEFEVY 7.24709982|  1.34E-16
204208 ¢ at204298 s 34 LOX Esyl oxidase LVEyppyy 7.12434592 .09E-16
202237 at 1202237 at |NNMT nicotinamide N-methyitrans'erase LW yr:ixhr) 6.76380507|  14BE-16
220158 at |220158 at [LGALS14  [lectin, galactoside-binding, soluble, 14 512494089 EEEESED IIFYESE
220620 at |220620 at |CRCT1 cysteine rich C-terminal 1 LNl yal 4.11955228|  5.6BE-15
219888 at |219888 at |SPAGH sperm associated antigen 4 LRG0 S EY B.4345014])  3.192-14

6.43803675
8.06918951

8.37E-16

2.23E-16

7.12546296

5.03E-14

6.25£-16

214146 s a4214146 s atPPBP pro-platelet basic protein 3.73¢-]

219410 at 219410 at |[TMEMASA [transmembrare protein 45A 7.47E-

226771 at 226771 at |ATPBB2 ATPase phospholipic Lransportng 862 21 4,15¢-15
219529 at |219529 at |CLIC3 chloride intracellular chanrel 3 6.63626455|  1.60E-15
229781 at 229781 at |LOCI005067|uncharacterized LOC100506725 ' 4.45422619]  1.98E-14
202219 at 202219 at ]'SLCSAB solute carrier family 6 member B EAyplxcin] 794542243  2.19¢€-13
227450 at_|227450 at_|ERP27 encoplasmic reticulum protein 27 3.5696668 .16€-15
242496 at 242496 at |ART4 ADP-ribosyitrans/erase & (Dombrock blood groug 3.50552424 .51E-15)
223484 at |223484 at [C150r'dB  [chromosome 15 open reading lrame 43 3.47481504 .BOE-13
236313 at |236313 at |CDKNZB cydin-depenrdent kinase inhibitor 28 3.44710057 7.24E-16
201848 < ad201B48 s atBNIP3 BCLZ/adenovirus £18 19kDa interacting protein 3 3.43389361 X 1.27¢-14
221478 at |221478 at |BNIP3L BCL2/adenovirus £18 19kDa interacting protein 3-like EWilhloh iy 105377725 1.148-14
230710 at |230710 at |MIR210HG [MIR210 host gene kWl v 2Y 7.39665406)  8.83E-14
208651 x a(208651 x afCD24 024 m:u& 3.26396122 IE:EFE SRS T
1555854 at |1555854 at |NA NA kv by 6.73857072 3.53E-14
202489 < at202439 s alfFXYD3 FXYD domain containing ion trarsport regulator 3 ESLCCIyplY 11.2630134] 9.21E-16
240432 x al240432 x alkLF7 Kruppel-like factor 7 (ubiguitous) KRV Y50 6.14886709  4.71E-14
266 ¢ at 1266 s at  |CD24 CD24 molecule ERL0EcEnY B.35647516]  2.50€-14
213349 at 213349 at |TMCCI transmermbrane and coiled-coil comain family 1 ERLT Y 582047474 3.41E-13
216379 x 21216379 x alCD24 (024 moleculs ERLYITS0YY 9.8457466) .10E-16
1554436 a {15544356 a |REG4 regenerating family member 4 S N0-Ib) 6.77384428|  1.82£-10
220784 < 4220784 s afuTS2 urotensin 2 R AbELCY 35438015  2.79€-11
204475 at 204475 at |MMP1 matrix metallopepticase 1 R A vioik] 749592541  4.20€-12

Genes diferencialmente expresados (H/pH)

GenelD | GeneSymbol | GeneName Avebxpr t P.Value
218625 at 218625 at |NRN1 neuritin 1 L0 ) 4.76587398| 9.23£-10
1569020 _at 1569020 at |[NEDOS neural precursor cell expressed, developmentally down-reficR(FIERER] 5.20563884  1.306-07
217028 at |217028 at |CXCRA chemokine (C-X-C motif) receptor 4 ERpEiitcil] 5.19306897]  4.996-09
206177 s 9206177 s alARG1 arginase 1 EXOEEPZINY 3.75340045  3.50¢-09
215446 ¢ ad215446 s aLOX lysyl oxidase ERLrabatsY 6.89446495)  1.61£-09
213227 at |213227 at |PGRMC2 progesterone receptor membeane component 2 ERSLT O 798751968  6.32E-11
207256 _at |207256 at |[MBL2 mannose binding lectin 2 KRy (ypriy 67833163  9.02£-10
208519 x 21208519 x afGNRH2 |gonadotropin releasing hormone 2 ERLy kS Y 595034851  6.0BE-09
224875 at |224875 at |CSorf24 chromosome 5 open reading frame 24 EEL =LY 6.55476422|  3.89€-08
224938 at |224938 at |NUFIPZ nuclear fragile X mental retardation protein interacting profielebbixsy 7.98591398|  7.80€-08
212327 at 212327 at |UMCH1 UM and calponin homology domains 1 ERSECL 03 4.75885252|  4.66£-10
239229 at |239229 at |PHEX phosphate regulating encopeptidase homolog, X-linked  JEWMISTY 7Y 4.68310778|  7.13£-09
238750 at 238750 at |CCL28 C-C motif chemekine ligand 28 ESUIVL Y 6.84027399 2.356-08
206424 at 206424 at |CYP26AL  |cytochrome PASO family 26 subfamily A member 1 ERULyLyiy 527641505  7.81E-10
220158 at |220158 at |LGALS14  [lectin, galactoside-binding, soluble 14 ESLY S UyEY 6.93323193|  4.3BE-10
227949 at 227949 at |PHACTRI  [phosphatase and actin regulator 3 ERLUU YR Y 3.94766533| 1.78£-07
218541 ¢ ad218541 s atlCBorfd chromosome 8 open reading frame 4 ENSLsb sl 479049447  6.326-09
209771 x (209771 x alCD24 CD24 molecule ENOLCELYAY B.B1436341  2.1B£-10
222108 at 222108 at |AMIGOZ  [|achesion molecule with Ig-like domain 2 p vy kY 550600332  8.81E-08
240557 at |240557 at |TSC22D2  |TSC22 domain family member 2 O E 0y 55280937 6.24E-09
212097 at |212097 at |CAV1 caveolin 1 PR vyl 7.12302811 2.56E-09
230402 at 230402 at |DUSP15 dual specificity phosphatase 15 ol ikly 5.01555575| 3.87€-09
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