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Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

INTRODUCCIÓN 

CAPÍTULO 1 

Introducción 

 

Cáncer 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 cáncer sigue siendo una de las principales causas de muerte, a 

pesar de los avances tecnológicos 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 glicolítico de las células cancerosas 

(Justus, Sanderlin, & Yang, 2015). 

Las células cancerosas presentan una capacidad mejorada de la glucólisis en 

ausencia o incluso en presencia de oxígeno para apoyar el metabolismo 

mitocondrial. Este fenómeno fue descrito hace ya mas de 80 años por Otto 

Warburg (Roland H. Wenger, 2005). 

El cáncer es caracterizado por una alta heterogeneidad metabólica lo que 

ayuda a las células a sobrevivir y proliferar en condiciones del microambiente 

extremas, incluyendo hipoxia, una depleción progresiva de los recursos 

metabólicos y acidosis. A continuación describiremos las evidencias científicas 

que fundamentan el papel de la hipoxia y la acidosis en el desarrollo de cáncer. 
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CAPÍTULO 2 

Antecedentes 

2.1 Microambiente tumoral  

Todos los organismos requieren el mantenimiento de la homeostasis fisiológica 

para sobrevivir (Iranon & Miller, 2012). En específico, durante el desarrollo del 

cáncer, se presenta un comportamiento maligno, lo que se ha asociado a la 

inestabilidad genómica, debido al gran número de mutaciones encontradas en 

las células tumorales, aunque las bases para la inestabilidad genética no se 

conocen con precisión (Bristow & Hill, 2008). 

El crecimiento de los tumores sólidos no soló es caracterizado por la 

proliferación descontrolada de las células, sino por los cambios en el 

microambiente tumoral. Una de las características del microambiente tumoral es 

la presencia de hipoxia, la cual ocurre por una insuficiencia de oxígeno en la 

vasculatura creciente del tumor (Supuran, 2011).  

En los tumores solidos las áreas 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 fisiológico asociado a la hipoxia en el microambiente tumoral 

se correlaciona con acidosis e incrementa la presión del fluido intersticial 

(Denko, 2008).  
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2.2 Hipoxia 

 

El oxígeno desempeña un papel fundamental en el mantenimiento de los seres 

vivos, este es requerido para el metabolismo aeróbico y para mantener el 

equilibrio de energía intracelular (Simon, 2004). En la naturaleza, la 

concentración normal de oxígeno en la atmósfera es de 21% (normoxia) (Abaci, 

Truitt, Luong, Drazer, & Gerecht, 2010). La hipoxia se define como la reducción 

de los niveles normales de oxígeno (<5%) en los tejidos (Simon, 2004); 

mientras que la anoxia se presenta cuando los niveles de oxígeno son menores 

de 0.01% (Lenihan & Taylor, 2013). La hipoxia puede presentarse en diversas 

patologías como por ejemplo: la enfermedad vascular aguda y crónica, en la 

enfermedad pulmonar y en el cáncer, importantemente en el crecimiento de 

tumores solidos (Harris, 2002). 

En condiciones normales, el mecanismo por el cual las células responden a la 

reducción en los niveles de oxígeno es a través del factor inducible por hipoxia 

(HIF1α) (Pouyssegur, Dayan, & Mazure, 2006) el cual representa el mecanismo 

celular de adaptación más ampliamente estudiado (Chiche, Brahimi-Horn, & 

Pouyssegur, 2010). 

HIF1α es un heterodímero compuesto de una subunidad alfa y una subunidad 

beta (Weidemann & Johnson, 2008). Funciona como un regulador maestro de la 

respuesta homeostática celular y sistémica a la hipoxia mediante la activación 

de la transcripción 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 oxígeno o facilita la adaptación 

metabólica a la hipoxia (Figura 1) (Masoud & Li, 2015). 

La hipoxia contribuye a la pérdida de estabilidad genómica a través del 

incremento de la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) (Wilson & 

Hay, 2011). 

En condiciones de normoxia HIF1α es expresado constitutivamente y 

degradado en un periodo corto de tiempo (~ 5 minutos) (Ke & Costa, 2006). 

Molecularmente la identificación de HIF1α para su degradación se produce por 

la hidroxilación de enzimas hidroxilasas dependientes de oxígeno (PDHs) sobre 

dos residuos de prolina (Pro402 y Pro654) esta reacción es catalizada por Fe 

(II), oxígeno y/o 2-oxoglutarato (Messineo et al., 2016; U. R. Jewell, 2001). Los 

residuos de prolina hidroxilados permiten la captura de HIF1α por la proteína 

von Hippel-Lindau (pVHL), dando lugar a la ubiquitinación y posterior 

degradación proteasomal (Weidemann & Johnson, 2008). 

Por lo contrario, en condiciones de hipoxia la proteína HIF1α es regulada 

mediante una enzima denominada inhibidor del factor HIF1α (FIH). En ausencia 

de hidroxilación se evita el reclutamiento de cofactores (CBP/p300) debida a la 

hipoxia, HIF1α se acumula, se transloca al núcleo, 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 Höpfl, 2004). 
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2.3 Genes blanco de HIF1α 

 

Como se describió previamente, la hipoxia es un mecanismo de adaptación 

celular, que ocurre como un proceso de regulación celular, es mediado por el 

gen HIF1α. El gen HIF1α es un factor de transcripción que regula diferentes 

procesos celulares mediante la activación de la transcripción de muchos genes. 

Debido a que las células necesitan adaptarse a los cambios en el suministro de 

oxígeno, no sorprende encontrar una variedad significativa de genes blanco de 

HIF1α. 

HIF1α activa la expresión 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 HIF1α son Glut1, LDH, EPO, 

VEGF y CA9 descritos ampliamente en diferentes trabajos (Schulze & Harris, 

2012), sin embargo, los genes antes mencionados no son los únicos genes 

activados por HIF1α. Se ha descrito ampliamente que HIF1α controla la 

expresión de cientos de genes dependiendo del tipo celular (Görlach, 2009), 

aunque algunos autores estiman que quizás aproximadamente del 1 al 5% del 

genoma es regulado por HIF1α (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 HIF1α 

 

 
 

Gen Función Referencia 

Eritropoyetina (EPO) 
Transferrina (Tf) 
Receptor de transferrina (Tfr) 
Ceruloplasmin 

Eritropoyesis 
(transportador de 

oxígeno) 
(Harris, 2002) 

Adrenomedulina 
angiopoyetina-2 
cyclooxygenasa-2 
endothelina-1 y 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-1 y 2 
Lactato deshidrogenasa-A Piruvato 
quinasa 

Glucolisis (Chiche et al., 2010) 

Acetoacetil CoA 
Adenilato kinasa-3 Aminopeptidasa-A 
Anidrasa carbonica 9 
Tirosina hidroxilasa 

Regulación de 
pH/Metabolismo 

(Masoud & Li, 2015) 

BNIP3 
BNIP3L 
Bax 
Bcl-2 

Apoptosis (Sorensen et al., 
2015) 
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Figura 1. Esquema del mecanismo de la proteína HIF1α. El diagrama 

describe que en condiciones de normoxia (izquierda) HIF1α es hidroxilado en 

dos residuos de prolina mediante la prolil hidroxilasa (PDH) dependiente de  

oxígeno, 2-Oxoglutarato, y/o Fe+2. Las proteínas hidroxiladas (HIF1α) se unen al 

complejo E3 ubiquitina ligasa y proteína von Hippel–Lindau (VHL), lo que 

conduce a su degradación por el proteasoma. Mientras que en el caso contrario 

(hipoxia), la actividad de los PHD se inhibe debido a la falta de oxígeno, por lo 

que no ocurre la hidroxilación y no hay unión con la proteína VHL, HIF1α se 

sobreexpresa, se estabiliza y se trasloca al núcleo, en donde actúa como un 

factor de transcripción 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 neoplásicas o bien por el genoma de células 

neoplásicas inestables genéticamente lo que podría explicar el hecho de la 

desregulación de la oxigenación del tumor que esta asociado con la progresión 

tumoral (Michael Höckel, 2001). 

 

Figura 2. Esquema de progresión tumoral (Gillies, 2004). La hipoxia es una 

característica de los tumores solidos que resulta de una disminución de los 

niveles de oxígeno y nutrientes (glucosa), ayuda a la generación de mutaciones 

dando como consecuencia un desarrollo tumoral y metástasis. 

 
 
La hipoxia persistente o cíclica ejerce posteriormente presión de selección que 

conduce a una regulación positiva constitutiva de la glucólisis, incluso en 

presencia de oxígeno (Schwab, 2009). Esta regulación positiva constitutiva 

puede ocurrir a través de mutaciones o cambios epigenéticos tales como la 

alteración en los patrones de metilación de los promotores.  
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Las consecuencias del aumento de la glucólisis requieren mayor adaptación a 

ambientes ácidos y bajas concentraciones de glucosa. Tratándose de una 

secuencia evolutiva crucial en el desarrollo de cáncer invasivo. En primer lugar, 

se traduce en un fenotipo con una poderosa ventaja proliferativa, ya que, a 

través de la glicolisis aeróbica persistente, es capaz de alterar el microambiente 

local de una manera que es inofensiva para sí mismo, pero fatal para las 

poblaciones competidoras. En segundo lugar, la acidificación del microambiente 

facilita la invasión tumoral tanto a través de la destrucción de poblaciones 

normales adyacentes como a través de la degradación inducida por ácido de la 

matriz extracelular y la promoción de la angiogénesis (Gatenby et al., 2007). 

Esto ha llevado a la hipótesis de que la adaptación de la hipoxia y la acidosis 

son pasos necesarios en la fase posterior de la secuencia de carcinogénesis 

(Figura 2). 

Las alteraciones metabólicas se han observado en muchos tipos de cáncer, 

incluyendo tumores solidos y neoplasias hematológicas (Pelicano et al., 2006). 

Las células de cáncer a diferencia de las células normales son capaces de vivir 

en el ambiente ácido que se desarrolla como una consecuencia de la 

producción de ácido láctico y muchas enzimas glicoliticas (LDHA, PDK1, etc,) 

son sensibles al pH (Figura 3) (Otto War burg, 1926). 
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Figura 3. Desregulación de la glucólisis y la regulación de pH (Chiche et al., 

2010). HIF1a activa la glucolisis por la sobreexpresión de los transportadores 

de glucosa (GLUT1, GLUT3, GLUT4) y enzimas glucoliticas como HK2, LDHA, 

PDK1. La sobreexpresión de lactato (representado en naranja), ayuda a las 

células tumorales a mantener un pHi compatible con la viabilidad celular por la 

expresión constitutiva de genes que participan en los sistemas de regulación 

ácido-base (símbolos negros) como por ejemplo: Na+/H+, NHE-1, AE/NBC. 

Además de que HIF1a induce la regulación de otros sistemas (símbolos en 

azul) como por ejemplo MCT4, CAIX y CAXII, AQP1. 
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2.4 Acidosis 

El potencial de hidrogeno celular (pH) desempeña un papel muy importante en 

la regulación de diversos procesos como la regulación del ciclo celular, 

proliferación, migración de las células; dicha importancia radica en que la 

mayoría de las enzimas son sensibles a los cambios de pH, desviaciones de 

pocas décimas por encima o por debajo del pH optimo puede afectar 

drásticamente su actividad, como por ejemplo la progresión 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 regulación del pH tanto intra (pHi) como extracelular (pHe) de todas 

las células del cuerpo es crítica 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 láctico y carbónico), las alteraciones en el pH afectan la 

estructura y actividad de casi cada enzima y afecta drásticamente la 

señalización y función metabólica (Scott K. Parks, 2013). 
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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 

±2, cuando este pH es modificado (bloque en morado), diversos procesos 

celulares se afectan promoviendo la proliferación celular, evasión de la 

apoptosis, invasión celular, etc.  

 
 
 
2.5 Modelos de hipoxia 

En la literatura existen diversos reportes ampliamente descritos del modelo de 

inducción de hipoxia tanto químico como de depleción de oxígeno; para el 

modelo químico se utiliza generalmente el CoCl2 como inductor de hipoxia, se 

emplea a diferentes concentraciones dependiendo la línea celular que se utilice 

(Jean-Pascal Piret, 2002; Wu & Yotnda, 2011; Zeng et al., 2011).  
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La concentración mayormente reportada es de 100 μM determinada a partir de 

un ensayo dosis-respuesta (Fukuda et al., 2007), y se han utilizado líneas 

celulares de diferentes tipos de cáncer (Lee et al., 2015; Zeng et al., 2011). En 

particular, la inducción de hipoxia mediante la depleción de oxígeno se realiza 

utilizando una cámara sellada con una mezcla de gases (nitrógeno, dióxido de 

carbono y oxígeno) en diferentes proporciones (Figura 5). El nivel de oxígeno 

para generar hipoxia es menor del 5%, diferentes trabajos evalúan diferentes 

concentraciones de oxígeno simultáneamente en un rango de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 

5% de oxígeno (Ruoxiang Wang, 2014; Sorensen et al., 2005; Wu & Yotnda, 

2011), o una sola concentración la más empleada es del 1% (Benita et al., 

2009). Para la validación de estos modelos se emplea típicamente la evaluación 

de la sobreexpresión del marcador de hipoxia el gen HIF1α mediante técnicas 

de qPCR midiendo el RNA mensajero (Chiche et al., 2009), o la sobreexpresión 

de la proteína HIF1α mediante la técnica de western blot (U. R. Jewell, 2001). 

Los dos diferentes modelos de hipoxia se han utilizado en la búsqueda de 

diferentes enfoques de varios tipos de patologías como por ejemplo: nuevas 

terapias de cáncer (Wilson & Hay, 2011), búsqueda de mecanismos 

relacionados a la transición epitelial mesenquimal (Zuo et al., 2016) e inclusive 

en la obesidad (Messineo et al., 2016). Importantemente una gran cantidad de 

trabajos están enfocados en el contexto del cáncer, relacionados a búsqueda 

de nuevos blancos terapéuticos, mecanismos de progresión que involucran el 

microambiente tumoral (Joyce & Pollard, 2009), así como la participación de 

hipoxia en mecanismos de migración y metástasis (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 aún no están 

claras ambas propuestas.  Lo que sí se conoce es que un microambiente ácido, 

favorece la activación de mecanismos de migración y metástasis (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 estabilización de HIF1a es 

afectada por agentes químicos (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 transición 

como por ejemplo cobalto (Tabla 2) (Befani et al., 2013). 

 

 

 

 

 

 



	
	
	

	 15	

Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

INTRODUCCIÓN 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Cámara de hipoxia (foto tomada del laboratorio UG-CIDICS). En la 

figura se observa la cámara sellada unida a un regulador de presión  y al tanque 

de la mezcla de gases (94% nitrógeno, 5% dióxido de carbono y 1% oxígeno). 
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Tabla 2. Agentes miméticos de la hipoxia 

Regulador Función/vía involucrada Consecuencia Referencia 

Níquel 

• Disminuye los 
niveles de Fe 

• Inhibe PHDs 
• Desregula la 
expresión de FIH-1 

y ARD1 
• PI3K/Akt 

Incrementa expresión 
de HIF1α 

(Davidson T, 
2005 ) 

(Ke Q, 2005) 
(Li J, 2004) 

Cobalto 

• Remplaza Fe 
• Desregula la 
expresión de FIH-1 

y ARD1 
• PI3K 

Incrementa expresión 
de HIF1α 

(Yuan Y, 
2003) 

(Ke Q, 2005) 

Arsenito ROS 
P38 MAPK 

Incrementa expresión 
de HIF1α 

(Duyndam 
MC, 2003) 

Cromo 
ROS 

P38 MAPK 
PI3K/Akt 

Incrementa expresión 
de HIF1α 

(Gao N, 
2002) 

Desferrioxamina 
(DFO) 

Quelador de Fe Incrementa expresión 
de HIF1α 

(Wang GL, 
1993) 

TGF- α ROS 

Incrementa la 
translocación y 

actividad  de HIF1α 
Incrementa la unión al 

DNA 

(SC, 2001) 
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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 

ácido se realiza con la modificación del pH del medio de cultivo empleado 

(Hulikova, Harris, Vaughan-Jones, & Swietach, 2013; Raul Martinez-Zaguilán, 

1996). El gradiente de pH empleado en la mayoría de los trabajos va desde 6.9-

6.2; ya que en la literatura se reporta que la modificación del pH de 0.1 es vital 

para la regulación de diversos procesos celulares (Madshus, 1988; Supuran, 

2011). Este tipo de modelos se han utilizado para la búsqueda de mecanismos 

de regulación celular tumoral (Balaji Krishnamachary, 2003; Tannock, 1992b); 

mas recientemente empezó a utilizarse en conjunto con modelos de hipoxia 

para observar el efecto en la combinación de estos factores (Balaji 

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

 

2.7. Metabolismo celular tumoral 

El interés en la regulación del metabolismo celular del cáncer a aumentado en 

la ultima década, la cual ha tenido tanta importancia que se ha considerado un 

“hallmarks of cáncer”(Hanahan & Weinberg, 2011). Un aspecto que ha llamado 

la atención en el contexto del cáncer es que además de la actividad de 

numerosos canales de iones y transportadores que son altamente sensible a 

cambios de pH intra y/o extracelular así como también en la hipoxia y otras 
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características del microambiente tumoral (Neri & Supuran, 2011), hay 

oncogenes y genes supresores de tumor que cumplen con una función celular 

normal en diferentes procesos de la célula. 

En el 2014 Iurlaro 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 metabólicos involucrados en 

proliferación celular y en el ciclo celular, por lo cual es de importancia 

estudiarlos en el contexto de la regulación del metabolismo celular. 

 

2.8 Mutaciones en genes de la Mitocondria 

Hace mas de 70 años Warburg hipotetizo que el cáncer era causado por una 

disfunción en la mitocondria, los tumores producían un exceso de lactato en 

presencia de oxígeno, este proceso es conocido como “efecto Warburg”, 

(Wallace, 2005). Las mutaciones en el DNA mitocondrial son frecuentemente 

asociadas a cáncer, se han reportado diversas mutaciones somáticas y 

germinales en la mitocondria asociadas a diversos tipos de cancer como por 

ejemplo: cáncer de colon, adenocarcinoma renal, cáncer de cuello y cabeza, 

tumores de mama, tumores de ovario, cáncer de próstata y vejiga, etc. (William 

C. Copeland & Penta, 2002). 

Se piensa que defectos en el DNA mitocondrial puede conducir a la 

carcinogénesis. La reprogramación inducida por hipoxia en la regulación 

mitocondrial puede ser mediante la vía de la succinato deshidrogenasa, que es 
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una vía energéticamente más eficiente en condiciones de hipoxia (Lukyanova, 

2013). 

Después de casi 50 años se demostró 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 mayoría de los paragangliomas 

hereditarios mutaciones en SDHA, y del núcleo catalítico de Complejo II de la 

cadena respiratoria mitocondrial, conduce al síndrome de Leigh, una condición 

neurodegenerativa. Estos hallazgos apoyan la hipótesis de Warburg y 

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 neoplásicas 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 proteínas 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 

glicólisis afectados por la hipoxia mejoran la supervivencia celular en 

microambientes hipóxicos y ácidos. 

También hay evidencia emergente que sugiere que la disfunción mitocondrial 

puede conducir a la activación de HIF-1α, desencadenando así la vía 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 cáncer (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 

cáncer, que son caracterizadas por hipoxia y limitaciones en los nutrientes 

(Wallace, 2005). 
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CAPÍTULO 3 

 

Justificación 

 

La hipoxia activa un transcriptoma complejo que incluye las vías de genes de 

respuesta a hipoxia (HIF1α), normalmente no expresados en células en 

condiciones sin estrés (oxígeno y acidosis). La capacidad de adaptarse, 

sobrevivir y proliferar bajo esas condiciones, son unas de las diferencias 

fisiológicas 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 ácido. 

Sin embargo, los mecanismos precisos que censan y regulan esta adaptación 

aún 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 permitió 

identificar la expresión diferencial de genes afectados por dichos cambios. 
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Hipótesis 

 

Diferentes rutas de señalización metabólica se activan cuando la célula se 

somete simultáneamente a estrés (pH bajo e hipoxia) y al silenciamiento de 

genes asociados a cáncer. 
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CAPÍTULO 5 

Objetivos  

 

5.1 Objetivo general 

 

Identificar cambios en el metabolismo celular en respuesta al efecto combinado 

de: estrés (hipoxia y pH ácido) y el silenciamiento de genes conductores de 

tumor, en un modelo in vitro de cáncer. 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

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 análisis de expresión génica global mediante microarreglos de 

expresión e identificar genes diferencialmente expresados  en el modelo de 

estrés (hipoxia y acidez) y silenciamiento. 

4. Correlación de los resultados para identificar genes con participación en vías 

metabólicas afectadas por las condiciones de estrés (hipoxia y acidez) y 

silenciamiento.
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CAPÍTULO 6 

Material y Métodos 

6.1 Estrategia general 

 

 

Figura 6. Diagrama de la estrategia general. A partir de la implementación del 

modelo de estrés (hipoxia y acidez) y el silenciamiento de los oncogenes y 

genes supresores de tumor (Objetivo 1 y 2), se realizó la expresión génica 

global (Objetivo 3), con todos los datos obtenidos se realizó un análisis 

bioinformático (Objetivo 4). 
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 6.2 Material 

 

6.2.1 Reactivos  

 

Reactivos requeridos para la extracción de ácidos nucleicos: Trizol de 

Invitrogen (Carlsbad, CA), Cloroformo, Isopropanol, Etanol (Sigma Aldrich, 

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

 

Reactivos requeridos para análisis PCR en Tiempo Real: Se utilizó el kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystem, Foster City, 

CA, USA) para la síntesis de cDNA. Para la PCR en tiempo real se utilizó el 

reactivo SyBr Master Mix (Roche, Alemania), primers para los genes de interés 

(Glut-1, HIF1α, VEGF, EPO, CA9, KRAS, APC, Myc, P53 y 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 línea 

celular se utilizó medio de cultivo Dulbecco ́s Modified Eagle Medium (DMEM. 

GIBCO, Invitrogen, EUA), suero bovino fetal (SBF, 10X), antibiótico penicilina-

estreptomicina (100 UI/mL de penicilina G sódica y 100 ug/mL de sulfato de 
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estreptomicina). Para realizar los subcultivos se utilizó Tripsina-EDTA 1X 

(GIBCO, Invitrogen, EUA). Se empleó material de plástico como, puntas 

plásticas 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 cm2(Corning, EUA), 

placas de cultivo de 6 y 96 pocillos, raspadores plásticos estériles (Corning, 

EUA) y pipetas serológicas de 5 y 10 mL (Corning, EUA). Para el recuento 

celular se utilizó el colorante azul de tripano al 0.4 % (Gibco, Invitrogen, EUA). 

Para la inducción de hipoxia química se utilizó Cloruro de cobalto (Sigma 

Aldrich). Para el ensayo de acidosis se utilizó Hidróxido de sodio 1N, Acido 

clorhídrico 1N, ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfónico (HEPES) 25 

mM y ácido 3-(N-morfolino) propanosulfónico (MOPS) 25 mM. 

 

Reactivos requeridos para extracción de proteínas y Western Blot: En la 

extracción de proteínas totales se empleó inhibidor de proteasas (Roche, 

Alemania). La curva estándar de calibración se hizo con albúmina sérica bovina 

grado reactivo (Amresco, EUA). Para los geles de poliacrilamida se utilizó 

acrilamida (Invitrogen, EUA) y N-N -́metilbisacrilamida (Invitrogen, EUA) 

proporción 29:1, SDS 10X (ICN Biomedicals, EUA), Tris-HCl 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 preparó con Tris-base (Sigma, EUA) 

glicina (Sigma, EUA) y SDS (ICN Biomedicals, EUA).Se utilizó un marcador de 

peso molecular Precision Plus Protein All Blue (Biorad). 
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Para el western blot se utilizó el buffer de transferencia que fue preparado con 

Tris Base, Glicina, SDS y agua destilada. La cuantificación de ptoteinas se 

realizo con el reactivo de Bradford, y en microplaca de 96 pozos, se utilizó un 

lector de Elisa.  

 

Reactivos para el ensayo de viabilidad y apoptosis (quimioluminiscencia): 

Para el ensayo de viabilidad celular se utilizó el Kit CellTiter-Glo (Promega), 

Para el ensayo de apoptosis se utilizó el kit Caspase 3/7 (Promega),  placas 

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

 

6.2.2 Material Biológico 

 

Línea celular CaCo-2 y ácidos nucleicos: RNA total (RNA), DNA 

complementario (cDNA) y lisado de proteínas totales. 

 

6.2.3 Equipo 
 

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

campana de flujo laminar clase II (GSCO) y en una incubadora con 5%de CO2, 

y 37°C de temperatura (Thermofisher). Se empleó un microscopio invertido 

(Olympus) para la observación de las células en cultivo, la centrifugación 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 utilizó un lector de placas 

Glomax (Promega). 

 

Equipo utilizado para la extracción de ácidos nucleicos: Centrifuga tubos 2 

mL, Thermomixer de Eppendorf (Hamburgo, Alemania),  vortex  de Scientific 

industries (Bohemia, New York), Bioanalyzer™ Automated Electrophoresis 

Station, cámara 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 análisis de PCR en Tiempo Real (qPCR):  Light Cycler 

480 (Roche), Termociclador veriti y ABI 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 centrífuga 

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) y 

minispin de Labnet (Edison, NJ).  

 

Equipo utilizado para Western Blot: Cámaras 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 

• GOrilla (Gene Ontology enRIchment 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 línea 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 antibióticos 

(penicilina y estreptomicina). En una atmósfera húmeda a 37 °C con 5% de 

CO2. El medio de cultivo se cambió cada 3 días hasta alcanzar una confluencia 

del 80% para la realización 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 adicionó 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 continuación se inactivo la tripsina con el mismo volumen de 

medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino. Se recuperó la 

suspensión celular en un tubo falcon de 15 mL y se centrifugó por 5 min a 1000 

rpm para obtener un botón de células, el cual se resuspendió en el volumen de 

medio apropiado descartando el sobrenadante de la centrifugación. De la 

suspensión celular se preparó una dilución (1:10) con medio de cultivo y azul de 

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

células según el experimento a realizar. 
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6.3.3 Inducción de hipoxia  

 

El ensayo de hipoxia se realizó mediante dos metodologías una con inducción 

química y otra mediante la disminución de la concentración de oxígeno, como 

se describe a continuación: 

A) La inducción química se realizó empleando el CoCl2 (Sigma) que es un 

compuesto químico que mimetiza la hipoxia (Figura 7) (Ke & Costa, 

2006). Se probó un rango de concentraciones (50, 100 y 150 μM) del 

compuesto para definir la dosis a que se induce la hipoxia, basándonos 

en reportes previos que utilizan CoCl2 para la inducción de hipoxia 

química (Befani et al., 2013; Jean-Pascal Piret, 2002; Talita Antunes 

Guimarães, 2016). 

B) La disminución de la concentración de oxígeno se realizó mediante el 

uso de una cámara de hipoxia (Stem cell, Technologies), a la que se 

conecta una mezcla de gases con las siguientes concentraciones 1% 

Oxígeno, 5% de Dióxido de carbono y 94% de Nitrógeno (Praxair, 

México), durante unos minutos, posteriormente se sella y se introduce a 

una incubadora el tiempo necesario para cada ensayo. 
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Figura 7. Mecanismo del CoCl2. El cloruro de cobalto es un agente 

mimético de hipoxia, actúa secuestrando temporalmente a iones como Fe+, 

O2, lo que provoca la estabilización de HIF1α, HIF1α. se trasloca al núcleo y 

activa genes implicados en proliferación, inhibición de apoptosis , 

angiogénesis. 

 

6.3.4 Determinación de número de células y evaluación del rendimiento de 

extracción de RNA 

 

Se realizó un ensayo previo para determinar el número de células necesarias 

para realizar los ensayos posteriores en dos formatos de placa 96 pozos y 6 

pozos (Corning), además de evaluar el rendimiento de extracción de RNA de 

cada formato de placa, también se realizó un ensayo inicial para determinar la 

concentración de CoCl2 que se empleo en los ensayos posteriores de inducción 

de hipoxia química. 
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En forma general los ensayos se realizaron como se describe a continuación: 

Se sembraron 15 000 y 150 000 células por pozo en placas de 96 y 6 pozos 

respectivamente de la línea 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 CoCl2 100 μM 

durante 0, 3, 6, 24, 48 y 72 h, y/o en la cámara de hipoxia. 

Cada condición se realizó por triplicado. Este ensayo se evaluó midiendo la 

expresión a nivel transcripcional de los genes los genes sensibles a hipoxia 

(HIF1α, 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 realizó el cambio de medio a diferentes pH 6.5, 6.7 y 

6.9. La modificación del pH del medio se realizo adicionando ácido 4-(2-

hidroxiethil)-1-piperazinoetanosulfonico (HEPES 25 mM) o ácido 3-(N-morfolino) 

propanosulfonico (MOPS 25 mM) y al final medir el pH y ajustarlo con HCl 1M. 

Se utilizo un control de medio sin cambio de pH, durante 0, 3, 6, 24, 48 y 72 h, 

cada condición se realizó por triplicado. 
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6.3.6 Extracción de RNA total 

 

Para este ensayo se sembraron 1.5x105 células en placas de 6 pozos y 1.5x104 

células en placas de 96 pozos a las cuales se les proporcionó el tratamiento 

descrito previamente (acidosis y/o inducción 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 compañía Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) acuerdo 

con las especificaciones del fabricante. El RNA fue precipitado, lavado y 

resuspendido en 30 μL de agua DEPC libre de RNAsas, se cuantificó y se 

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

6.3.7 Retrotranscripción 

 

La síntesis del DNA complementario se realizó a partir de 1μg de ARN total 

utilizando oligo DT de acuerdo con el kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription de la compañía Applied Biosystems (Foster City, CA, USA) e 

inhibidor de RNAsas ‘RNA out’ de la compañía invitrogen (Carlsbad, CA, EUA), 

siguiendo las indicaciones del fabricante. El 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 realizó la cuantificación relativa a nivel transcripcional de los genes sensibles 

a hipoxia (HIF1α, EPO, VEGF, CA9, GLUT1 y LDH), además de tres genes 

endógenos utilizados para la normalización (GPI, EMC7 y GAPDH) el análisis 

de expresión relativa se realizo con el método de cuantificación 2-ΔΔCt (Livak & 

Schmittgen, 2001; Sorensen et al., 2015), cada condición se realizó por 

triplicado. 

El ensayo de la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real 

(qPCR) se realizó usando el reactivo SYBR Green master mix (Roche), los 

iniciadores para cada gen fueron diseñados con el programa Oligo dt y Amplify 

(Tabla 3). 

La normalización de los datos se realizó definiendo como gen endógeno la 

proteína de membrana  de la subunidad del RE del Complejo 7, la enzima 

glucosa 6 fosfato isomerasa y la enzima gliceraldehído 3-fosfato 

deshidrogenasa  (EMC7, GPI y GAPDH respectivamente). 

 

6.3.9 Western Blot 

Para este ensayo se sembraron 1.5x105 células en placas de 6 pozos, se les 

expuso al tratamiento mencionado previamente (acidosis y/o inducción de 

hipoxia por ambos métodos). La extracción de proteínas totales se realizó a las 

0, 3, 6, 24, 48 y 72 h post-tratamiento, las células se rasparon  con ayuda de un 

gendarme de goma, se utilizó PBS 1X (Corning) frio para lavar las células, 
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posteriormente se centrifugaron 15 segundos a máxima velocidad, se removió 

el PBS, las células se lisaron con el buffer de lisis conteniendo 10mM de Tris-

HCl pH 7.5, 50mM de KCl, 2mM de MgCl2, 1% de Tritón-X-100, 1mM de DDT, 

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

Después, el lisado celular se incubó por 20 min en hielo, se centrifugó, y se 

colectó el sobrenadante para determinar la concentración de proteína total por 

el método de Bradford y se almacenó a -80 °C hasta su uso. El método de 

Bradford se realizó en microplaca, se utilizó 1 uL del extracto proteico, diluido 

en proporción 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 reacción. La 

absorbancia se leyó a 600 nm de longitud de onda usando un lector de placas 

de Elisa (iMark, BioRad). La cantidad de proteína fue estimada interpolando el 

valor de absorbancia de cada muestra en la curva estándar de referencia 

construida previamente con albúmina 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 μg de 

proteína total por pozo en el gel de poliacrilamida en gradiente de 4-12% (SDS- 

PAGE), en condiciones reductoras, el gel se corrió a 120V por 2.5 h, la 

transferencia es realizó 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 solución 

de leche al 5%, posteriormente se incubó 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 Β-

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 incubó con el anticuerpo 

secundario por 60 minutos con solución de bloqueo (BSA 0.5%). La detección 

de la proteína se realizó 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-HIF1α (Abcam, EUA), anti-Glut 1 

(Abcam, EUA), anti-Biotina (Abcam, EUA) y el anticuerpo secundario anti-

conejo HRP (Abcam, EUA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 3. Secuencias de oligonucleótidos empleados para la qPCR 
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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 transfección silencer de la marca Ambion (Austin, TX, USA). 

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

Se sembraron 15 000 células por pozo de la línea celular CaCo-2 en placas de 

96 pozos con medio OptiMEM (Gibco, EUA). en un tubo de 2 mL se preparó el 

complejo de transfección (OptiMEM + Agente transfectante  + iRNA de cada 

gen), se añadieron 100 μL de la mezcla a cada pozo y se incubaron por 0, 24, 

48 y 72 h, como control negativo se utilizó un iRNA non-sense (Ambion) y como 

control positivo a GAPDH (Ambion), se realizó la extracción de ARN total la 

qPCR se realizo con Sybr Green master mix.  El cambio relativo en la expresión 

génica se calculó utilizando el método 2-ΔΔCt utilizando la expresión de GAPDH 

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

 

6.3.11 Microarreglos de expresión génica global 

 

Los perfiles de expresión 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 continuación (ver descripción completa del 

protocolo en la sección de anexos): A partir de 16 condiciones de cultivos 
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seleccionados, se partió de una concentración de 100 ng de ARN total de cada 

muestra, con una calidad y pureza entre un rango de 1.8-2 (valores 

determinados por espectrofotometría), se realizo la preparación del control de 

poli A. Se agrego el ARN y se procedió a la síntesis de la primera y segunda 

cadena de cDNA, a partir del cDNA realizar la transcripción 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 solución de elución 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 fragmentación 

(mínimo 15 ug). La fragmentación fue realizada usando un buffer de 

fragmentación, la fragmentación fue analizada mediante un gel de agarosa. 

Posteriormente la hibridación fue realizada, colocando la muestra en una 

mezcla de hibridación dentro de un cartucho o chip Affymetrix HU-U133 Plus 

2.0 GeneChip, y dejando hibridar en el horno de hibridación por 16 horas a 

45°C a una velocidad de rotación de 60 rpm usando el GeneChip Hybridation, 

wash and stain kit. Cuando la hibridación fue terminada, la muestra y la mezcla 

de hibridación fue retirada del cartucho, este fue rellenado con solución Holding 

buffer y fue lavado en la estación 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 incluyó lavados con buffers de lavado incluidos en el kit, así como el 

uso de soluciones de tinción para poder ser detectada la señal en el escáner. Al 

finalizar la estación de fluidos, el cartucho fue llenado con holding buffer y 

evitando que se hubieran generado burbujas, se coloca en el escáner de 

Affymetrix donde fue escaneado y fue generado tanto la imagen como los 

archivos necesarios para su posterior análisis usando el software Affymetrix 

Microarray Suite versión 5.0.0.032. 

Después de obtener la imagen escaneada se realizo un análisis bioinformático 

utilizando el software R para realizar la normalización (análisis 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 análisis por ejemplo 

Normal vs Hipoxia, Normal vs combinación pH/Hipoxia, Normal vs combinación 

pH/Hipoxia + Myc silenciado, etc. 

Se utilizaron diferentes programas bioinformáticos para los análisis de vías de 

señalización (panther), análisis ontológico (GOrilla, REVIGO) y diversas bases 

de datos para la identificación y función de genes (GENECARDS, NCBI Y 

PANTHER). 
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6.3.12 Análisis estadístico 

Los experimentos se realizarán por triplicado y las variables fueron evaluadas 

mediante un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías, 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 análisis se realizó utilizando el software estadístico SPSS (versión 

20.0) y las graficas se realizaron en el software GraphPad Prism v6.0. Los 

resultados se presentan como medias + desviación estándar (SD). Las 

diferencias se consideraron estadísticamente significativas con un valor de p ≤ 

0.05. 
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CAPÍTULO 7 

Resultados 

7.1 Descripción general de la línea celular de cáncer de colon 

Para la selección de la línea celular CaCo-2 como modelo de experimentación, 

se realizó una revisión del catálogo de la American Type Culture Collection 

(ATCC). Analizando cada una de las líneas celulares disponibles que se 

adaptará a las necesidades para nuestro modelo in vitro esta línea celular se 

seleccionó porque  no tiene mutaciones en los 4 genes de interés (P53, KRAS, 

Myc y APC) que se silenciaron para realizar el posterior análisis de expresión 

génica global (Figura 8). 

 

7.2 Estandarización de oligonucleótidos para la evaluación de los modelos 

de estrés (hipoxia y acidosis) 

 

Posterior a la selección de nuestro modelo in vitro, se realizó la selección de 

genes que se utilizaran para la evaluación de los modelos de estrés (HIF1α, 

VEGF, CA9, EPO, GLUT 1, LDH) y silenciamiento (KRAS; P53, APC, Myc); Se 

diseñaron y estandarizaron 11 pares de oligonucleótidos para la evaluación de 

los modelos de estrés y silenciamiento. Se comenzó con un gradiente de 

temperatura en PCR punto final para cada par de primers (58, 60 y 62 °C), 

todos los oligonucleótidos amplificaron en las tres temperaturas evaluadas, se 

seleccionó la temperatura de 60 °C para su uso en PCR tiempo real. 
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Figura 8. Perfil genético de la línea celular CaCo-2. En la imagen se 

describen los cambios genéticos de la línea 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 estándar y curvas 

de fusión (curva de desnaturalización del DNA) (Figura 9), para determinar la 

concentración de trabajo y eficiencia de reacción de cada par de 

oligonucleótido, las eficiencias obtenidas fueron en un rango de 1.8-2 (valores 

aceptables), la concentración de trabajo seleccionada fue de 100 ng/μL.  
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Figura 9.Estandarización de los oligonucleótidos empleados en qPCR (gen 

VEGF). En el esquema se presentan las curvas de amplificación, estándar y 

fusión. A) curva de amplificación se realizaron diluciones seriadas a partir de 

1000 ng/μL (1E3) de cDNA. B)Curva estándar se realizo para determinar la 

eficiencia de reacción de los oligonucleótidos empleados, calculándose una 

eficiencia de 2. C) Curva de fusión se realizó para determinar la especificidad 

de cada par de primers y la concentración de trabajo a utilizar (recuadro negro). 

 



	
	
	

	 45	

Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

RESULTADOS 

7.3 Evaluación de la expresión de genes blanco de HIF1α en los dos 

modelos de hipoxia 

La cuantificación relativa a nivel transcripcional de los 6 genes evaluados 

(HIF1α, VEGF, CA9, EPO, GLUT 1, LDH) fue muy variable en los dos modelos; 

Nuestro gen de referencia  es HIF1α, basándonos en la literatura esperábamos 

que la expresión relativa de este gen aumentara ambos modelos para 

determinar que se estaba llevando el proceso de hipoxia.  

En el modelo químico (CoCl2) se observó una sobre expresión de HIF1α a las 3, 

6 y 24 h respecto al tiempo 0 h y una disminución de dicha expresión a las 48 y 

72 h. El resto de los genes tuvo un comportamiento similar entre ellos, por 

ejemplo: Se observo una menor expresión de VEGF, CA9, EPO y GLUT 1 a las 

3 h y posterior aumento de la expresión a las 6 y 24 h esta expresión disminuyo 

a las 48 y 72 h. Mientras que LDH  tuvo un comportamiento distinto, se observo 

una sobre expresión a las 3, 6 y 24 h  que fue disminuyendo a las 48 y 72 h. En 

forma general se puede decir que la expresión de dichos genes en el modelo de 

hipoxia química tuvo un efecto agudo a las 6 h con una diferencia altamente 

significativa (p<0.01) comparada con la expresión de los genes a las 48 y 72 h. 

El modelo de hipoxia inducido con la cámara de gases se observo una sobre 

expresión 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 HIF1α observándose una sobreexpresión menor y 

lenta en los primeros tiempos evaluados que aumento a las 48 y 72 h, excepto  

CA9 que desde tiempos tempranos mantuvo una sobreexpresión alta. En forma 
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general podemos mencionar que no se presentó un efecto agudo de la 

expresión de los genes evaluados como se observo en el modelo químico 

(CoCl2), al contrario fue una sobreexpresión menor dependiente de tiempo y 

este efecto se mantuvo hasta las 72 h, Se realizo un análisis estadístico de 

ANOVA de dos factores, no se encontró diferencia estadística entre el uso de la 

inducción de hipoxia en ambos modelos pero si respecto al tiempo (significancia 

estadística con un valor de p<0.001) (Figura 10). En este ensayo se selecciono 

el método de inducción de hipoxia con la cámara de gases, debido a que el 

efecto sobre la expresión de los genes es mantenida en el tiempo máximo 

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 químico que 

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

7.4 Efecto del pH en la expresión de genes en los modelos de inducción a 

hipoxia  

Se evaluó el efecto del pH en el mismo grupo de genes de respuesta a hipoxia 

(HIF 1α, EPO, VEGF, CA9, GLUT 1 y LDH). La expresión 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 estadística altamente significativa (p<0.01) para 

los tiempos 48 y 72 h respecto al tiempo 0, la única diferencia observada entre 

ambos tratamientos fue la disminución de la expresión del gen HIF 1α a las 72 h 

en el pH 6.9 contrario al  pH 6.7 la sobre expresión de HIF 1α se mantuvo. 
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Para el caso del pH 6.5 la sobreexpresión de los genes de interés se mantuvo a 

las 3, 6 y 24 h, observándose una disminución de la expresión a las 48 y 72 h 

(Figura 11). La selección del pH se baso primero que el gen HIF 1α tuviera una 

sobreexpresión todos los tiempos y posteriormente la sobreexpresión 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 inducción de hipoxia y a diferentes tiempos de 

exposición 0, 24, 48 y 72 h, se realizó el ensayo de viabilidad celular, utilizando 

el kit CellTiter-Glo en las células tratadas con CoCl2 y las que se mantuvieron 

en la cámara de gases; este kit esta basado en la cuantificación de ATP 

presente que señala la presencia de células metabólicamente activas. Los 

resultados muestran que en las células tratadas con CoCl2 (modelo químico) la 

viabilidad celular se mantiene estable hasta las 48 h pos tratamiento, sin 

embargo, a las 72 h se observo una disminución aproximadamente del 20 % en 

la viabilidad comparado con el control incubado en condiciones normales de 

concentración de oxígeno. En las células mantenidas en la cámara de gases se 

observo un efecto contrario, hubo un aumento de la actividad metabólica desde 

el tiempo de 24 h que siguió aumentando hasta las 72 h. En el análisis 

estadístico se encontró diferencias altamente significativas (p<0.001) entre el 

tiempo y tratamientos (Hipoxia CoCl2 e hipoxia con cámara de gases), se 
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observó un efecto actividad metabólica mayor al que se observa en el control en 

condiciones normales de concentración de oxígeno respecto a la cámara de 

gases (Figura 12 ). 

Figura 10. Cuantificación relativa a nivel transcripcional de genes blanco 
de HIF1α en los modelos de hipoxia. El análisis estadístico mostro diferencias 

significativas (p<0.01) en los tiempos 6 y 24 h para el modelo químico y 24, 48 y 

72 h para el modelo de hipoxia con cámara de gases. A) Modelo químico se 

observa una expresión aguda de todos los genes evaluados a las 6 y 24 h de 

pos exposición respecto al tiempo 0 h. B)Modelo de inducción de hipoxia con la 

cámara de gases se observa una expresión crónica con una diferencia 

significativa (p<0.01) en los tiempos 24, 48 y 72 h.  
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Figura 11. Cuantificación 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 expresión 

similar en los seis genes, observandosé una sobre expresión a las 48 y 72 h. C) 

El ensayo de acidosis a pH 6.5 mostró la mayor expresión de los genes de 

interés a las 24 h y una disminución de la expresión de todos los genes a los 

tiempos de 48 y 72 h, esto con significancia estadística (p<0.01).  
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Figura 12. Viabilidad celular en los modelos de inducción de hipoxia. A) 

Viabilidad en el modelo de hipoxia química, se observa una disminución en la 

proliferación celular a las 48 y 72 h (p<0.01). B) modelo de inducción de hipoxia 

con cámara de gases, se observa un aumento en la proliferación celular a los 

tiempos de 48 y 72 h (p<0.001). (** p<0.01, *** p<0.001) 
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7.6 Evaluación 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 inducción de hipoxia y a diferentes tiempos 

de exposición 0, 24, 48 y 72 h, se realizó el ensayo de apoptosis, utilizando el 

kit Caspase Glo 3/7, el cual mide la relación de la actividad de las caspasas 3 y 

7 y la señal de luminiscencia es proporcional a la cantidad de actividad de 

caspasas presente. Los resultados sugieren que la apoptosis en el modelo 

químico es semejante al control, no se observaron cambios estadísticamente 

significativos en ninguno de los tiempos evaluados comparado contra el control 

incubado en condiciones normales de concentración de oxígeno (Figura 13). 

Sin embargo, en el modelo de inducción de hipoxia con cámara de gases se 

observo una disminución en la actividad de las caspasas 3 y 7 con respecto al 

control normal a las 48 h, observándose una disminución de la apoptosis a las 

72 h de mas del 50% en comparación con el control, estos datos sugieren que 

la depleción de oxígeno mediante el uso de la cámara de gases favorece la 

replicación y con el uso de inducción química no se observa este efecto, esto 

puede explicarse que el efecto del CoCl2 sobre los cultivos, es un efecto agudo 

presentándose en tiempos cortos y para las 24 h esta inducción ya no es 

evidente. 

. 
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Figura 13. Evaluación de apoptosis en los modelos de hipoxia. A)No se 

observo diferencias en la actividad de las caspasas en el ensayo de inducción 

química respecto al control normal. B) se observo una disminución altamente 

significativa (p<0.001) de la apoptosis en el modelo de inducción de hipoxia con 

la cámara de gases respecto al control normal. 

 

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

 

Se analizó el efecto del microambiente ácido 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 exponían a pH 6.7 y 6.9, se observó un incremento 

en la viabilidad celular (ver Figura 14) con diferencias estadísticamente 

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 



	
	
	

	 53	

Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

RESULTADOS 

a las 72 horas. 

Posteriormente se evaluó 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 disminución 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). 

 

Figura 14. Evaluación 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 proliferación celular a los pH de 6.9 y 6.7 (p<0.001), a pH 6.5 

se observo una disminución de la proliferación celular (p<0.01). B) Ensayo de 

apoptosis en el modelo de acidosis, no se observaron cambios significativos 

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

Se evaluó 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 inducción de hipoxia. 

Como podemos observar en la Figura 15, la combinación de estos dos factores 

no altera la viabilidad celular en ninguno de los tiempos medidos en el modelo 

de hipoxia química, no se observa un efecto sinérgico en la combinación de 

hipoxia química y acidez en la viabilidad celular. Sin embargo, cuando se utilizó 

el modelo de cámara de gases, se presentó un aumento en la proliferación 

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 combinación de pH 6.7, posteriormente se observó una disminución 

de la proliferación en la combinación de hipoxia y 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 combinación de hipoxia química 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 combinación de hipoxia química y 

pH 6.5 se observó una disminución de la actividad de las caspasas a las 48 h, 

manteniéndose esta disminución hasta las 72 h. La combinación de hipoxia con 

cámara 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 cámara 

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. Evaluación de viabilidad y apoptosis en los modelos de estrés 
(hipoxia y acidez). Se evaluó la viabilidad y apoptosis del efecto combinado de 

hipoxia y acidez A) Ensayo de proliferación en la combinación de hipoxia 

química y acidez, no se observa una diferencia entre la combinación de los pH 

analizados. B) Ensayo de proliferación en la combinación de hipoxia con 

cámara de gases y acidez, se observo un aumento en la proliferación celular en 

la combinación de hipoxia con pH de 6.7 y 6.9 (p<0.01) a las 48 h y 

manteniéndose hasta las 72 h solo para el pH 6.7, mientras que para la 

combinación de hipoxia con pH 6.5 no se observo una diferencia significativa 

respecto al control normal. C) Ensayo de apoptosis en la combinación de 

hipoxia química y acidez, se observó una disminución de la actividad de las 

caspasas en la combinación de hipoxia y pH 6.5 esto con una diferencia 

significativa (p<0.01) a las 48 h. D) Ensayo de apoptosis en la combinación de 

hipoxia con cámara 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 combinación de hipoxia y pH 6.9, esto con una 

diferencia estadísticamente significativa. (** p<0.01, *** p<0.001) 
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7.9 Western Blot 

Para evaluar la respuesta a la exposición de hipoxia a nivel traduccional se 

extrajeron lisados de proteínas totales a las 0, 24, 48 y 72 h pos tratamiento se 

cuantificó la proteína utilizando el método de Bradford y para ello se construyó 

una curva de estándares. Una vez cuantificada la proteína se utilizaron 30 μg 

para correr el gel de poliacrilamida al 12% (gel separador). Posteriormente se 

realizó la transferencia del gel a la membrana de PVDF y se procedió con el 

Western Blot, el resultado de la reacción de quimioluminiscencia se muestra en 

la figura 16. Los niveles de expresión de las proteínas HIF1α y GLUT1 fueron 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Western Blot. En la imagen se observa las proteínas de interés 

HIF1α y GLUT1 y como control endógeno β-actina, se observó una mayor 

expresión de las proteínas de interés cuando eran expuestas a hipoxia con la 

cámara 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 estandarización del ensayo de silenciamiento génico (knockdown) 

se realizó un ensayo final en formato de placa de 6 pozos para cada uno de los 

genes silenciados, se realizó la extracción de RNA total en células Caco-2 que 

fueron tratadas con RNA de interferencia (iRNA) para bloquear la expresión de 

los genes KRAS, APC, Myc y P53 en cultivos de células incubadas en 

condiciones normales y de hipoxia. Se logró la disminución en la expresión de 

las proteínas APC y TP53 a las 48 h (66 y 87%) y para las proteínas Myc y 

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 Análisis de los microarreglos de expresión génica  

 

Se analizaron por microarreglos 16 muestras de cultivos celulares incubada a 

diferentes condiciones (4x control (células sin tratamiento), 2x Combinación 

pH/Hipoxia+KRAS silenciado, 2x Combinación pH/Hipoxia+APC silenciado, 2x 

Combinación pH/Hipoxia+Myc silenciado, 2x Combinación pH/Hipoxia+p53 

silenciado, 2x Células con hipoxia cámara de gases y 2x Combinación 

pH/Hipoxia). Después de la estandarización del modelo de estrés (hipoxia y 

acidez) y selección de los tiempos de silenciamiento para cada uno de los 

genes evaluados, se realizo un ensayo de expresión génica global mediante la 

técnica de microarreglos de expresión, previo a la realización de los 

microarreglos de expresión 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 normalización correspondiente mediante el método RMA (Roboust 

Multi-array Average), los datos obtenidos por microarreglos se usaron para 

obtener un perfil de expresión 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 expresión mayor a 12 (fold 

change) y que además fueran estadísticamente 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 

análisis. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 17. Verificación de la calidad e integridad de las muestras de RNA. 
Gel virtual de muestras ejemplo de RNA integro observándose las bandas 
correspondientes a 28s y 18s. 
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Figura 18. Análisis de expresión 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 proteína KRAS. B) Se observa el mayor 

porcentaje de knockdown (87%) a la 48 h para la proteína APC. D) Se observa 

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

observa el mayor porcentaje de knockdown (66%) a la 48 h para la proteína 

TP53. 

 

 



	
	
	

	 60	

Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

RESULTADOS 

Figura 19. Perfil de expresión génica diferencial. El mapa de calor 

representa los resultados del perfil de expresión genética diferencial obtenido 

del análisis de expresión del conjunto de muestras sin tratamiento y después 

del tratamiento (N=Células sin tratamiento, Myc=Combinación pH/Hipoxia 

cámara de gases+Myc silenciado, Hca=Hipoxia cámara de gases, 
pH/Hca=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases, KRAS=Combinación 

pH/Hipoxia cámara de gases+KRAS silenciado, p53=Combinación pH/Hipoxia 

cámara de gases+p53 silenciado APC=Combinación pH/Hipoxia cámara de 

gases+APC silenciado), cada columna debajo de los subtítulos significan el 

número de replicas realizadas, es decir, 4 replicas para el control Normal y 2 

replicas para cada uno de los tratamientos. Los colores representan la 

sobreexpresión (rojo) y sub expresión (verde). 
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7.12 Análisis de filtrado con enriquecimiento estadístico 

Posteriormente se realizó un segundo análisis realizando un filtrado usando los 

datos del conjunto de sondas con una media de expresión mayor a 2 (fold 

change) y además aumentando la significancia estadística (prueba t student y 

de Kolmogorov con una p<0.5x10-9), esto para reducir el mayor número de 

genes y determinar solo los genes altamente diferenciados. El resultado en este 

nuevo análisis 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 participación en una amplia gama de diferentes vías de 

señalización (integrinas, interleucinas, cadherinas, MAPK, p53,  receptor de 

EGFR y PI3K) y en vías metabólicas (biosíntesis de alanina, 

andrógenos/estrógenos/progesterona, asparagina y aspartato y la glicolisis). 
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Figura 20. Perfil de expresión génica del modelo de estrés y 
silenciamiento. El mapa de calor es una representación grafica del análisis 

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=Combinación pH/Hipoxia cámara 

de gases +Myc silenciado, Hca=Hipoxia cámara de gases, 
ph/Hca=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases, KRAS=Combinación 

pH/Hipoxia cámara de gases +KRAS silenciado, TP53=Combinación 

pH/Hipoxia cámara de gases +p53 silenciado APC=Combinación pH/Hipoxia 

cámara de gases +APC silenciado). Cada columna sobre los subtítulos 

significan el número de replicas analizadas, es decir, 2 replicas para cada uno 

de los tratamientos. Los colores representan la sobreexpresión (rojo) y sub 

expresión (verde). 
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7.13 Búsqueda de función molecular y participación en procesos 

biológicos  

 

Con los datos de los microarreglos y con la ayuda del programa Panther 

pathways, se realizo un análisis de procesos biológicos y función molecular de 

los 557 genes altamente diferenciados. Los resultados de este análisis 

destacan la participación de 220 genes en procesos celulares (Ver figura 21 y 

22), conformando interesantemente cinco vías de señalización principales: vías 

de señalización de VEGF, RAS, PDGF y CCKR y la vía de angiogénesis. Se 

encontraron 200 genes con participación en procesos metabólicos 

principalmente: biosíntesis del grupo Hemo, degradación de ornitina, biosíntesis 

de alanina, biosíntesis de andrógenos/estrógenos/progesterona, replicación de 

ADN, degradación de 5-hidroxitriptamina, biosíntesis de pirimidinas de novo, 

metabolismo del piruvato, biosíntesis de purinas de novo, biosíntesis de 2-

araquidonoilglicerol, biosíntesis de isoleucina y Glicólisis. Además 160-170 

genes con función molecular principalmente de unión que participan en vías de 

señalización como: la vía de señalización del receptor EGF, regulación del 

citoesqueleto, cadherinas e integrinas y de actividad catalítica principalmente 

con participación en vías de señalización tales como: receptores de unión a 

proteínas G y vía de las MAPK cinasas. 
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Figura 21. Procesos biológicos con participación de los genes 
diferencialmente expresados. Los procesos biológicos encontrados en el 

análisis realizado en panther a los 557 genes arrojo participación principalmente 

en vías celulares y procesos metabólicos (recuadros negros), con una 

participación de mas de 200 genes.  

 

 
Figura 22. Resultado de análisis de función molecular de los genes 
diferencialmente expresados. Se encontró en el análisis de función génica 

realizado a los 557 genes una participación principalmente de genes de unión y 

con actividad catalítica. 
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A partir de los 557 genes identificados en el segundo filtrado del análisis 

anterior, se realizó un diagrama de Venn para determinar los genes en común 

en todos los tratamientos evaluados, este análisis redujo a un menor número de 

genes, identificándose 16 genes en los 5 tratamientos evaluados (Figura 23). 

De los 16 genes que es encontraron 14 genes estan sobreexpresados y 2 

subexpresados, se realizó un heatmap (Figura 24) y una búsqueda de función 

de cada gen encontrado (Tabla 4). 

 

7.14 Análisis Ontológico 

 

Se realizó también un análisis ontológico a partir de los 557 genes 

diferencialmente expresados identificados en el filtrado con ayuda de diferentes 

programas tales como: GOrilla (Gene Ontology enRIchment anaLysis and 

visuaLizAtion tool) y REVIGO (reduce + visualize Gene ontology), para la 

búsqueda de la participación de los genes en vías metabólicas afectadas. 
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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=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases +Myc 

silenciado, pH/Hca=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases, 

KRAS=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases +KRAS silenciado, 

p53=Combinación pH/Hipoxia cámara de gases +p53 silenciado 
APC=Combinación pH/Hipoxia cámara 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 análisis de expresión génica 

realizado en el modelo de estrés (hipoxia y acidez) y silenciamiento de genes. 
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GEN Función 

FAM110C Unión de alfa tubulina 

MIR210HG Regulación de expresión génica 

LOX Unión de iones cobre 

CXCR4 Receptor de quimiocinas 

ANKRD37 Migración e invasión 

SLC6A8 Transportador dependiente de glucosa 

AQP10 Proteína de membrana facilita el transporte de agua 

LGALS14 Señalización de moléculas 

SPG4 Transporte 

TXNIP Regulador del metabolismo celular 

FXYD3 Actividad de canal iónico y unión 

ANPEP Relacionado a vías del sistema inmune 

BNIP3L Homodimerización de proteínas 

BNIP3 Señalización 

ATP8B2 Actividad ATPasa 

UTS2 Vasoconstrictor 

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

microarreglos de expresión. 
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En el análisis ontológico se encontró genes que participan principalmente en 

procesos biológicos relacionados a regulación biológica, procesos metabólicos, 

respuesta a estímulos, procesos del sistema inmune, dentro de los procesos 

metabólicos se encontró principalmente genes participando en metabolismo de 

lípidos, procesos de oxido reducción, procesos catabólicos, procesos 

relacionados a metabolismo glicolítico, además se encontró genes que 

participan en respuesta a hipoxia (Figura 25). 

Finalmente y en forma de correlación de los resultados anteriormente descritos, 

se encontró un perfil de expresión 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 análisis ontológico realizado a partir de 557 genes diferencialmente 

expresados se encontró principalmente la sobreexpresión de genes con una 

importante participación en el metabolismo celular. Se encontró genes 

involucrados en metabolismo de lípidos (síntesis y degradación), metabolismo 

glicolítico (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 función que 

cumplen dentro de los procesos celulares normales. 
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Figura 25. Diagrama del análisis ontológico de genes con participación en 
diferentes vías metabólicas. Mediante el análisis ontológico realizado en 

GOrilla se encontraron cuatro procesos biológicos importantes en los cuales 

participan la gran mayoría de los genes analizados (cuadros de color verde, 

celeste, rosa y azul), se resaltan la partición de genes en procesos metabólicos 

(cuadros celestes) dentro de los procesos metabólicos en los cuales participan 

los genes se encuentran metabolismo de lípidos, procesos de oxido-reducción, 

procesos catabólicos y del metabolismo glucolitico, en seguida se enlistan los 

genes con mayor participación.  
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Figura 26. Esquema de integración de resultados. En el esquema se 

observa en recuadros rojos los principales genes encontrados que tienen una 

importante participación en el metabolismo de la célula tumoral, 

mayoritariamente en la síntesis o degradación de lípidos 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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CAPÍTULO 8 

Discusión 

Existen diversas investigaciones en las que utiliza la inducción de hipoxia in 

vitro con uno o ambos de los métodos anteriormente descritos (inducción 

química y depleción de oxígeno). Y por lo general, la forma de verificar el 

modelo de hipoxia es a través de la elevación de la expresión de HIF1α, sin 

embargo, en muy pocas ocasiones se hace el análisis de otros genes sensores 

de hipoxia y no analizan el efecto metabólico que se genera (Messineo et al., 

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

En general observamos que no existe diferencia estadísticamente significativa 

entre el uso de ambos modelos evaluados, sin embargo, si encontramos 

diferencias estadísticas altamente significativas (p<0.01) entre los tiempos 

evaluados, los niveles del gen HIF1α se elevan en ambos modelos, como 

respuesta a la hipoxia. Sin embargo, cuando se analiza la expresión del resto 

de los genes se observa  una expresión variable en los diferentes tiempos 

evaluados, por ejemplo a las 6 h en el modelo de CoCl2, se observa la mayor 

expresión de todos los genes evaluados, dicha expresión disminuye y tiende a 

la normalización en los tiempos mas prolongados (48 y 72 h). 
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Contrastando con el modelo de la cámara de gases en donde el aumento de la 

expresión es gradual y mantenida hasta las 72 h. Esto indica que, en el modelo 

químico, las células normalizan el sistema rápidamente (3 a 6 h) y el efecto del 

CoCl2 es rápidamente eliminado. Mientras que en el modelo de cámara de 

gases las células se van adaptando lentamente al cambio observándose un 

efecto dependiente del tiempo y el efecto metabólico en respuesta a hipoxia es 

mantenido. Nuestros resultados demuestran un patrón de expresión consistente 

en la expresión génica inducida por hipoxia en la cámara 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 analizará 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 

químico y la evaluación de la expresión de genes de interés la realizaron a las 

72 h. Es altamente probable que las observaciones que se obtuvieron no son 

válidas ya que las mediciones se realizaron cuando el efecto de hipoxia no 

existía.  

El análisis estadístico realizado comparando los tratamientos (hipoxia química e 

hipoxia con disminución de los niveles de oxígeno) 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 selección del tiempo para asegurarnos de obtener los mismos 

efectos en la inducción de hipoxia. 

Existe un trabajo reportado por Danli Wu en el 2011 donde se describen ambos 

métodos y como validarlos, pero solo menciona la cuantificación de HIF1α 

como marcador de hipoxia (Wu & Yotnda, 2011). Esta es la primera vez que 

ambos modelos se comparan en diferentes condiciones además de evaluar un 

mayor número de genes la expresión inducida por HIF1α, encontrando que el 

efecto de inducción de hipoxia es sensible al tiempo y este es diferente en los 

modelos evaluados.  

En un estudio in vitro se demostró que CA9 es hasta 100 veces regulada 

positivamente bajo hipoxia en células FaDu (Sorensen et al., 2007). Esta 

diferencia podría deberse a la alta heterogeneidad en el tumor, con áreas no 

solo caracterizadas por bajo nivel de oxígeno sino también por bajo pH. Estos 

datos son similares con nuestros resultados, CA9 fue el gen que mayor 

sobreexpresión mostro en los ensayos de inducción de hipoxia (ver figura 10). 

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

encontrado en el presente trabajo. 

 

HIF1α regula genes blanco en diversas vías biológicas, principalmente y bien 

caracterizados están involucrados genes en la regulación del suministro de 

oxígeno y su utilización a través de la angiogénesis. Con el fin de coordinar el 

uso más eficiente del oxígeno por la célula, HIF1α activa genes importantes de 
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reprogramación metabólica que cambia la dependencia energética de la alta 

demanda de oxígeno y la glucólisis. Los genes que codifican esencialmente 

todas las enzimas glicolíticas están directamente regulados por HIF1α (Benita 

et al., 2009, Semenza, 2012). HIF1α también regulan genes blanco que 

aumentan la distribución del suministro de oxígeno disponible, tales como EPO, 

VEGF y sus receptores FLT1 y FLK1, así como END1 y ANGPT1 (Takeda et 

al., 2004). 

 

Además de las vías importantes para el mantenimiento de la homeostasis del 

oxígeno, Además, HIF1α regula genes implicados en la autofagia, la apoptosis, 

la homeostasis redox, la inflamación, respuesta inmune, autorenovación, 

metástasis e invasión (Wenger et al, 2010). 

 

En este estudio, se evaluó la expresión génica global de la líneas celular de 

Adenocarcinoma colorectal humana (Caco-2) expuesta a una concentración de 

oxígeno (1%) y a un pH de 6.7 y silenciando 4 genes individualmente se analizó 

mediante microarreglos para identificar genes regulados positivamente por 

hipoxia. 

Se utilizaron los datos de expresión de genes de microarreglos Affymetrix (U133 

Plus v2.0), para identificar una firma de 16 genes sensibles a hipoxia. Se utilizó 

un enfoque de análisis con diferentes criterios, que permitió 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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hipóxico 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 están regulados positivamente por 

hipoxia independientemente de otros factores en el microambiente pueden ser 

marcadores más consistentes de hipoxia tumoral.  

Voellenkle en el 2016 reportó 5 genes (H19, MIR210HG, MEG9, MALAT1 y 

MIR22HG) inducidos por hipoxia (RNA-sequencing), primer trabajo que reporta 

la sobreexpresión del ARN no codificante largo (MIR210HG)  inducido por 

hipoxia, el ARN no codificante largo (MIR210HG), también se encontró dentro 

de nuestros genes sensibles a hipoxia. 

Sorensen et. Alabama. en 2015 informó 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 están altamente regulados 

por el efecto de la hipoxia. Por lo tanto, proponemos que los genes LOX, 

ANKR37, BNIP3L podrían agregarse potencialmente como genes universales 

de hipoxia junto con HIF1α, EPO, VEGF, GLUT1, CA9 y LDH ya ampliamente 

estudiados. 

 

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

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 

función pro-apoptotica, generando tumores resistentes a terapia. 

Morrison en el 2014 reportó al gen TXNIP como un gen supresor de tumor, ya 

se ha asociado a diferentes tipos de cáncer, 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 asociación de genes con participación 

metabólica que son  inducidos por estrés (hipoxia y acidez) Bogaerts et al, 

2013. 

Este trabajo esta enfocado en la búsqueda de genes con participación en 

procesos metabólicos influenciados por condiciones de estrés (hipoxia y acidez) 

y silenciamiento de genes. La interpretación funcional de genes significativos en 

el contexto de las redes moleculares y la relevancia de las vías canónicas se 

generó mediante el uso de Panther, GOrrila y REVIGO. Los genes regulados 

positivamente después del tratamiento (hipoxia y acidez) se detectaron en las 

vías relacionadas al metabolismo, regulación de procesos biológicos, respuesta 

a estímulos y de respuesta a sistema inmune. Si bien la mayoría de los genes 

estaban implicados en las rutas de glucólisis, síntesis y degradación de lípidos, 

oxido reducción y de respuesta a hipoxia.  

Singers en el 2015 reporta nuevos genes blanco de hipoxia, pero sin 

relacionarlos a la función metabólica que desempeñan. 

En nuestro trabajo se muestra evidencia de nuevos genes blancos de hipoxia y 

su participación en diferentes vías metabólicas (Figura 26).  
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Sería importante aprender más sobre la función de los sensores de oxígeno y 

genes clave en el metabolismo en condiciones de hipoxia y estrés, así como 

también son necesarios estudios de expresión y de metilación para ampliar el 

conocimiento en esta área y para evaluar mejor el efecto de la hipoxia en los 

mecanismos de progresión de cáncer y metabolismo de las células tumorales. 

 

 

 



	
	
	

	 79	

Implementación de un modelo in vitro de cáncer que permita evaluar simultáneamente el efecto de estrés (hipoxia y pH) y el 
silenciamiento de genes	

CONCLUSIONES 

CAPÍTULO 9 

 

Conclusiones 

• En el presente estudio se realizó la implementación de dos modelos 

de hipoxia (hipoxia química e hipoxia mediante depleción de los 

niveles de oxígeno), además de un modelo de acidez in vitro, los 

cuales fueron validados a través de la sobre expresión nivel 

transcripcional del gen HIF1 además de 5 genes sensibles a hipoxia 

(EPO, VEGF, LDH, CA9, GLUT1). El modelo químico presento una 

sobreexpresión en forma temprana (6 h), contrario al modelo de 

inducción de hipoxia con cámara de gases que la sobreexpresión 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 

inducción de hipoxia con cámara de gases, mientras que en la hipoxia 

química no hay diferencias en la viabilidad celular esto con respecto 

al control normal. 

• En el modelo de hipoxia con cámara de gases la apoptosis 

disminuyo, estos datos sugieren que la concentración de oxigeno es 

necesaria para la iniciación de apoptosis. 

• Se logro el silenciamiento de 4 genes asociados a cáncer, además de 

determinar el efecto cuando existe la sub expresión de estos genes y 

están expuestos bajo condiciones de hipoxia y acidez, identificándose 

una firma de 16 genes blanco de hipoxia mediante el análisis de la 
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expresión 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 vías metabólicas (metabolismo de lípidos, procesos 

de degradación, procesos de óxido reducción, degradación de 

moléculas pequeñas). 

• Los resultados sugieren que bajo las condiciones evaluadas, el estrés 

(hipoxia y acidez) del microambiente permite la activación de diversas 

vías que involucran el metabolismo de la célula tumoral, 

principalmente la vía de síntesis/degradación de lípidos.  

• En este estudio in vitro se identificaron genes que regulados positiva o 

negativamente por la hipoxia con influencia de pH ácido (pH 6.7). Los genes 

identificados aquí representan nuevos potenciales candidatos para 

marcadores de hipoxia junto con HIF1α, 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 síntesis y degradación de 

lípidos, que esta poco analizada y puede ser una area con mucho potencial 

para estudios futuros. 
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Protocolos 

Expansión de células (CaCo-2) 

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

2. Añadir en un tubo falcon de 15 ml con 5 ml de medio de cultivo 

3. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos 

4. Resuspender el botón de células en 1 mL de medio de cultivo DMEM 

5. Colocar en una botella de T75  10 mL de  medio  mas 1 mL de donde se 

resuspendieron las células  

6. Incubar las células a 37° C y 5% CO2. 

Inducción de Hipoxia (cámara de gases) 

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

2. Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran  

3. Abrir ambos puertos de entrada y salida de la cámara de hipoxia 

4. Conectar el tubo de entrada del puerto de Tygon a una fuente que 

contiene la mezcla de gas deseada (5% Dióxido de carbono, 1% 

Oxígeno y 94% de Nitrógeno). 

5. Dejar los dos puertos de la cámara abiertos durante este procedimiento.  

6.  ADVERTENCIA: No exceda de 2 psi por encima de la presión 

atmosférica dentro de la cámara de hipoxia. 

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

minutos. 
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8. Después que la cámara ha sido purgada, desconecte la fuente de gas. 

9. Coloque la cámara en  una incubadora a 37° C y 5% CO2 a los diferentes 

tiempos de  incubación deseada. 

Inducción de Hipoxia química (CoCl2) 

• Preparar un stock de cloruro de cobalto (CoCl2) 25 Mm 

• Agregar 4 μL del un stock de cloruro de cobalto a un mL de medio de 

cultivo (DMEM)  para tener una concentración de 100 μM. 

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

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

 

Modificación de pH del medio de cultivo 

Preparar soluciones stock de los buffer MOPS y HEPES a una concentración de 

25 Mm, agregar 10 mL de buffer en 40  mL de medio de cultivo. 

Medir pH con un potenciómetro y ajustar al final el pH deseado con HCl 1 M. 

 

Protocolo extracción de ARN con trizol 

1. Centrifugar la pastilla de células a 2000 rpm durante 10 minutos a 4°C; 

remover el sobrenadante y desecharlo. 

2. Agregar 800 μL de trizol y agitar hasta disolver  la pastilla 

3.  Agregar 200 μL 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 μL 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 y 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 μL de agua libre de nucleasas, resuspender el pellet por 

pipeteo. 

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

 

Purificación 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  

Ø 87.5 m L de ARN 

Ø 10 m L de buffer RDD 

Ø 2.5 m L de solución de stock de DNasa I 

            Hasta completar un volumen total de 100 m L.  

3. Incubar la mezcla 10 min a TA.  

4. Adicionar 350 m L de buffer RTL y mezclar.  

5. Agregar 250 m L de alcohol etílico absoluto y mezclar por pipeteo. 
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6. Transferir la mezcla (700 m 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 m 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 m L de  alcohol etílico 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 m L de agua libre de RNasa en el centro de la columna 

(caliente a 60°C) y centrifugar durante 1 min a máxima velocidad. 

11. Repetir el mismo pasó utilizando el mismo eluido para obtener un ARN 

más concentrado. 

12. Almacenar la muestra a -80°C. 

 

Retrotranscripcion (RT-PCR) 

1. Preparar la reacción de acuerdo a la siguiente tabla 

2. Use hasta 2 μg de ARN total para una reacción de 20 μL de volumen 

final. 

3. Prepare un master mix 2x usando los componentes siguientes: 
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Componente Volumen por reacción (μL) 

RT buffer 10x 2.0 

dNTP´s mix 2x (100mM) 0.8 

RT Random primers 10x/Oligo 
dt 

2.0 

MultiScribe Transcriptasa 
Reversa 

1.0 

RNase Inhibitor 1.0 

Agua libre de nucleasas 3.2 

Volumen final por reacción 10.0 

 

4. Agregar 10 μL del master mix a 10 μL de A RNA la concentración elegida 

(100- 1000 ng/μL) 

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 ¥ 

 

Reacción de qPCR con SyBr Green  

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

Componente Volumen (μL) 

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 reacción de qPCR en el equipo Light Cycler 480  

 

Protocolos Western Blot 

 

Extracción de proteínas  

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. 

 

Cuantificación de proteínas  

Método de Bradford en microplaca 

1. Prepara una solución stock de BSA 1mg/mL  

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

3. Pipetear los volúmenes de la siguiente tabla en una microplaca (todos los 

puntos se realizan por duplicado) 

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

5. Construir la curva estándar , calcular la R2 y la ecuación de la recta para 

calcular la concentración de las muestras. 
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Preparación de geles de acrilamida  

1. Montar el casete 

2. Preparar  la solución mezclando todos los reactivos excepto TEMED 

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

Gel   

  

porcentaje 
 

H2O 

(mL) 

Acrilamida/Bis 

(mL) 

Buffer* 

(mL) 

SDS 10% 

(mL) 

4% 6.1 1.3 2.5 0.1 

6% 5.4 2.0 2.5 0.1 

8% 4.7 2.7 2.5 0.1 

10% 4.1 3.3 2.5 0.1 

12% 3.4 4.0 2.5 0.1 

14% 2.7 4.7 2.5 0.1 

16% 2.1 5.3 2.5 0.1 

*Gel separador – Tris  HCl  1.5 M pH 8.8 

*Gel separador – Tris  HCl  0.5 M pH 6.8 

Concentración de 
proteína μg/mL H2O (μL) 

BSA 
0.5 mg/mL 
(μL) 

Reactivo de Bradford (μL) 
(dilución 1:5) 

0 40 0 180 
0.5 39 1 180 
1 38 2 180 
1.5 37 3 180 
2 36 4 180 
2.5 35 5 180 
3 34 6 180 
Muestra 
(directa) 

39 1 180 
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2. Agregar a la mezcla  

Gel separador: APS 100 μL, TEMED 10 μL. 

Gel concentrador: APS 100 μL, TEMED 20 μL. 

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 μg de proteína se mezcla con Laemmli Sample 

Buffer hasta un volumen final de 20 μL 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 sándwich  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), cámara y computadora. 

2. Ajustar zoom, nitidez y abrir el iris utilizando una plantilla de 

fluorescencia. 
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3. Mezclar buffer A y B en la misma proporción (1:1) agregar sobre la 

membrana y dejar incubar 5 minutos en la oscuridad. 

4. Poner la membrana dentro del equipo, seleccionar tiempo de exposición 

(50, 80 y/o 120 segundos). 

5. 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. 

2. Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran a la placa. 

3. Preparar medio acidificado a pH 6.7, 6.5 y 6.9 y agregar CoCl2 a una 

concentración de 100 μM por pozo ó colocarlo en la cámara de hipoxia y 

dejar incubar por 0, 24, 48 y 72 h. 

4. Pasado los tiempos de incubación, equilibrar la placa a temperatura 

ambiente aproximadamente 30 minutos. 

5. Agregar un volumen del reactivo CellTiter-Glo (por ejemplo  100 μL de 

medio con células y 100 μL de reactivo) 

6. Mezclar por dos minutos la placa  

7. Hacer la lectura en el equipo Glomax. 

Protocolo de Apoptosis 

Kit Caspase Glo (3/7) 
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1. Sembrar 15000 células por pozo en una placa blanca de 96 pozos fondo 

claro. 

2. Incubar 24 h para permitir que las células se adhieran a la placa. 

3. Preparar medio acidificado a pH 6.7, 6.5 y 6.9 y agregar CoCl2 a una 

concentración de 100 μM por pozo ó colocarlo en la cámara de hipoxia, 

dejar incubar por 0, 24, 48 y 72 h. 

4. Pasado los tiempos de incubación, equilibrar la placa a temperatura 

ambiente aproximadamente 30 minutos. 

5. Agregar un volumen del reactivo Caspase Glo (3/7) (por ejemplo  100 μL 

de medio con células y 100 μL de reactivo) 

6. Mezclar por dos minutos la placa  

7. Hacer la lectura en el equipo Glomax. 

 

 

 

RNA de interferencia 

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

2. En un tubo preparar un mix de complejo de transfección (Agente 

transfectante + iRNA para el gen de interés) en medio Optimem, incubar 

a temperatura ambiente de 10 – 15 minutos. 

3. Agregar 100 μL del complejo de transfección a las celular plaqueadas en 

cada pozo. 

4. Incubar durante 24, 48 y 72 h 
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5. Verifique el silenciamiento del gen de interés mediante qPCR, midiendo 

la expresión de los controles incluidos en el Kit (control positivo GAPDH, 

control Negativo Scramble), además de incluir controles de células sin 

tratamiento, células solo con agente transfectante y células solo con 

iRNA. 

 

Microarreglos de expresión génica 

 

Preparación de los controles de Poly A 

1. Colocar el Buffer de dilución 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: 

 

3. Las muestras de ARN deberá ser mezclada con el la dilución del control 

dependiendo de la concentración inicial de ARN. 

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

dilución para la primera dilución (1:20).  

b. Agregue 2 μL de la primera dilución a 98 μL de buffer de dilución 

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

c. Agregue 2 μL de la segunda dilución a 98 μL de buffer de dilución 

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

d. Agregue 2 μL de la tercera dilución a 18 μL de buffer de dilución 

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

e. Agregue 2 μL de la cuarta dilución 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 μL.  

Preparación 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 ≥8. 

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

siguiente tabla: 

 

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

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

Síntesis de la segunda cadena 

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

siguiente tabla: 

 

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

Síntesis del cRNA marcado mediante la transcripción in vitro 

1. Prepare el master mix IVT de acuerdo a la siguiente tabla: 
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3. Incube de 4-16 h a 40°C, después a 4°C. 

Purificación del cRNA marcado 

1. Mezclar las perlas de purificación, agregar 100 μL de perlas a cada 60 μL 

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 μL 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 μL 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 

Cuantificación del cRNA  

Cuantificar el cRNA marcado con nanodrop, se requiere al menos 15 μg de 

cRNA en 32 μL. 

Fragmentación del cRNA 

1. Preparar la cantidad de cRNA marcado en hielo (468.75 ng/ μL mínimo 

por μL). 
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2. Preparara la reacción de fragmentación como se indica en la siguiente 

tabla. 

 

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

hielo. 

Hibridación 

1. Prenda el horno de hibridación 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 será equilibrado.  

3. Prepare el master mix de hibridación de acuerdo a la siguiente tabla: 
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4. Agregue 200 μL de mix de pre-hibridación, incube de 30-40 minutos a 

45°C y 60 rpm. 

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

 

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

a 45°C  

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

Lavado y tinción 

1. Pasado el tiempo de hibridación, sacar los arreglos del horno. 

2. Retirar el coctel de hibridación, rellenar el arreglo con buffer A 

completamente. 

3. Equilibrar los arreglos antes del lavado y tinción. 

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

a) En un tubo ámbar colocar un vial conteniendo 600 μL Stain Cocktail 1 en 

la posición 1.  

b) En un tubo claro colocar un vial conteniendo 600 μL Stain Cocktail 2  en 

la posición 2. 

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

5. Lavar los arreglos de acuerdo al tipo de arreglo y componentes de la 

hibridación, lavado y tinción, utilizar el protocolo FS450_0001 de la 

estación 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 escáner de affymetrix con el software GeneAtlas® 

Software Setup. 
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ANEXO 2 

Análisis Bioinformático 
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