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Capitulo |

Sistemas de degradacion de proteinas

1. Degradacidon de proteinas en la célula

Todos los organismos estan conformados por células, y éstas se agrupan
dependiendo de sus caracteristicas funcionales para formar tejidos y estos tejidos llegan a
formar los drganos. Las células como la unidad funcional del organismo tienen una funcion
interna y una comunicacién externa con la finalidad de que el drgano o tejido desarrolle
sus actividades normales. Una célula necesita de elementos nutricionales con dos
finalidades, una para obtener energia, y la otra para la sintesis de macromoléculas. La
sintesis de macromoléculas es un proceso con alta demande energética y tiene que
realizar a la perfeccién (sin errores) para tener una buena funcién celular. Una de estas
macromoléculas son las proteinas, estas proteinas realizan principalmente dos funciones
en la célula, una de tipo estructural y la otra de tipo enzimatica.

La sintesis de proteinas se lleva a cabo por el flujo de la informacion genética
(transcripcion del gen y traduccién), utilizando como base los bloques de mondmeros
llamados aminoacidos. Los aminoacidos se van agregando conforme a la informacion del
gen codificante de la proteina hasta llegar a la formacién final de ésta. La proteina para ser
funcional tiene que plegarse mediante las interacciones de los aminoacidos lo cual genera
una conformacion espacial de estructura y funcién. Aunque el proceso de sintesis de
proteinas es en gran medida exitoso, existen eventos donde las proteinas tienen errores
en su plegamiento y por lo tanto pierden su funcidn. Estas proteinas no funcionales o
defectuosas tienen que ser desechadas, ya que, si esto no ocurre, las proteinas no
funcionales pueden autoagregarse y acumularse dentro de la célula y provocar un efecto
toxico en la célula que puede llegar a perder su funcion.

Cuando la sintesis y plegamiento proteico llega a ser exitoso, la proteina realice su
funcion normal en la célula. Sin embargo, todas las proteinas tienen una vida media, el
cual tienen una caducidad o también estan reguladas por un proceso metabdlico, en esta
situacion las proteinas son degradadas para ser reemplazada por nuevas proteinas. La
caducidad de las proteinas es un campo de estudio muy complejo de entender, al parecer




este enigma esta dentro de su propia secuencia de aminoacidos que determina su tiempo
de funcionalidad.

La célula posee mecanismos que conducen a la eliminacién especifica y precisa de
aquellas proteinas alteradas o caducas. Uno de estos mecanismos es el proceso de
degradacidn proteica y que se lleva a cabo mediante sefiales externas o internas que
recibe una célula. Una sefial interna es la concentracién citoplasmica de aminoacidos en la
célula, una baja cantidad de aminodacidos en el citoplasma alerta a la necesidad de obtener
estos compuestos y una manera de aumentar la cantidad de ellos es a partir de la
degradacion de proteinas caducas o no funcionales. Las sefiales externas pueden ser por
cambios ambientales que sufre una célula, por ejemplo, niveles altos de oxigeno, de
temperatura, etc. Estas sefiales internas o externas conducen al encendido de procesos
celulares para decidir que proteinas seran degradadas. Estos procesos que traducen las
sefiales conducen a las proteinas a ser marcadas para iniciar su proceso de degradacién.
En la célula se conocen dos procesos de degradacién proteica, una es la ubiquitinacion de
proteinas y la otra es la autofagia. La ubiquitinacién es un proceso donde las proteinas son
marcadas mediante la adicién de unidades de ubiquitina que posteriormente las proteinas
ubiquitinadas son degradadas por el proteasoma, sin embargo, hay reportes que indican

que la proteina ubiquitinada también puede ser degradada por la autofagia.

En este capitulo se describira el mecanismo e importancia de los dos sistemas de
degradacidon proteica de una célula.

1.1. Marcaje de proteinas por ubiquitina

Como ya se menciono, una célula puede estar expuesta a sefiales o cambios
ambientales que puede perjudicar la biologia de ésta, estos cambios no adecuados y en
tiempos prolongados pueden ocasionar un estado de estrés celular. Las sefiales
ambientales que producen estrés celular pueden ser la temperatura (frio o calor), la
presencia de agentes oxidantes, el bajo nivel de oxigeno (hipoxia) y agentes que dafian a
las proteinas y al DNA. En el caso de las proteinas, las condiciones estresantes pueden
alterar el plegamiento proteico e inducir la acumulacion de estas proteinas desplegadas.
La célula en condiciones de estrés activa mecanismos de respuesta hacia las proteinas
desplegadas que corresponden al sistema ubiquitina proteasoma o la autofagia (1, 2).

En particular, la ubiquitina, que participa en el sistema ubiquitina proteasoma, es
una molécula que se une a las proteinas para marcalas y llevarlas a su degradacion. Las
proteinas marcadas por la ubiquitina son aquellas que pierden su plegamiento o aquellas
proteinas caducas o proteinas claves en procesos regulados y este marcaje es reconocido




por el complejo proteasoma o el lisosoma para efectuar la degradacion de ellas (3). La
ubiquitina no solamente juega un papel en la respuesta a las proteinas sin plegamiento,
también participa en la activacién de la respuesta de estrés celular o en condiciones de
inanicién y las proteinas ubiquitinadas son dirigidas al proceso de autofagia o al
proteasoma. Ambos sistemas ubiquitina proteasoma y autofagia son dos sistemas
independientes en el control de la calidad de las proteinas de una célula, sin embargo,

estos dos sistemas pueden conectarse en ciertas condiciones.

1.2. Ubiquitina

La ubiquitina es una molécula de naturaleza proteica conformada de 76
aminoacidos, es altamente conservada en todos los organismos y esta presente en todas
las células eucariontes. La molécula de ubiquitina es muy estable y resistente, ya que no
cambia su estructura cuando la célula esta expuesta a un estrés por acido o por un choque
térmico. Estas dos propiedades de la ubiquitina hacen conferirle un papel importante en la
defensa celular contra la acumulaciéon anormal de proteinas causadas por estrés. Otra de
las propiedades de la ubiquitina es que tiene la capacidad de polimerizarse con varias
unidades de ubiquitina, este proceso se lleva a cabo cuando la ubiquitina se une a una
proteina diana o blanco. Esta polimerizacion puede ser de una estructura lineal o de forma
ramificada (Figura 1A).
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Figura 1. Esquema general de degradacion de proteinas por la via del sistema ubiquitina proteasoma. A) La
ubiquitina (Ub) es una proteina de 76 aminoacidos que se une a las proteinas que se van a degradar para
marcarlas y llevarlas al proteasoma. El proteasoma reconoce las proteinas ubiquitinadas. B) Las reacciones
bioquimicas del sistema ubiquitina proteasoma. La Ub es activada por el ATP y éstase une ala enzima E1.
Posteriormente, la E1-Ub transfiere la Ub a la enzima E2, el cual transfiere la Ub al complejo E3 ubiquitina
ligasa para que finalmente esta enzima marque a las proteinas blanco con Ub. C) La cascada de eventos del
sistema ubiquitina proteasoma. La Ub activada se une al sitio catalitico de la enzima E1(al residuo de
cisteina), la E2 tiene una cisteina como sitio catalitico por el cual recibe la Ub proveniente de la E1. La E2-Ub
se une al complejo de E3 ubiquitina ligasa. El complejo E3 ubiquitina ligasa esta conformado por una
proteina que funciona como plataforma, que en uno de sus extremos se une la E2-Ub y en el otro extremo se
une la proteina receptora de substrato (PRS). La PRS reconoce especificamente a la proteina blanco para
incorporarla al complejo E3 ubiquitina ligasa, en este momento la E2-Ub transfiere la Ub a la proteina blanco
que esta unido a la PRS para ubiquitinarla. La PRS puede ser una gran variedad de proteinas, en la imagen se
indican algunas. La proteina blanco marcada con Ub es liberado del complejo E3 ubiquitina ligasa para
posteriormente ser reconocida por el proteasomay ser degradada vy liberar las unidades de Ub.




La sintesis de la ubiquitina es mediante la expresion y traduccidn de los genes
codificantes de ubiquitina. Existen cuatro genes codificantes de ubiquitina: UbC, UbB,
UbA52 y UbASOD. La sintesis de la ubiquitina por estos cuatro genes es uno de los casos
particulares ya que los genes UbA52 y UbAS8O transcriben y traducen la ubiquitina, pero
unida con proteinas ribosomales y en el caso de los genes UbCy UbB transcriben y
traducen una cadena de ubiquitinas unidas entre si denominado poliubiquitina. Para los
genes UbA52 y UbA8O producen las proteinas Ubitquitina-L52 y ubiquitina-L80 (ubiquitina
fusionada a proteinas ribosomales) respectivamente, posteriormente estas proteinas
fusionadas son procesadas postraduccionalmente por enzimas ubiquitinasas especificas
para liberar la ubiquitina. En el caso de los genes UbCy UbB, el gen UbB codifica una
poliproteina que contiene cuatro ubiquitinas unidas (poliubiquitina) y para el caso del gen
UbC produce una poliproteina con nueve ubiquitinas unidas (poliubiquitina) (2). Estas
poliubiquitinas son procesadas por ubiquitinas para liberar unidades de ubiquitinas. Estos
genes son transcribidos en condiciones normales o en condiciones de estrés, por ejemplo,
en condiciones normales los cuatro genes se transcriben y se traducen. En condiciones de
estrés celular (como estrés oxidativo, choque térmico, estrés proteo-toxico), los genes UbC
y UbB son sobre expresados para la produccidn de poliubiquitinas y el procesamiento
proteolitico de ellas para producir altos niveles de ubiquitina en la célula (4). En
condiciones de estrés, la expresion de los genes UbCy UbB estan regulados por los
factores de transcripcion NF-E2 1(NRF1), NRF2, SP1 y el factor de transcripcion de choque
térmico 1 (HSF1).

Algunos estudios han mostrado que ratones “konck-out” (eliminacion del gen en el
cromosoma) en el gene UbC mueren a los 12.5-14.5 dias durante el periodo de vida
embrionaria, ademas de presentar algunos defectos en el higado. Los fibroblastos de
origen embrionario de ratén “knock-out” en el gen UbC muestran un crecimiento muy
lento, senescencia prematura, incremento de apoptosis, progresion del ciclo celular
retardada y niveles bajos de la homeostasis de la ubiquitina. Esto demuestra que la
homeostasis de la poza de ubiquitina en una célula es importante para la sobrevivencia,
especialmente bajo condiciones severas de estrés (5).

2. El sistema ubiquitina proteasoma

La célula no permite mantener a las proteinas sin plegamiento ya que pueden
acumularse y generar efectos toxicos, por tal motivo deben ser eliminadas de forma
especifica y eficiente. Las células eucariontes han desarrollado un mecanismo de control
de calidad proteica para reconocer y procesar estas proteinas; uno de ellos es el sistema
de ubiquitina proteasoma. Este sistema consiste en la degradacién de proteinas




independientes del lisosoma y dependiente de ATP donde participa el complejo 26s
proteasoma. La degradacion de proteinas via sistema ubiquitina proteasoma es un proceso
de varios pasos donde tres enzimas ubiquitinasas y el 26s proteasoma son los elementos
PPportantes. Existen tres tipos de enzimas ubiquitinasas, que incluyen la enzima activante
de ubiquitina E1, la enzima conjugante de ubiquitina E2, y la E3 ubiquitina ligasa (Figura
1B). La E3 ubiquitina ligasa es un complejo proteico que determina la especificidad del
substrato o proteina blanco que se va a degradar. La E3 ubiquitina ligasa es diversa y existe
alrededor de 600 tipos de esta enzima y por caracteristicas bioquimicas y diferencias
estructurales, la E3 ubiquitina ligasa se ha dividido en el tipo HECT, el tipo “RING-finger”, el
tipo “U-box” (por sus siglas en inglés) y el tipo RING-IBR-RING.

El proceso del sistema ubiquitina proteasoma inicia cuando la unidad de ubiquitina
libre se une covalentemente a una proteina diana o blanco a través de las enzimas
ubiquitinas; por lo regular la ubiquitina unida a la proteina blanco se polimeriza uniéndose
mas unidades de ubiquitina formando una cadenay la formacién de esta cadena
tipicamente especifica a la proteina blanco para su degradacion rapida via el 26s
proteasoma. El proceso de transferencia de ubiquitina a la proteina blanco no es directo se
requiere tres pasos para este evento. El primer paso es la activacion de la ubiquitina y esto
es llevado a cabo por la enzima activante E1. Posteriormente, la ubiquitina activada, por la
El, es transferida a la enzima conjugante-ubiquitina E2, que estara lista para adicionar esta
ubiquitina a la proteina blanco (Figura 1C). La especificidad de este proceso lo lleva a cabo
el complejo proteico de E3 ubiquitina ligasa, que de forma general esta constituido por
una proteina que sirve de plataforma que une en uno de sus extremos a la enzima
conjugante-ubiquitina E2 con la ubiquitina activada y en el otro extremo une a la proteina
receptora del substrato. La proteina receptora del substrato es la que reconoce a la
proteina blanco y lo recluta al complejo E3 ubiquitina ligasa para adicionar la ubiquitina

desde la enzima E2.

La primera ubiquitina que se agregar a la proteina blanco es eventualmente por la
via de unidn isopéptido entre el aminoacido glicina C-terminal de la ubiquitina y el
aminodcido lisina de la proteina blanco. Posteriormente, existen una transferencia
repetida de moléculas de ubiquitina adicionales hacia la previamente ubiquitina conjugada
generando de esta manera una cadena de poliubiquitinas. Una cadena conformada de al
menos cuatro mondmeros de ubiquitina es la sefial adecuada para ser reconocida por el
26s proteasoma donde la proteina blanco es rapidamente degradado a péptidos cortos. La
especificidad de la protedlisis es dependiente del complejo E3 ubiquitina ligasa, este
complejo reconoce la proteina blanco a través de un dominio de interaccién entre estos

dos componentes (proteina blanco y el complejo). Este dominio de interaccidn es llamado




“degron” y consiste en una secuencia primaria corta de la proteina blanco, en el cual este
“degron” puede sufrir modificaciones que dependen del estado de la célula (6).

Otro mecanismo del cuidado del plegamiento de las proteinas y acumulacién de
ellas es la chaperona. La chaperona promueve el plegamiento de nuevos péptidos
sintetizados y también puede realizar el re-plegamiento de las proteinas que han perdido
su conformacidn, esto con la finalidad de inhibir la auto-agregacion de proteinas (7). Sin
embargo, cuando las proteinas sin plegamiento no pueden llegar a estabilizar su
plegamiento por medio de las chaperonas, estas proteinas deben ser identificadas y
degradadas a través del sistema ubiquitina proteasoma. Primeramente, la proteina sin
plegamiento es reconocidas por la chaperona, tales como Hsp70y Hsp90, y si la chaperona
no logra restablecer la conformacion adecuada, entonces esta proteina en conjunto con la
chaperona son reconocidas como un intento fallido de la estabilidad proteica y por lo
tanto son ubiquitinadas por la accién del complejo E3 ubiquitina ligasa; estas E3
ubiquitina ligasas que llevan a cabo esta funcién particular de degradacion son: STIP1, “U-
Box containing protein” 1 (CHIP) y “BAG cochaperone” 1 (BAG1).

3. Autofagia

La autofagia puede también remover los agregados de proteinas sin plegamiento para
proteger la célula de los efectos tdxicos de esta acumulacion proteica, por otro lado, la
autofagia tiene la funcidn de eliminar organelos dafiados o caducos para su posterior
renovacion. La autofagia inicialmente se pensaba que degradaba tanto proteinas como
organelos de forma no selectiva, se creia que este proceso tenia la funcidn del
reciclamiento de nutrientes y produccién de energia cuando una célula esta en
condiciones desfavorables. Estudios mas recientes han mostrado que la autofagia puede
ser selectiva para eliminar los agregados proteicos. El proceso de autofagia es complejo y
participan una gran cantidad de proteinas autofagicas que forman complejos proteicos, es
por lo tanto que el estudio de la autofagia se divide, usualmente, en cuatro estados: la
induccidn, la nucleacion, el alargamiento y por ultimo la fusion con los lisosomas (Figura
2).
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Figura 2. El proceso de autofagia vinculado con el sistema ubiquitina proteasoma. (A) La proteina blanco
ubiguitinada (Ub) por el sistema de ubiquitina proteasoma puede ser degradada por el proteasoma. Cuando
el proteasoma no funciona debido a la presencia de un inhibidor de proteasoma en la célula, la proteina
blanco-Ub se acumula en la célula y puede producir efectos toxicos (B). En estas circunstancias, el inhibidor
de proteasoma induce la activacion de la autofagia para la degradacién de la proteina blanco-Ub (C). El
inhibidor del proteasoma inactiva al complejo mTORC1 para encender el complejo de induccidn y proceder
con los pasos siguientes de la autofagia. El inhibidor de proteasoma activa la proteina LC3 que participa en el
alargamiento de la vesicula. La proteina de carga p62 es la responsable de reconocer la proteina blanco-Ub
acumulada y llevarlo a la vesicula para la degradacion por el lisosoma.

La induccién de la autofagia se inicia por una sefial autofagica que usualmente
proviene desde una variedad de condiciones de estrés celular, tales como inanicién,
hipoxia, estrés oxidativo y agregacion proteica. Estas sefiales de estrés celular provocan
que exista el reclutamiento de las proteinas autofagicas de iniciacion ULK1, ATG13, ATG101
y FIP200 para formar el complejo ULK1 (8). En realidad, la sefial de estrés celular no es
directa sobre el complejo ULK1, esta sefial de estrés recae sobre otro complejo proteico
llamado mTORC1 (formado por las proteinas mTOR, Raptor, Deptor, PRAS40, mLST8); este
complejo es un regulador clave de la autofagia, ya que actia como un receptor del nivel de




energia y nutricion de la célula. En condiciones de inanicién (baja energia y nutrientes), la
actividad del complejo mTORCL1 es inhibida (8) y esto provoca la fosforilacién de la
proteina autofagica ATG13 (un componente del complejo ULK1) y esta fosforilacién activa
el complejo ULK1. Por lo tanto, se puede decir que la autofagia es inducida por la
inactivacion del complejo mTORCI, el cual éste controla negativamente al complejo ULK1.

La actividad de ULK1 es también regulado por la proteina “5-AMP-activated protein
kinase” (AMPK) (9). El AMPK puede fosforilar a la proteina ULK1 y el ULK1 fosforilado
puede fosforilar a la proteina Raptor, resultando en un decremento en la union de Raptor
al complejo mTORC1 y una disminucion en la actividad de mTORC1. Ademas, AMPK puede
también fosforilar directamente a Raptor (10).

Subsecuentemente, el complejo ULK1 puede fosforilar a la proteina autofagica
BECN1, esta proteina fosforilada promueve el reclutamiento de las proteinas PIK3R4,
ATG14 y VPS34 para formar el complejo PI3K. El complejo PI3K sintetiza la formacion de
vesiculas autofagicas pequefias en el reticulo endoplasmico celular, generando el estado
de nucleacion de la autofagia. Esta vesicula autofagica se incrementa su tamafio o
alargamiento de ella, este proceso es llevado a cabo por dos tipos de sistemas que se
conectan y son de tipo ubiquitina. El primer sistema es un tipo E3 ubiquitina ligasa y para
la formacidn de ésta, la proteina ATG16L1 se une con las proteinas ATG12-ATGS5 para llegar
a formar el complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 activo tipo E3 ubiquitina ligasa. En el segundo
sistema la proteina LC3 es activada por un proceso tipo parecido a la ubiquitinacion, la
activacion de LC3 consiste en unir un fosfolipido de una manera muy similar al proceso de
ubiquitinacidn proteica en donde participan enzimas tipo E1, E2 y E3 pero que en vez de
ubiquitinar lo que hacen estas enzimas es adicionar un fosfolipido a la proteina blanco LC3.
Este sistema inicia primeramente por la hidrdlisis de la proteina inactiva pro-LC3 para
formar la proteina LC3-l, esta hidrdlisis es llevado a cabo por la proteina ATG4B con la
finalidad de exponer la glicina C-terminal de LC3. La LC3-I se combina con el fosfolipido
fosfatidiletanolamina (PE) para formar LC3-PE (LC3-11), esta unidn del fosfolipido esta bajo
la catalisis de las proteinas ATG7 tipo E1, la ATG3 tipo E2 y el complejo ATG16L1-ATG5-
ATG12 tipo E3 (11). La LC3-ll se ancla a la vesicula pequefia autofagica inicial y promueve la
extension o alargamiento de esta vesicula mediante el reclutamiento de estructuras
membranales (fosfolipidos y proteinas), esta extension de la vesicula autofagica envuelve o
introduce substratos selectivos (agregados proteicos u organelos dafiados) que llegan a
formar el autofagosoma. En el estado maduro de la autofagia, el autofagosoma se fusiona
con el lisosoma bajo la accién de las proteinas GTPase Rab7 y “Synaptosomal-Associated
Protein (SNAP) receptor Syntaxin 17" para formar el autofagolisosoma. Finalmente, los
agregados proteicos y organelos dafiados son degradados por las proteasas lisosomales y

enviadas al citoplasma para el retdso celular (12).




3.1. Receptores de carga del autofagosoma

El autofagosoma integra compuestos que van a ser degradados por la via del
lisosoma, por lo regular estos compuestos son organelos dafiados o restos celulares, sin
embargo, el autofagosoma pude ingresar a proteinas agregadas. Se ha demostrado que el
proceso de ingresar proteinas al autofagosoma es selectivo y la manera de seleccidn es por
las proteinas agregadas marcadas con ubiquitina (Figura 2). La ruta por el cual las
proteinas agregadas ubiquitinadas son ingresados al autofagosoma es por la presencia de
proteinas que funcionan como receptores de carga del autofagosoma. Estos receptores de
carga reconocen de forma especifica a las proteinas agregadas ubiquitinadas. Los
receptores de carga que se conocen actualmente son el p62, NBR1, optineurina (OPTN),
“Toll Interacting Protein” (TOLLIP) y TAXBP1 (13).

El mecanismo es el siguiente, los receptores de carga estan en el citoplasma celular
y reconocen las proteinas agregadas ubiquitinadas y se unen a ellas, posteriormente la
proteina agregada ubiquitinada unida al receptor de carga es transportada al
autofagosoma y el receptor de carga transfiere a la proteina ubiquitinada a la proteina LC3
que esta presente en el autofagosoma. La p62 es la mas estudiado y esta proteina puede
reconocer |la ubiquitina o cadenas de poli-ubiquitinas unida a la proteina blanco a través
de su “ubiquitin-associated domain” (UBA) y transfiere la proteina blanco hacia el
autofagosoma a través de su dominio “LC3-interacting region” (LIR) y el dominio PB1, por
lo tanto, p62 se queda en el autofagosoma y es degradado en el lisosoma junto con la
proteina blanco. El nivel intracelular de p62 depende sobre la regulacidn transcripcional y
la degradacion de autofagia. La transcripcion de p62 esta regulada por NRF2, via
ras/MAPK, via JNK/c-Jun.

3.2.  Autofagia mediada por chaperona.

La autofagia mediada por chaperona es otro tipo de autofagia que degrada proteinas
citoplasmicas en el lisosoma. La chaperona Hsp70 forma complejos con Hsp40, Hip, Hop y
Hsp90 con la finalidad de reconocer y unirse a la proteina blanco y este reconocimiento del
complejo chaperona es por una secuencia tipo KFERQ presente en la proteina blanco (14).
De esta manera las proteinas sin plegamiento interacttian con el complejo chaperdn y son
transferidos hacia la cavidad del lisosoma por unidn con la proteina “Lysosome-Associated
Membrane Protein type-2A” (LAMP-2A). Asi, LAMP-2A es un factor limitante para la
autofagia mediada por chaperona. Después de entrar al lisosoma, la proteina blanco es




rapidamente degradada por las proteasas lisosomales y el complejo chaperona es liberado
desde la membrana lisosomal.

4. Intercomunicacion entre Sistema ubiquitina proteasoma y autofagia

El sistema ubiquitina proteasoma y autofagia son los dos caminos mas utilizados por la
célula para la degradacién de proteinas. Estudios han mostrado una relacién coordinada y
complementaria entre estos dos sistemas. Por ejemplo, se ha observado que, durante el
estrés en el reticulo endoplasmico, el sistema ubiquitina proteasoma regula la autofagia en
rutas diferentes. Una de ellas, la sefial del sistema ubiquitina proteasoma puede regular la
autofagia por la regulacion de la actividad de AKT, mTORC1 y AMPK (inhibidores y
activadores de la autofagia) (15). Ademas, el sistema ubiquitina proteasoma puede
también regular la transcripcion de proteinas claves en la autofagia, por ejemplo, el estrés
en el reticulo endoplasmico inducido por hipoxia puede inducir la sobre regulacion de LC3
y ARG5S (16), o la degradacién de Raptor por la via de la proteina von Hippel-Lindau (VHL).

Existen eventos celulares donde el proteasoma se inhibe y esto puede causar que las
proteinas sin plegamiento lleguen a un estado de agregacion entre ellas, el cual puede
conducir a citotoxicidad. En estas ocasiones la via de autofagia es el mecanismo
compensatorio para la degradacion de los agregados proteicos ubiquitinados (Figura 2). El
proteasoma inhibido también puede activar la autofagia y este proceso es a través del eje
IRE/JNK/Bcl2/BECN1 (17). El IRE1 activado puede también reclutar TRAF2, resultando en la
fosforilacion de JNK y expresion de genes que participan en la autofagia. El proteasoma
inhibido también puede incrementar la expresion de genes relacionados a la autofagia,
tales como LC3, ATGS y ATG7 (que participan en el paso de alargamiento de la vesicula;
18). El proteasoma inhibido destruye la interaccién proteina-proteina entre Raptor, uno de
los componentes estructurales de mTORC1, de esta manera se inhibe la actividad de este

complejo por lo tanto se inicia la autofagia (19).

Por otro lado, p62 es otro importante puente entre el sistema ubiquitina proteasomay
autofagia (Figura 2). Existen evidencias que muestran que los inhibidores del proteasomay
el estado de inanicion celular pueden promover la sintesis de p62 y reducir el estrés toxico
causado por la agregacion proteica. Cuando el sistema del proteasoma es inhibido, la E3
ubiquitina ligasa TRIMS50 co-localiza con p62, HDACG6 y con los agregados de proteinas
ubiquitinadas, esto indica que la maquinaria autofagica reconoce a los agregados y los
elimina (20). Bajo condiciones de estrés celular, el complejo ULK1 puede fosforilar a p62
para incrementar la afinidad de p62 a las proteinas ubiquitinadas y conducir la

degradacién efectiva de las proteinas agregadas. Con respecto a HDACS, esta proteina




interactua con las proteinas poli-ubiquitinadas y las transporta hacia los autofagosomas

(21); ya que HDACS6 esta involucrada en la fusion del autofagosoma con el lisosoma.

Por ultimo, los dos sistemas de degradacion de proteinas descritos en este capitulo

muestran la importancia para el mantenimiento adecuado de las proteinas y su funcidn, ya

que la falta de eliminacién de las proteinas en una célula puede provocar efectos de

acumulacién de ellas y pérdida de la funcién celular.
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Capitulo Il

La E3 ubiquitina ligasa Culina-2-elonginaBC-VHL

1. Sistema de ubiquitinacion

La modificacion de las proteinas por ubiquitinacién es un proceso muy analogo a la
fosforilacion de proteinas, donde la proteina se fosforila y se desfosforila, en este caso las




proteinas se ubiquitinan de forma especifica y este evento es reversible por las enzimas
desubiquitinasas. Sin embargo, una de las diferencias de la ubiquitinacion es que puede
generar patrones diferentes de ubiquitinacion (diferentes cadenas de ubiquitinacion) y
estos patrones pueden reconocer a una proteina especifica para su degradacién o
activacion. La ligazon covalente de las moléculas de ubiquitina hacia las proteinas blanco
no solamente causa su eliminacidn por el proteasoma, esta ubiquitinaciéon también puede
provocar un cambio en la actividad de la proteina, o puede ayudar en la localizacion
proteica, o en la afinidad a la unidn con otras proteinas, o la ubiquitinacian también puede
servir para otros eventos no proteoliticos. La diversidad de funciones que tiene la
ubiquitinacion proteica emfatiza la importancia del sistema de ubiquitina en las células.

El proceso de ubiquitinacion es llevado a cabo por tres enzimas: E1, activa la
ubiquitina; la E2 es la enzima que conjuga la ubiquitina con la proteina blanco; y la E3 es
un complejo proteico que tiene la accién de ubiquitina ligasa. Actualmente se conoce una
diversidad en las tres enzimas y se ha reportado que el genoma humano tiene genes que
codifica a dos enzimas E1, aproximadamente 38 genes para las enzimas E2s, y mas de 600
genes para las enzimas/complejos E3s. La gran cantidad de enzimas/complejos E3s indica
que éstas son claves para las diversas funciones de la ubiquitinacién. La E3 es la
responsable de diversos patrones de ubiquitinacién en una célula. En este capitulo
abordaremos el sistema de ubiquitinacion y el sistema E3 ubiquitina ligasa de la proteina
von Hippel Lindau (pVHL), debido al enfoque de este libro.

2. Cadenas de ubiquitinacion

La molécula de ubiquitina en su secuencia aminoacidica tiene ocho residuos de lisina
(K6, K11, K27, K29, K33, K48, K63 y K76), y en estos residuos de lisina se puede adicionar
otras unidades de ubiquitinas para conformar una cadena que puede ser lineal o
ramificada; otro sito de ubiquitinacion en esta proteina es el grupo amino N-terminal de la
primera metionina (enlace M1). Estos sitios de ubiquitinacién pueden generar incontables
posibilidades para ensamblar un polimero de ubiquitina. Con respecto a las proteinas
blanco, éstas pueden ser ubiquitinadas en uno o multiples residuos de lisina (K) con una
sola molécula de ubiquitina (monoubiquitinacién) o con una sola molécula de ubiquitina
pero en varios sitios de lisina de la proteina blanco (multi-monoubiquitinacion), o también
puede forma una cadena de ubiquitinas como un polimero (poliubiquitinacion)(1) (Figura
1).




Figura 1. Diferentes sitios y formas de ubiquitinacién. La ubiguitina (Ub) tiene 9 sitios posibles de
ubiquitinacion, ocho corresponden a los residuos de lisina (K) que estan en diferentes posiciones de la
secuencia de aminodcidos de la Ub y uno corresponde al aminodcido metionina en la posicion 1 (M1). En el
complejo de la E3 ubiquitina ligasa, la proteina blanco es ubiquitinada por la transferencia de la Ub desde la
E2-Ub. Este proceso de ubiquitinacion en el complejo E3 ubiquitina ligasa puede ser de un solo evento para
generar una mono-ubiquitinacién o de varios eventos que puede producir una multi-ubiquitinacion donde la
Ub se une en diferentes posiciones de la proteina blanco o en un solo sitio de la proteina blanco pero
formando una cadena de poli-ubiguitinacion.

Con respecta a la poli-ubiquitinacidn, las cadenas de ubiquitina que comparten
solamente un tipo de unidn o enlace entre las unidades de ubiquitina (por ejemplo unidn
tipo K48) son llamadas homotipicas. En contraste, las cadenas heterotipicas contienen
mezclas de uniones de enlace dentro del mismo polimero (por ejemplo, unidn tipo K48 y
K27). Las cadenas heterotipicas pueden también ser ramificadas, es decir una molécula de
ubiquitina es ubiquitinilada en dos o mas sitios de lisina (2). Como se dijo arriba, la
ubiquitinacién es una modificacion reversible, y una unién entre moléculas de ubiquitina o
ubiquitina y proteina blanco son hidrolizadas por enzimas desubiquitinizantes (3). Ademas
se sabe que, las moléculas de ubiquitina pueden sufrir modificaciones post-traduccionales
como la acetilacién, la fosforilacion y la sumoilacion (4).




Un analisis de protedmica logro identificar que los siete tipos de enlace (K6, K11, K27,
K29, K33, K48 y K63) entre las ubiquitinas estan presente en la célula y éstas realizan
funciones diferentes. Por ejemplo, la cadena de ubiquitina homotipica con K48 es la mas
predominante en la célula y tiene la funcién de llevar la proteina blanco hacia el
proteasoma. La segunda cadena de ubiquitina abundante en la célula es aquella con
enlaces homotipicos K63, y ésta tiene varias funciones no degradativas, participa en la via
endocitica, en la regulacion de la activacion de cinasas, en la via de sefializacion del NF-kB,
en lainmunidad inata y en el trafico de proteinas (6). Las cadenas de ubiquitina con enlace
K6 estan relacionadas con la respuesta de dafio del DNA, asi como también en la mitofagia
media por la proteina Parkina. La cadena con enlace K11 esta relacionada con el control
del ciclo celular de células humanas. La cadena con enlace K27 en la translocacidn nuclear
de proteinas y respuesta de dafio al DNA. El enlace K29 esta asociada en la degradacion
por fusién con ubiquitina y en el sefialamiento de la ruta Wnt/beta-catenina. El K33 en la
sefializacion del receptor TCR de linfocitos, en el trafico del post-Golgi y la sefializacién de
la cinasa relacionada al AMPK. Por Gltimo, el enlace M1 en la inmunidad innata, en la
sefializacion del NF-kB, en la angiogénesis y en la autofagia selectiva (1).

3. LaenzimaEl

La E1 es la enzima que inicia la ubiquitinacion. E1 activa la ubiquitina libre en el
citoplasma de la célula y esta activacidn se lleva acabo en dos pasos. En el primer paso, la
enzima E1 adiciona una mg@lécula de adenina en el sito carboxilo-terminal (C-terminal) de
la ubiquitina. El segundo paso es la formacion de un enlace tioester entre el C-terminal de
la ubiquitina y la cisteina catalitica de la enzima E1. Después de esto, el intermediario E1-
ubiquitina recluta la enzima E2 y transfiere el tioester de la ubiquitina desde el E1 hacia la
cisteina catalitica de la enzima E2.

Por oto lado, existen otras moléculas parecidas a la ubiquitina (Ubls) pero con
funciones diferentes, que no hableremos en este libro; se menciona alrededor de 16 Ubls
y éstas también pueden ser activadas por las enzimas Els. Por lo tanto, las enzimas E1 son
consideradas como el primer guardian de la cascada de ubiquitinacion.

4. LaenzimaE2

La familia de enzimas E2 comprende 40 genes en el humano. Las E2s de humano son
clasificadas dentro de 17 subfamilias con base a un analisis filogenético. Las E2s tienen un
dominio de conjugacion de ubiquitina central que aborda el residuo catalitico de la
cisteina. Este dominio consiste de cuatro helices y una hoja antiparalela que abarca cuatro




cadenas. E2s son altamente homologas en su secuencia y tienen una estructura muy
conservada en el cual el residuo catalitico de cisteina esta localizado sobre el surco que se
forma entre un corto “loop” de las hélices 2 y 3. La enzima E1 interactua con la hélice 1 de

la enzima E2, y la enzima E3 interactua con el “loop” 1y “loop” 2 de la enzima E2s.

Las enzimas E2 tienen la funcién de trasfererir la ubiquitina activada al substratoo a la
proteina seleccionada, sin embargo, la E2 no tiene la capacidad de seleccionar
especificamente el substrato o proteina blanco, por ello requiere del complejo de E3
ubiquitina ligasa; por lo tanto, la E2-ubiquitina activada se une a este complejo y el
complejo recluta el substrato especifico para llevarse a cabo la transferencia de la
ubiquitina desde la E2 al substrato.

5. Lafamilia de E3 ubiquitina ligasa

La familia de proteinas de E3 induce diversas funciones celulares. Por lo tanto, la
seleccién de la proteina blanco por la E3 asegura de una manera precisa la adicion de la
ubiquitina de forma adecuada. E3 es la responsable para seleccionar especificamente la
proteina blanco que se va a degradar. El nimero de genes codificantes de E3 es diverso y
mas que 600 genes en el genoma humano son reportados y esto indica que existe una
gran variedad de substratos que son blanco para las E3s. Para su estudio, estas E3s son
clasificadas dentro de cuatro familias de proteinas: la familia RING (por sus siglas en inglés,
“interesting new gene”), la familia “U-box”, la familia HECT (“homologous to E6APC-
terminus”) y la familia RBR (“RING-between RING”).

Basado sobre estudios estructurales y bioquimicos, las cuatro familias tienen dos tipos
principales de mecanismos de transferencia de la ubiquitina. Las E3s pertenecientes a las
familias RING y “U-box” catalizan una transferencia directa de la ubiquitina desde la E2-
ubiquitina hacia el substrato o proteina blanco. En contraste, las familias de E3s HECT y
RBR tienen una cisteina catalitica la cual puede recibir ubiquitina desde E2-ubiquitina, y
después transferir esta ubiquitina hacia el substrato o proteina blanco (Figura 2). Mediante
analisis de estructura cristalina, una nueva famila E3 ha sido documentado nombrado

como PCAF-N (6), sin embargo, no hablaremos de esta familia.
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Figura 2. Diferentes tipos de E3 ubiquitina ligasas. Cuatro tipos de E3 ubiquitina ligasa son conocidos
actualmente y son clasificados con base a los dominios de la proteina que funciona como plataforma del
complejo. Las E3 ubiquitina ligasa con dominio HECT (A) y dominio RING-IBR-RING (B) tienen la caracteristica
de que la ubiquitina (Ub) es transferida primero a la proteina plataforma y después ala proteina blanco, en
cambio las E3 ubiquitina ligasas con dominio RING (C) y U-box (D) transfieren la Ub de forma directa a la
proteina blanco.

5.1. Lafamilia RING E3 ubiquitina ligasa

Esta familia tiene como caracteristica tener una proteina que posee el dominio RING y
esta familia de E3 por lo regular forma un complejo de proteinas para llevar a cabo la
transferencia directa de la ubiquitina hacia el substrato a través de la enzima E2-ubiquitina
activada. Algunas E3s RING trabajan como parte de un gran complejo de multi-
subunidades. Por ejemplo, los complejos de E3 ubiquitina ligasas Culina-RING son grandes
complejos de multi-subunidades que pueden ubiquitinizar a 300 diferentes substratos o
proteinas en las células humanas. La composicién bioguimica general de la E3 ubiquitina
ligasa Culina-RING es de una proteina RING E3 que puede ser la proteina RBX1 o la
proteina RBX2, una proteina culina que puede ser CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A/4B, CULS,
CUL7 o CUL9 y una proteina que funciona como receptor del substrato, que puede ser la
pVHL (7).




Las proteinas de la familia culina son la base de las E3s ubiquitina ligasa culina-RING y
funcionan como el esqueleto o plataforma para formar el complejo, y tienen la funcion de
recultar la E2-ubiquitina y el receptor del substrato, sin embargo esta unién de estas
proteina a la culina no es de forma directa, se requiere de una proteina RING y de un
adaptador (Figura 3). En el sitio carboxilo terminal (C-terminal) de la culina se unela
proteina “RING finger” y ésta se une a la enzima E2-ubiquitina activada. En el sitio amino
terminal (N-terminal) de la culina es donde se recluta varios receptores del substrato, y
esto usualmente ocurre a través de una proteina adaptadora. Cada uno de los
componentes de la familia de las culinas (CUL1, CUL2, CUL3, CUL4A/4B, CUL5, CUL7 y
CUL9) forma un tipo diferente de culina-RING ubiquitina ligasa (CRL). En |a actualidad se
conoce la mayoria de estos complejos, excepto para CULS.
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Figura 3. Sistema E3 ubiquitina ligasa-Culina-RING. La familia culina forma diferentes tipos de E3 ubiquitina
ligasa. La conformacidn estructural de la E3 ubiquitina ligasa dependiente de culina es una proteina que
funciona de plataforma, que corresponde a los diferentes tipos de culinas, ésta une a la proteina RING que es
la responsable de reclutar ala E2-Ub, por el otro lado la culina une a la proteina adaptadora que es la
responsable de reconocer a la proteina receptora de substrato, la proteina receptora de substrato une
especificamente a la proteina blanco (substrato) que se va a ubiquitinar. Actualmente se conocen 7 tipos de
culinas, y cada una forma un tipo diferente de E3 ubiquitina ligasa. La culina 2 es la plataforma para la E3
ubiquitina ligasa-VHL, que es muy semejante ala E3 ubiquitna ligasa culina 5. La E3 ubiquitna ligasa culina 3
no tiene proteina adaptadora y la culina 9 no se conocen con exactitud las proteinas adaptadoras y el
receptor de substrato.




La Cul1-RBX1 es la unidad basica del CRL1 y usa la proteina SKP1 como un adaptador
para reclutar las proteinas F-box como receptor del substatro. El CRL2 usa el complejo
elongina By elongina C como adaptador para reclutar proteinas con caja-VHL como
receptores de substrato. El CRL3 directamente recluta las proteinas BTB (receptor de
substrato) sin la necesidad de una proteina adaptadora. CRL4 (incluyendo el CRL4A y
CRL4B) usa DDB1 como adaptador para reclutar las proteinas DCAF como receptor de
substrato. CRL5 esta compuesto de Cul5 y RBX2, y éste usa el complejo elongina B y
elongina C como el adaptador para reclutar las proteinas con caja “Suppressor of cytokine
signaling” (SOCS) como el receptor de substrato. CRL7 ha sido conocido a usar la proteina
adaptadora SKP1 para reclutar proteinas con caja-FBW8 o -FBW11 como receptores de
substrato. EI CRL9 abarca el Cul9 y RBX1, sin embargo, el adaptador y el receptor de
substrato hasta el momento es desconocido (8) (Figura 3).

5.1.1. El Complejo ubiquitina ligasa E3 Culina2-RING-VHL

Los complejos E3 ubiquitina ligasa tipo Culina2-RING juegan un papel central en la
seleccion especifica de proteinas celulares para su degradacion a través del sistema
ubiquitina proteasoma. La proteina Culina-2, un miembro de las proteinas de la familia
culina, es codificada por el gen cul2. La proteina Cul2 forma el complejo culina2-RING-VHL
E3 ligasa. En el complejo Culina-2, |la proteina Cul2 recluta en uno de sus extremos a la
proteina RING (Rbx1) (también conocido como Rocl) en el cual esta proteina reconoce y se
une a la enzima E2-ubiquitina, y en el otro extremo de la proteina Cul2 se une las
proteinas elongina By la elongina C como proteinas adaptadoras para reclutar la proteina
VHL que funciona como receptora de substrato (9).

Con respeto a las proteinas culinas son proteinas evolutivamente conservadas
presentes desde levaduras hasta el humano, con excepcién de la proteina Cul2 que esta
presente solamente en organismos multicelulares. La estructura de las proteinas culinas
son muy similares, con respecto a la Cul2 esta tiene un dominio conservado
evolutivamente llamado el dominio “cullin homology” (CH) en su sitio carboxilo terminal
(C-terminal). El dominio CH tiene la funcidon de interaccionar con la proteina Rbx1.
Ademas, la interaccidn entre Cul2 y la proteina Rbx1 debe existir primero una modificacion
de tipo nedilacion (NEDD8) en la Cul2, donde esta modificacidn es similar para los otros
miembros de la familia Culina. Por otro lado, El sitio N-terminal de Cul2 es la responsable
para la interaccidn con las proteinas elongina B y elongina Cy éstas se unen con las




diferentes proteinas receptoras que reconocen el substrato, como es el caso de la proteina
VHL (10).

Con respecto a las proteinas elongina By elongina C éstas inicialmente fueron
encontradas como dos subunidades regulatorias pertenecientes al complejo elongina, el
cual este complejo elongina es un regulador positivo de la RNA polimerasa |l para
incrementar la tasa de alargamiento durante la transcripcion del RNA mensajero.
Actualmente se sabe que la elongina B y elongina C pueden unirse a Cul2 o también a la
Cul-5 (Cul5) y funcionar como componentes adaptadores de la E3 ubiquitina ligasa (11).
Con respecto al complejo elongina, ésta esta conformada por las proteinas elongina A,
elongina By elongina C. La elongina A es la subunidad activa del complejo que cooperar en
el proceso de transcripcion con la RNA polimerasa Il. La elongina B y elongina C son
reguladores positivos de la elongina A y son capaces de formar un complejo binario
estable para inducir actividad transcripcional de la elongina A. La elongina C puede unirse
directamente a la elongina A en la ausencia de elongina B para forma un complejo AC con
actividad especifica en la transcripcidn, sugiriendo que la elongina C funciona como un
inductor de la actividad de la elongina A. En contraste, la elongina B, un miembro de la
familia de genes “ubiquitin homology” (UbH), no se une a la elongina A en ausencia de
elongina C. En vez de esto, |la elongina B tiene un papel de tipo chaperona para el
ensamblaje del complejo elongina por la unidn de elongina C y esto promueve su
interaccion con elongina A.

Por otro lado, la proteina VHL (pVHL) se une fuerte y especificamente al complejo
elongina BC Unicamente sin la presencia de elongina A, por lo tanto, la pVHL asi como
también la elongina A compiten por la unién hacia el complejo elongina BC de una manera
mutuamente excluyente. Ademas, la unién de la pVHL hacia el complejo elongina BC
inhibe su habilidad para interactuar con la elongina A, esto sugiere que la actividad de
supresion de tumor que tiene la pVHL podria estar involucrada en la regulacién de la
actividad transcripcional de la elongina A evitando el alargamiento de la transcripcién de

RNA mensajeros (12).

Las proteinas receptoras de substrato son los otros componentes importantes del
complejo E3 ubiquitina ligasa culina2-RING. Estos receptores son dependientes de las
proteinas culinas y la funcién importante es reconocer especificamente y unir el substrato
al complejo E3 ubiquitina ligasa para transferir la ubiquitina desde la enzima E2 al
substrato y asi ser marcado especificamente para su degradacion por el proteasoma. En el
caso de la E3 ubiquitina ligasa dependiente de culina 2 este complejo puede reconocer a
siete diferentes receptores de substrato. Uno de estos receptores de substrato es la pVHL y
este receptor reconoce al substrato “hipoxia induced factor” (HIF, por sus siglas en inglés)-
alfa en condiciones de oxigeno normal (normoxia), el cual en estas condiciones HIF-1alfa




es ubiquitinado por este complejo y provoca su degradacidn (Figura 4). Otro receptor es
“Leucine-Rich Repeat protein-1” (LRR1 por sus siglas en inglés), el cual fue primero
encontrado a suprimir la sefializacién del receptor 4-1-BB en las células T CD4+ y CD8+. El
receptor “Feminization-1b” (FEM1b) es otro que reconoce este complejo y esta
involucrado en la regulacién de la secrecion de insulina estimulado por glucosa. PRAME es
otro receptor de substrato, éste es un factor de transcripcién esencial para el desarrollo
embrionario en tiempo temprano. Otro receptor es ZYG11, que actiia como un regulador
del ciclo celular en Caenorhabditis elegans, también es considerado un oncogén en cancer
de pulmén de células no pequefias por via de la regulacidn de la expresion de CCNE1. El
receptor BAF250 el cual mono-ubiquitina los sitios de lisina 120 de las histonas H2B para
promover la transcripcion. Por Gltimo, esta el receptor RACK1 que promueve la
degradacion de HIF-1alpha en una forma dependiente de la chaperona HSP90 pero de una
manera independiente de la concentracién de oxigeno (13), otra funcién es la presencia de
agentes apoptdticos, RACK1 conduce la degradacidn de la proteina “Bcl-2-interacting
mediator of cell death extra long” (BimEL) y también inhibe a la apoptosis en células de
cancer de pecho (14).

Proteasoma

Figura 4. El eje VHL-HIF-1alfa. En condiciones normales de oxigeno, HIF-1alfa es degradado por el sistema
ubiquitina proteasoma. HIF-1alfa es reconocido por el receptor del substrato VHL del complejo E3 ubiguitina




ligasa Culina 2-Elongina BC-Ring. La enzima E2 transfiere la ubiquitina (Ub) a HIF-1alfa para ubiquitinarlo,
posteriormente ser degradado por el proteasoma.

Con respecto al receptor de substrato pVHL tiene una importancia clinica debido a que
esta proteina fue descubierta en la enfermedad von Hippel-Lindau (VHL), el cual es un
sindrome de cancer hereditario raro (15). En este sindrome se observa que los pacientes
tienen mutaciones en la pVHL y estas mutaciones provocan la pérdida de la funcién de la
proteina, por ejemplo, interrumpe la interaccion entre pVHL y la elongina B y elongina C
provocando una inactivacion del complejo E3 ubiquitina ligasa Culina2-RING-ElonginaB/C-
VHL (16). La degradacion dependiente del complejo Culina2-VHL de la subunidad HIF-1alfa
es el mas estudiado de las E3 ubiquitina ligasas en la tumorogénesis. Ademas, Culina2-VHL
esta involucrada en otros procesos celulares incluyendo la linea de germinacién hasta la
infeccién viral.

La pVHL, asi como las otras proteinas que interactian con Cul2-Rbx1 tales como LRR-1
y FEM-1, tienen una region de aminoacidos homologas ente ellos que es llamado la caja
VHL. Esta caja tiene dos regiones, una llamada BC (con secuencia consenso: (S, T, P)LXXX(C,
S, A)XXXphy, donde phy es cualquier aminoacido hidrofébico), en esta regién es donde se
une las elongina B y elongina C, y la otra es la regidn Culina 2 (secuencia consenso:
phyPXXphyXXXphy) y es la responsable para la unidn a la proteina Culina 2. La caja VHL es
muy similar a |a caja presente en la proteina “Suppressor of cytokine signaling” (SOCS)
donde SOCS tiene también la regién BC y la regidon culina 5. Aunque ambos cajas, VHLy
SOCS, usan elongina B y elongina C como un adaptador, éstas se unen a culina2 y culina5,

respectivamente (17).

La estructura cristalina del complejo Culina 2 conformado por VHL, elongina B,
elongina C muestra una forma tripoide, con la elongina C localizada en el centro y los otros
componentes del complejo en los extremos. Culina 2 se une en la interface entre VHL y
elongina C a través de interacciones hidrofdbicas y electrostaticas. Con respecto ala
elongina C, forma una estructura tipo “loop” con los residuos de aminoacidos 48-57, el
cual es el sitio de contacto con la Culina 2 y ademas el N-terminal de Culina 2 es critico
para esta union con elongina C. Por otro lado, las mutaciones dirigidas en la region L3G de
Culina 2 drasticamente reduce la interaccién entre Culina 2 y el complejo VHL-elongina-BC,
indicando un sitio importante de interaccidon y conformacion del complejo.

5.2. lafamilia HECT




La familia HECT esta compuesta de 28 HECT E3s ubiquitina ligasa en el humano. Esta
familia consiste en un dominio de unidn al substrato en el sitio N-terminal y un dominio
HECT en el sitio C-terminal (Figura 2). La familia de HECT E3s son divididos dentro de tres
grupos y esta division esta basado sobre su dominio N-terminal, que corresponde a: la
familia NEDD4, la familia HERC y la familia HECTs (18). Los E3 ubiquitina ligasa de esta
familia HECT estan representados por SMURF1(1zvd), NEDDA4L (3jvz), WWPI (1nd7) y
E6AP(1c4z).

5.3. lafamilia RBR

Esta familia esta integrada por 14 miembros E3s ubiquitina ligasa en el humano. Todos
tienen un motif RING1-IBR-RING2 (19) (Figura 2). Entre los miembros RBR E3s, PARKIN,
HHARI y HOPI son los mas representativos. RBR E3s son distintos desde los RING E3s
porque el RBR forma un intermediario tioester con el C-terminal de la ubiquitina (19), en
cambio esto no ocurre con el RING E3s. Esta familia tiene dos dominios RING, el dominio
RING1 que recluta a la E2-ubiquitina y que posteriormente es transferido la ubiquitina
hacia la cisteina catalitica del RING2. El RBR E3s transfiere la ubiquitina hacia el substrato
por un mecanismo similar a la familia de HECT E3s.

6. Degrones

La mayoria de las proteinas con una vida media corta se distinguen por tener en su
secuencia aminoacidica regiones denomidas como determinantes estructurales de
sefializacion que funcionan como blancos de reconocimiento para la maquinaria de E3
ubiquitina ligasa o para el proteasoma (o lisosomas en algunos casos); esta sefial es
considerada como una etiqueta de degradaciéon o “degron”. Una sefial de degradacion o
“degron” es usualmente definido como un elemento minimo dentro de una proteina que
es suficiente para el reconocimiento y degradacién por un aparato proteolitico. Una
propiedad importante de los degrones es que estas secuencias pueden ser transferibles, es
decir que de forma artificial un elemento degron puede ser introducido por ingenieria
genética a otra proteina de larga vida y esta nueva proteina recombinante sufrira
degradacién en un tiempo corto.

En la parte del sitio N-terminal de algunas proteinas se ha detectado que hay presencia
de una secuencia degron, ya que una E3 ubiquitina ligasa es capaz de unirse a la proteina
con muy alta selectividad y especificidad de reconocimiento hacia los residuos de
aminoacidos presentes en el sitio N-terminal de una proteina (20). Esta via de




degradacion, llamada como “N-end rule pathway “, establece el estado de la vida media de
una proteina y esta determinado por |la naturaleza de sus residuos del N-terminal.

Otra manera en que el “degron” es reconocido por la E3 ubiquitina ligasa es la
modificacion del “degron” por fosforilacién (fosfodegrones); este tipo de “degron”
fosforilado es reconocido principalmente por la E3 ubiquitina ligasa SKP1-Cull (SCF), esta
E3 ubiquitina ligasa requiere para el reconocimiento del “degron” que la fosforilacidn se
lleve a cabo en los residuos especificos de serina o treonina. Uno de los ejemplos de
fosfodegrones es la eliminacidn de ciclinas especificas e inhibidores de cinasas
dependientes de ciclina por el sistema ubiquitina proteasoma. La forma fosforilada de la
ciclina E y del inhibidor CDK p27¥! es reconocido por el complejo SCF para su degradacidn
(21).

Por otro lado, el oxigeno puede ser otra sefial de modificacion del “degron”, esto es
para el caso de HIF-1alpha, el cual esta regulado por los niveles de oxigeno. La subunidad
de HIF-lalpha es rapidamente degradado por el proteasoma bajo condiciones de
normoxia. Esta regulacién proteolitica depende sobre Culina2-RING-elongina B/C-VHL. La
pVHL se une a HIF-1alpha via un degron dependiente de oxigeno (ODD, por sus siglas en
inglés). En las células que estan bien oxigenadas, el HIF-1alpha estd hidroxilado en los
residuos de prolinas del ODD por medio de las proteinas prolil-hidroxilasas donde usan el
oxigeno molecular para hidroxilar las prolinas, el ODD hidroxilado de HIF-1alfa es
reconocido por la pVHL para su degradacion (22).

En este capitulo abordamos la estructura base de las E3 ubiquitina ligasas y su funcién
celular, con énfasis a la E3 ubiquitina ligasas Culina2-RING-Elongina B/C-VHL, esto con la
finalidad de entender el mecanismo de la funcién de la pVHL en la célula.
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Capitulo 11l

La proteina von Hippel-Lindau (pVHL)

1. VHL

La historia de VHL se remonta desde los datos clinicos de pacientes que
presentaban problemas en la retina y en el sistema nervioso central, y estos problemas
estaban relacionados con casos familiares. Treacher Collins (1894) fue el primer médico
que describid los hemangioblastomas retinales de tipo familiar en especimenes
patoldgicos desde tres enucleaciones en dos hermanos. Por separado, Eugene von Hippel
estudio las caracteristicas clinicas y la progresion de las lesiones retinales (ahora conocidas
como hemangioblastomas) (1). Posteriormente, con la confirmacién patolégica desde un
especimen enucleado de un paciente, Collins y Czemark, introdujeron el termino de
lesiones retinales angiomatosas; Brandt reporté la autopsia realizada sobre el mismo




paciente 4 afios después. La autopsia demostré la presencia de quistes y tumores renales
asi como también quistes epididimales. Por otro lado, Arvid Lindau, estudiando el sistema
nervioso, fue el primero en proponer el termino angiomatosis del sistema nervioso
central, basado sobre una revision de caracteristicas patoldgicas y clinicas de 16 de sus
pacientes y 24 pacientes tomados desde la literatura (2). Lindau encontré que los quistes y
tumores fueron encontrados en la medula y en el corddn espinal y estaban asociados con
los hemangioblastomas retinales y los tumores viscerales. En agradecimiento a los dos
autores que describieron los hemangioblastomas retinales (von Hippel tumores) y los
hemangioblastomas del cerebelo (tumores Lindaus), respectivamente, hoy en dia se
conoce como la enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL) (3).

1.1. Elgenvhl

Después de determinar la entidad de la enfermedad de VHL, investigaciones fueron
hechas para determinar la causa de esta enfermedad familiar. Estudios arrojaron la
informacion que la enfermedad de VHL es hereditario y tiene un componente genético. El
componente génetico de esta entidad clinica fue el descubrimiento del gen vhl, este gen
fue aislado y secuenciado en 1993 (4). El gen vh/ esta considerado como un gen supresor
de tumor y se localiza en el cromosoma 3p25-26. Las alteraciones genéticas en el gen vh/
son principalmente mutaciones que conducen a la pérdida de la funcidn de este gen y esto
ha sido correlacionado con familias que presentan la enfermedad de VHL y en pacientes
con carcinoma de células renales (RCC, por sus siglas en inglés) esporadicos.

El gen vhl consiste de tres exones y codifca la proteina VHL (pVHL). El gen es
altamente conservado en todas las especies (5). Las mutaciones de pVHL para generar la
enfermedad de VHL se alinean al modelo de “dos-hit” de Knudson de cancer hereditario
(6). Este modelo consiste en que una mutacion en el gen vhl proviene por herencia desde
la linea germinal que resulta en un alelo defectivo en todas las células del cuerpo (primer
hit); el segundo hit (o pérdida de heterozigosidad) se establece cuando un evento de
mutacion somatica ocurre en el alelo del vh/ normal y estos dos eventos genéticos
altamente predispone para la formacidn de un tumor (6).

Con respecto a la transcripcion del gen vhl, se ha determinado que su expresion del
mRNA es alta en 27 tejidos normales diferentes, ademas otro estudio con 95 individuos
reveld que la pVHL es ubicuamente expreados en la mayoria de los tejidos (7). A pesar de
que la expresion del mRNA del gen vh/ es relativamente ubicua, la produccién de la
proteina (pVHL) no es lo mismo, ya que los niveles de pVHL son bajos o ausentes en
algunos tejidos, lo cual indica que esta pVHL esta regulada o gobernada por otros

elementos.




Como cualquier gen eucariotico con varios exones, estos pueden tener arreglos
diferentes entre los exones y producir mRNA y proteinas variantes o isoformas (“splicing”);
para el caso del gen vh/ (con tres exones) despliega tres mRNAs y con la traduccion
correspondiente de sus proteinas variantes, el cual difiere tanto en la longitud de la
proteina como en la combinacion de los exdnes. Las tres isoformas representativas de
pVHLson la 213, 172, y 160 aminodacidos, estas isoformas son producidas por un lado por
el “splicing” alternativo (fusidn de exones) y por otro lado por el inicio de la traduccidn
alternativa. Actualmente estas isoformas son conocidas como la isoforma uno que
corresponde a VHL30 (masa molécular) o VHL213 (ndmero de aminoacidos), la isoforma
dos que conrresponde a la VHL172 (172 aminoacidos), mientras que la isoforma tres
corresponde a VHL19 (masa molécular) o VHL160 (160 aminoacidos). La VHL30 es |a
isoforma mas larga, con una masa molecular de 30 kDa y con 213 amnoacidos y consiste
de un transcripto de mRNA conformado con los tres exones, mientras que el VHL19 tiene
160 aminoacidos y una masa molecular de 19 kDa con los tres exones en su mRNA, sin
embaro, esta isoforma se genera por un desplazamiento en el inicio de la traduccién
interna (traduccidn alternativa) que corresponde en la metionica 54 (8). Para el caso de la
isoforma VHL172, el cual proviene desde un “splicing” alternativo que une los exones uno
y tres, excluyendo el exdn dos, lo cual da como resultado una proteina de 172 aminoacidos
(9) (Figura 1A). Las isoformas VHL30 y VHL19 son ambos biolégicamente activos y son
expresados en todos los tejidos (8).
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Figura 1. Gen y estructura proteica de VHLy HIFs. (A) El arreglo del gen Vhl/ en el DNA y los diferentes
transcriptos producidos. Los transcriptos producen las diferentes proteinas VHL (pVHL) con nimero de
aminoacidos/pesos molecular. (B) Estructura de HIFs. Los diferentes HIFs tiene en comun el dominio de
unidn al DNA (bHLH y PAS) y los HIF-1, 2 y 3 tienen el dominio de hidroxilacién dependiente de oxigeno el
“degron dependiente de oxigeno” ODD, por sus siglas en inglés, y el factor de transactivacion NTAD y CTAD,
excepto HIF-3. En el dominio ODD y NTAD se une la pVHL. En el dominio CTAD es donde actla la proteina

FIH.

La localizacion celular de las isoformas de pVHL indica que estan presente en el
citosol, en el ntcleo, en la mitocondria y en el reticulo endosplasmico. Interesantemente,
La VHL30 esta localizada predominantemente en el citosol, o esta asociada ala membrana
(8), en cambio la VHL19 se encuentra en ambos en el nicleo y en el citosol, pero no esta

asociada con la membrana celular (8).

1.2. La proteina VHL (pVHL)




La isoforma VHL30 (proteina mas grande) tiene dos principales dominios de unién
a proteinas, los dominios alfa y beta, el cual son antecedidos por un dominio N-terminal
acidico. El domino beta esta constituido de aproximadamente 100 aminoacidos. Este
domino es rico en cadenas beta, el cual forma una estructura “beta-sheet”, y en este
domino beta es donde interactta con las proteinas HIFs hidroxilado, RNA polimerasa I, la
isoforma de la proteina cinasa C y otras proteinas (10). El domino alfa es el mas corto y
contiene los sitios de unién para elongina-B/C (caja/sitio BC), Culina-2 (caja/sitio Cul-2),
p53 y otras proteinas (10). El domino beta tiene otra unidn de interface, la interface C, el
cual es importante para la localizacidn de VHL y unidn a las proteinas TBP1 y EEF1A (Figura
1A).

La pVHL puede sufrir mutaciones inactivantes por el cual pierde su funcién, y se ha
observado que éstas ocurren entre el codon 54 y el carboxilo terminal de la proteina. Estas
mutaciones afectan ambas isoformas de |la proteina pVHL30 y la pVHL19. La pVHL se
encuentra en ambos compartimentos citoplasmico y nuclear y el trafico entre estos dos
compartimentos es esencial para la funcion de pVHL (11). La funcién mas estudiada y
caracterizada de la pVHL es la interaccién con la proteina factor inducible por hipoxia (HIF,
por sus siglas en inglés), el resultado de esta interaccién es la degradacién proteasomal de
HIF. HIF es un factor transcripcional heterodimérico que consiste de una subunidad alfa
inestable y dependiente del oxigeno y otra subunidad beta estable (independiente del
oxigeno). Existen tres genes que codifican a HIF-alfa en el humano, HIF-1alfa, HIF-2alfa y
HIF-3alfa (12) (Figura 1B). En algunas condiciones, HIF-1alfa y HIF-2alfa pueden ser
mutuamente antagonistas. HIF-3alfa parece ser involucrado en un mecanismo de
retroalimentacién controlando la actividad de HIF-1alfa (13).

2. El eje VHL-HIF

Como anteriormente se menciond, pVHL se une a la elongina C, el cual a la vez se une
a la elongina B y Culina 2 para formar el complejo E3 ubiquitina ligasa VHL-elonginaBC-
Cul2 (VCB-Cul2). En condiciones de normoxia, el complejo VCB-Cul2 se une a HIF-alfa para
realizar la poliubiquitinacién, marcandélo para la degradacidn proteasomal. Sin embargo,
otras proteinas que reconoce pVHL unido al complejo han sido tentativamente
identificados y estos incluyen a “estrogen receptor alpha” (14), “Kruppel-like factor
receptor 4” (15), ERK5 (16), y “androgen receptor (17).

Ambos HIF-1alfa y HIF-2alfa tienen dos dominios de activacion transcripcional, uno el
“N-terminal transactivation domain” (NTAD) y el otro el “C-terminal transactivation




domain” (CTAD), estos dominios tienen la funcién de activar la transcripcion de los genes
blancos de HIF (18). La estructura de HIF-3alfa conforma a un NTAD Unicamente y carece
de CTAD (Figura 1B), con respecto a la regulacion transcripcional hasta la fecha es poco
entendido, y algunas variantes de HIF-3alfa al parecer inhiben la activacién transcripcional
dependiente de HIF in vitro e in vivo (18).

HIF es altamente dependiente de los niveles de oxigeno. Cuando el nivel de oxigeno es
normal (normoxia), la subunidad de HIF-alfa sufre una hidroxilacién enzimatica en uno o
ambos residuos de prolinas que residen cerca del NTAD. Estas prolinas que sufren
hidroxilacion estan dentro del dominio de degradacion dependiente de oxigeno ODD (por
sus siglas en inglés), es decir es un “degron”. Esta hidroxilacion de los residuos de prolina
es llevada a cabo por miembros de la familia de enzimas “oxygen- and 2-oxoglutarate
dependent prolyl hydroxylase” (PHD) (19) y estas enizmas requieren como substrato
oxigeno y 2-oxoglutarato para llevar a cabo su funcién. Existen al menos tres PHDs
identificados hasta la fecha: PHD1 (EGLN2), PHD2 (EGLN1) y PHD3 (EGLN3). Aunque el
PHD2 es al parecer la primera hidroxilasa para ambos HIF-1alfa y HIF-2alfa, sin embargo,
otros estudios indican que la PHD3 puede ser el principal responsable para la hidroxilacién
de HIF-2alfa. La hidroxilacién de uno o ambos residuos de prolina del ODD dentro de HIF-
lalfa y HIF-2alfa genera el sitio de reconocimiento con alta afinidad de unién para pVHL
(Figura 1B) (20). La pVHL sirve como un componente de reconocimiento de substrato de la
E3 ubiquitina ligasa que atrae a esta maquinaria de conjugacion de ubiquitina a las
subunidades de HIF-alfa para realizar la poliubiquitinacién de HIF y posteriormente su
destruccién por el proteasoma.

Cuando la disponibilidad de oxigeno es limitante (hipoxia), las PHDs son
enzimaticamente inactivadas en estas condiciones ya que ellas requieren de oxigeno para
funcionar; por lo tanto, HIF-alfa no es hidroxilado en los residuos de prolina del ODD. La
ODD no hidroxilado provoca que pVHL no se una a HIF-alfa y por lo tanto no se ubiquitina
y no hay degradacidn. Al no existir degradacion de HIF, las subunidades de HIF-alfa se
acumulan en el citoplasma, posteriormente se translocan hacia el nicleo, para unirse con
la subunidad HIF-beta (también llamado ARNT; “aryl hydrocarbon nuclear tanslocator”).
Este heterodimero reconoce elementos de respuesta a HIF (ERH) en los promotores de los
genes blanco y activa la transcripcion de varios genes que estan involucrados
principalmente en la proliferacion celular, angiogénesis, metabolismo de glucosa,
apoptosis y otros procesos celulares (Figura 2). Similarmente, en la introduccién de una
inactivacion de pVHL (por ejemplo, mutantes), aunque las subunidades de HIF-alfa son
hidroxilados en las prolinas de ODD, HIF no llega a ser degradado en condiciones de
normoxia, debido a que pVHL modificada o mutada no puede unirse al HIF, y similar a lo

que ocurre en hipoxia, HIF es libre para transactivar los genes blancos.
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Figura 2. Degradacion de HIF-1alfa por pVHL. En condiciones de normoxia HIF-1alfa es ubiquitinado por la
E3 ubiquitina ligasa-VHL para su degradacion por el proteasoma. En condiciones de hipoxia HIF-1alfano es
degradadoy se transloca al nucleo celular para unirse con las subunidad HIF-1beta y reconocer los
promotores de los genes blanco por HIF donde se acopla los co-activadores P300/CBP y la RNA polimerasa
(RNA pol) para transcribir los genes que codifican a las proteinas EPO (eritropoyectina), VEGF (factor de
crecimiento endotelial), GLUT1 (transportador de glucosa 1) y otros cientos de genes mas.

Otro mecanismo de control de la actividad de HIF-alfa recae en la inhibicién de la
actividad tanscripcional de HIF. Esta inhibicion es llevado a cabo por la proteina “factor-
inhibiting HIF”, FIH; FIH es una enzima hidroxilasa que hidroxila al residuo de asparagina
803 dentro del dominio CTAD de HIF-alfa. En condiciones de normoxia HIF-alfa sufre una
hidroxilacién dependiente de oxigeno por FIH (Figura 1B) (21). La hidroxilacién de la
asparagina de HIF por FIH evita el reclutamiento de los co-activadores transcripcionales
p300 y la proteina de unidon a CREB (CBP; CREB significa “cAMP response element binding
protein”) y esto provoca una disrupcidn de la transactivacion mediada por HIF-alfay la no
trancripcion de los genes blancos (Figura 2). En contraste a la familia PHD, FIH permanece
activa hasta en condiciones de hipoxia moderada, sugiriendo que en esta situacion FIH
puede actuar como un mecanismo secundario para inhibir la actividad transcripcional de
HIF (22). Interesantemente, el CTAD de HIF-2alfa, al parecer, es relativamente mas




resistente ala inhibicion de FIH bajo condiciones de normoxia comparada al CTAD de HIF-
lalfa. Esto indica que HIF-1alfa y 2alfa estan altamente reguladas en condiciones de
normoxia por dos mecanismos, uno que consiste en la hidroxilacion del ODD para su
degradacién dependiente de pVHL y el otro mediante la inhibicién de su actividad
transcripcional por FIH.

2.1. Genes derespuesta por HIF

HIF es un factor de transcripcion que activa de forma directa alrededor de 100 genes
que participan en el metabolismo celular en condiciones de hipoxia. Estos genes inducidos
por HIF incluyen a aquellos que estan involucrados en la proliferacidn celular: “tansforming
growth factor” (TGF) y el “epidermal growth factor receptor” (EGFR); en angiogénesis:
“vascular endotelial growth factor” (VEGF), “platelet-derived growth factor” B (PDGF B) e
interleucina 8 (IL-8); en latoma de glucosa y metabolismo: “glucose transporter” 1
(GLUT1), 6-fosfofructocinasa 1 (PFK1) y en quimiotaxis: “stromal cell-derived factor”
(SDF1) y su receptor C-X-C “chemokine receptor” 4 (CXCR4).

Por otro lado, en el caso de los tumores debido al sobre crecimiento celular se genera
una zona de hipoxia principalmente en la parte mas interna del tumor, en esta zona
hipdxica HIF esta altamente involucrado en el mantenimieno y desarrollo del tumor. HIF
induce la expresion de varios genes que participan de forma directa e indirecta en el
ambiente tumoral, tales como la formaciéon de la matriz extracelular y recambio de ella
(“membrane type 1 matrix metalloproteinase” (MMP1) y “lysyl oxidase (LOX)). Ademas,
genes relacionados a la transicion epithelial a mesenquimal como TWIST1 y TWIST2 y el
“hepatocyte growth factor receptor” (HGFR), que también son conocidos como genes
blancos de HIF (23).

3. Funcién de VHL independiente de HIF

Recientes evidencias han indicado que pVHL tiene otras funciones diferentes que
aquella relacionada con la regulacién de la via HIF. La mayoria de estas funciones
alternantes han sido descubiertas a través de interacciones bioquimicas. Ademas, cuando
la funcion de pVHL esta alterada o mutada se observan cambios de expresion de genes
independientes de HIF, el cula sugiere que pVHL participa en otras funciones. Estas rutas o
procesos celulares en donde participa pVHL son los siguientes (Figura 3):
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Figura 3. Funcidn de pVHL. Algunos procesos celulares que son dependientes del eje pVHL-HIF-1alfa como
angiogénesis, transporte de glucosa, proliferacidn celular, etc. y otros procesos celulares que son
independientes del eje pVHL-HIF como apoptosis, sobrevivencia celular, apoptosis neural, etc.

3.1. Regulacidon de la apoptosis

Las células cancerosas tienen varios procesos biologicos alterados con la finalidad de
manter la sobrevivencia y resistir a las condiciones adversas. Por ejemplo, las células de
cancer renal tienen reprimida la apoptosis para resistir en el tratmiento con quimioterapia
citotdxica convencional. Una de las proteinas involucradas en los canceres es p53, esta
proteina es un factor de transcripcion y tiene funcién de regulacion de la célula en aquellas
condiciones adversas; en estas condiciones p53 se transloca al nucleo para transcribir
genes relacionados con apoptosis y genes involucrados en el paro del ciclo celular, por tal
motivo, p53 esta considerado como una proteina supresora de tumor. A la vez, la p53
puede autoregularse ya que p53 transcribe su propia proteina MDM2 (una proteina
ubiquitinante) que regula su estabilidad, esta proteina se une a p53 y lo ubiquitiniza para
posteriormente la p53 ubiquitinada ser degradada por el proteasoma.Varios canceres
tienen alterada la funcién de p53 por medio de mutaciones o perdida del gen. Sin
embargo, existen algunos canceres que no tienen alterado la p53 como es el caso del
cancer renal, indicando que existe una modulacién funcional de su actividad o la
activacion de vias anti-apoptoticas alternativas (24). En este sentido, HIF y pVHL tienen la
capacidad de influir en la funcién de p53 en las células de cancer renal. Previos reportes




han mostrado que HIF puede directamente unirse a p53 para modular de forma negativa
su actividad (25). Por otro lado, como una manera de contrarrestar el efecto de HIF sobre
p53, pVHL es capaz de regular la funcién de p53 pero de una manera independiente de
HIF. La pVHL se une a p53 para estabilizarlo y transportarlo al nucleo para incrementar su
actividad transcripcional, ademas pVHL inhibe la actividad de la MDM2 para evitar la
ubiquitinacién de p53 y su posterior degradacién (26). De esta manera la pérdida de pVHL
en las células de cancer renal resulta en la inactivacién de p53 por ambos efectos
dependientes e independientes de HIF.

El NF-kB es un factor de transcripcién y es uno de los reguladores claves de la
inflamacién ya que regula una cantidad enorme de citocinas. La familia NF-kB consiste de
p65 (RelA), c-Rel, RelB, p50/p105 (NF-kB1) y p52/p100 (NF-kB2). En una célula en arresto,
NF-kB existe como homodimeros o heterodimeros y esta inhibido su actividad por la unidn
de la IkB (inhibidor de NF-kB). Sefiales extracelulares o intracelulares inician la activacién
de NF-kB, tales como citocinas pro-inflamatorias, el reconocimiento de los patdgenos
extracelulares o intraceluares (ejemplo TLRs) y estresores celulares (ejemplo, especies de
oxigeno reactivo). El estimulo celular provoca que IkB sea procesado y degradado por el
proteasoma, el cual libera el NF-kB y subsecuentemente causa activacién y la transcripcién

de genes blanco.

Por otro lado, la via del NF-kB esta relacionada con la inhibicidn de la apoptosis
inducida por quimioterapia en las células de cancer renal. Células deficientes en la pVHL
presentan una actividad intensa de NF-kB y esta actividad es parcialmente dependiente
sobre la sefial de HIF. La actividad de NF-kB induce la expresidn de genes anti-apoptéticos
para inhibir este proceso. Por otro lado, la proteina CARD9 es un agonista que activa
positivamente la funcion del NF-kB . La pVHL tiene un efecto de modular negativamente la
actividad de NF-kB en una forma indirectamente, esto es por la unién de pVHL a CARDS,
esta unidn no induce la degradacién de CARDSY, mas bien es una sefial para que CARD9 sea
fosforilada por la proteina casein kinase 2 (CK2) y provocar su inhibicidn, esto resulta en la
baja actividad del NF-kB (27). La pérdida de pVHL en las células de cancer renal provoca
ambos una actividad mayor del NF-kB y una inactivacion de p53 para contribuir al fenotipo
quimioresistente de estas células.

3.1.1. Autofagia

El proceso de la autofagia es importante para el mantenimiento de la homoestasis
celular ya que la autofagia remueve los organelos intracelulares dafiados o proteinas
anormales. Ademas de estas funciones basicas, la autofagia esta involucrada en varios

fenomenos fisioldgicos y patoldgicos. La autofagia es inducida cuando las células estan




expuestas a condiciones de estrés ambiental, tales como deplecién de nutrientes o
infeccion, para regular el crecimiento celular y muerte. En células cancerosas, la autofagia
esta involucrada en la supresion de la tumorigenésis, y principalmente se ha visto que esto
es debido a que la proteina Beclina 1 (BECN1), el cual es importante para la induccién de la
autofagia, no funciona adecuadamente en el cancer de mama y ovario. Se ha visto que la
restauracion de la activadad de Beclina 1 enciende la autofagia e inhibe la proliferacion de

células cancerosas.

La autofagia esta regulada por el complejo mTORC1 (formado por las proteinas
mTOR, Raptor, Deptor, PRAS40, mLST8); cuando existe riqueza de nutrientes el complejo
mTORC1 esta activo e inhibe |a autofagia directamente reprimiendo el complejo de
iniciacion de autofagia ULK1, sin embargo cuando la célula esta en condicones de inanicidn
ULK1 se activa para iniciar la autofagiay mTORC1 se apaga. La ruta de sefializacion del
complejo mTORC1 es fundamental en la regulacién del crecimiento celular y proliferacién,
y la hiperactivacion de mTORC1 es un hallazgo comun en las células de cancer de rifién
dependiente de la pVHL. La falta de regulacién negativa de mTORC1 correlaciona con la
progresion de un tumor y pobre diagndstico en pacientes con cancer de rifidn.
Recientemente se demostré que la proteina RAPTOR puede ser reprimida por pVHL. La
pVHL interacciona con RAPTOR para incrementar la degradacion de esta proteina por la
ubiquitinacidn, asi inhibiendo la sefializacion de mTORC1. Lo anterior correlaciona con la
hiperactivacion de la sefializacién de mTORC1 en células de cancer de rifién porque se ha
visto que estas células tumorales son deficientes en la pVHL. Se tiene reportado que la
pérdida de la funcion de la pVHL-1 en Caenorhabditis elegans incrementa la actividad de
mTORC1, lo cual sugiere que este sistema es un mecanismo conservado evolutivamente.
Este nuevo mecanismo sugiere que pVHL esta contralando el proceso canceroso ya que el
apagado de la actividad de mTORC1 por via degradaciéon de RAPTOR es un mecanismo de
encendido de la autofagia para evitar la sobrevivencia de las células cancerosas (28).

Otra evidencia de que la pVHL esta relacionado con la autofagia es en los diferentes
grados de tumor de cancer de células de rifién, donde los niveles de expresion de pVHLy
la proteina LC3B (proteina que participa en la formacién de vésiculas autofagicas) estan
inversamente correlacionados. Se sabe que la pVHL se une con LC3B y lo ubiquitina, por lo
tanto, una pVHL mutante no interacciona con LC3B y tampoco induce su ubiquitinacién. En
un trabajo se observod que la autofagia mediada por LC3B fue inhibida por una pVHL
funcional y la ubiquitinaciéon y eliminacion de LC3B fue implicado en la muerte celular
inducido por autofagia, sin embargo, al inhibir el proteasoma (con pVHL mutado) los
resultados fueron contrarios. Esto demuestra que pVHL interactua con LC3B e inhibe la
autofagia mediada por esta proteina por la via de ubiquitinacién y eliminacién de LC3B
(29).




En otro trabajo se demuestré que la pVHL suprime la autofagia inducida por estrés
nutriocional en células de cancer renal. Se observoé que la pVHL se une directamente al
regulador de la autofagia Beclina 1, después de haber sido hidroxilado mediante PHD1 en
el residuo prolina 54 de esta proteina. Esta unién inhibio la asociacion del complejo
Beclinal-VPS34 con ATG14L, de esta forma se inhibid la iniciacién de la autofagia en
respuesta a deficiencia nutricional. Por otro lado, también se observé que la expresion de
Beclinal no hidroxilada aborta la inhibicién de la autofagia mediada por pVHL. Ademas, los
niveles de Beclina 1 hidroxilada son inversamente correlacionados con los niveles de
autofagia en células de cancer de rifidn que expresan una pVHL funcional y en pacientes
con un pronostico pobre de cancer de rifidn. Esto revela que pVHL suprime el crecimiento
tumoral (30).

En general, la participacién de la pVHL en autofagia es poco controversial ya que se
ha demostrado que pVHL activa la autofagia o la inhibe. Sin embargo es importante
sefialar que se debe de tener cuidado en la interpretacion de estos eventos ya que los
estudios fueron hechos en condiciones y tipos celulares diferentes.

3.2. Control de la senescencia celular

La senescencia celular es el fendmeno del arresto del crecimiento de forma irreversible
en respuesta al dafio del DNA (incluyendo telomeros cortos), asi como también es un
mecanismo importante en la supresidn de tumor in vivo. Interesantemente, se ha
reconocido que la oxigenacion fisioldgica que puede extender el espacio replicativo de las
células en cultivo es debido a una desminucidn relativa de la cantidad de estrés oxidativo.
Algunos reportes han confirmado que este fendmeno es en parte debido a la estabilizacion
de HIF (31). Por lo tanto, se ha visto que la inactivacion de pVHL estabiliza a HIF e induce
senescencia en condiciones in vitro e in vivo (32), sin embargo, se observé que la
senescencia es independiente de la funcidn de HIF y p53. Posteriormente se encontrd que
la senescencia por la pérdida de la funcién de pVHL es por la actividad de la proteina
retinoblastoma (pRb) y por |a proteina p400, ya que se sabe que p400 inhibe a
retinoblastoma. Todo lo anterior indica que pVHL activa a p400 para inhibir a
retinoblastoma y de esta forma se controla la senescencia celular de una forma
independiente de HIF.

3.3. Estabilizacidon de microtubulos y mantenimiento del cilio primario

El cilio primario es una estructura especializada sobre la superficie celular que sirve
como una antena de la célula y regula la transduccién de sefiales quimicas y mecanicas. El




axonema ciliar es la unidad basica del cilio y es una estructura circular que tiene nueve
subunidas de microtubulos arreglados en dobletes y el axonema nace desde el cuerpo
basal o centriolo madre. La pVHL se asocia con los microtiibulos para darle estabilidad y
esta funcidén es independiente de HIF y de su actividad E3 ubiquitina ligasa (33). El efecto
de la pVHL sobre la dinamica de los microtibulos esta regulado negativamente por
“glycogen synthase kinase 3” (GSK-3) (34). Interesantemente, el GSK-3 activo puede
promover la estabilidad de los microtdbulos y mantenimiento del cilio en una manera
independiente de pVHL, sin embargo, se ha visto también que la inactivacion de GSK-3, la
estabilidad de los microtubulos y mantenimiento del cilio recae en la pVHL, por lo cual
sugiere que la estabilidad de los microtibulos puede estar asociado por ambas proteinas
(pVHL y GSK-3).

3.4. Regulacion de la formacidn de la matriz extracelular y la adhesion célula-célula

La matriz extracelular es una barrera fisica que inhibe la migracién e invasion de células
cancerosas, y a la vez, esta matriz puede proveer sefiales de sobrevivencia hacia estas
células para el mantenimiento de la polaridad celular en contexto con las uniones
intracelulares. La pVHL puede unirse directamente a la fibronectina y el colageno
hidroxilado IV; interesantemente, los estudios con mutantes de la pVHL han concluido que
la pVHL no tiene la capacidad de unién con la fibronectina y colageno (35). Las células con
deficiencia en la funcion de pVHL presentan una organizacion de la matriz extracelualr
ineficiente y se ha visto que este efecto es no controlado por HIF. La pVHL tiene la
capacidad de poder orquestar la interaccion de los componentes de la matriz extracelular
y esta funcion se realiza sin que la pVHL se una al complejo E3 ubiquitina ligasa Cul2-
elonginaBC. Ademas, el arreglo de la matriz extracelular por pVHL esta regulado
parcialmente por modificaciones post-traduccionales que sufre la pVHL con moléculas tipo
ubiquitina (“like-ubiquitin”), como la NEDDS8 (36).

También se ha visto que la polaridad celular y el ensamblaje de las uniones intercelulares
(ejemplo uniones adherentes y uniones fuerte) no ocurren adecuadamente en la células
que carecen de la funcion de la pVHL y este proceso es también independiente de HIF.
Todo lo anterior indica que pVHL esta involucrado en el desarrollo de las uniones
intercelulares.

3.5. Hipoxia/VHL Yy el eje lactato-NDRG3-Raf-ERK

La proteina NDRG3 es un blanco de la enzima prolil-hidroxilasa PHD2 (EgIN1) y de
pVHL, ya que bajo condicones de normoxia, NDRG3 es ubiquitinado y degradado, parecido




alo que ocurre con HIF. NDRG3 se acumula en condiciones de hipoxia y se une a lactatoy
posteriormente interactta con la proteina c-Raf para la activacion de la via Raf-ERK, y de
esta manera, se contribuye al crecimiento celular en condiciones de hipoxia. NDRG3
permanece muy estable al unirse con el lactato, inclusive cuando las células estan
reoxigenadas. Esta interaccion molecular sugiere que la respuesta inducida por el eje
lactato-NDRG3-Raf-ERK contribuye al mantenimiento de la progresion de un tumor bajo
condiciones prolongadas de hipoxia. Este evento significa que NDRG3 actua como un
sensor de lactato inducible por hipoxia que provee una sefial hipodxica crucial de regulacion
dependiente de oxigeno, pero independiente de HIF; por lo tanto, un blanco combinatorio
de ambos HIF y NDRG3 podria ser una terapia altamente efectiva para el cancer (37).

3.6. Eje hipoxia/VHL-AKT-mTOR

La via de sefializacion PI3K/AKT/mTOR esta bien establecida su participacién en la ruta
regulatoria del crecimiento celular. La fosforilaciéon de AKT en los residuos de treonina 308
y serina 473 incrementa su actividad de cinasa para estimular su activacion y encender la
ruta de sefializacion hacia mTORC1, esto conduce a un incremento en la actividad de varias
rutas anabdlicas y biosintéticas para el crecimiento celular y proliferacién. La actividad de
la via de sefializacion PI3K/AKT/mTOR estda aumentada en condicones de hipoxia. En
tumores que estan en condiciones de hipoxia, el AKT es activado por fosforilacion y este
evento es a través de la induccion de miR-21 (38), el AKT fosforilado se recluta en la
mitocondria para encender el metabolismo glucolitico y mantiene el balance redox en las
células tumorales.

Guo y cols mostraron que AKT es activado para promover tumorigenesis en células que
carecen de oxigen o de pVHL funcional. Cuando se reestablece la funcién de la pVHL en la
célula se encontré que pVHL se une al AKT que primeramente fue hidroxilado por PHD2
(EgIN1) y esta interaccién provoca un efecto de inhibicién de la fosforilacion y actividad
de cinasa de AKT de una manera independiente de HIF (39). Recientemente, Zhang y cols
crearon un atlas de proteogendmica de varios canceres con mutaciones en la pVHLy
observaron que estas células tienen una alta actividad de la sefial AKT/mTOR (40). Estos
estudios sugieren que la pVHL controla la actividad de AKT para inhibir la via de
sefializacion AKT/mTOR.

3.7. Eleje EgIN3-VHL-EPOR

La produccion de células de globulos rojos incrementa la capacidad de llevar oxigen
y capacita el cuerpo a sobrevivir en condiciones duras de hipoxia. Por ejemplo, la




eritropoyetina (EPO) estimula la expresion de su propio receptor de eritropoyetina (EPOR)
y esta estimulacidon del receptor hace encerder la via EPOR-JAK2-STATS, la cual es
responsable para la proliferacién celular y diferenciacién terminal de los globulos rojos.

La EPOR esta regulado por la sefializacion PHD3 (EgIN3)-VHL. Heir y cols encontraron que
el recambio del EPOR esta regulado por la disponibilidad de oxigeno y a través de la
sefializacién intrinsica de PHD3 (EgIN3)-VHL-EPOR. Las prolinas de los residuos 419 y 426
de la regidn citoplasmica de EPOR son hidroxilados por PHD3, para ser reconocidas por
pVHL para la poli-ubiquitinacion y su posterior degradacidn por el proteasoma (41). Sin
embargo, el papel funcional del eje EgIN3-VHL-EPOR en la hipoxia o en enfermedades
asociadas con la pérdida de la funcion de la pVHL permanecen todavia en estudio.

3.8. El eje VHL-B-Myb

La proteina B-myb es un factor transcripcional que regula el ciclo celular y la
condensacion y la estabilidad cromosomal. Okumura y cols mostraron que la pVHL puede
reconocer a la proteina B-Myb y conducir a la ubiquitinacién y a su degradacién en el
proteasoma, sin embargo, este proceso de degradacion puede ser interrumpido por la
fosforilacién de B-Myb (42). Ademas, se ha visto que la eliminacién del gen B-myb
incrementa el crecimiento tumoral por la regulacién de diferentes genes bajo el control de
HIF, sin embargo, el efecto antagdnico de B-Myb en la tumorigenesis lo realiza en forma
independiente de HIF.

3.9. Otras proteinas reguladas por pVHL

La pVHL tiene otras funciones importantes en las células o enfermedades que por
ejemplo son: sinaptogénesis (porque regula a Filamin A (FLNA)), funcién del centrosoma
(porque regula a Cep68) y defensa inmune antiviral (porque regula a “mitocondrial
antiviral signaling protein” (MAVS)). Estos procesos regulados por la pVHL son a través de
su actividad de E3 ubiquitna ligasa y por la sefializacion de la prolil hidroxilacién.
Especificamente, PP5 y AURKA son blanco de la pVHL a través de la regulacién
independiente de oxigeno (43). MAVS y KLF4 son substratos de la pVHL, pero se desconoce
si esto es dependiente de oxigeno. Por otro lado, se conocen otras proteinas que son
dependientes de oxigeno para su ubiquitinacidn y degradacidn proteasomal y que estan
reguladas por la pVHL y estas proteinas son las siguientes: EGFR, atypical protein kinase C,
Sprouty 2, adrenergic receptor ll, Myb-binding protein 160, RPB1, RPB7, Cep68, II-32,
CERKL, FLNA y ERK5/BMK1 (44). Ademas, se sabe que la pVHL induce la expresién de la
aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2) a través de la activacion transcripcional directa del




factor de transcripcion HNF-4. ALDH2 contribuye en la sensibilidad de las células de cancer
renal hacia el tratamiento con antraciclina. Estos substratos/reguladores pueden proveer
nuevas guias para un mayor entendimiento de las funciones fisiolégicas y patologias de la
pVHL.

3.10. VHL e infeccidn viral

Los virus secuestran la célula infectada para poder llevar a cabo su replicacién viral. Por
lo general, los virus inhiben la funcién de la pVHL para activar a HIF-1alfa en las
condiciones de hipoxia. El sindrome respiratorio agudo severo por coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) es el agente etioldgico de la enfermedad de coronavirus 2019 (COVID-19). En los
casos de COVID-19 fatales y severos se observd que se dispard un estallido de citocinas
pro-inflamatorias en los pacientes y con ello una hipoxia sistemica. Se ha demostrado que
las proteina no estructural 5 y 16 (NSP5, NSP16) de SARS-CoV-2 pueden sobre activar la
funcién de HIF-1alfa y con mayor potencia lo hace el NSP16. La NSP16 interrumpe la
interaccion de pVHL con HIF-1alfa, y de esta forma inhibe la degradacion dependiente de
ubiquitina de HIF-1alfa y esto permite a que HIF-1alfa se una al promotor de la IL-6 para
inducir su expresidn (45). Sin embargo, en otro trabajo se demostré que la Nspl6 puede
ser degradado por la via pVHL en ensayos in vitro como in vivo y por lo tanto se dice que
pVHL puede inhibir la replicaciéon de SARS-CoV (46). Esto es controversial, la funcion de
pVHL en la infeccidon por el virus SARS-CoV-2, requiere de mayor investigacion.

En otro sistema se demuestra la utilizacion de la via HIF-1alfa para beneficio de la
replicacion viral. En la infeccién con el virus de necrosis de rifién y de bazo (ISKNV, por sus
siglas en inglés) que afecta a 50 especies de peces, se ha demostrado que durante la
infeccién la hipoxia favorece el incremento de la replicacion de ISKNV y que el virus
manipula la via HIF para su beneficio. Esta manipulacién es por medio de la proteina
VPO77R del ISKNV, la cual interacciona con la pVHL, esta interaccién inhibe la unién a HIF-
lalfa y de esta manera se evita la degradacién de éste. Ademas, se ha visto que VPO77R se
une con FIH y lo lleva a degradacidn; de esta manera el virus ISKNV inhibe a la funcién de
pVHLy de FIH para mantener activo a HIF-1alfa (47).

Para el caso del virus de |la hepatitis B sucede lo mismo, la proteina X del virus de
hepatitis B (HBx) potencia la estabilidad de |a proteina de HIF-1alfa y HIF-2alfa. La sobre
expresion de HIF-2alfa por el HBx es porque se inhibe la degradacion de HIF-2alfa debido
que a HBx se une a la pVHL. Por otro lado, HBx también puede activar la ruta del NF-kB
para la sobre expresion de HIF-2alfa (48).




Como se sabe, el papilloma virus humano HPV16 esta asociado fuertemente con
cancer cervico uterino. Se ha demostrado que la proteina E6 (considerada como
oncogénica) de HPV16 promueve la hipoxia inducida por alto consumo de glucosa y esto
es debido porque la E6 estorba la interaccion entre HIF-1alfa y pVHL. Esta disociacion
atenua la ubiquitinacion de HIF-1alfa porque pVHL pierde su funcién y esto causa
acumulacién de HIF-1alfa. Esto sugiere que la oncoproteina E6 juega un papel importante

en la regulacion de HIF-1alfa por la inhibicién de la funcién de la pVHL (49).

Todos estos eventos demuestran que las proteinas virales interaccionan con la
pVHL e inhiben su funcion y por lo tanto estabilizan a HIF-1alfa como un mecanismo de
patogenicidad para la replicacion viral.

La proteina adaptadora MAVS se ancla por su propia cuenta a la membrana externa
de la mitocondria, donde interacciona con las proteinas sensoras Mda5 o RIG-1, las cuales
son sintetizadas en una infeccién viral. Tanto Mda5 y RiG-1 son dos sensores de RNA
citoplasmico que reconocen RNA viral liberado durante la replicacién viral. La interaccion
de MAVS con RIG-1 y Mda5 activa MAVS. El MAVS activado entonces sefializa corriente
abajo haica las cinasas IKK y TBK1, las cuales inducen las actividades de los factores de
transcripicion, NF-kB y “IFN regulatory factor 3” (IRF3), para conducir a la produccién de
interferones (IFNs) tipo | y citocinas proinflamatorias (50). La modulacion de la respuesta
antiviral es llevada a cabo por la degradacion de MAVS, RIG-1 y Mda5 por via
ubiquitinacién y degradacion por el proteamosa y dependiente de E3 ubiqutina ligasas
RNF125 (51).

Recientemente se demostro que la pVHL regula negativamente la inmunidad innata
antiviral, la cual actua principalmente induciendo la degradacion de MAVS (también
conocido como Cardif, IPS-1 o VISA). Una sobre expresion de la pVHL disminuye la
respuesta celular hacia una infeccidn viral, mientras que el “knock-down” de pVHL ejerce
el efecto opuesto. Lo anterior sucede porque la pVHL adiciona una cadena de
poliubiquitina en el residuo K420 de MAVS, lo cual provoca la degradacion proteasomal de
MAVS. En un modelo de pez cebra, se oshservo que después de una infeccidn viral los
niveles de MAVS permanecen bajos, pero llegan a ser mucho mas altos en el pez cebra
deficiente en el gen vh/, ademas se observé que los niveles muy altos de MAVS
correlacionan con una exagerada respuesta antiviral. Este resultado demuestra que la
pVHL participa en la regulacion de la inmunidad inata antiviral para evitar una
exacervacion de citocinas inflamatorias (52).

Finalmente, la pVHL no solamente es una proteina que funciona como componente
de una E3 ubiquitina ligasa para degradar a los HIFs, sino que también tiene otras
funciones independientes de HIF en varios procesos celulares remarcando la importancia




de su estudio en la célula. Entender el mecanismo de esta proteina es clave en los eventos

celulares donde la pérdida de su funcidn puede estar relacionada con sucesos de

desarrollo de enfermedades, esto con lleva a que la pVHL podria ser usado como un

blanco terapéutico debido a las multiples actividades que posee en la célula.
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Capitulo IV

Caracteristicas de la enfermedad de von Hippel-Lindau (VHL)

1. Laenfermedad/sindrome de von Hippel-Lindau (VHL)

La enfermedad/sindrome de Von Hippel-Lindau (enfermedad VHL o sindrome VHL) es
un sindrome multi-sistémico de tipo familiar y de origen genético desde la linea germinal
provocada por mutaciones del gen supresor de tumor von Hippel-Lindau (VHL). La
enfermedad de VHL es un desorden neoplasico dominante autosomal, en el cual multiples
tumores de tipo benigno y maligno estan presentes, asi como también quistes. Estos
desordenes neoplasicos se desarrollan en el sistema nervioso central (el cerebro, el cordén
espinal, la retina y el oido interno) y érganos viscerales (rifidn, glandula adrenal, pancreas,
epididimo y ligamentos anchos) (1). A pesar de su clasificacion como un desorden
dominante, el patrén mas comun en la enfermedad de VHL es la herencia de una variante
genética desde linea germinal (mutacién) en un alelo del gen vhl, seguido por un segundo
cambio somatico, que conduce la pérdida del segundo alelo (Figura 1). En
aproximadamente el 20% de los casos, el sindrome VHL es esporadico, causado por un
segundo cambio genético que se expande durante la formacidn de células reproductivas, o
muy tempranamente durante la embriogénesis (2).




Figura 1. Sindrome o enfermedad de von Hippel Lindau (VHL). El sindrome o enfermedad de VHL se
presenta principalmente de forma familiar y por el modelo de dos pasos. Una mutacién en un alelo del gen
Vhl proviene de forma familiar, el segundo evento es una mutacién somatica en el segundo alelo del gen Vh/
(A). Los pacientes con la enfermedad de VHL presentan diferentes alteraciones como tumores y quistes en
diferentes drganos como el cerebelo, cerebro, el ojo, el corddn del sistema nervioso central, rifidn, glandula
adrenal, epididimo, entre otras manifestaciones.

2. Sindrome de VHL
2.1. Criterios para el diagndstico

Melmon y Rosen, en el afio 1964, fueron los primeros en proponer los criterios clinicos
para el diagnéstico del sindrome de VHL. Ellos reconocieron los hemangioblastomas del
cerebro como el sello distintivo de los tumores de Lindau (3). La enfermedad de Lindau
(ahora conocida como VHL) fue definida como la presencia de un hemangioblastoma de
cerebro asociado con uno de los siguientes padecimientos: hemangioblastoma retinal, o
un quiste pancreatico, o anormalidades renales o del epididimo. Ellos reconocieron que la
enfermedad de VHL es de naturaleza hereditaria, asi como también la penetrancia de las
mutaciones y la expresion o manifestacion clinica retardada (3). Debido a la herencia, ellos
propusieron extender el criterio diagndstico para aquellos casos donde un sélo miembro
de la familia que presente como requisito solamente un hemangioblastomas del sistema




nervioso central podria ser considerado como causal de la enfermedad de VHL familiar. La
definicién para el diagnostico de VHL fue posteriormente refinada por Lamiell y otros (4)
para incluir una lista mas amplia de consideraciones como son los tumores viscerales.
Ademas, otro criterio de diagnéstico para la enfermedad de VHL frecuentemente incluye

ambos la parte genética y la clinica (5).

Actualmente por ser un sindrome los criterios usados para el diagndstico de VHL son
variados e incluye los siguientes: hemangioblastomas del sistema nervioso central (incluye
hemangioblastoma retinal); tumores del saco endolinfatico; carcinoma de células renales
(RCC, por sus siglas en inglés), feocromocitoma, paraganglioma y/o tumores de glémus;
neoplasmas neuroendocrinos y/o quistes multiples del pancreas.

El diagnostico de la enfermedad de VHL es realizado de la siguiente manera. Si un
individuo tiene las siguientes combinaciones de manifestaciones de factores
genéticos/familiares: en al menos dos de los hemangioblastomas del sistema nervioso
central; en al menos un hemangioblastoma del sistema nervioso central y una de las otras
manifestaciones descritas arriba; en al menos uno de las manifestaciones descritas arriba y
una mutacion patogénica en el gen vh/ o un relativo primer grado con VHL.

Usando los avances en las pruebas genéticas que incluyen la secuenciacién del DNA y
la semicuantitativa “Southern blotting”, una mutacidn en el gen vh/ puede ahora ser
identificado con una certeza del 100% en el paciente. El diagndstico de la enfermedad VHL
es particularmente un reto aparente para los casos nuevos sin una historia familiar. En
estos casos, el mosaicismo en los leucocitos de sangre periférica que no lleva la mutacion
de VHL podria resultar en una prueba genética falso negativo. Los cuidados de las pruebas
clinicas y el analisis de mutaciones en otros tejidos o manifestaciones podrian revelar la
presencia de la enfermedad VHL en estas instancias.

2.2. Epidemiologia

La incidencia de la enfermedad de VHL es baja y se reporta en los rangos desde 1 en
36000 a 1 en 45000 nacimientos. La enfermedad de VHL tiene una prevalencia de 1 en
38000 a 1 en 91000 personas. Tipicamente, la enfermedad de VHL primero se manifiesta
en la segunda década de la vida. En el tiempo de deteccidn, el 50% de los pacientes tienen
los sintomas. Los hemangioblastomas cerebrales se presentan en un 35% de los casos mas
comunes. La penetrancia de la enfermedad VHL es en la mayoria completa a los 70 afios
de edad del paciente. Sin embargo, el uso de equipos con imagenes mejoradas y otras
herramientas de diagnéstico, la primera manifestacion de la enfermedad se diagnostica




mas tempranamente. En un analisis de 82 pacientes holandeses con enfermedad VHL
alrededor del 95% de los pacientes presentaron la primera manifestacién a los 34 afios (6).

Recientemente, investigaciones han reportado evidencia de una progresividad a una
edad temprana del inicio de la enfermedad y mas severa se presenta en las generaciones
sucesivas. Este fendmeno es conocido como una anticipacion de la manifestacion genética
y esto puede ser debido a un encortamiento de la longitud del telémero. La esperanza de
vida para los pacientes con la enfermedad VHL, histéricamente, ha sido entre 40 y 52 afios.
Actualmente, a diferencia de la poblacidn general, la esperanza de vida en el hombre (59.4
afios) es significativamente mas alta que la mujer (48.4 afios) (7). A pesar del
entendimiento y avances en el tratamiento, la esperanza de vida de la enfermedad VHL es
la mas baja en comparacién con otros sindromes de tumores hereditarios comunes (7).

Reportes establecen que la causa mayor de mortalidad podria ser cualquiera de los
hemangioblastomas del sistema nervioso central (SNC) o el RCC. Sin embargo, en los
pacientes con enfermedad VHL que manifiestan hemangioblastomas SNC, estos tumores
son la causa primaria de muerte. La muerte en pacientes con enfermedad VHL es mas
probable (73%) debido a las causas propias relacionadas a la enfermedad que a causas no

relacionadas (7).

3. Tumorigénesis en la enfermedad VHL

La ruta del eje pVHL/HIF ha sido implicado en la tumorigénesis para RCC, retinal
hemangioblastomas, hemangioblastomas de SNC y tumores neuroendocrinos del
pancreas. La inactivacion de la funcién de la pVHL conduce a incrementar la expresion y
estabilizacion de las proteinas HIF en tumores relacionados con la enfermedad (8).
Especificamente, HIF-2alpha es necesario y suficiente para RCC. HIF-2alpha también puede
ser requerido para la formacidn y crecimiento de hemangioblastomas SNC y retinal (8). HIF
puede conducir a tumorigénesis por la sobre regulacién diferencial de mas de 50 genes,
que incluyen los genes que codifican para factores de crecimiento (TGF, PDGF),
angiogénesis (VEGF) y metabolismo de glucosa (GLUT1, PFK1). Ademas, HIF puede
conducir la activacion de genes que afecta el microambiente del tumor como LOX, MMP 1.
También es posible que la pérdida de la actividad de la pVHL puede conducir a
tumorigénesis por la via de HIF independiente. Como se dijo anteriormente, la pVHL ha
sido implicado en la regulacidn de la apoptosis (inactivacion de p53 e incremento de la
actividad de NF-kB), estabilizacion de microtibulos y regulacidon de la matriz extracelular

9).




4. Mecanismo de inactivacion del gen vh/

La mayoria de los pacientes con enfermedad VHL heredan una mutacion de linea
germinal desde un pariente afectado y un alelo normal desde el pariente no afectado
(Figura 1). Las mutaciones mas comunes de la linea germinal son la mutacién con cambio
de sentido (27-38%) y mutacion sin sentido (13-27%). Grandes deleciones en el gen vhl se
presentan en un 9-20% o microdeleciones en un 10%, asi también re-arreglos del gen en
un 25% pueden ocurrir, y estos provienen en su mayoria por mutaciones de linea germinal.
Inserciones o mutaciones sitio de “splice” del gen vh/ son raros (10).

Los eventos de mutaciones somaticas o tejido especifico en el gen conducen a
inactivacion homocigotica del alelo VHL y con caracter tumorigénico. Estos eventos de
segundo hit o mutacion somatica son frecuentemente por la pérdida alélica (49%) o por
hipermetilacion (35%) del alelo normal. La inactivacion somatica del alelo sano puede
también ocurrir debido a mutaciones puntuales, especialmente en antecedentes de

grandes deleciones del locus 3p como un primer hit (11).

5. Correlacién del genotipo-fenotipo

La enfermedad VHL ha sido clasificada en los tipos 1, 2 con base a las
manifestaciones fenotipicas clinicas que presentan los pacientes. Estos dos tipos clinicos
de la enfermedad VHL son clasificados con base a la frecuencia de RCC o feocromocitomas.
Paciente que no presenta la manifestacidn clinica de feocromocitoma es categorizados
como enfermedad VHL tipo 1, mientras un paciente con presencia de feocromocitoma es
categorizado como tener la enfermedad VHL tipo 2. El tipo 2 es sub-clasificado en tres
subtipos, A, By C, y es con base a la presencia o ausencia de hemangioblastomas y RCC. El
tipo 2A y el tipo 2B ambos tienen hemangioblastomas y RCC, la diferencia es que el
subtipo 2B no tiene hemangioblastomas, pero si presentan RCC. El tipo 2C, el cual es raro,
incluye solamente feocromocitomas, con ausencia de hemangioblastomas o RCCy en
algunos casos con la presencia de neoplasia endocrina multiple. Algunos autores clasifican
la presencia de policitemia Chuvash como un tipo 3 de enfermedad VHL pero no esta muy
bien fundamentada (12).

Con respecto de una asociacion entre el fenotipo con el genotipo del gen vhl,
estudios en familiares ha reportado una relacion con las manifestaciones genéticas de
VHL. La enfermedad VHL tipo 1 esta probablemente asociado con las mutaciones que
provocan una severa pérdida de la funcion de pVHL, estas mutaciones incluyen deleciones,
mutaciones sin sentido y otras microdeleciones/inserciones en el gen vhl. Las mutaciones
con cambio de sentido que provocan a cambios estructurales en la pVHL también estan




asociados al fenotipo tipo 1 (13). Una subclasificacion en el tipo 1 de la enfermedad se ha
propuesto con base a la presencia de deleciones en el gen vhl y que también hay presencia
de deleciones en el gen vecino o continuo C3 (o también llamado como el gen F10) al gen
vhl, sin embargo, este evento puede ocurrir con una muy baja incidencia en los casos con
RCC. La inactivacion del gen vh/ y el C3 en los casos de RCC esta relacionado a una
desventaja en el crecimiento para las células tumorales, el cual produce un riesgo mas baja
significativamente de RCC, esta relacion de estos dos genes mutados ha sido propuesto a
una subclasificacion del tipo 1B en la enfermedad de VHL (14).

La enfermedad tipo 2, alrededor del 78-96% de los casaos esta asociado con
mutaciones con cambio de sentido. Las mutaciones con cambio de sentido presentes en el
tipo 2 resulta en una substituciéon de un aminoacido presente en la superficie de la pvVHL y
estas mutaciones en estas posiciones pueden predecir un feocromocitoma con alto tiempo
de vida (13). En un estudio de 16 familias con enfermedad de VHL tipo 2, desde una region
“Black Forest” de Alemania, se observé que todos los pacientes comparten un bajo riesgo
de RCC (el cual es clasificado como tipo 2A), estas 16 familias comparten una mutacién con
cambio de sentido Tyr169His del gen vh/ indicando que esta mutacién tiene un efecto
fundador y esto fue confirmado sobre el andlisis de haplotipos (15).

Mutaciones con cambio de sentido en el coddn 167 (Argle7GIn o Argl67Trp)
puede provocar a un fenotipo de enfermedad VHL tipo 2B con un alto riesgo de RCC (60%
en pacientes con 60 afios de edad) y feocromocitomas (82% en 50 afios de edad) (16).
Casos raros de familiares con presencia solamente de feocromocitomas estan relacionados
a tener mutaciones con cambio de sentido especificas en los codones del gen vhl en la
posicion 238, 259 y otras mutaciones puntuales raras (17).

6. Pruebas genéticas

La prueba genética es realizada cuando existe sospecha de la enfermedad VHL ya
que la presentacién clinica de un paciente es dudosa. Después de obtener una historia
médica y una historia familiar, una examinacion clinica debe ser realizada al inicio para
posteriormente hacer la prueba de mutacién en el gen vhl. Para hacer la prueba de
mutacion en el gen, una muestra de sangre periférica es obtenida del paciente. Para el
caso de mutacidn por duplicacion y delecion del gen una prueba de Southern blotting es
usado, en esta prueba puede detectar la delecién o perdida completa del gen, ademas en
esta prueba detecta rearreglos del gen. Para confirmar deleciones del gen una hibridacion
in situ por fluorescencia es adecuada (18). Alternativamente, una prueba de “multiplex
ligation-dependent probe amplification” (MLPA por sus siglas en inglés) es también usado

para detectar deleciones e inserciones en gen vh/ (19).




En la actualidad se conocen alrededor de 377 mutaciones en la secuencia
nucleotidica del gen, para conocer estas mutaciones la secuenciacion del gen vhl es
adecuada y ésta se realiza secuenciando los exones codificantes y algunos casos los
intrones-exones son necesarios (20). Cuando una busqueda de una mutacidn falla para
identificarla en la muestra de sangre periférica, la busqueda de DNA desde otros tejidos
puede ser til para confirmar el diagnostico (Figura 2).

Figura 2. Identificacién molecular de mutacién del gen VhI. Una via es la identificacidon
por amplificacion del gen Vhl y secuenciacion. Para la identificacion de deleciones o
duplicaciones del gen Vh/ la opcidon es por “Southern blotting”. Con estos métodos
moleculares se confirman las mutaciones en el gen Vhl.

7. Tamizaje de la enfermedad VHL

El tamizaje inicial de la linea de trabajo incluye una historia y examinacion clinica
del paciente; una examinacion oftalmolégica que incluye fundoscopia, una imagen de
resonancia magnética nuclear del eje craneo-espinal, rifiones, pancreas e higado, una
examinacion audioldgica y pruebas de laboratorio (para detectar feocromocitomas) (19).
Las pruebas genéticas de los leucocitos de sangre periférica y/o otros tejidos del cuerpo es




realizado para confirmar la presencia de una mutacion del gen vhl. La prueba genética
podria ser Gtil en el paciente que presenta manifestaciones clinicas asociadas a la
enfermedad de VHL (19).

8. Prevencidn y asesoramiento genético

El diagndstico prenatal y pre-implantacién en el feto de las mujeres embarazadas
con riesgo debido a cualquier pariente familiar que es conocido con la enfermedad de VHL
0 presenta una mutacién en el gen debe ser una alternativa para tomar una decisién de
prevenirlo o no hacerlo. Este diagndstico prenatal se hace empleando las pruebas
genéticas y debe ser altamente confiable (21). Para estos casos el asesoramiento genético
es importante para prevenir aquellos casos de malas interpretaciones de resultados de las
pruebas.

Los efectos secundarios desde las manifestaciones de la enfermedad VHL son
mitigables por vigilancia rutinaria y por una temprana deteccién. El riesgo de cancer renal
podria ser incrementada por exposicién a los productos del tabaco y otras toxinas.
Deportes de contacto debe ser evitado si lesiones adrenales o pancreaticas son presentes.

9. Manifestaciones clinicas

Los siguientes apartados hablaremos muy general de las manifestaciones clinicas
mas comunes de la enfermedad VHL.

9.1. Los hemangioblastomas del sistema nervioso central (SNC)

Los hemangioblastomas del SNC son las manifestaciones mas frecuentes en la
enfermedad VHL, ellos abarcan alrededor del 60 al 80% de los casos. Los tumores mas
comunes se presentan en el cerebelo, en el tallo cerebral y el cordén espinal. Estos
tumores son benignos, y pueden permanecer latentes por muchos afios. Sin embargo, el
crecimiento del tumor puede causar un efecto por la masa con signos variables y sintomas
en el paciente y esto depende sobre la localizacidn y tamafio del tumor. Los pacientes con
tumores en el cerebelo o en el tallo cerebral usualmente se presentan con sintomas de
presion intracraneal incrementada. Ataxia es un signo comun de un tumor en el cerebelo.
Los tumores en el corddn espinal pueden ser asociados con dolor neurogénico, déficit
sensorial, cambios propioceptivos, paraparesia (una paralisis parcial) e hipertonicidad
medular (12).




9.2. Hemangioblastoma retinal

Los hemangioblastomas retinales son las manifestaciones primarias mas frecuentes
de la enfermedad VHL. La tasa de incidencia ha sido reportada entre 49 a 85%. Mas de la
mitad de los pacientes tienen lesiones bilaterales y alrededor de un tercio de los pacientes
tienen multiples lesiones. Las manifestaciones de las hemangioblastomas retinales van
desde un rango desde anormalidades de los capilares pequefios hasta grandes lesiones
que tienen una apariencia tipica de un nodulo rojizo con marcada dilatacién y vasos
aferentes y eferentes tortuosos. Los tumores mas grandes pueden conducir a edema
retinal, exudados fuertes y desprendimiento retinal exudativo. Cambios fibréticos pueden
resultar en el desprendimiento de la retina, el cual pueden conducir a hemorragias en el
vitreo, el desarrollo de glaucoma neovascular, y eventualmente en tisis bulbar. Pérdida de
la vision es generalmente causado por exudacion desde el tumor o por traccién de
proliferacién glial sobre la superficie del tumor. Las lesiones son mayormente localizadas
en la periferia retinal (85%), también ellos son localizados cerca o en el disco dptico, pero
son menos frecuentes. La mayoria del hemangioblastoma retinal crece con el paso del
tiempo, pero algunos pueden ser estables por un periodo largo de tiempo, o, aunque raro,

pueden hasta regresar espontaneamente (22).

9.3. Tumores renales

Los quistes renales benignos y carcinoma de célula renal (RCC) malignos estan
presentes en dos tercios de los pacientes con enfermedad VHL y por lo regular el RCCes la
causa principal de mortalidad en esta enfermedad. El riesgo de RCC varia en los diferentes
subtipos de la enfermedad VHL, sin embargo, hasta 45% de los pacientes desarrollan
multiples y tumores bilaterales a la edad de 60 afios. Los quistes son usualmente
multiples, bilaterales, y pueden ser precursores de RCCs. Los RCCs asociados con la
enfermedad de VHL son siempre del subtipo de células claras. Hay una variabilidad de
subtipos de tumores renales con base a la histologia, que no hablaremos de ellos. Existe
una prevalencia y significancia clinica de las diferentes mutaciones de VHL y deleciones en
3p25 que correlacionan altamente con los diferentes subtipos histoldgicos de los tumores
de rifion; por ejemplo, el RCC de células claras muestra |la tasa mas alta de mutaciones en
el gen vhl, excediendo el 80% de todos los casos, en contraste, mutaciones en vhl no
exceden el 30% en los otros subtipos renales. Estos resultados son importantes para el
desarrollo del tratamiento, indicando que el tratamiento anti-VHL no debe ser limitado a

los pacientes con RCC de células clara (12).




La mayoria de los casos de RCCs son asintomaticos, pero dolor en la espalda baja o
hematuria podria estar presente en el tiempo del diagndstico. Las lesiones renales
frecuentemente crecen lentamente; por lo tanto, lesiones mas pequefias (menos que 2
cm) pueden ser clinicamente manejables. Tumores mas grandes que 4.5 cm son
usualmente asociados con metastasis (12).

9.4. Feocromocitoma

Los tumores neuroendocrinos, feocromocitomas y paragangliomas se desarrollan
desde las células cromafines de la medula adrenal y ganglio parasimpatico o simpatico,
respectivamente. En la mayoria de los casos, los tumores son benignos, aunque la
enfermedad metastasica puede desarrollarse en aproximadamente el 25% de los tumores
(23). Mas que un tercio y hasta el 50% de las feocromocitomas ocurren como parte de los
sindromes hereditarios, incluyendo neoplasias endocrinas miiltiples, neurofibromatosis de
tipo 1, enfermedad VHL, sindrome paraganglioma-feocromocitoma hereditario, triada

Carney y diada Carney-Stratakis.

Las feocromocitomas son usualmente bilaterales y ocurre en temprana edad (12).
Los pacientes son frecuentemente asintomaticos. En contraste a los casos de
feocromocitoma esporadico, en muchos pacientes con enfermedad VHL no hay
produccidn excesiva de catecolamina por el tumor. Sin embargo, cuando hay sobre
produccidn de catecolaminas, algunos, pero no todos los pacientes presentan con
sintomas tales como palpitaciones, sudoracidn y dolor de cabeza. La feocromocitoma
productora de catecolaminas no diagnosticado puede resultar en crisis hipertensiva, falla
del corazdén, y derrame cerebral. Aproximadamente 3% de los pacientes con enfermedad
VHL desarrollan un tumor maligno con metastasis (24).

En conclusion, la pérdida de la funcién de pVHL por mutacién provoca
manifestaciones en varios érganos, esto indica que la regulacién negativa en pVHL (no
mutacidn) podria estar involucrada esta proteina en enfermedades relacionadas con los
érganos como el pancreas, el ojo, cerebro de pacientes con no enfermedad de VHL. En los

siguientes capitulos abordaremos la asociacion de la pVHL con la no enfermedad de VHL.
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Capitulo V

Manipulacion genética del VHL

1. Edicion del genoma
La edicion del genoma de un organismo es un elemento importante para el estudio de

los genes y la asociacion con una enfermedad. La edicion del genoma debe ser especifica y
controlada para asegura que inicamente un gen es alterado dentro de los miles de genes que
existen. El sistema de recombinacion es una estrategia actualmente aceptada y que cumple
los requisitos para una buena edicion del genoma de un organismo. Este sistema ha sido
empleado con gran éxito en el raton y la utilidad ha sido enorme para entender la funcion
de un gen en una enfermedad. En la actualidad existen sistemas de recombinacion de DNA
sitio especifica que se usan para manipular el genoma del raton. La aplicacion de estos
sistemas junto con las técnicas de modificacion de un gen blanco en células madre
embrionarias (ratones transgénicos) ha hecho posible la modificacion del genoma del raton
en una manera deseada. Estas modificaciones pueden ser tan finas como la generacion de
mutaciones puntales en un gen especifico hasta re-arreglos cromosomales sitio especifico.
El sistema de recombinacion de DNA ha logrado ser una herramienta util que es posible
eliminar un gen de una manera condicional en un patrén de espacio y tiempo deseado, que
es conocido como ratones “‘knock-out”.

La pVHL es un gen represor de tumor y para entender su funcion se ha utilizado el
raton knock-out en el gen vilh en forma tejido especifico y en un tiempo deseado. Para
entender la manipulacion genética de la pVHL en los ratones knock-out, en este capitulo se
tomara puntos sobre las bases de la manipulacién o edicion genética en ratones y los
estudios de ratones knock-out en la pVHL.

2. Elsistema de recombinasa sitio especifica
La recombinacion de DNA se logra mediante el uso de los sistemas de recombinasa

sitio especifica, que es la base fundamental para la edicion del genoma del raton y el
fundamento de este sistema recae en dos elementos basicos: 1) la utilizacion de una enzima
recombinasa y 2) una secuencia de DNA que es especificamente reconocida por la enzima
recombinasa. La enzima recombinasa reconoce eficiente y especificamente una secuencia




nucleotidica de DNA consenso con orientacion 5a 3”; esta secuencia de DNA consenso es
conocida como el sitio de reconocimiento o sitio de recombinacion (Figura 1Ay B). La
enzima recombinasa funciona mediante el reconocimiento de dos sitos de recombinacion
que estan ubicados en una distancia en el DNA, que posteriormente la enzima cataliza la
recombinacion del DNA entre los dos sitios de recombinacion para la modificacion del
DNA. Dependiendo de la orientacion y localizacion de los dos sitios de recombinacion la
modificacién del DNA por la enzima recombinasa puede generar diferentes eventos: una
eliminacion (delecion) o insercion de una secuencia de DNA que esta dentro de los dos
sitios de recombinacion con la misma orientacion (tambi€n se conoce como secuencia
flanqueada (floxed) por los dos sitos de recombinacion) (Figura 1C); una inversion de la
secuencia del gen cuando los dos sitios de recombinacion estan en orientacion invertidas
(Figura D); y por ultimo una translocaciéon de DNA cuando los dos sitos de recombinacion
estan en las diferentes cadenas de DNA (Figura 1E) (1).

A Secuencia del sitio loxP B
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Figura 1. El sistema loxP-Cre. (A) Se muestra la secuencia consenso del sitio loxP que es reconocido por la
enzima recombinasa (enzima Cre). La letra N significa cualquier nucleodtido. (B) El gen ere es expresado bajo
un promotor deseado o célula/tejido especifico. Arreglos posibles dependiendo de la orientacion de los sitios
loxP. Cuando los sitios loxP estan en la misma orientacion el gen que esta flanqueado por los sitios loxP (Gen
X) se elimina o se integra (C). Cuando los sitios loxP estdn en orientacion opuesta el gen X se invierte en la
orientacion (D). Cuando los sitios loxP estdn en cadenas diferentes provoca un intercambio de cadenas (E).

Actualmente, hay dos tipos de sistemas de recombinasas que han sido aplicados en
experimentos de gen dirigido: el sistema Cre-/oxP del bacteriofago P1 (2) y el sistema Flp-




FRT de la levadura Saccharomyces cerevisiae (3). La enzima recombinasa es Cre y Flp y el
sitio de recombinacion es loxP y FRT para los sistemas Cre-loxP y Flp-FRT,
respectivamente. Cada una de estas enzimas recombinasas (Cre o Flp) reconocen una
secuencia consenso de 34 pares de base que consiste en 13 pares de bases repetidos
invertidos que flanquean un “core” no-palindrémico de 8 bp el cual define la orientacion de
la secuencia del sitio de recombinacion (loxP o FRT) (Figura 1A). Por otro lado, la enzima
recombinasa funciona de forma autéonoma con alta fidelidad de reconocimiento del sito de
recombinacion, no es necesario cofactores o elementos de secuencia DNA adicional (no
recombinacion homologa) para la eficiente recombinacion. Otra caracteristica, la
recombinacion puede suceder a grandes distancias (Mb) y en un amplio rango de tipos o
estadios celulares in vitro e in vivo. Si se desea eliminar una secuencia de DNA, por
ejemplo, un gen, entonces un sitio de recombinacion (ya sea loxP o FRT) debe estar al
inicio del gen y el otro sitio de recombinacion debe estar al final del gen, esto es lo que se
conoce como la secuencia flanqueada (floxed) o mas comin alelo condicionado. Estas
propiedades hacen los sistemas Cre-loxP y Flp-FRT muy tutiles para la modificacion de
DNA sitio especifica, especialmente para generar alelos condicionados en el raton (1).

3. Diseiio basico
Los dos elementos basicos del sistema de recombinasa, la enzima recombinasa y el sitio

de recombinacion, se genera por separado en el genoma del raton, es decir se genera un
raton que posee el alelo condicionado (el gen blanco flanqueado con los sitios de
recombinacion) (Figura 2A) y por otro lado, un raton transgénico para la enzima
recombinasa (Figura 2B). La linea de raton transgénico a la recombinasa puede tener la
caracteristica de que la enzima se exprese en cualquier tipo de célula o tejido o que se
exprese de forma Unica y especifica a un tejido o tipo de célula. Para el Gltimo caso, la
enzima recombinasa esta bajo el control de un promotor tejido o célula especifica. En este
sentido se conocen una gran lista de promotores que funcionan tinicamente en un tejido o
célula especifica (Tabla 1), esto con la finalidad de que la recombinasa se exprese
unicamente en el tejido o célula especifica. La linea de raton que lleva el alelo condicional
se disefia con el gen blanco flanqueado por dos sitios de recombinacion (ya sea loxP o FRT)
y este disefio debe ser en los dos alelos del gen blanco, el alelo condicional no es necesario
que esté en un tejido o célula especifica.




Ratén "knock-out® Vhih-/ Vhih-

en célula/tejido especifico Eliminacién del gen Vhih

Figura 2. Generacion de ratones knock-out para el gen viilh por el sistema loxP-Cre. Por un lado, se
genera un raton transgénico desde la linea germinal con el gen deseado a eliminar (en este caso el gen vilh)
flanqueado con los sitos loxP (A). Por aparte se genera otro raton transgénico para el gen cre que esta
regulado bajo un promotor célula o tejido especifico para que la proteina Cre se exprese Gnicamente en la
célula o tejido elegido (B). Ambos ratones se cruzan para que se elimine el gen vhlh por el sistema loxP-Cre
que puede ocurrir en un solo alelo (heterocigoto) (C) y después de otra serie de cruzas se obtiene un raton que
no tiene el gen deseado (vilh) en ambos alelos (D).

Para generar el evento de la eliminacién del gen blanco, las dos lineas de raton se
cruzan para obtener el raton transgénico doble (la recombinasa y el alelo condicionado) en
este raton (Figura 2C) en el cual se producira el evento de knock-out del gen blanco en un
alelo (heterocigoto) y posteriormente en el segundo alelo para llegar a obtener el raton
knock-out homocigoto (Figura 2D). Este evento de eliminacion del gen blanco ocurre
porque la célula especifica expresara la enzima recombinasa y esta enzima reconocera los
dos sitios de recombinacion en el genoma de la célula y efectuara la recombinacion
eliminando el gen blanco. Este solo ocurrira en la célula o tejido especifico, mientras el gen
blanco permanece intacto y funcional en las células de los otros tejidos que no expresen la
enzima recombinasa. Una ventaja importante de este disefio binario es que ofrece una gran
versatilidad para los estudios de funcién del gene, por ejemplo, una linea de raton con alelo




condicionado puede ser cruzado con diferentes lineas de raton Cre para estudiar la funcion
del gen en tipos de células diferentes o tejidos (1).

La generacion de ratones equipados con sistemas de recombinacion sitio especifica
(Cre-loxP o Flp/FRT) es un sistema potencial para estudiar la funcion del gene tejido
especifico y para crear un mejor modelo de enfermedad humana. El éxito en el logro del
raton knock-out depende sobre la expresion consistente de la recombinasa in vivo y del
disefio cuidadoso del alelo condicional.

4. Sistema Cre-loxP inducible (CreERT)
Al generar un raton knock-out para un gen blanco llega a suceder que el raton se muere

en la fase embrionaria, como es el caso del raton knock-out para la pVHL, por el cual no
puede estudiare este gen. Para lograr el estudio de aquellos genes blancos con funciones
vitales durante el desarrollo del raton se generd un nuevo sistema de recombinasa Cre-/oxP
modificado para hacerlo inducible la funcion de la enzima recombinasa. Esto se basa en
modificar la enzima Cre para que se exprese o funcione de forma inducible y en un tiempo
deseado (en el raton maduro). Un sistema Cre inducible esta controlado por los elementos
regulatorios especificos de la célula (promotores y potenciadores) que regulan la expresion
de Cre y por otro lado, inducible es por inductores exdgenos para que funcione o se active
la enzima Cre; estos inductores que se emplean es el tamoxifeno (tam) o tetraciclina (tet)

4).

El sistema Cre inducible por tamoxifeno esta basado por una modificacién de la
proteina Cre, el cual Cre esta fusionado con el dominio de unién de ligando del receptor de
estrogeno (ER-LBD, por sus siglas en inglés). La proteina Cre fusionada es llamada como
CreER recombinasa inducible por tamoxifeno (también conocido como CreERT, Cr-ER").
La proteina CreERT se expresa en la célula especifica (bajo el control de un promotor
célula/tejido especifico) y normalmente esta presente en el citoplasma de la célula, pero
CreERT esta inactivo porque se une con la proteina de choque térmico 90 (HSP90), esta
interaccion evita que CreERT tenga actividad funcional en el niicleo celular. Al raton
transgenico puede ser tratado con tamoxifeno en el tiempo deseado y esto provoca que el
tamoxifeno (tamoxifeno como tal o un derivado como el 4-hidoxitamoxifeno; 4-OHT) se
une al dominio de unién del ligando del receptor de estrogeno fusionado a Cre y esta union
permite la separacion de la HSP90 de la CrERT. El CreERT libre se transloca al nticleo de
la célula y la interaccion de Cre con los sitios loxP para realizar la recombinacion y
eliminacion del gen blanco. En este sistema, el tamoxifeno es sistemicamente administrado
por la via inyeccion intraperitonial (Figura 3A) (5).
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Figura 3. Raton knock-out inducible. (A) El sistema loxP-Cre inducido por tamoxifeno se enciende cuando
se administra tamoxifeno al raton que posee el sistema loxp-Cre inducible. Este sistema consiste en que el gen
cre esta fusionado con el dominio de union del ligando (LBD, por sus siglas en inglés) del receptor de
estrogeno (RE). La proteina CreRE se expresa durante todo el tiempo, pero es inactiva por la union de la
chaperona HSP90. La administracion de tamoxifeno al raton provoca la liberacion de la chaperona y la
proteina CreRE se introduce al nucleo para reconocer los sitios loxP y eliminar el gen deseado (en este caso el
gen vilh). (B) El sistema es inducido por tetraciclina o derivados de este compuesto (Dox) mediante el factor
de transcripcion rtTA dependiente de Dox. Este sistema se conoce como Tet-on. La proteina rtTA se produce
bajo un promotor, esta proteina en ausencia de Dox no se une a la secuencia de reconocimiento tetO y como
consecuencia no se transcribe el gen cre y no se produce la eliminacion del gen. Cuando se administra
tetraciclina (Dox), éste se une al factor de transcripcion rtTA provocando la union a la secuencia tetO7 y la
transcripeion del gen cre para producir la proteina Cre y reconocer los sitios loxP y eliminar el gen. El sistema
Tet-on es empleado para encender en un tiempo deseado el proceso de eliminacion del gen en el raton. (C) El
sistema Tet-off. El sistema no se induce cuando Dox se une al factor de transcripcion tTA. El factor de
trasneripicion tTA se produce y en ausencia de Dox se une especificamente a la secuencia tetO7 vy transcribe
el gen cre para llevar a cabo su funcion. Cuando se administra Dox al raton, este compuesto se une a tTA para
apagar su funcion de transcripcion y no producir la proteina Cre. Este sistema se usa para parar la eliminacion

de un gen en un tiempo deseado.

Otro sistema inducible y temporal es el sistema tetraciclina (Tet), también llamado
sistema Cre inducible por doxyciclina (Dox; un derivado de tetraciclina). Dox es mucho




mas costosos, pero muy eficiente en el control del “Ter receptor” (TetR) que la tetraciclina.
Este sistema es disponible en dos modos, Tet-on y Tet-off, el cual permite la activacion del
gen dependiente de Dox (6) o la inactivacion. El sistema Tet consiste de tres elementos:
“reverse tetracycline-controlled transactivator” (rtTA), “tetracycline-controlled
transactivator” (tTA) y “tetracycline responsive element” (TRE o tetO7, 7 repetidos de tetO)
presente en un promotor. El sistema Tet regula la expresion del gen cre y esta regulacion es
debido a que el gen cre corriente arriba tiene el TRE tipo tetO7. La proteina rtTA o tTA
reconoce y se une a la secuencia tetO7 para activar o reprimir, respectivamente, la
transcripcion del gen cre y esta unién es dependiente del ligando tetraciclina o Dox.

En el sistema “Tet-on”, la proteina rtTA se une al ligando Dox, el cual puede unirse a la
secuencia tetO7 y activa la expresion del gen cre, cuando no hay Dox entonces rtTA no se
une a la secuencia tetQO7 (Figura 3B). Para el caso del sistema “Tet-off””, la proteina tTA se
une a la secuencia tetQ7 normalmente (sin presencia de Dox) y transcribe el gen cre, sin
embargo, la presencia de Dox, este ligando se une a tTA y provoca la liberacion de tTA de
la secuenica tetO7 el cual inactiva la expresion de Cre (Tet-off”) (Figura 3C). Estos dos
sistemas no estan en el mismo raton, son en ratones separados y dependiendo de las
necesidades de encendido (“Tet-on™) o apagado (“Tet-off”’) del sistema de recombinasa es
el uso de cada uno de ellos. En el sistema Tet, la doxiciclina es usualmente administrada en
el alimento o en el agua para beber (7).

Debido a la gran utilidad del sistema Cre-loxP, numerosas lineas de raton transgénicos
de Cre inducibles y/o Cre érgano especifico han sido creados y algunos estan en proceso de
desarrollo. El uso de promotores tejido especifico es otro elemento importante para la
expresion de Cre, el cual resumimos algunos de los mas comunmente
promotores/potenciadores tejidos especificos usados en las lineas de ratones Cre (Tabla 1).
Por otro lado, existen varias dependencias que promuevﬁl uso de promotores de Cre que
son seleccionados y resumidos sobre las organizaciones International Mouse Phenotyping
Consortium (IMPC), Mouse Genome Informatics (MGI), The Jackson Laboratory (JAX
Cre repository) y la base de datos National Center for Biotehnology Information (NCBI).

Tabla 1. Promotores célula/tejido especifico. Se enlista un resumen de los promotores
mas representativos para cada sistema u 6rgano.

Sistema u érgano Tejido/célula Promotor especifico

Epidermis Krt5
Krt10




Piel

Krtl4
Krtl8

Foliculo piloso

Lgr6

Digestivo

Intestino

Carl
Vill

Higado

Alb

Pancreas

Sox9
Geg
Ghlr

Ins1y2

Esqueleto

Osteoblasto

BGLAP
Collal
Sp7

Condrocito

Acan

Coll0al

Sistema Nervioso

Cerebro

Aldhlll
DIx1
Gad2

Nes

Cerebelo

Pcp2

Cordon espinal

Cdh3
Hir6

Ceélulas T

CD2
CD4
CD8

Foxp3




Células B CDI9

Sistema inmune Macrofagos Lyz2
Celulas dendriticas CDllc

Tejido hematopoyético CD45

Ly5

Vav

5. Ratones knock-outen la pVHL

Una primera linea de raton knock-out para la pVHL fue la eliminacion del gen vAlh (el
homologo del gen vil humano) desde la etapa embrionaria. El gen vhlh fue eliminado por el
método de recombinacion homologa en células madre embrionicas murinas para generar
una linea de raton con alelo VHL inactivado, tanto heterocigético (un solo alelo eliminado)
como homocigotico (ambos alelos eliminados). Mientras el raton heterocigotico VHL (+/-)
aparece fenotipicamente normal, el raton homocigotico VHL -/- muere en el uitero entre los
dias 10.5 al 12.5 de gestacion (E10.5 a E12.5). Los embriones VHL -/- homocigdticos
presentan un desarrollar normal hasta el E9.5 a E10.5, después de estas etapas embrionarias
se presenta un desarrollo de falta de génesis normal de la placenta. La vasculogénesis
embrionica de la placenta falla en los ratones VHL -/-, el cual presenta el desarrollo de
lesiones hemorragicas en la placenta. Subsecuentemente, la hemorragia en los embriones
VHL -/- causa necrosis y muerte del embrion. Estos resultados indican que la expresion de
VHL es critica y vital para el desarrollo vascular normal en el embrion (8).

Debido a que la eliminacion homocigotica del gen vhll murino resulta en letalidad
embrionica, entonces es necesario emplear el sistema de recombinasa Cre-loxP inducible
para estudiar el efecto de la pérdida de la pVHL en los diferentes organos del raton. El
sistema CreERT-loxP inducible por tamoxifeno es el mas usado para generar ratones knock-
out en la pVHL, en este libro para simplificar todos los ratones knock-out en la pVHL son
generados por el sistema CreERT-loxP inducible principalmente por tamoxifeno. A
continuacion, se abordara los efectos de la pérdida de la pVHL en los diferentes tejidos o
células del raton.

La inactivacion del gen vhih en el raton especificamente en todos los elementos
celulares del cartilago produce un crecimiento mas lento que el ratén control (sin pérdida
del gen vhlh) y desarrolla un severo enanismo. Ademas, se observa alteraciones en una tasa
reducida de proliferacion del condrocito, un incremento de la matriz extracelular del
cartilago y presencia de células con fenotipo atipica. Esto indica que la pVHL tiene un




papel crucial en el desarrollo del hueso endocondrial y es necesario para la proliferacion del
condrocito normal in vivo (9).

La relacion entre pVHL vy el desarrollo de células T fue estudiado en ratones knock-out
en el gen vhlh especifica en el timocito, la pérdida de la funcion de la pVHL resulta en una
actividad transcripcional de HIF-1alfa en esta célula, asi como también el raton presenta un
fenotipo de talla pequefia. El raton knock-out en la pVHL tiene una reduccion marcada en
el nimero total de timocitos CD4+/CD8+ y la reduccion celular esta asociada con un
aumento de apoptosis in vive e in vitro en los timocitos. Por otro lado, la inactivacion de
HIF-1alfa (por knock-out) en los timocitos deficientes en la pVHL restablece la celularidad
del timocito, asi como también en la viabilidad del timocito in vitro, esto sugiere que la
regualcion de HIF-1alfa por la via pVHL es requerido para el desarrollo y viabilidad del
timocito normal (10).

En el caso de la colitis intestinal, un raton knock-out en el gen vhlh y otro ratéon knock-
out para HIF-1alfa fueron generados. La colitis en el raton con eliminacién de HIF-1alfa
tiene signos clinicos mas severos (mortalidad, pérdida de peso, colon alargado), mientras
que el raton con eliminacion de la pVHL presenta un nivel de incremento de HIF-1alfa y
genera proteccion en la colitis, ademas una marcada expresion de genes protectivos de la
barrera intestinal como “multidrug resistance gene-1”, “intestinal trefoil factor” y CD73. En
la colitis intestinal, la pVHL tiene una participacion indirecta y la actividad de HIF-1alfa
protege contra esta enfermedad (11).

La eliminacion de la pVHL en las células glomerulares del rifion de raton es
suficiente para iniciar una glomerulonefritis creciente necrotizante y con una alta expresion
del gen Cxcr4 inducida por la actividad de HIF; por otro lado, el bloqueo con un anticuerpo
anti-Cxcr4 en el raton knock-out para el gen vilh presenta una mejoria. Este resutlado
indica el papel de proteccion de pVHL contra el desarrollo de la glomerulonefritis del raton
(12). En el mismo sentido, el podocito es una célula componente del glomérulo del rifidn
con una funcion de barrera de filtracion. La pérdida del gen vilh especifico en el podocito
genera glomerulomegalia y glomeruloesclerosis ocasional, a pesar de preservar el
desarrollo glomerular. La inactivacion de gen vhl/h en el podocito in vitro resulta en una
desventaja de sobrevivencia significativa, particularmente cuando el podocito se estimula
con un agente pro-apoptotico. Estos eventos sugieren que la pVHL tiene una funcion de
contrarrestar la progresion de la enfermedad glomerular posiblemente por hipoxia (13).

La proteinasfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) es una enzima que
cataliza la reaccion de hidrolisis del grupo fosfato del fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato.
PTEN es considerada una proteina supresora de tumor que controla la division y muerte
celular por medio de la inactivacion de la ruta de sefializacion PI3K-AKT/PKB y ella esta




asociada con varios tipos de cancer. Con la finalidad de estudiar PTEN y pVHL en la
formacion de tumor del tracto genital, un raton knock-out en PTEN y otro ratén knock-out
en pVHL fueron generados en el epitelio del tracto genital. La inactivaciéon de PTEN o de
pVHL en los ratones fallan en producir un fenotipo de tumor, sin embargo, el ratén con
doble knock-out en la pVHL y PTEN produce un tumor del tracto genital benigno con
regiones de metaplasia escamosa y cistadenoma (14). En otro trabajo similar el raton con
doble knock-out en PTEN y pVHL produce la formacion de quistes en un periodo corto
(15). Estos resultados demuestran que ambas proteinas PTEN y pVHL estan relacionadas
para controlar la supresion del tumor del tracto genital.

La eliminacion de la pVHL en la célula beta del pancreas conduce a un fenotipo de
intolerancia a la glucosa severa en el raton adulto. La célula beta requiere a pVHL y es un
elemento critico para la funcion de esta célula. La produccion de insulina es normal en el
raton knock-out en la pVHL pero con respecto a la secrecion de esta hormona es erronea
cuando el raton esta en una condicion de concentracion alta de glucosa, asi también, la
pérdida de la pVHL provoca una desregulacion de las enzimas glucoliticas, el cual sefala
que la pVHL puede regular adecuadamente la homoestasis energética de la célula beta e
indica que la pVHL puede estar asociado con la diabetes (16).

La eliminacion de la pVHL en el higado de raton provoca una pérdida de la
homeostasis del hierro y en la regulacion de la expresion del péptido hepcidina in vivo (17).
La hepcidina es una hormona que controla el metabolismo del hierro en el higado y
también la homoestasis del oxigeno, por el cual la perdida de la funcion de esta hormona
puede generar anemia. La hepcidina es un péptido pequeiio sintetizado en el higado, es un
regulador clave de la absorcion de hierro y homoestasis en el animal. La produccion de
hepcidina se incrementa por una sobre carga de fierro y decrementa por la anemia e
hipoxia. En el mismo grupo de trabajo, el raton con una doble knock-out en la pVHL y
HIF-1lalfa produce una estabilizacion de la proteina HIF-2alfa y genera una expresion baja
de la hormona hepcidina y esto es a través de un incremento de la eritropoyetina durante la
eritropoyesis. Esto indica que la pVHL regula la estabilidad de HIF-2alfa para una
expresion adecuada de hepcidina en el contexto de una respuesta adaptativa hacia la anemia
por deficiencia de hierro (18). Por otro lado, un raton con eliminacion de la pVHL
heterocigdtica (un solo alelo eliminado) en el higado desarrolla hemangiomas cavernosos,
que histolégicamente estos tumores estan asociados con esteatosis hepatocelular y
proliferacion focal de vasos pequefios. Los hepatocitos con pérdida de la pVHL resulta en
una esteatosis severa, muchas cavidades vasculares llenas de sangre y vascularizacion
incrementada dentro del parenquima hepatico, el cual sugiere que la pVHL regula la
esteatosis hepatica (19).




La inactivacion de la pVHL en una subpoblacion de células del tibulo distal del
rifion resulta en lesiones de hiperplasia en las células clara, una inflamacién severa y
fibrosis. Este mismo ratén también desarrolla un sobrecrecimiento vascular (hemangioma)
dependiente de HIF-2alfa y una eritropoyesis extramedular en el higado. Esto indica que los
leucocitos derivados de la medula 6sea estan involucrados en el proceso del daiio del
higado (20). En el mismo sentido, otro grupo de investigacion genero un raton knock-out
en la pVHL especifico en los ductos colectores y un subgrupo de tibulos distales del rifion.
Este raton muestra una disrupcion epitelial e inflamacion intersticial a los 2 meses de edad,
con lesiones de quistes, fibrosis severa e hiperplasia. Por otro lado, el ratén knock-out en
HIF-1alfa no produce las lesiones anteriormente mencionadas. Todo esto sefala que la
pVHL es un elemento importante en la regulacion negativa del desarrollo del carcinoma de
celula renal de célula clara (21).

En el caso del pulmon, la pVHL tiene una participacion en la fibrosis. La expresion
de pVHL es elevada en pulmon fibrotico de raton y humano y esta sobre produccion de
pVHL estimula la proliferacion del fibroblasto. Para entender con mas detalle esta funcion
de la pVHL, un ratén con eliminacion de la pVHL en el fibroblasto muestra elevacion en
los eritrocitos, hematocrito, contenido de hemoglobina y activacion de HIF y sus genes
blancos. Al inducir la fibrosis en el pulmén con bleomicina en el raton knock-out se
observa una acumulacion de colageno, proliferacion de fibroblastos, diferenciacion y
desregulacion de proteinas de matriz. Estos resultados indican que la pVHL es un
controlador clave en la fibrosis pulmonar inducida por bleomicina (22).

6. Péptidos de penetracion
Otra estrategia terapéutica de tipo no genético es la introduccion de la proteina de forma

exogena a la célula blanco para restablecer la funcion. Como es sabido, las proteinas es
dificil que puedan penetrar a una célula por la membrana celular, salvo que sea por via
receptor o endocitosis, en este sentido existen péptidos que tienen la funcion de penetrar las
células de una forma eficiente. Los péptidos de penetracion celular (PPC), también
conocidos como péptidos con dominio de transduccion de proteina o péptidos Troyanos,
son péptidos de estructura diversa y con propiedades fisicoquimicas determinadas que
permiten a travesar la membrana citoplasmatica de la célula. Los PPC comparten
caracteristicas comunes: primero, ellos son péptidos cortos conformados entre 5-30
aminodcidos y ellos tienen la habilidad de cruzar la membrana celular. La célula puede
capturar el PPC por una via dependiente o independiente de energia. El mecanismo de
penetracion del PPC depende de algunos factores para la eficiencia como son: el tipo de
célula, la masa y estructura de la carga, la forma de union, la concentracion de PPC y el




tiempo de incubacion. Los mecanismos de penetracion del PPC a la célula mas comunes
son la endocitosis y la translocacion directa; en el caso de la endocitosis esta puede ser por
la ruta de la clatrina o independiente de clatrina. La desventaja que tiene PPC es que carece
de selectividad por la célula, el cual PPC puede introducirse en la célula blanco como
también en la célula no blanco del tejido sano.

Debido a su baja citotoxicidad e inmunogenicidad, PPC ha sido aplicado in vitro, asi
como también in vivo (23) con muy buenos resultados. El primer PPC descubierto fue en
1988 (24) que corresponde al péptido TAT que es derivado de la proteina “human
immunodeficiency virus-1” (HI'V-1). En actualidad existen otros PPC como el pVEC
derivado de la secuencia caterina de raton y otros PPC quiméricos y sintéticos como
transportan, MPG, MAPy RsW3.

Las aplicaciones de PPC han sido amplias y es un método para el transporte de
particulas terapéuticas a través de la membrana celular. Numerosos estudios han
confirmado su potencial uso in vitro € in vivo (25), como elementos para introducir dentro
de la célula proteinas de interés y nanoparticulas, asi como también acidos nucleicos. Por
gjemplo, estudios preclinicos exitosos en fase L, Il y III incluye el uso de TAT conjugado
con proteinas. Los datos obtenidos de estas pruebas clinicas con TAT han mostrado que el
uso de PPC para terapia clinica es posible, ya que este método esta bien tolerado y directo
hacia blancos intracelulares. Hasta el momento, la penetracion de péptidos ha sido usado en
pruebas clinicas que incluye sobre el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, dolor,
pérdida auditiva y hasta para arrugas faciales (26).

Una de las primeras pruebas clinicas de fase [1 terminada es el uso de TAT en
combinacion con un inhibidor de c¢-Jun cinasa, el llamado XG-102, este PPC a base de TAT
es seguro para inhibir la inflamacion intraocular y reducir el dolor en pacientes que sufren
cirugia de catarata. Otro miembro del inhibidor de c-Jun cinasa conjugado con TAT
(compuesto AM-111) ha sido usado en el estudio sobre el tratamiento de la pérdida auditiva
en prueba clinica de fase 111 (27).

Por otro lado, con respecto a la edicion genética de un genoma PPC ha sido usado como
vehiculo de entrada para las proteinas Cre recombinasa, “‘nucleasas zinc-finger”,
“transcription activator-like effector nucleases” (TALENS) y “clustered regularly
interspaced short palindromic repeats™ (CRISPR/Cas9) de una forma exitosa para la
modificacién genética (28). En general los PPC son considerados como otra alternativa
para la introduccion de una proteina de interés en una célula blanco para restablecer su
funcion.

Con respecto a pVHL existe un trabajo donde un fragmento funcional de pVHL esta
conjugado con el péptido TAT denominado TAT-VHL. El TAT-VHL ha sido demostrado su
capacidad de penetracion y funcionalidad en células madre derivadas de piel. Las células
madre de piel fueron expuesta al TAT-VHL a una concentracion adecuada y posteriormente




se observo que la TAT-VHL tuvo funcionalidad en estas células debido a la diferenciacion

de las cé¢lulas madre a células de tipo neurona (29). Esto muestra que el manejo de la pVHL

puede ser por medio del uso de los PPC para aquellos casos de restauracion de la funcion

de la pVHL en las células o tejidos donde el gen vAl esta alterado.

En este capitulo se resumio la funcion de la pVHL en diferentes 6rganos por medio del

uso de ratones knock-out, en los siguientes capitulos se abordaron con mas detalle la

funcion de la pVHL en enfermedades donde existe mas informacion.

Referencias

1.

2.

10.

I1.

12

Kwan KM. Conditional alleles in mice: practical considerations for tissue-specific
knockouts. Genesis. 2002; 32:49-62.

Lakso M, Sauer B, Mosinger B Jr, et al. Targeted oncogene activation by site
specific recombination in transgenic mice. Proc Natl Acad Sci USA. 1992;
89:6232-6236.

Dymecki SM. Flp recombinase promotes site-specific DNA recombination in
embryonic stem cells and transgenic mice. Proc Natl Acad Sci USA. 1996;
93:6191-6196.

McLellan MA, Rosenthal NA, Pinto AR. Cre-loxP-Mediated Recombination:
General Principles and Experimental Considerations. Curr Protoc Mouse Biol.
2017;7: 1-12.

Brocard J, Warot X, Wendling O, et al. Spatio-temporally controlled site-specific
somatic mutagenesis in the mouse. Proc Natl Acad Sci USA. 1997; 94:14559-
14563.

Gossen M, Freundlieb S, Bender G, et al. Transcriptional activation by tetracyclines
in mammalian cells. Science. 1995; 268:1766-1769.

Kim H, Kim M, Im SK, et al. Mouse Cre-LoxP system: general principles to
determine tissue-specific roles of target genes. Lab Anim Res. 2018; 34:147-159.
Gnarra JR, Ward JM, Porter FD, et al. Defective placental vasculogenesis causes
embryonic lethality in VHL-deficient mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 1997;
94:9102-9107.

Pfander D, Kobayashi T, Knight MC, et al. Deletion of Vhlh in chondrocytes
reduces cell proliferation and increases matrix deposition during growth plate
development. Development. 2004; 131:2497-2508.

Biju MP, Neumann AK, Bensinger SJ, et al. Vhlh gene deletion induces Hif-1-
mediated cell death in thymocytes. Mol Cell Biol. 2004; 24:9038-9047.
Karhausen J, Furuta GT, Tomaszewski JE, et al. Epithelial hypoxia-inducible factor-
1 is protective in murine experimentalcolitis. J Clin Invest. 2004; 114:1098-1106.
Ding M, Cui S, Li C, et al. Loss of the tumor suppressor Vhlh leads to upregulation
of Cxcrd and rapidly progressive glomerulonephritis in mice. Nat Med. 2006;
12:1081-1087.




13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Brukamp K, Jim B, Moeller MJ, et al. Hypoxia and podocyte-specific Vhlh deletion
confer risk of glomerular disease. Am J Physiol Renal Physiol. 2007; 293:F1397-
1407.

Frew 1J, Minola A, Georgiev S, et al. Combined VHLH and PTEN mutation causes
genital tract cystadenoma and squamous metaplasia. Mol Cell Biol. 2008; 28:4536-
4548.

Frew 1J, Thoma CR, Georgiev S, et al. pVHL and PTEN tumour suppressor proteins
cooperatively suppress kidney cyst formation. EMBO J. 2008; 27:1747-1757.

Puri S, Cano DA, Hebrok M. A role for von Hippel-Lindau protein in pancreatic
beta-cell function. Diabetes. 2009; 58:433-441.

Peyssonnaux C, Zinkernagel AS, Schuepbach RA, et al. Regulation of iron
homeostasis by the hypoxia-inducible transcription factors (HIFs). J Clin Invest.
2007; 117:1926-1932.

Mastrogiannaki M, Matak P, Mathieu JR, et al. Hepatic hypoxia-inducible factor-2
down-regulates hepcidin expression in mice through an erythropoietin-mediated
increase in erythropoiesis. Haematologica. 2012; 97:827-834.

Haase VH, Glickman JN, Socolovsky M, et al. Vascular tumors in livers with
targeted inactivation of the von Hippel-Lindau tumor suppressor. Proc Natl Acad
Sci U SA.2001; 98:1583-1588.

Bader HL, Hsu T. Inactivation of the tumor suppressor gene von Hippel-Lindau
(VHL) in granulocytes contributes to development of liver hemangiomas in a mouse
model. BMC Cancer. 2016; 16:797.

Pritchett TL, Bader HL, Henderson J, et al. Conditional inactivation of the mouse
von Hippel-Lindau tumor suppressor gene results in wide-spread hyperplastic,
inflammatory and fibrotic lesions in the kidney. Oncogene. 2015; 34:2631-2639.
Zhou Q, Chen T, Zhang W, et al. Suppression of von Hippel-Lindau Protein in
Fibroblasts Protects against Bleomycin-Induced Pulmonary Fibrosis. Am J Respir
Cell Mol Biol. 2016; 54:728-739.

Khafagy S, Morishita M, Isowa K, et al. Effect of cell-penetrating peptides on the
nasal absorption of insulin. J Control Release. 2009; 133:103-108.

Frankel AD, Pabo CO. Cellular uptake of the tat protein from human
immunodeficiency virus. Cell. 1988; 55:1189-1193.

Regberg J, Eriksson JN, Langel U. Cell-penetrating peptides: From cell cultures to
in vivo applications. Front Biosci (Elite Ed). 2013; 5:509-516.

Efficacy of AM-111 in patients with acute sensorineural hearing loss.
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00802425, 2014.

Efficacy and safety of AM-111 as acute sudden sensorineural hearing loss treatment
(ASSENT). https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02809118, 2017.
Radis-Baptista G, Campelo IS, Morlighem JR, et al. Cell-penetrating peptides
(CPPs): From delivery of nucleic acids and antigens to transduction of engineered
nucleases for application in transgenesis. J Biotechnol. 2017; 252:15-26.

Kanno H, Kubo A, Yoshizumi T, et al. Isolation of multipotent nestin-expressing
stem cells derived from the epidermis of elderly humans and TAT-VHL peptide-
mediated neuronal differentiation of these cells. Int ] Mol Sci. 2013; 14:9604-9617.




Capitulo VI

VHL en la piel

1. Lla piel

La piel es la cubierta externa del humano y uno de sus drganos mas extensos.
ctia como una barrera protectora que aisla al organismo del medio ambiente,

protegiéndolo y contribuyendo a mantener integra las estructuras; funciona también como
un sistema de comunicacién con el entorno y es uno de los principales drganos sensores,
ya que contiene terminaciones nerviosas que actian como receptores de tacto, presion,
dolor y temperatura. La piel esta formada por dos capas principales la epidermis y la
dermis. Las células principales que formgan la epidermis se llaman queratinocitos. La
epidermis tiene otras células como los melanocitos que dan la pigmentacion a la piel y
células de Langerhans y linfocitos, que se encargan de dar proteccién inmunoldgica. La
epidermis crece constantemente, pero mantiene siempre el mismo espesor debido a un
proceso de descamacion. Las células situadas en el estrato germinativo se dividen
frecuentemente y forman células hijas que emigran progresivamente desde la profundidad
hasta la superficie, donde acaban por desprenderse. La epidermis esta conformada de
estratos y depende de la diferenciacion de los queratinocitos; el estrato germinativo o
capa basal es el mas profundo, el estrato espinoso que son células con forma poligonal con
alto contenido de tonofibrillas, el estrato granuloso que contiene granulos basdéfilos de
queratohialina (la precursora de la queratina) y estrato corneo que esta formado por

células planas queratinizadas anucleadas.

Con respecto aE dermis, se encuentra debajo de la epidermis, tiene la caracteristica de
presentar una gran abundancia de fibras de coldgeno y elasticas producidas por los
fibroblastos que se disponen de forma paralela y le confieren la consistencia y elasticidad
de la piel. En la dermis se encuentra los anexos cutaneos como los pelos y ufias (cérneos) y
glandulares como las sebaceas y sudoriparas, ademas de poseer de vasos sanguineos y
terminaciones nerviosas (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de la Piel. La piel se divide en tres capas, la epidermis que posee los queratinocitos y es
una estructura estratificada dependiendo del proceso de diferenciacion de los queratinocitos; la dermis
constituida por células de fibroblastos, matriz extracelular y diferentes tipos de glandulas; por Gltimo, la
hipodermis que corresponde a tejido adiposo.

En la piel, como cualquier otro érgano, se presentan procesos normales como

patoldgicos y en este capitulo revisaremos la participacion de la pVHL en |a piel.

2. Restauracion de la piel y pVHL

La piel puede sufrir aberturas o heridas por traumas o en los procesos quirurgicos,
por lo que la reparacién de una herida es un proceso coordinado por varios eventos
fisioldgicos. La reparacion de heridas es un proceso dindmico que involucra interacciones
complejas de moléculas de la matriz extracelular, mediadores solubles, varias células
residentes e infiltrado de subtipos de leucocitos. El objetivo inmediato en la reparacion de
una herida es lograr la integridad del tejido y la homeostasis. El proceso de reparacion de
una herida involucra tres pasos, que llega a sobreponerse en el tiempo y en el espacio,
nombrado: inflamacidn, re-epitelizacién y remodelamiento del tejido. La re-epitelizacion
es acompafiado por un incremento de la proliferaciéon de queratinocitos y una guia de
migracion de ellos. Estos procesos requieren de cambios ordenados en el comportamiento
y fenotipo de los queratinocitos, el cual son dictados por un intercambio entre los
queratinocitos y los fibroblastos dermales, un ejemplo es la comunicacién epitelial-
mesenquimal. Este intercambio demanda la integracion de diversas sefiales a través de
una red de factores solubles ejerciendo actividad autocrina y paracrina en el ambiente de




la herida, culminando en respuestas celulares apropiadas (1). Las aberraciones a esta red
de sefializacion pueden ocasionar eventos de migracién o proliferacion erréneas,
provocando a una insuficiente o excesiva reparacion de la herida y que puede ser una
amenaza de un sobre crecimiento para formar un tumor. Por lo tanto, para entender los
efectos de cualquier molécula en la funcién celular normal, estudios dentro de su papel en
esta red de sefializacion y como ellos culminan a una respuesta celular apropiada llega ser

fundamental y necesaria.

2.1. TAK1 en la restauracion de la piel

La cinasa activadora del factor de crecimiento transformante beta (TGF-beta)-1
(TAK1) pertenece a la familia de MAPK cinasas. Esta serina/treonina cinasa es un
intermediario clave en las citocinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-alfa
(TNF-alfa) e interleucina 1 (IL-1) (2), asi como también en la ruta de sefializacién del TGF-
beta (3). TAK1 activado tiene la capacidad de estimular la cascada de MAPK y la cinasa
“NF-kB-inducing cinasa-1kB”. TAK1 lleva a cabo esta sefializacion por la activacion de “c-Jun
N-terminal cinasa” (JNK) y p38 MAPK el cual esta ruta desemboca en la activacion del
factor de transcripcion NF-kB (2). Estudios de “knok-out” en TAK1 especifico en las células
del queratinocito de ratén confirman el papel de TAK1 en la inflamacidon de la piel.
Ademas, estos ratones despliegan una epidermis anormal con diferenciacion erronea,
incrementada proliferacion celular y desarrollan micro-abscesos intraepidermales, y estos
ratones mueren al dia 7 después de nacimiento (4). Aunque el papel de TAK1 en la
respuesta inflamatoria esta bien establecido, el papel de TAK1 y su mecanismo de accion
en la proliferacién y migracién de los queratinocitos se desconoce.

Como se indico, la proliferacion y la migracion celular es importante en la
reparacion de una herida y son dos eventos importantes en la re-epitelizacion. En primera
instancia, el perfil de expresion de TAK1 durante la reparacion de la herida en el ratén
muestra que la expresion del mRNA y la proteina de TAK1 es elevada y en un tiempo
temprano en el epitelio de la zona de |a herida, comparada con su expresion basal en la
piel sin herida. Este evento también ocurre en piel ulcerada humana. Esto indica un papel
importante de TAK1 durante la re-epitelizacién de la piel que ha sufrido una herida (5)

(Figura 2).




To: Daio T:: Reparacion

a
. ” NF-kB
AN X FSTTSING
— (pVHU)

Figura 2. Reparacidn de una herida en la piel. La proteina TAK1 estd involucrada en la reparacion de una
herida en la piel, esta proteina en el queratinocito activa el complejo IKK para encender la ruta del NF-kB. El
factor de transcripcion NF-kB transcribe otros genes dependientes de él, uno de ellos es el gen vhl. Por otro
lado, TAK1 puede activar otras proteinas (mostradas del lado izquierdo) y éstas al parecer participan en la
activacion del promotor del gen vhl. La produccion de la proteina VHL (pVHL) inactiva a la proteina Sp1 que
estd involucrada en la expresion de integrinas beta y PDGF-B.

Con respecto a la migracion celular, las células deficientes en TAK1 migran mas
rapido que aquellas cuando el TAK1 es expresado de forma normal. Las proteinas
involucradas en la migracion celular Cdc42, Racly RhoA son mas activas en las células
deficientes de TAK1, esto indica que TAK1 ejerce una funcidon de retraso de la migracion
celular, asi como también en la proliferacion, por otro lado, en las células deficientes de
TAK1lexiste un incremento en la expresion de las integrinas Betal y beta5 y PDGF/HGF, esto
indica que TAK1 regula negativamente la expresion de estas proteinas (5).

2.2. TAK1 y pVHL en la restauracion de la herida




En los ultimos afios se ha visto una relaciéon entre la actividad de TAK1 con la pVHL
en el proceso de reparaciéon de una herida de la piel. La activacion de TAK1, al inicio de la
herida, provoca una estimulacién de los mediadores IKKalfa/beta, MKK7 y JNK (6); los
queratinocitos transfectados con las proteinas IKKalfa/beta y TAK1 estimulan la actividad
promotora del gen vhl, asi también se reporta que otros elementos como MKK7, JNK,
proteina cinasa A, MEK1, MEKK1 y SEK1 pueden estar regulando la expresidn de la pvVHL
humana. El promotor del gen vh/ tiene un sitio de unién putativo del factor de
transcripcion NF-kB (7); una mutacidn sitio dirigida en el sito de unién de NF-kB en el
promotor del VHL abate el efecto estimulante de IKKalfa/beta y TAK1 en los queratinocitos.
En los queratinocitos deficientes en TAK1 muestran una reduccion en la fosforilacion de
NF-kB (p65) y una débil deteccidn del pVHL, sin embargo, la restauracion de la expresion
de TAK1 en los queratinocitos muestra lo contario, un incremento de la expresion de la
pVHLYy fosforilacion de NF-kB. Ademas, por ensayos bioquimicos se ha demostrado que la
NF-kB (p65) se une especificamente en el sito de unién de NF-kB presente en el promotor
del gen vhl. Esto indica que la sefializacion TAK1/IKK/NF-kB es necesaria para la induccién
de la expresion de pVHL en el queratinocito (5) (Figura 2).

Por otro lado, se ha detectado que en el promotor de los genes PDGF-B e integrinas
betal, beta3 y beta5 se encuentran elementos putativos de unién al factor de
transcripcion Spl. Por lo tanto, la proteina Spl se une a estos sitios de union en los
promotores de estos genes, excepto para integrina beta3. No obstante, también se sabe
que la pVHL se puede unirse a la proteina Sp1 e inhibir su actividad en la célula del
queratinocito; como se menciono que la carencia de TAK1 reduce la expresion de pVHL,
entonces la ausencia de pVHL permite que Sp1 quede libre para unirse y transcribir estos
genes blancos. Para corroborar esto se trabajo con el queratinocito deficiente en TAK1
pero transfectado con el gen vhl y se observé una reducida expresion de integrina betal y
beta5 y PDGF-B, y la ausencia de Sp1 en los promotores de estos genes. Por otro lado,
también se tiene demostrado que la expresion del mRNA y de la proteina VHL durante |a
reparacion de una herida muestra una correlacién con la expresion de TAK1 en tiempo
temprano. Estos resultados muestran que TAK1/NF-kB sobre regula la expresion de pVHL,
el cual se une al factor de transcripcion SP1 e impide la expresion de PDGF-B e integrinas
durante la reparacion de la herida (5).

La regeneracion y mantenimiento del epitelio para cerrar la herida es orquestada
por interacciones epitelio-mesenquimal (fibroblastos) y regulada por la accién de
quimiocinas y factores de crecimiento (8). La sefializacion PDGF-B/HGF juega un papel
importante en la proliferacion epidermal, y esta sefializacion esta controlada por TAK1.
Esto indica que los queratinocitos liberan PDGF-B pero estas células no tienen los

receptores alfa-PDFG o beta-PDGF para reconocerlo; entonces las células blanco para




PDGF-B son los fibroblastos dermales. EIl PDGF-B actua sobre los fibroblastos para
incrementar la produccion de HGF y este factor es el que estimula la proliferacién del
queratinocito (9). Esto indica que, para regular la proliferacion del queratinocito por el
HGF, TAK1 activa a NF-kB para inducir la expresion de pVHL y la pVHL secuestrar al factor
de transcripcion Spl, el cual es requerido para la expresion de PDGF-B y de forma de
retroalimentacion regular la produccion de HGF en el fibroblasto (Figura 2). El efecto de
TAK1 en los queratinocitos epidermales es de tipo homeostatico durante la formacién
epidermal, modula la proliferacién celular por una via paracrina doble, que involucra a los
fibroblastos dermales, lo cual enfatiza la importancia de la comunicacion epitelial-
mesenquimal en la regulacion de la proliferacion epidermal (5).

2.3. HIF en la restauracidn de la herida

La piel, aunque es el érgano mas expuesto al aire, paraddjicamente siempre esta en un
ambiente relativamente hipoxico, ya que el oxigeno se toma de la sangre (10), por lo tanto,

HIF-1alfa siempre esta presente de forma constitutiva en la capa basal epidermal.

En recientes afios se ha demostrado que HIF-1alfa participa en los eventos de cierre de
una herida. En el drea cercana de una herida se encuentra en un estado altamente
hipdxico por la propia pérdida de estructuras vasculares y el alto consumo de oxigeno por
la llegada de una respuesta inflamatoria (11). Este microambiente hipdxico potencia la
actividad de HIF-1alfa y promueve la liberaciéon de un nimero de factores angiogénicos
(como VEGF) que regula la sobrevivencia de las células endoteliales que migrany
proliferan para la formacién de nuevos capilares y esto mejora la revascularizacion y
reparacion de la herida (12). Todo esto es demostrado con ratones “knock-out” en HIF-
lalfa en las células de queratinocito, donde el aumento de nuevas células endoteliales no
ocurre y el cierre de la herida es retardada (13); HIF-1alfa, ademas de inducir la produccidn
de VEGF, potencia la movilidad de los queratinocitos y fibroblastos dermales a través de su
influencia sobre la expresion de metaloproteinasas de matriz e integrinas (14), asi como
también activa las cascadas de proliferacion celular, sobrevivencia y migracién. Todo esto
sefiala que HIF-1alfa es un potenciador de la reparacién de heridas.

Con respecto a HIF-2alfa, existe evidencia que sefiala que HIF-2alfa tiene un
comportamiento diferente al de HIF-1alfa. En el caso de la piel, el modelo murino de
“knock-out” de HIF-2alfa en los queratinocitos con expresion normal de HIF-1alfa
demuestra una aceleracion del cierre de la herida. Ademas, el modelo murino con
delecién de ambos pVHL y HIF-2alfa especificamente en los queratinocitos demuestra un
aumento potenciado en la expresién de HIF-1alfa y una sustancialmente acelerada cierre
de la herida, lo cual es mas evidente durante el inicio de la fase de reparacion de la herida




y con una respuesta inmune mas baja comparada con la herida de un ratén normal. Esto
sefiala que en el queratinocito existe una funcién opuesta entre HIF-1alfa y HIF-2alfa,
donde HIF-1alfa potencia el cierre de una herida y HIF-2alfa retarda este proceso en la piel
(15).

3. VHL en el ciclo celular de Xerodermapigmentoso grupo C
La Xeroderma pigmentoso, abreviada como XP, es una rara enfermedad hereditaria de la

piel que tiene caracter autosémico recesiva y en donde el paciente homocigoto recesivo
muestra una marcada tendencia a desarrollar cancer de piel como consecuencia de la
exposicion al sol. Los homocigotos son frecuentemente asintomaticos, es decir, no
desarrollan la enfermedad. La XP es causada por un mal funcionamiento de los

mecanismos de reparacion del ADN.

La XP té asociada con un defecto en el mecanismo de reparacion del DNA dafiado
por la luz ultravioleta, concretamente es gpsistema de reparacién por escision de
nucledtido (NER, por sus siglas en inglés). La lesion mas significativa que produce la luz
ultravioleta sobre el DNA consiste en la formacién de los dimeros de timina; dos timinas
adyacentes en una misma cadena de DNA se unen covalentemente, determinando
problemas muy serios en el proceso de replicacion del DNA, que finalmente explican de
forma molecular las alteraciones que presenta los pacientes con XP. La enfermedad es
consecuencia de la mutacion de cualquiera de los nueve genes XP implicados en la
reparacion del ADN: DDB2, ERCC1, ERCC2, ERCC3, ERCC4, ERCES, POLH, XPA, y XPC. Las
personas con XP necesitan proteccién total contra la luz solar.ge distinguen cinco formas
clinicas: la forma oculo-cutanea, representada por el XPC; la forma neuro-cutanea, que se
ve esencialmente en el XPA; la forma neurolégica sin afectacion cutanea ni ocular, XPB; la

forma variante, representada por el XPV que esta asociada con otras enfermedades.

Los fibroblastos de pacientes con XP son Utiles para comprender la enfermedad, sin
embargo, la obtencién de lineas celulares a partir de fibroblastos XP es un reto. Previos
intentos para inmortalizar fibroblastos XP para la obtencién de una linea celular a partir de
la introduccién de construcciones genética que codifican para el antigeno T grande del
virus SV40 han sido exitosos en XP de los grupos B y Cy fue extremadamente raro en la
XPV, incluso hasta cuando las células fueron co-transfectadas con el virus de papiloma
humano 16 o tratados con radiacidn ionizante (16). En un caso la transfeccion de SV40
resulté en la inmortalizacion de fibroblastos del grupo XPC, probablemente esto fue
generado a través de una seleccidn de un cariotipo peculiar entre aquellos fibroblastos
transformado con SV40 parentales (16).

Por otro lado, en un estudio reportado mostraron que una linea de células de fibroblastos

(GM2995) derivada de la piel aparentemente normal de un paciente con XPC sometidas a




repetidas serie de pases de cultivo in vitro presento cambios caracteristicos del fenotipo
transformante celular. Estos cambios morfolégicos incluyen aneuploidia, espacio de vida
prolongada y la habilidad para crecer bajo condiciones independientes de adhesion en
agar suave (17). Defectos en la progresién del ciclo celular y en puntos de chequeo estan
asociados a contribuir a los procesos de carcinogénesis. Interesantemente, la funcién de
algunos genes involucrados en estas rutas en los fibroblastos XPC transformados estan
correlacionados con la pérdida de la funcién de p53, un regulador clave del ciclo celular, y
con la pérdida de la habilidad de p53 para transactivar sus genes blancos p21¥2f1y HDM?2
sobre la exposicion a agentes de dafio del DNA como la radiacidn ionizante. Estos
resultados sugieren que la transformacion esta asociada con inestabilidad genética en los
fibroblastos de XPC. Esta inestabilidad podria conducir hacia el desarrollo de mutaciones
de p53, asi como también en una pérdida de la inhibicion del crecimiento por contacto
celular (18).

En varios trabajos se ha visto que la pVHL tiene una funcién importante en la regulacion de
la salida del ciclo celular por deprivacion de suero (19). En caso de las células de
fibroblastos transformados de XPC irradiadas con luz UVC entre los pases de cultivo celular
9y 28 mostraron que la pVHL de 30 Kda se expreso en el pase 9 de las células y en el pase
28 las células exhibieron la expresidn de una proteina adicional de 37 Kda que reacciona
con el anticuerpo anti-VHL. La expresion de esta proteina adicional que es inmunorreactiva
con el anticuerpo anti-VHL en las células de pase tardia correlaciona con la carencia de la
acumulacion de p27%PL, Esto indica que probablemente la pVHL junto con la p27¥irt
inhiben la funcién de p53 y el proceso de transformacion de los fibroblastos de XPC se
puede asociar con la pVHL, y que probablemente esta proteina altera la expresion/funcién
de algunos productos de genes que participan en las rutas de sefializacién de la regulacién
del ciclo celular (18).

3.1. La pVHL y reparacion del DNA

Cuando una base nucleotidica esta alterada en una cadena del DNA, ésta tiene que
ser reparada para conservar la integridad de la secuencia del DNA; existen varios sistemas
de reparacion del DNA y uno de ellos es la reparacidon por escision del nucleétido (NER, por
sus siglas en inglés). En este sistema participan un complejo de proteinas y la mutacién en
alguno de ellos provoca la enfermedad de XP como se dijo anteriormente. La reparacion
de un nucleétido del DNA también puede ocurrir durante el proceso de transcripcién. En el
paso del alargamiento de la transcripcion puede existir un reconocimiento de una
alteracion en la cadena de DNA y por lo tanto hay un arresto de la funcién de la RNA
polimerasa Il (RNA pol Il) por una sefial o censo para que participe el sistema NER.
Después de la sefial, la RNA pol Il tiene que ser removido por el complejo NER para ganar




acceso hacia el sitio de dafio al DNA. Esta remocién puede ser por dos mecanismos: a) un
movimiento retrasado de la RNA pol Il y b) degradacién de la RNA pol Il por ubiquitinacién.
Los mecanismos no estan bien clarificados, sobre todo para el caso de la ubiquitinacién de
la RNA pol Il, sin embargo, se ha demostrado que en levadura la poliubiquitinacién y
degradacion de la subunidad grande de Pol Il (Rpb1) es mediante la actividad de la E3
ubiquitina ligasa conformada por las elonginas Cy A, culina 3 y el RING finger proteina
Rocl (Rbx1) y probablemente la pVHL (20), sin embargo, en las células humanas no se ha
determinado el papel de la pVHL sobre la RNA pol Il

Por otro lado, el compuesto ecteinascidin 743 (Et743; también llamado como
trabectedina) tiene actividad contra diferentes modelos de canceres, inclusive se usa como
un tratamiento para sarcomas de tejido blando y en pruebas clinicas para canceres de
ovario, mama, prostata y para sarcomas pediatricos. El mecanismo de accidn de Et743 es
dependiente sobre la reparacion por escision de nucledtidos acoplada a la transcripcion
(es decir una reparacion durante la transcripcion). Et743 es también conocido como un
potente inhibidor de la transcripcidn, ya que se une al DNA el cual arresta la RNA pol Il y
logra reclutar el complejo NER y por lo tanto elimina la RNA pol Il y paro de la
transcripcion. De esta manera, la actividad anti-proliferativa de Et743 es dependiente
sobre el complejo NER en los casos de XP, donde hay deficiencia de la funcion de NER. Al
estudiar el efecto de Et743 sobre la RNA pol Il en las lineas celulares isogénicas de XPD y
XPD-C se observo que la linea celular XPD no presento efecto de degradacion de la RNA
poll, mientras que la RNA pol Il fue rapidamente degradada en las células XPD-C. También
se observé que cuando las células fueron tratadas con un inhibidor del proteasoma
(MG132) no hubo degradacion de RNA pol Il por el compuesto Et743, sin embargo, en el
caso de las células deficientes del complejo NER provenientes de XPA, XPG y XPF, el Et743
no pudo degradar la RNA pol Il. Estos resultados muestran que el complejo de reparacion
del DNA NER es requerido para la degradacidn de la RNA pol Il en respuesta al compuesto
Et743 (21).

Otro trabajo donde estudia con mayor detalle la degradacion de la RNA pol 11,
sugiere que el complejo de E3 asociado a pVHL se une a las subunidades Rpb1y la Rpb7
hiperfosforiladas de la RNA pol Il para llevarlo a la degradacion (22). Los queratinocitos
provenientes de XP deficientes en la funcidn de la pVHL tratados con Et743 no logran la
degradacion de la RNA pol Il, contrario a esto en las células se observaron una
acumulacion de la RNA pol Il hiperfosforilada. En contraste, los queratinocitos XP
complementadas con la pVHL degradan la RNA pol Il en respuesta a Et743. Estos
experimentos sugieren que la pVHL esta implicada en la ruta que conduce a la degradacidn

de la RNA pol Il hiperfosforilado en las células tratadas con Et743 (Figura 3). Al estudiar los




efectos de la pVHL sobre la sobrevivencia celular en respuesta a Et743, los queratinocitos
XP que sobre expresan la pVHL son mas sensible al tratamiento con Et743 que su
contraparte de queratinocitos XP que no producen la pVHL. Estos resultados indica que el
pVHL esta involucrada en la degradacion de la RNA pol Il en las células tratadas con Et743
y ayuda a la actividad anti-proliferativa del compuesto Et743 (21).
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Figura 3. Funcién de pVHL en las enfermedades de la piel. La pVHL esta involucrada en la enfermedad de
Xeroderma pigmentoso (XP) debido a que los fibroblastos obtenidos de pacientes con esta enfermedad
tienen una baja expresion de la pVHL y al parecer se piensa que la baja expresion de pVHL inactiva la
proteina p53. Por otro lado, se ha demostrado que la pVHL participa en la eliminacién de la proteina RNA pol
Il por medio de la ubiquitinacidn y degradacion del proteasoma. La RNA pol |l es un participante en el
sistema de reparacion del DNA por escision del nucleétido (NER) que en la enfermedad de XP esta alterado
este sistema de reparacién y por lo cual la pVHL (aunque en baja expresién) puede participar por la
eliminacion de RNA pol ll. En la piel de pacientes con psoriasis se tiene detectado que la pVHL tiene una baja
expresion comparada con la piel sana de sujetos sanos. La reconstitucion de la funcién de la pVHL mediante
la aplicacion tépica de un Adenovirus que lleva clonado el gen vhl en la piel de ratdn con psoriasis inducida
por imiquimod (IMQ) provoca una resolucién de la psoriasis, asi como de igual manera, la aplicacién de
vesiculas provenientes de la bacteria Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis).




En resumen, con la finalidad de entender la funcion de la pVHL en la degradacién
de la RNA pol II, se puede concluir que la subunidad Rpb1 (componente de RNA pol 1)
hiperfosforilado esta sujeto a ubiquitinacion, particularmente en respuesta hacia radiaciéon
UV y agentes de dafio del DNA. Interesantemente, se ha visto que Rpb1 y Rpb6
(componentes de la RNA polimerasa Il) comparten una similitud de secuencia con el
dominio de HIF-1alpha en cual se une con pVHL. De acuerdo con esto, la evidencia
bioquimica sefiala que la pVHL especificamente se une a Rpb1 hiperfosforilado en una
manera dependiente de hidroxilacién de su prolina, esta forma ubiquitinada se llevaa la
degradacion por el proteasoma, pero esta interaccion entre pVHL y Rpbl esta regulada por
radiacion UV (23).

Otra subunidad de la RNA pol I humana es la 7 (hRpb7) y pVHL puede
directamente unirse también a esta subunidad a través de su dominio beta de VHL, ya que
se ha visto que las mutaciones en este domino de VHL decrementa la unién de pVHL a la
hRpb7. La interaccion de pVHL con hRpb7 produce una degradacion dependiente de
ubiquitinacién. Por otro lado, la pVHL puede también suprimir la transactivacion del
promotor de VEGF inducida por hRpb7, indicando que la pVHL tiene como blanco a hRpb7
y la pVHL puede regular la angiogénesis por inhibir la expresidén de VEGF de una forma HIF-
lalfa independiente (24). Con respecto a la piel, enfermedades de caracter inflamatorio
estan relacionadas con angiogénesis asociada a VEGF donde los queratinocitos son los
productores de VEGF en las enfermedades inflamatorias como la psoriasis, la dermatitis
atdpica, etc, por lo que se sugiere que pVHL en los queratinocitos puede jugar un papel
importante en la regulaciéon de la angiogénesis.

4, La pVHL y psoriasis

La psoriasis es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel, que produce lesiones
escamosas engrosadas e inflamadas, con una ampdia variabilidad clinica y evolutiva. No es
contagiosa, aunque puede ser hereditaria. Afecta a cualquier parte de la piel,
frecuentemente en las zonas de codos, rodillas, cuero cabelludo, abdomen, piernasy
espalda.

La patogenia de la psoriasis sté poco esclarecida, hay 3 hechos biolégicos basicos: la
hiperplasia epidérmica que es un aumento de la poblacién germinativa, el infiltrado
inflamatorio de la dermis y la angiogénesis. La inflamacién viene mediada por el linfocito T
CD4+ que libera citocinas proliferativas, que estimulan la proliferacién de los
queratinocitos. A la vez, los queratinocitos también contribuyen en el disparo del proceso
inflamatorio de la piel. En la psoriasis también se presenta deficiencia en la diferenciaciéon
de los queratinocitos, una alta descamacion del estrato cérneo y un incremento en la




angiogénesis. En |la actualidad no esta muy claro quién es el responsable del inicio de la
psoriasis.

Una caracteristica de la psoriasis es la rapida proliferacion de los queratinocitos, durante el
cual la apoptosis esta bloqueada y un aumento de la angiogénesis es también observado.
En condiciones de hipoxia, las células tumorales producen “histone deacetylase-1 (HDAC-
1), el cual esta proteina sobre regula a HIF-1alfa y provoca un efecto inhibitorio en la
producciéon de la pVHL, por lo tanto, esto da como resultado una sobre expresion de VEGF
por HIF-1alfa. En un trabajo publicado por nuestro grupo de investigacion, se analizo la
expresion de HDAC-1, HIF-1alfa, VHL y VEGF en biopsias de piel lesionada de pacientes con
psoriasis y piel de sujetos sanos. El resultado mostré una sobre expresion del mRNA para
HDAC-1, HIF-1alfa y VEGF en la piel lesionada de pacientes psoriaticos, en comparacion
con la piel de sujetos sanos. En contraste, la proteina anti-angiogénica pVHL, tanto su
mRNA como la proteina se encontraron con expresion baja en la piel psoriatica, pero con
una alta expresion en la piel sana (Figura 3). Este hallazgo sugiere que HDAC-1, HIF-1alfay
VEGF estan involucrados en el mecanismo molecular de una la piel psoriatica y pVHL
puede estar relacionada en el paro del proceso de la psoriasis (25) y por lo que se
encontré disminuida en las lesiones psoriaticas.

En los tejidos tumorales en condiciones de hipoxia, es de todo conocido que la expresion
de VEGF es positivamente regulado por HDAC1 y negativamente regulado por pVHL por la
via de HIF-1alfa y ademas que HIF-1alfa esta constitutivamente expresado en los
queratinocitos normales. Con la finalidad de elucidar la funcion de HDAC1y pVHL en la
regulacion de VEGF en el queratinocito, en un trabajo de nuestro grupo de investigacion,
células de queratinocitos (linea HaCaT) fueron transfectados con los genes codificantes de
HDAC1 y pVHL. La produccién de VEGF se incrementd en las células HaCaT transfectadas
con HDAC1, mientras que VEGF se mantuvo en un nivel basal en las células transfectadas
con pVHL bajo condiciones de normoxia. La produccion de VEGF se decremento en las
células HaCaT tratadas con un inhibidor de HDAC1, asi como también en células
transfectadas con HDAC1-siRNA (un RNA inhibidor de HDAC1). Por otro lado, los niveles de
HIF-1alfa citoplasmico fueron bajos en las células transfectadas con pVHL, y HIF-1alfa se
incremento en las células transfectadas con HDACI. Estos resultados demuestran que
HDAC1 regula positivamente la producciéon de VEGF por via HIF-1alfa en los queratinocitos,
y que la pVHL regula negativamente a VEGF probablemente por la degradacion de HIF-
lalfa (26) en esta misma célula.

Con la finalidad de determinar el efecto de la pVHL en la psoriasis y con base a que se
habia reportado que la pVHL esta ausente en las lesiones de pacientes psoriaticos, se
decidio estudiar la restauracion de la expresion de pVHL en la piel lesionada psoriatica, el
cual podria reducir el efecto de la psoriasis. Nuestro grupo de investigacion usé un modelo




de ratén tipo psoriasis inducida por imiquimod en el cual fue introducida en la piel un
vector de adenovirus que expresa la pVHL (AdVHL) para restituir la baja expresion de esta
proteina. Los resultados mostraron que la piel lesionada psoriatica del ratéon tiene una baja
expresion de pVHL y una alta expresion de HIF1-alfa. Remarcablemente, la retribucion de
pVHL en la piel psoriatica del ratdon reduce significativamente las lesiones psoriaticas con
una menor eritema, descamacion y grosor de la epidermis y una baja vasculatura
comparado con la piel lesionada psoriatica sin la restauracién de la pVHL. Ademas, la
restauracion de la pVHL en la piel psoriatica fue capaz de reducir la expresion de HIF-1alfa
y TNF-alfa (una citocina pro-inflamatoria presente en la psoriasis) y reduccion del infiltrado
celular inmune (principalmente neutrdéfilos productores de IL-17). Estos resultados
demuestran claramente que la pVHL tiene un papel de proteccidon contra la psoriasis
murina inducida por imiquimod y ademas juega un papel importante en |la patofisiologia
de la psoriasis (27) (Figura 3).

Por otro lado, la microbiota de la piel tiene un papel fundamental en la regulacion
inmunoldgica de este organo. Staphylococcus epidermidis es un habitante natural de la piel
y tiene una funcion de control del sistema inmune. Esta bacteria puede producir vesiculas
extracelulares y transportar diferentes moléculas. En nuestro grupo de trabajo reportamos
que la aplicacion de vesiculas extracelulares de S. epidermidis sobre la piel lesionada de un
raton con psoriasis inducida por imiquimod reduce las lesiones psoriaticas (el eritema, la
descamacion y el grosor de la epidermis y baja vasculatura) comparado con la piel
lesionada psoriatica sin la aplicacion de las vesiculas extracelulares de S. epidermidis
(Figura 3). Las vesiculas extracelulares de S. epidermidis redujo la expresion de VEGF, IL-6,
IL-23, IL-17F, IL-36gamma y IL-36R en la piel lesionada psoriatica (citocinas presentes en la
psoriasis). Este trabajo demuestra que la microbiota de la piel, S. epidermidis, puede
controlar la psoriasis por medio de la expulsion de moléculas transportadas en las
vesiculas extracelulares (28). Ademas, en un trabajo aun no publicado por nuestro grupo
de investigacion se ha demostrado que la aplicacion de S. epidermidis mas glicerol (como
fuente de carbono) en la piel de ratén con psoriasis inducida por imiquimod induce la
expresion de la pVHL, este resultado sugiere que S. epidermidis podria controlar la
psoriasis a través de la induccion de la pVHL.

Aunque se demuestra que la pVHL tiene una funcién en la piel normal también se sugiere
su participacion en las enfermedades de la piel como la xeroderma pigmentoso y psoriasis,
esto puntualiza que mas investigacion sobre la pVHL en la piel es necesario ya que en el
caso de la psoriasis la restauracién de la funcion de la pVHL produce cambios importantes
de mejoria y la aplicacion de estrategias usando la pVHL en la piel puede ser prometedora.
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Capitulo VII

VHLy diabetes

1. Diabetes mellitus

La diabetes tipo 2 es una enfermedad que es ahora considerada epidémica, ya que
afecta alrededor de 200 millones de personas en todo el mundo, y su prevalencia continua
a elevarse a pesar de nuevos avances en el tratamiento. Las dos caracteristicas distintivas
de la diabetes tipo 2 son: la resistencia a la insulina y |la disfuncidn de la célula beta
pancreatica. Bajo condiciones de resistencia a insulina, las células beta sufren un proceso
de compensacion que comprende una expansion de la masa de la célula beta y un
potenciamiento al maximo de la funcién celular para producir insulina. Cuando la
compensacion de la célula beta puede adecuadamente satisfacer la demanda de insulina
del cuerpo, el nivel normal de glicemia se mantiene. Sin embargo, en individuos
susceptibles, quizas con defectos genéticos y/o insultos ambientales, la célula beta no

puede satisfacer la demanda metabdlica, resultando en la diabetes tipo 2.

Los niveles de glucosa sanguinea son normalmente controlados por la liberacion de
la insulina desde las células beta pancreaticas. La secrecion de insulina es estimulada por
el nivel de glucosa y esta secrecién es un proceso metabdlico complejo que involucra la
toma de glucosa por la via del transportador GLUT2 y la fosforilacién de la glucosa por la
glucocinasa para formar glucosa 6-fosfato dentro de la célula beta pancredtica;
posteriormente, ocurre el metabolismo catabdlico de la glucosa 6-fosfato via la ruta
glucolitica y subsecuentemente la activacion del metabolismo mitocondrial para producir
factores ac ntes tales como ATP. Una elevacién en la relaciéon ATP/ADP citoplasmico
conduce al cierre de los canales de potasio dependiente de ATP provocando una
despolarizacion de la membrana citoplasmatica, y como consecuencia de esto se abren los
canales de Ca2* sensibles a voltaje, y por consiguiente la activacion del mecanismo de
exocitosis dependientes de Ca2" para la secrecion de vesiculas cargadas de insulina al
exterior de la célula beta pancreatica. Este mecanismo sensor requiere oxigeno molecular
para la generacion cuantitativa de ATP a partir de la glucosa (Figura 1).
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Figura 1. Diabetes. El incremento de glucosa sanguinea puede ser provocada por varios factores entre ellos
la obesidad; este incremento de glucosa produce dafios en los diferentes dérganos como el ojo, rifién y pie. El
pancreas produce insulina, sin embargo, el receptor de insulina, presente en diferentes tejidos como el
musculo o adiposo, no responde a la insulina (resistencia a la insulina). Esta resistencia de insulina del
receptor produce una falta de sefializacién para la expresion de transportadores de glucosa (Glut2) y
alteraciones en las rutas de glucolisis y lipogénesis. La baja expresion de Glut2 no permite la entrada de
glucosa sanguinea a la célula de una manera eficiente.

La homeostasis del oxigeno es esencial para la funcion celular, y una baja presion
de oxigeno (hipoxia) tiene un profundo impacto sobre el metabolismo celular y en los
procesos fisiologicos. La proteina VHL (pVHL) es un jugador clave en la respuesta celular
hacia la condicién normal de oxigeno, por el contrario, HIF es un regulador global de
homedstasis en condiciones de hipoxia el cual permite la adaptacion celular por la
induccidn de genes blanco que estan involucrados en la energia metabdlica, angiogénesis,
apoptosis y proliferacién, entro otros procesos biolégicos. HIF sobre regula la expresion del
transportador de glucosa de alta afinidad GLUT1 y las enzimas de la via glucolitica en
condiciones de hipoxia, y ademas HIF disminuye la actividad de la mitocondria
dependiente de oxigeno en la célula beta. En la célula beta, |a ruta de la glucolisis y la
respiraciéon mitocondrial son elementos claves en el sistema sensor de glucosay la
activacion de la ruta HIF en condiciones de hipoxia tiene el potencial para proveer una
mayor modulacion para la secrecion de insulina por la glucosa. En capitulos anteriores
hemos mencionado que la pVHL regula la actividad de HIF por medio de la ubiquitinacién




y su degradacion por el proteasoma en condiciones de hipoxia. Por otro lado, la
enfermedad de VHL esta asociado con tumores pancreaticos lo cual indica que la pVHL
tiene un papel sobre el crecimiento y funcion de células endocrinas de los islotes y
posiblemente esto activa el desarrollo de diabetes. En este capitulo abordaremos la
relacion que existe entre pVHL y la diabetes

2. Relacion entre Diabetes mellitus (DM) y enfermedad de VH

En los pacientes con enfermedad de VHL llegan a presentar alteraciones en el
pancreas, estas alteraciones corresponden a lesiones pancreaticas que incluyen desde
quistes hasta tumores neuroendocrino. Las alteraciones pancreaticas se presentan en
aproximadamente el 70% de los pacientes con enfermedad de VHL. Cerca del 90% de las
lesiones pancreaticas son quistes Gnicos o multiples. Por otro lado, el adenoma
microquistico y tumores neuroendocrinos del pancreas también han sido reportado en
pacientes afectados con la enfermedad de VHL. La mayoria de las lesiones pancreaticas
son asintomaticas y son descubiertas durante el seguimiento o diagndstico de los
miembros de la familia con enfermedad de VHL. Se tiene reportado que la masa anormal
de una lesion pancreatica puede afectar la funcién de este érgano y puede provocar una
pancreatitis aguda, o una obstruccién biliar o una obstruccidn gastrointestinal. Ademas, la
insuficiencia endocrina pancreatica también ha sido reportado en los pacientes con
enfermedad de VHL lo cual indica una asociacidn de esta enfermedad con la diabetes. En
este sentido, Hammel y cols reportaron que la diabetes mellitus (DM) esta presente en una
frecuencia de 3 de 158 pacientes con enfermedad de VHL (1), y el riesgo de generar una
diabetes es considerado relativamente bajo (1). Mukhopadhyay y cols (2) reportaron que
el adenoma microquistico de tipo serio extensivo esta asociado con la DM en pacientes
con enfermedad de VHL. Ademas, existe un reporte de un paciente diagnosticado
inicialmente con DM gestacional y posteriormente presento un cuadro clinico de la
enfermedad de VHL. En esta persona se encontré una nueva mutacion (del291C) en el gen
vhi. Este reporte sugiere que la DM gestacional puede ser una presentacion inicial para el
diagndstico de la enfermedad de VHL (3), y ademas apoya la existencia de una asociacion
entre la diabetes y la enfermedad de VHL.

Con respecto a los quistes pancreaticos también existe una relacion con la diabetes.
Los quistes pancreaticos son frecuentes en paciente con enfermedad de VHL, y ellos son
considerados clinicamente no importantes. Al evaluar la asociacion entre los quistes
pancreaticos y la DM en pacientes con enfermedad de VHL se observé que de 66 pacientes
con enfermedad de VHL (22 hombres y 14 mujeres, con una edad media de 36.4 afios) 7
pacientes tuvieron DM (19.4%) y dos pacientes adicionales tuvieron altos titulos de
hemoglobina glicosilada (como posible DM). El dreay porcentaje de quistes pancreaticos




es significativamente mas alto en pacientes con DM o los pacientes con altos niveles de
hemoglobina glicosilada que en los pacientes sin DM o con bajo nivel de hemoglobina
glicosilada. Este hallazgo sugiere que los pacientes con enfermedad de VHL que tienen un
area grande de quistes pancreaticos son mas probables a tener DM que aquellos que no
tienen estas caracteristicas (4). Por otro lado, con respecto al adenoma microquistico, en
un estudio se reporté que la DM es mas comun en pacientes con adenoma microquistico

serio extensivo (2), donde la frecuencia es de 27% en estos casos clinicos.

El feocromocitoma es otra alteracion clinica presente en los pacientes con
enfermedad de VHL y también hay una asociacién con la diabetes. En pacientes con
feocromocitoma la prevalencia de diabetes es del 16%, mientras que en pacientes con
enfermedad de VHL que sufrieron cirugia para hemangioblastoma, la prevalencia es del
10.3%. Los reportes sugieren que las catecolaminas producidas por el feocromocitoma
pueden estimular la gluconeogénesis a través de la accién de los receptores beta,
reduciendo la liberacidn de insulina y potenciar la induccion a la resistencia a insulina por
falta de sensibilidad de los receptores beta-adrenérgicos (5). Los niveles de glucosa
sanguineo pueden ser normalizado después de la remocién del feocromocitoma en
pacientes con enfermedad de VHL, lo cual confirma que la diabetes puede iniciarse en
ciertos casos de enfermedad de VHL.

Basado sobre los hallazgos reportados, la relacién entre la enfermedad de VHL y
diabetes puede ser explicado con base a los siguientes puntos: 1) las manifestaciones de
feocromocitoma en la enfermedad de VHL puede conducir a una diabetes secundaria; 2) la
diabetes pancreatica puede ocurrir cuando la enfermedad de VHL presenta tumores
neuroendocrino pancreaticos o quistes multiples; 3) la DM dependiente de insulina puede
ocurrir en combinacion con auto-anticuerpos hacia los islotes pancreatico; 4) la DM puede
ocurrir en individuos con una historia familiar de diabetes o resistencia a insulina, lo cual
puede dar inicio a la enfermedad de VHL; 5) hay una posibilidad de desarrollar diabetes
después del uso de analogos de somatostatina, con una tasa de incidencia de
aproximadamente 5%. A pesar de las lesiones pancreaticas severas observadas en los
casos reportados, existe alguna funcidn pancreatica residual que puede tener la habilidad
compensatoria del tejido pancreatico. Los niveles de glucosa sanguinea pueden ser
efectivamente controlados usando un régimen simple de insulina combinada con
medicaciones orales (6).

3. Lasenal VHL/HIF en ulcera diabética

La DM es una enfermedad crénica, caracterizada por altas cantidades de azlcar en
sangre, causada por la inestabilidad metabdlica del cuerpo para producir o usar




apropiadamente la insulina. Un mal manejo de la diabetes puede causar dafio a los tejidos
y 6rganos, tales como el rifidn, el corazon y los nervios. La Ulcera diabética en el pie (UDP)
es otra causa comun por el mal control de la glucosa sanguinea de los diabéticos. El UDP
en los pacientes con diabetes frecuentemente tienen dificultades en la reparacion de la
ulcera y son susceptibles a infecciones, conduciendo a un riesgo incrementado de
amputacion del pie. El UDP es una de las complicaciones mas comunes de los diabéticos,
con una tasa alta de mortalidad y de morbilidad, debido a una reducida circulacién
sanguinea y una neuropatia diabética (7). Aproximadamente el 19-34 % de la gente con
diabetes desarrollan UDP, y en algunos casos cuando la tlcera es tratada exitosamente,
aproximadamente el 40% recaen dentro de 1 afio, cercanamente el 60% dentro de 3 afios
y el 65% dentro de 5 afios; el tratamiento de la UDP es complicado y un gran reto. Asi la
UDP es un serio problema de salud.

La ulcera en los pacientes diabéticos llega a recuperarse y sanar muy lentamente.
En algunos casos, la ulcera no llega a sanar completamente, y la situacién puede llegar a
ser complicada cuando la ulcera se infecta. El tratamiento sobre el UDP es aun insatisfecho
y la razén importante es que la patogénesis de la diabetes es actualmente no definida con
detalle. Acorde a estudios de investigacidn, la estabilizacion de HIF-1alpha es un factor
critico en el mejoramiento del proceso de cicatrizacion de las tlceras diabéticas y existen
enfoques de tratamiento con base a HIF-1alfa que a continuacidn se mencionan.

3.1. Desregulacion de la ruta HIF-1alfa en la ulcera diabética

Como se menciond en el capitulo de piel, HIF-1alfa participa en la cicatrizacidn de las
heridas. La ruta de sefializacion de HIF-1alfa es inducido en respuesta a los niveles de
oxigeno reducido, conduciendo a la homeostasis hipdxico. Por el contrario, en la ulcera
diabética, aunque el tejido esta en condiciones de hipoxia, la ruta de sefializacion de HIF-
lalfa esta inhibida, conduciendo a una respuesta adaptativa errdnea hacia la hipoxia y asi
a una desaceleracion del proceso de cicatrizacion (8). Un gran nimero de estudios han
mostrado que HIF-1alfa esta afectado por la hiperglicemia bajo condiciones hipdxica
diabética (9-10). Aunque el mecanismo especifico de HIF-1alfa en UDP se desconoce, la
regulacion negativa de HIF-1alfa por la hiperglicemia es a través de los siguientes

mecanismos.

3.1.1. La hiperglicemia promueve la degradacion de HIF-1alfa por PHD-VHL

La célula beta en condiciones de hipoxia y alta concentracion de glucosa
(hiperglicemia) promueve la hidroxilacion de HIF-1alfa en su dominio ODD de forma




dependiente de la enzima prolil-hidroxilasa PHD, esto provoca la inhibicion de HIF-1alfa y
por consiguiente la unién a pVHL para el marcaje de su degradacién al proteasoma (11).
Catrina y cols encontraron que la hiperglicemia afecta la estabilizacion de HIF-1alfa
inclusive en condicion de hipoxia. Esto se observd en células expuestas a alta glucosa en
condiciones de hipoxia donde fueron tratados con un inhibidor de proteasoma (MG132) el
cual provoca que el nivel de HIF-1alfa no se alterd, en el caso contrario, cuando las células
no fueron expuestas al inhibidor MG132 hubo una degradacién de HIF-1alfa; lo cual indica
que la degradacion de HIF-1alfa es dependiente de la enzima PHD y pVHL por las
condiciones de hiperglicemia (Figura 2) (11).
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Figura 2. Ulcera diabética. En la tlcera diabética la hiperglicemia provoca la activacién de la prolil-hidroxilasa
(PHD) para hidroxilar HIF-1alfa. La E3 ubiquitina ligasa VHL reconoce a HIF-1alfa hidroxilado para
ubiquitinarla y degradarlo. La degradacion de HIF-1alfa evita la transcripcion de genes que son importantes
en la resolucién de la tlcera diabética como aquellos que codifican a la eritropoyetina (APO), el factor de
crecimiento endotelial (VEGF) y el transportador de glucosa 1 (GLUT1). El uso de inhibidores de pVHL puede
ser una alternativa para la resoluciéon de la dlcera diabética por la estabilidad de HIF-1alfa.




3.1.2. Agregacion de MGO en el estado de alta glucosa inhibe la expresion de HIF-
lalfa

La hiperglicemia conduce hacia una acumulacion intracelular del compuesto
metilglioxal (MGO), un compuesto oxoaldehido altamente reactivo formado como un
producto de la ruta de la glucolisis. El MGO causa inflamacidn y retraso en la cicatrizacion
de la ulcera diabética. El mecanismo detras de esto es porque el MGO modifica a HIF-1alfa
de forma postraduccional provocando una reduccidn en la funcion de HIF-1alfa. Esta
reduccion de la actividad de HIF-1alfa es independiente de la ruta de degradacion de HIF-
lalfa por PHD-VHL. Bento y cols descubrieron una ruta nueva para la degradacion de HIF-
lalfa por MGO, esta consiste en que la hiperglicemia induce la acumulacién de MGO y
como consecuencia una modificacion de HIF-1alfa, esta modificacion contribuye a
incrementar la union con las chaperonas moleculares Hsp40 y Hsp70. El HIF-1alfa unido a
las chaperonas recluta a la E3 ubiquitina ligasa dependiente de chaperona, conduciendo a
la ubiquitinacion y degradacién dependiente del proteasoma. Este mecanismo es
totalmente independiente del reclutamiento de pVHL y no requiere hidroxilacion mediada
por PHD de HIF-1alfa (12).

Otro mecanismo de la MGO es la inhibicion de la activacion transcripcional de HIF-
lalfa. Este mecanismo es debido a que la modificacion de HIF-1alfa por el MGO evita la
dimerizacion de HIF-1alfa con HIF-1beta, y esto inhibe la unién hacia el promotor de los
genes blancos. Adicionalmente, MGO reduce la unién del coactivador p300 a HIF-1alfa
resultando en una reduccién de la actividad transcripcional. El efecto regulatorio negativo
de la hiperglicemia no solamente esta restringido a |a estabilidad de HIF-1alfa, también
altera la actividad de los dominios de transactivacion NTAD y CTAD de HIF-1alfa, que son
esenciales para la funcién HIF.

3.1.3. Daiio de HIF-1 conduce a una baja regulacion de sus genes blanco

La hiperglicemia conduce a una regulacion negativa sobre los genes blancos de HIF-
lalfa que son esenciales para la reparacion de heridas, tales como HSP-90, VEGF-A, VEGF-
R1, SDF-1y SCF. En pacientes diabéticos con tejido isquémico, la hiperglicemia causa un
decremento en la actividad transcripcional de HIF-1alfa, provocando una reduccién en la
produccién de VEGF en respuesta a hipoxia. La inhibicion de la angiogénesis por VEGF
resulta en el retardo o no reparacion de la ulcera diabética cronica (13). Ademas, la
inhibicién de HIF-1 dependiente de PHD-VHL por alta glucosa ha mostrado a contribuir en
la sobre produccidn de especies oxigeno reactivas (ROS) de tipo mitocondrial en la
diabetes. Las ROS dispara una cascada compleja de eventos moleculares que conduce a
apoptosis y directamente induce dafio endotelial. Las células progenitoras de endotelio




son esenciales en la angiogénesis y en la reparacién de heridas, sin embargo, se ha visto
que estas células estan reducidas en cantidad en la diabetes. Gallaghery cols
establecieron un modelo de diabetes murina y encontraron que las células epiteliales y
miofibroblastos en el tejido de la herida de piel expresan muy bajo nivel de SDF-1alfa, que
es una quimiocina que media el reclutamiento de células epiteliales durante la isquemia.
Ademas, demostraron que la célula epitelial tiene un comportamiento erréneo en
pacientes diabéticos y esto es debido al reducido nivel de SDF-1alfa (14). La disminucion
en la expresion de genes blancos de HIF-1alfa puede causar dafio a la célula endotelial
vascular y obstaculizar la formacidn de un nuevo vaso sanguineo, retardando el proceso de
reparacion de heridas.

3.1.4. Inhibidores de la pVHL

Una estrategia para activar a HIF en la tlcera diabética es el uso de inhibidores contra
PHD o pVHL. En el caso de inhibidores contra la pVHL, estos tienen una mas alta actividad
y selectividad, y estos inhibidores representan una alternativa atractiva para estabilizar
HIF-1alfa. El inhibidor de la pVHL provoca que esta proteina no funcione y por lo tanto
evita su ubiquitinacion de HIF-1alfa y su degradacion por el proteasoma (Figura 2). Un
potente y selectivo inhibidor de la pVHL es el VH298, este inhibidor induce el bloqueo de
la pVHL y por lo tanto evita la interaccién con HIF-1alfa hidroxilado. El inhibidor VH298
interacciona con la pVHL con alta afinidad y especificidad, haciendo que la pVHL pierda su
funcidn. La inhibicidon de la pVHL resulta en una acumulacién de HIF-1alfa hidroxilado en
varias lineas celulares, y como consecuencia, hay una sobre regulacion de los genes
blancos de HIF (15). Por lo tanto, el desarrollo de inhibidores altamente activos y selectivos
para la pVHL podria ser una opcidon prometedora para estabilizar a HIF y mejorar el
tratamiento de las Ulceras diabéticas.

4. Funcion de la célula beta pancredtica en la diabetes

La funcion principal de la célula beta pancreatica es la produccidn de insulina y es
clave en la homeostasis de la glucosa en el cuerpo, por lo tanto, una disfuncion de esta
célula contribuye significativamente a la DM. Usando un modelo de ratén “Knock-out” al
gen vhlh, se observo que la ausencia de la pVHL causa un deterioro en la expresion de los
genes candnicos para la funcion normal de la célula beta, en cambio existe un disparo en
la expresion no convencional de una célula beta diferenciada de factores de transcripcion
que participan en la célula progenitora, es decir en el proceso de diferenciacion hacia
célula beta, estos factores de diferenciacion son Notch, Wnt y Hedgehog, asi como




también del factor de transcripcion Sox9. Todos estos factores de diferenciaciéon son
normalmente excluidos o no presentes en una célula beta diferenciada madura funcional.
Sox9 juega un papel importante durante el desarrollo del 6rgano del pancreas y también
en el proceso de diferenciaciéon hacia una célula beta adulta, después de la diferenciacién
del pancreas o de la célula beta la expresion de Sox9 se apaga, lo cual indica que es un
marcador de diferenciacién celular. El estudio del raton con eliminacién del gen vhih
sugiere fuertemente que la célula beta pierde su funcién de producir insulina debido a que
la célula entra en un retroceso en el estado celular donde una célula diferenciada pasa a
una célula des-diferenciada. Se ha observado que la expresién ectdpica de Sox9
especificamente en la célula beta puede generar DM (16). Este hallazgo revela que el
estado de diferenciacion de la célula beta impacta sobre el desarrollo de la DM (Figura 3).
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Figura 3. La pVHL participa enla funcién de la célula beta pancredtica. El ratdon diabético produce baja
insulina y es debido a que las células beta estan en estado de des-diferenciacién (retroceso). En el ratén
knock-out en Vhih, las células beta expresan marcadores de no diferenciacion principalmente por la proteina
Sox9 v la célula no produce insulina. La célula beta pancreatica obtenida del raton knock-out en Vhih al ser
introducida la pVHL provoca inhibicion de Sox9 y una produccidon de insulina normal, ademas existe un
bloqueo del estado de des-diferenciacion celular por la pérdida de la expresion de marcadores de no
diferenciacion.

El concepto de la célula beta alterada o des-diferenciada, como una causa de DM
esta ganando terreno. La des-diferenciacion de la célula beta es una consecuencia de la
glucotoxicidad y en el modelo de ratdn con eliminacion del gen vhlh se cree que ocurre




como un evento secundario a la resistencia a la insulina. En el mismo modelo de ratén
“knock-out” se observa la activacién de la ruta de sefializacion Hedgehog (Hh) en la célula
beta donde esta sefializacion también contribuye a una des-diferenciacién celular,
conduciendo a una intolerancia a la glucosa (17).

Sox9 tiene una funcién importante durante la organogénesis del pancreas y es un
marcador de la poblacién progenitora multipotencial para dar origen a la formacion del
organo pancreatico (18). Sin embargo, no es claro como ocurre el apagado de este factor
de transcripcion en la célula beta diferenciada adulta. Por otro lado, se ha reportado que la
célula beta bajo hipoxia tiene la habilidad a des-diferenciarse en célula no-beta causando
una perturbacién en la homeostasis de la glucosa. La célula beta tiene un mecanismo
sensor del oxigeno reducido para adaptarse y responder por la ruta VHL/HIF. Un ratdn sin
el gen vhih presentd los islotes poblados con células que expresan insulina en un nivel muy
bajo, asi como también presentan una reduccién de la expresion de Pdx-1, MafA, Nkx6.1,
NeuroD1 vy Glut-2 (proteinas involucradas en el proceso de diferenciacion de la célula
beta), lo cual sugiere que las células beta pierden la identidad y la funcién de esta célula.
La eliminacidn del gen vhih en la célula beta provoca una sobre expresion de Sox9, el cual
Sox9 no debe de estar presente en la célula diferenciada. La restauracion de la expresion
de la pVHL en la célula beta knock-out al gen vhlh provoca una disminucion de la Sox9 y
presenta un comportamiento de célula beta normal con produccion de insulina. Estos
resultados indican que Sox9 puede conducir a la perturbacion de la identidad de las
células beta y la pVHL podria tener un efecto de regulacion negativa sobre Sox9 para poder
controlar la des-diferenciacién celular (Figura 3) (16). La conclusion principal es que las
células beta maduras pueden sufrir un proceso sostenido de des-diferenciacion que
resulta en la pérdida del control de la glucosa y en este proceso la pVHL puede tener un
papel importante.

5. Modelos de ratén VHL en la diabetes

La asociacion entre la diabetes y la pVHL fue encontrado en recientes estudios
hechos con ratdn, donde Gnicamente la eliminacidn el gen supresor de tumor vhilh en la
célula beta del pancreas, el ratdn presenta una errdnea tolerancia a la glucosa (19), el cual
indica el deterioro de la funcidn de la célula beta pancreatica y esto podria estar
relacionado con la diabetes. A continuacidon, se menciona las diferentes evidencias de la
asociacion de la pVHL con la diabetes en los modelos de ratén.

En ratones, la inactivacion total del gen vhl/h resulta en una letalidad en la mitad de
la gestacion (20) por lo que indica que pVHL es una proteina vital. Una alternativa para el

estudio de la pVHL es el uso de ratones con alelo condicional e inducida, esta técnica




provee un enfoque potencial para investigar el papel de esta proteina en la funciény
desarrollo de drganos especificos. La inactivacidn condicional e inducida del gen vhlh ha
sido exitoso para algunos organos como rifién, higado y hueso y la inactivacion del gen en
estos estudios han demostrado que la pVHL en el ratén juega un papel fundamental en la
sobrevivencia, proliferacién y diferenciacion de muchos tipos de célula. Por ejemplo, la
inactivacion especifica del gen vhlh en células de rifidn resulta en el desarrollo de
cavidades rellenas de sangre que asemejan tipicamente a la hemangioblastoma visto en
los pacientes humanos con enfermedad de VHL (21). La eliminacidn especifica del gen vhih
en el higado da origen a la esteatosis dentro del higado, posiblemente debido a
alteraciones en la maquinaria glucolitica dentro del érgano (22).

En este sentido, el estudio de los ratones VHL-/- en las células betay la
determinacion de glucosa en sangre ha sido hecho. Los ratones VHL-/- en las células beta
tuvieron un comportamiento de alimentacién normal y en ayuno los niveles de glucosa
sanguinea fueron normales. Para mas vigorosidad de la prueba funcional, |a respuesta del
raton hacia un reto de glucosa presento una tolerancia a la glucosa alterada. Estos ratones
mutantes alcanzaron la normalidad de la glicemia hasta las 3 h después del reto de
glucosa. Interesantemente, el fenotipo de intolerancia a la glucosa se desarrolld a 6-8
semanas. Asi, la funcién de pVHL en la célula beta pancreatica adulta afecta la homeostasis

de glucosa en el ratén (Figura 4) (23).
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Figura 4. La pVHL en la diabetes. Un raton knock-out en el gen vhih inducido por tamoxifeno provoca una
intolerancia a la glucosa cuando se suministra una toma de glucosa al ratén (glucosa postprandial). El islote




del raton morfolégicamente es normal, pero existe un aumento de expresidn del transportador de glucosa
Glutl vy una baja expresion de Glut2. En la célula beta proveniente del ratdn knock-out en el gen vhih existe
un incremento de HIF-1alfa que provoca un blogueo en la expresion de insulina (baja produccién de esta
hormona), ademas la célula beta tiene afectado la glucolisis y el transporte de glucosa.

El analisis histolégico del tejido pancreatico de los ratones con pérdida de la
funcidn de la pVHL no revel6 algin cambio morfolégico, sin embargo, los islotes se
observaron con un aumento dramatico en los vasos sanguineos y alta expresion de VEGF.
Los marcadores del desarrollo del pancreas no se observaron alterados, lo cual indica que
la pVHL no es esencial para la formacion de islotes y diferenciacion celular del pancreas
(23). Con respecto a la insulina, los ratones VHL -/- presentaron una disminucion
significante de la insulina circulante después de 30 minutos del reto de glucosa, lo mismo
se observd cuando la célula beta pancreatica fue aislada desde los ratones mutantes y al
ser tratados con glucosa en condiciones in vitro. El resultado indica que la pérdida de la
pVHL en la célula beta pancreatica genera a una severa inhabilidad para secretar insulina
en respuesta a un estado de concentracién elevada de glucosa. El analisis metabdlico de
estas células mostré un metabolismo de la glucosa alterada; la expresion de genes de
algunas enzimas involucradas en el metabolismo de glucosa fue significativamente
elevado. Ademas, se observé un incremento en la expresion de Glut-1 en los islotes beta
pancreaticos deficientes del gen vhlh, pero una disminucion de Glut2, el cual es el
transportador que capacita la facilidad del transporte de glucosa dentro de la célula. La
pérdida de la pVHL en la célula beta pancratica parece tener un efecto de alterar la
maquinaria celular tanto para el sistema sensor de glucosa, como el metabdlico (23). Estos
resultados demuestran de cémo la pérdida de la pVHL afecta la secrecién de insulina, lo
cual correlaciona con otro trabajo donde se demostré que la condicién de hipoxia provoca
defectos en la secrecién de insulina (24). La inactivacién de la pVHL, estabiliza a HIF-1alfa
mimetizando ciertos aspectos de la respuesta celular a hipoxia que provoca la expresion
de los genes blancos canénicos de HIF (Figura 4).

Otros trabajos han observado algunos defectos en la sefializacion celular debido a
hipoxia como una posible causa al desarrollo de la diabetes. Por ejemplo, una sobre
regulacion de genes relacionados a hipoxia ha sido observado en ratas pre-diabéticas y
diabéticas (25). Recientes estudios sugieren que la inhibicidn de la respuesta hipodxica
también afecta la funcidn de la célula beta pancreatica. Se ha observado que en los islotes
obtenidos de pacientes diabéticos tipo 2 se presenta una fuerte disminucion en la
actividad de HIF-1beta, esto sugiere que hay una asociacion entre los genes de hipoxia y
una disfuncidn de las células beta pancreatica (26). Ademas, los autores mostraron que
una célula beta de pancreas con “knock-out” especifico a HIF-1beta conduce a una




tolerancia de glucosa anormal y los cambios genéticos en los islotes correlacionan con
aquellos encontrados en los islotes desde pacientes diabéticos (26). Todo lo anterior indica
que posiblemente una desregulacién de la ruta glucolitica (ya sea a la baja o alta) afecta la
funcidn de la célula beta pancreatica.

Cuando se genero un ratén carente del gen vhilh especificamente en la célula beta
pancreatica y se compard con otro raton carente del gen vhi/h pero en todo el érgano del
pancreas se observé que ambas cepas de ratones desarrollaron intolerancia a la glucosa
con afectacidn en la secrecion de insulina. Ademas, se observd que en ambos ratones
estaba alterado la expresion de genes involucrados en la funcién de la célula beta,
incluyendo aquellos involucrados en el transporte de glucosa y glucolisis. También se
detectd que la homeostasis anormal de la glucosa fue dependiente de la sobre regulacion
de la expresion de HIF-1alfa, ya que los ratones con doble deleciéon en el gen hif-1alfa y
vhih en células beta restablece la liberacién de insulina dependiente de glucosa. Acorde
con esto, se ha reportado que la expresién de HIF-1alfa activado en una linea celular de
células beta de ratén afecta considerablemente la liberacidn de insulina dependiente de
glucosa. Estos datos sugieren que el mecanismo sensor de oxigeno VHL/HIF juega un papel
critico en la homeostasis de la glucosa y que la activacidn de esta ruta en respuesta a una
disminucién de la oxigenacidn de los islotes puede contribuir a la disfuncién de las células
beta (19, 27). En el caso del modelo de rata con diabetes, se ha observado que los genes
de respuesta a hipoxia estan sobre regulados en los islotes pre-diabéticos de ratas Zucker y
diabéticos Goto-Kakizaki (28), asi como también un incremento en HIF-1alfa, que soporta

la idea de la sefializaciéon VHL/HIF.

Aunque los estudios han sido enfocados en la célula beta, no se conoce la funcion
de los otros tipos de células del pancreas (por ejemplo, la célula alfa productora de
glucagdn) en la regulacion de la glucosa. El raton con pérdida del gen vhih en todo el
pancreas presento intolerancia a la glucosa, similar a aquellos ratones con delecion del gen
vhih solamente en las células beta. Cuando se elimino el gen vhlh en el pancreas de otras
cepas de ratones se observé que algunos presentaron muerte neonatal y en otras cepas se
observo que las células pancreaticas mueren perinatalmente debido a hipoglucemia
severa, lo cual parece que es debido a un defecto en la secrecién de glucagén (la hormona
encargada en inducir la sintesis de glucosa). En estudios hechos con células de ratén, la
célula productora de glucagdn (célula alfa) cultivada bajo una condicién de hipoxia falla en
secretar glucagon en respuesta a niveles de glucosa reducida. Estos resultados sugieren un

papel mas general de la ruta VHL/HIF en la funcién endocrina.

Reforzando lo antes mencionado, |la hipoglucemia esta relacionada en el ratén
deficiente en el gen vhlh pero especifica en las células endocrinas (células alfa) lo cual
provoca una muerte temprana (embrionaria), mientras que el ratén con pérdida del gen




vhih en el compartimento de las células exocrinas (células beta) sobreviven a la adultez
con altos niveles de glucosa. Ratones con hipoglucemia presentan una disminuida
liberacion de insulina en respuesta a la glucosa elevada. La respuesta a glucagén es
significativamente errénea en ambos estadios in vivo (niveles de glucagon circulante) asi
como también en un ensayo de secrecion in vitro en los islotes aislados. También se
observo que la hipoxia provoca un defecto en la secrecién de glucagén en una linea celular
que expresa normalmente glucagdn en cultivo. Estos resultados revelan un papel nuevo
para la ruta hipoxia/HIF en la secrecién de hormona en los islotes y el mantenimiento del
balance fino que permite para establecer los niveles normales de glicemia (29). Por otro
lado, un estudio preliminar reportd el perfil de expresion de genes de los islotes de
pacientes con diabetes tipo 2 humano, donde se encontrd una disminucidn significante en
la expresion de la subunidad HIF-1beta (30).

5.1. VHL en las alteraciones diabéticas murina

Los islotes del raton “knock out” para pVHL muestran una expresion elevada de
VEGF y un incremento en la vasculatura, lo cual indica el desencadenamiento de una
angiogénesis. Dado que la eritropoyetina (EPO) es un gen blanco de la ruta HIF, y esta
molécula no es expresado en forma normal en los islotes, en un trabajo se experimentd si
la adicion de EPO recombinante huma podria sobre llevar los defectos de la célula beta
con pérdida de la pVHL. Se observé una mejoria en la tolerancia a la glucosa y
restablecimiento de la expresion de Glut2 en la célula beta deficiente de la pVHL en
respuesta hacia la EPO recombinante. Esto indica un papel critico para la pVHLen la
funcidn de la célula beta, y que la administracion de EPO mejora la funcidn de la célula
beta haciéndolo una estrategia potencial para el tratamiento de la diabetes (31).

Por otro lado, el hueso tiene un aporte importante en el metabolismo del humano,
por ejemplo, la osteocalcina producida por las células de osteoblasto juega un papel critico
para promover la proliferacion de células beta pancreaticas, la estimulacion de la secrecion
de insulina, el incremento a la sensibilidad de insulina y la regulaciéon de la fertilidad del
hombre masculino. Los osteocitos pueden regular el fosforo y el metabolismo de grasa
circulante por la secrecion del factor de crecimiento fibroblastico y la esclerostina. Asi, una
desregulacién de la homeostasis del hueso puede conducir a una disfuncion regulatoria
sistémica, ya que, si se eliminan los osteoblastos del hueso, se puede generar severas
anormalidades hematopoyéticas, regulacion inmune anormal y hasta una disrupcién en el
metabolismo de la glucosa.




Las células del hueso, especialmente los osteoblastos, son células sensoras del
oxigeno que crecen y se diferencian bajo condiciones de concentracion baja de oxigeno.
Por lo tanto, VHL, HIF-1alfa son expresados en los osteoblastos. Un estudio preliminar
mostré que la activaciéon de la ruta HIF-1alfa en el hueso incrementa la toma de la glucosa
por los osteoblastos, el cual reduce los niveles de glucosa en sangre (32). La inactivacion
de HIF-1alfa en los osteoblastos significativamente reduce el volumen del hueso
trabecular, baja la tasa de formacién de hueso y modifica la arquitectura del hueso
cortical. En el caso contrario cuando aumenta la actividad de HIF-1alfa por la delecidn de la
pVHL, se incrementa la masa del hueso ya que se regula mejor la formacidn de hueso
osteoblastico y resorcién del hueso por los osteoclastos. Ademas, el aumento de la
activacion de HIF-1alfa por la delecidon del gen vhl/, incrementa el nivel de glucosa, la ruta
de la glucolisis y la utilizacién de glucosa en el hueso, el cual conduce a un incremento
general en la toma de glucosa a partir de la circulacidon sanguinea por el sistema
esquelético y esto esta correlacionado con los niveles de glucosa sanguinea reducida (32).

Ademas, se ha visto que al incrementar la masa del hueso y reducir los niveles de
glucosa sanguinea por la activacion de la ruta HIF-1alfa, parcialmente alivia los sintomas
de la diabetes mellitus tipo 1 inducida por estreptozotocina (T1DM) y este proceso es
llevado a cabo por la condicién de hipoxia en el osteoblasto que activa la ruta HIF-1alfa-

Reglligamam en el esqueleto (33).

La enfermedad del rifién diabético es la causa principal del estado final de la
funcion renal. La hipoxia juega un papel en el desarrollo y progresién del rifién diabético.
Un modelo de ratén con eliminacién del gen vhih en combinacién con diabetes tipo |
inducido por estreptozotocina fue realizado y comparado con un ratén diabético control
(sin pérdida del gen vhih). El raton con delecion en el gen vhih presento alteraciones
morfoldgicas y metabdlicas en el glomérulo y en la parte tubular y el cambio mas
significativo de alteracion fue la tasa de consumo de oxigeno celular y la inhibicion de
autofagia comparado con el ratén control. La estabilizacion de HIF-1alfa en el ratén con
delecién del gen vhlh provocéd una modificacidn de histonas y remodelamiento de la
cromatina. Estos datos demuestran que la estabilizacion de HIF-1alfa esta asociado con el

dafio temprano al rifién y que la hipoxia es importante para el inicio de la DM tipo 1 (34).

Por ultimo, la retinopatia diabética es otra alteracidn importante en la diabetes. Un
modelo de ratén con retinopatia diabética fue generado para estudiar la sefializaciéon VHL-
HIF-alfa. El resultado mostré una elevada expresion de miR-135b-5p y HIF-1alfa, y una baja
expresion de la pVHL. Cuando se indujo una baja expresién de miR-135b-3p se observo
sobre expresion de la pVHL lo cual provocé una errénea hiperplasia vascular, inflamacion y
apoptosis y una disminucion en la expresion de HIF-1alfa en la retinopatia diabética
murina. Esto indica que microRNA miR-135b-3p inhibe la funcién de la pVHL y cuando la




pVHL es inhibido su funcion provoca la estabilidad de HIF-1alfa y proliferacién celular
endotelial y angiogénesis lo cual es posiblemente el problema de la retinopatia diabética

murina (35).

En conclusidn, estas evidencias demuestran que la pVHL esta asociada con la DM y
una terapia usando la pVHL podria ayudar a normalizar el metabolismo de la glucosa en la
DM. En un estudio preliminar en nuestro grupo de trabajo se ha encontrado que los
ratones diabéticos tipo 2 inducidos con una dieta hipercalérica al ser introducidos en el
pancreas un adenovirus que expresa el gen vhl resulta en el restablecimiento de la
glicemia sanguinea. Esta posible terapia de la pVHL contra la DM puede ser prometedora y
aliviar las complicaciones de los diferentes 6rganos por la alta glucosa sanguinea. Es vital
que experimentos sean realizados con este objetivo terapéutico para reducir la epidemia
de la DM.
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Capitulo VIII

VHL en la articulacion y hueso

1. Laarticulacion

La articulacidn tiene la funcién de unir los huesos para facilitar el movimiento
mecanico, proporciona elasticidad y plasticidad al cuerpo. Existen articulaciones maviles
como los brazos, la cadera, y otros son de tipo no mavil como los huesos del craneo.

En el cuerpo humano se tienen varios tipos de huesos y éstos se enlazan por la
articulacién, por lo cual existen diferentes tipos de articulaciones, sin embargo, uno de los
mas importante es la articulacion sinovial y la articulacion interfalangica de mano y pie,
debido a que esta articulacidn sinovial tiene alta movilidad y esta constituido por una
cavidad llena de liquido sinovial la cual esta recubierta por la membrana sinovial. La punta
o parte final del hueso esta cubierta de cartilago articular. Con la finalidad de reforzar la
articulacion una céapsula articular fibrosa recubre todo el conjunto de la articulacion.

El liquido sinovial esta anatémicamente en el interior de la capsula articular, en el
espacio que existe entre los huesos. Es un liquido lubricante que tiene la funcién de nutrir
el cartilago, ademas evita el roce de las superficies articulares para facilitar el movimiento.
Este liquido es producido por la membrana sinovial y esta constituido de acido hialurénico
y mucina principalmente. La membrana sinovial recubre la superficie interna de la
articulacion, esta formada de varios tipos de células como los sinoviocitos de tipo A que
son muy similares a macréfagos con funcidn de limpiar los restos metabdlicos y los
sinoviocitos de tipo B que sintetizan el acido hialurénico y la mucina.

El cartilago recubre la superficie final de los huesos para proporcionar
amortiguacidn de la carga y deslizamiento de las superficies articulares. El cartilago no
tiene vasos sanguineos y la nutricidn de éste es por medio de difusion que proviene del
liquido sinovial. El cartilago esta constituido por la célula del condrocito que esta
embebido en la matriz extracelular y la funcién es producir diferentes tipos de colagenoy
proteoglicanos que son los componentes principales de la matriz extracelular. La capacidad
de regeneracion del condrocito y a la vez del cartilago es escasa cuando existe un dafio.




Las articulaciones puedggssufrir diferentes dafios y provocar inflamacién que es
considerado como una artritis. [a forma mas comun de artritis y afecta a millones de
personas en todo el mundo es la osteoartritis que se produce cuando el cartilago se
degasta con el tiempo. En este capitulo hablaremos sobre la relacién que existe entre la
pVHLYy la articulacion.

2. Relacién Artritis con la enfermedad de VHL

Dentro de los diferentes tipos de artritis un miembro de ellas es la artritis idiopatica
juvenil que es una inflamacidn articular presente en los nifios menores de 16 afios con
presencia de dolor y rigidez articular persistente. La artritis idiopatica juvenil oligoarticular
es el subgrupo clinico mas prevalente de este tipo de artritis, el cual involucra al menos 5
articulaciones dafiadas. La artritis idiopatica juvenil tiene un estimado anual de incidencia
de 5-20 casos por 100,000 nifios. La edad pico de inicio es de 1 a 3 afios y el sexo femenino
esta mas afectada por un nivel de dos veces de riesgo comparado con el sexo masculino. El
tratamiento involucra glucocorticoides intra-articular, drogas anti-inflamatorias no
esteroidales y drogas anti-reumaticos como el metrotrexate. Los agentes bioldgicos
(ejemplo infliximab) son usualmente reservados para aquellos casos de nifios con uveitis o
involucramiento de articulaciones extensivas (1).

Hay muy pocos reportes de pacientes con enfermedad de VHL y concomitante con
enfermedad autoinmune. En un trabajo se describe el primer caso reportado de artritis
inflamatoria en una nifia de 19 meses de edad con enfermedad de VHL. La nifia de 19
meses mostrd, en imagenes de radiografia, una fractura supracondilar tipo 1 no
desplazado. El artrograma (equipo que determina articulaciones) reveld no fracturas,
cuerpos sueltos o inestabilidad del codo, sin embargo, después de tres meses mostré una
efusion de la articulacion con proliferacion sinovial de artritis inflamatoria. La aspiracion de
la articulacién mostro fluido sinovial inflamatorio principalmente con linfocitos y no
presencia de cristales; este diagndstico fue clasificado como una artritis idiopatica juvenil.
El tratamiento fue con metotrexate. Su historia familiar manifesté parientes con
enfermedad de VHL, los miembros familiares con la enfermedad de VHL no mostraron
historia de artritis inflamatoria o enfermedad autoinmune. El analisis genético mostré que
la paciente tiene las mutaciones comunes descritas como patogénicas del gen vhl/
(c.448_449del; p.Asn150Tyrfs*23) el cual confirma su diagndstico de enfermedad de VHL

(1).

Este caso clinico presentado es el primero que demuestra una asociaciéon entre la
artritis inflamatoria y la enfermedad de VHL en una nifia. Esto puede indicar una
coincidencia, sin embargo, por la mutacién patoldgica de VHL hace pensar que la




enfermedad de VHL contribuye al desarrollo de la artritis inflamatoria. Basado sobre la
incidencia de artritis juvenil idiopatica en mujeres de 5 afios de edad (12.2 por 100,000) y
la incidencia de la enfermedad de VHL (1 por 36,000), la probabilidad que esta relacion
entre las dos enfermedades ocurra es de aproximadamente uno en 300 millones, en este
sentido puede parecer a una coincidencia, pero la posibilidad es extremadamente baja,

pero no es nulo (2).

El mecanismo pato-fisioldgico posible puede ser atribuible a una sobre produccién
de especies reactivas de oxigeno (ERO) que provoca una desregulacién de la ruta de
sefializacion del factor de transcripcion NF-kB y una angiogénesis patogénica en el cual
estos eventos podria vincularse a la pVHL como una de la causa de la artritis inflamatoria

en nifios (1).

Con respecto a ERO, éstos son radicales libres derivados del oxigeno que se
producen endoégenamente en la mitocondria y juegan un papel esencial en el estrés
oxidativo. ERO son productos naturales del metabolismo energético y la acumulacion de
éstos puede causar un dafio celular. ERO también induce efectos tumorigénicos tales como
incremento en la proliferacion celular y metastasis. ERO juega un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad de VHL. En las células que carecen de pVHL, el HIF-lalfaes
relativamente activo a los cambios en oxigeno, esta proteina activa genes blanco inducible
por hipoxia hasta en condiciones de un nivel de oxigeno normal. Adicionalmente pacientes
con la enfermedad de VHL muestran una baja regulacion en las enzimas antioxidantes que
son claves en la homeostasis de ERO por el cual provoca una acumulacion de estos
radicales. Por otro lado, el papel de ERO en la artritis inflamatoria ha sido estudiado,
Lipinska y cols, mostraron que una falta del balance entre la produccién de ERO y su
neutralizacion conduce a un estado de estrés oxidativo; los nifios con artritis idiopatica
juvenil tienen altas concentraciones de 0xido nitrico (un medidor de estrés oxidativo) en
suero, esto sugiere que la sobre produccion de 6xido nitrico esta involucrado en la
patogénesis de artritis inflamatoria en nifios (3). Por otro lado, HIF-1alfa es el blanco
terapéutico para tratar el carcinoma de célula renal (CCR) en los pacientes con enfermedad
de VHL, muchos estudios muestran que HIF-1alfa también juega un papel clave en la
patogénesis de la artritis inflamatoria por la induccion de la produccion de citocinas
inflamatoria y autoanticuerpos (4).

Para el caso del factor de transcripcion NF-kB, se ha visto que aproximadamente el
70% de los pacientes con enfermedad de VHL desarrollan CCR en una edad de 60 afios, y
la ruta de sefializacion del NF-kB ha llegado a ser un blanco excitante para el tratamiento
de CCR en estos pacientes. Estudios han mostrado que la célula proveniente de CCR que
carece de la pVHL funcional tiene significativamente mas alta expresion y actividad de NF-
kB comparada con aquella célula CCR con la pVHL funcional (5). El NF-kB también es
identificado como un regulador clave de la inflamacion en la artritis reumatoide. Hay
evidencias que muestran el papel importante de la activacion de NF-kB en la iniciacion y
perpetuacion de la inflamacion cronica de la artritis inflamatoria (6). De hecho, NF-kB
activo esta presente en el tejido sinovial de pacientes en estado temprano de la inflamacion
articular y también en estado tardio de la enfermedad.




La angiogénesis es el proceso de desarrollo de nuevos vasos sanguineos, el cual es
esencial para el funcionamiento fisioldgico normal, asi como también en los procesos
patologicos como la inflamacion sinovial en la artritis inflamatoria y en la progresion del
tumor en la enfermedad de VHL. En artritis idiopatica juvenil, existe una fuerte correlacion
entre la expresion de VEGF y la actividad inflamatoria en las articulaciones afectadas.
Adicionalmente, niveles altos de VEGF estan presentes en suero de nifios con artritis
inflamatoria y fuertemente correlaciona con la actividad de la enfermedad (7). En la
enfermedad de VHL, la inactivacion de la pVHL conduce a la angiogénesis desregulada por
la activacion de HIF-1alfa el cual sobre regula a VEGF y este VEGF es altamente
expresado en varios de los tumores presentes en esta enfermedad.

Por lo tanto, la sobre produccion de ERO, el sefialamiento de NF-kB activo y la
angiogénesis patogénica juegan papeles importantes en la pato-fisiologia de la enfermedad
de VHL y también en la artritis inflamatoria, esto establece la base de la hipotesis de que si
existe una relacion estrecha entre estas dos enfermedades. La susceptibilidad genética
podria también contribuir a la patogénesis de ambas enfermedades. En este sentido, la
genética de la enfermedad de VHL esta bien establecida; en contraste, la artritis idiopatica
juvenil es poligénica con multiples alelos de antigenos de histocompatibilidad (HLA) y
alrededor de mas de 25 locis de susceptibilidad no asociados a HLA. Por lo tanto, una
asociacion con base a la arquitectura genomica entre estas dos enfermedades es posible que
ocurra.

3. Condrocito y la pYVHL

El condrocito vive en un ambiente libre de vascularizacién por el cual tiene la habilidad
de resistir considerablemente las condiciones de hipoxia dentro del cartilago articular
avascular. El factor transcripcional HIF-1alfa tiene la funcién importante de mantener la
célula en condiciones de hipoxia por la regulacién de genes que participan en la hipoxia.
En el condrocito, HIF-1alfa tiene una funcion importante para su mantenimiento hipdxico.
La inhibicion de esta proteina puede causar dafio en el condrocito y por lo tanto la
progresion de la osteartritis en la articulacién. Con la finalidad de observar la importancia
de HIF-1alfa en la articulacion murina, la inyeccion de un inhibidor de HIF-1alfa (2-
metoxiestradiol) en la articulacién de la rodilla del ratén Balb/C provoca la pérdida de la
funcidén de HIF-1alfa. En la articulacidn del raton con el inhibidor de HIF-1alfa presenta
cambios osteoartriticos como son la formacién de osteofitos, una destruccion progresiva
del cartilago articular durante el paso del tiempo y reacciones inflamatorias (Figura 1). Esto
indica la importancia de HIF-1alfa en el mantenimiento de la integridad del cartilago




articular hipdxico (8).

’ =

Inhibidor HIF-1a

: "'“‘ - o c&lul::nd‘rog‘ -~

Cartilago hueso

Osteoartritis

Articulacion

Figura 1. VHL en la articulacién. En el cartilago del hueso es un ambiente hipdxico, los condrocitos se
adaptan a esta condicidn mediante HIF. El condrocito expresa HIF-1alfa y HIF-2alfa, para el caso de HIF-1alfa
protege la articulacién hacia una osteoartritis, sin embargo, HIF-2alfa tiene el efecto contrario (induce la
osteoartritis) por la induccidn de la expresion de la metaloproteasa 13 (Mmp13) y otros factores. La
aplicacion de un inhibidor especifico para HIF-1alfa provoca la osteoartritis. Ambos HIFs tiene efectos
opuestos y pueden regularse entre ellos, sin embargo, pVHL tiene la funcidn de controlar estos factores, pero
como el condrocito esta en condiciones de hipoxia pVHL no tiene una funcién adecuada.

La actividad de HIF-1alfa en el condrocito para el mantenimiento adecuado del
cartilago sugiere que HIF-1alfa puede ser la causa de enfermedades articulares. Durante el
desarrollo de la osteoartritis en raton muestra una expresion de HIF-1alfa muy baja dando
el indicativo de un elemento clave en el progreso de la osteoartritis (OA). El condrocito en
cultivo celular muestra que HIF-1alfa suprime los genes catabdlicos (involucrados en la
destruccion del cartilago) tales como la metaloproteinasa 13 (Mmp!3) y Hif2a. Por otro
lado, la OA puede ser inducida por cirugia en la articulacion de un raton. Entonces, en un
raton con eliminacion en el gen hifla especificamente en el condrocito y después de la
induccion de OA por cirugia, presenta una exacerbacion del desarrollo de OA, con un
incremento en la expresion de factores catabdlicos (Mmp13 y HIF-2alfa) y activacion
elevada de la sefial del factor de transcripcion NF-kB. La conclusion es que HIF-alfa tiene
una funcién anti-catabodlica en el mantenimiento del cartilago articular a través de la
supresion de la activacion de la sefial de NF-kB (9).

Contrario a la OA, la osificacion endocondrial es un proceso del crecimiento 6seo y
esto consiste que en la parte del cartilago se transforma en hueso donde se incluyen varios
fendmenos como la hipertrofia del condrocito, la degradacion de la matriz del cartilago,
invasion vascular, expresion del colageno tipo X (COL10AL), metaloproteinasa de matriz-
13 (MMP-13) y VEGF que son los elementos centrales de esta transformacion. Se tiene
reportado que el promotor del gen COLI041 (que codifica para el colageno tipo X) tiene




elementos de unién para HIF-2alfa, lo cual indica que HIF-2alfa es el transactivador para la
transcripcion del gen COL10AI; también se ha visto que HIF-2alfa puede potenciar la
actividad promotora de los genes que codifica para las proteinas MMP13 y VEGA. Otros
estudios mencionan que el condrocito cultivado in vitro o en el crecimiento del esqueleto
embrionario del raton, HIF-2alfa es esencial para la osificacion endocondrial, asi de esta
manera indica que HIF-2alfa es un modulador para la generacion de hueso nuevo. Sin
embargo, se ha visto que en la osteoartritis hay una degeneracion de la actividad del
condrocito y de la matriz extracelular de la articulacion, por lo cual se piensa que HIF-2alfa
puede estar involucrado en esta enfermedad. En este sentido, se ha demostrado que la
expresion de HIF-2alfa es mas alta en el cartilago osteoartritico comparado con el cartilago
normal en el raton, asi también esto ocurre en el humano.

Con la finalidad de asociar a HIF2-alfa con la osteoartritis, un grupo de
investigacion generd un raton deficiente en el gen Epas! (gen que codifica a HIF-2alfa) en
el condrocito y observaron que este raton tiene una resistencia hacia el desarrollo de la
osteoartritis, por otro lado, este resultado concuerda con una mutacion tipo polimorfismo de
un solo nucleodtido (SNP) en el gen Epasl de humano que fue asociado con la osteoartritis
de la rodilla en una poblacion de Japon. De esta manera, HIF-2alfa es un transactivador
central para la transcripcion inducida de algunos genes cruciales para la osificacion
endocondrial y puede representar un blanco terapéutico para la osteoartritis. (10). En
conclusion, se puede decir que las proteinas HIFs estan involucrados en la fisiologia del
condrocito, por un lado HIF-1alfa mantiene la funcién del condrocito para la formacion del
cartilago mientras que HIF-2alfa inhibe la actividad de HIF- lalfa, sin embargo, una sobre
activacion de los HIFs lleva a dafio a la estructura del cartilago, por lo tanto es importante
mantener regulados las actividades de los HIFs; para tal caso, la pVHL puede ser el
elemento clave para la regulacion adecuada de la actividad de los HIFs en el condrocito
para una homeostasis del cartilago (Figura 1). De tal manera la pérdida de la pVHL
conlleva a una desregulacion del condrocito mediada por HIFs.

4. Osteoartritis y pVHL

La osteoartritis (OA) es un desorden degenerativo cronico de la articulacion
sinovial, y el tratamiento de OA es muy caro. Actualmente no existen drogas disponibles
para la enfermedad OA vy el principal problema es el pobre entendimiento del mecanismo
patogénico de la OA.

Como se menciond los HIFs son reguladores importantes en el condrocito. Para el
caso de HIF-2alfa, el raton transgénico para Epas! (el gen codificante para HIF-2alfa) en la
célula de condrocito desarrolla destruccion del cartilago de una forma espontanea en la
rodilla, asi como la sobre expresion de HIF-2alfa por una inyeccion intra-articular de un
adenovirus-Epas|1 (10). Por otro lado, el raton con una eliminacion genética heterocigotica
de Epas] es resistente al desarrollo de OA inducido por cirugia en la articulacion de la
rodilla (11). Con respecto a HIF-1alfa, la eliminacion genética de HIF-1alfa en el
condrocito conduce a un efecto de enanismo y un acortamiento bien marcado de las
extremidades del ratéon, ademas de una muerte celular masiva en la articulacion durante el
desarrollo del animal (12). Aunque no hay una evidencia genética para el papel de HIF-
lalfa en el desarrollo de la enfermedad OA, la induccion de OA por inhibicién de la
funcion de HIF-lalfa (2-metoxiestradiol) demuestra la importancia de HIF-1alfa en el




mantenimiento de la homeostasis del cartilago articular. A pesar de que HIF-1 y 2 alfa
tienen una cercania del 50% de homologia en la secuencia de aminoacidos, las proteinas
tienen una funcioén diferente y opuesta en el cartilago. HIF-1alfa es esencial para la
sobrevivencia del condrocito y diferenciacion en el desarrollo de la articulacion, mientras
que HIF-2alfa actia como un factor catabolico en el cartilago ya que promueve la
diferenciacion hipertrofica y el incremento de la apoptosis en esta célula. A pesar del
conocimiento de la funcion de HIF-2alfa, existen pocos reportes del papel de la pVHL
sobre ambos HIFs en el mantenimiento de la homeostasis del cartilago articular en el
adulto.

Como ya es sabido, lapVHL es un regulado negativo de HIF-1alfa y HIF-2alfa en
condiciones de normoxia. El papel fisiologico de la pVHL en el desarrollo del esqueleto ha
sido bien establecido. Ratones nulos en el gen vilk mueren en el estado embridnico debido
aanormalidades de la vasculogénesis de la placenta (13). La delecion especifica del gen
vhih en el osteoblasto de raton conduce a un incremento de la expresion de HIF-lalfa y
VEGF. El ratén mutante en la pVHL desarrolla huesos extremadamente largos, densos y
muy vascularizados (14). Por otro lado, la delecion del gen vhilh en el condrocito
incrementa la deposicion de la matriz extracelular y reduce la proliferacion celular durante
el desarrollo del cartilago en condiciones de crecimiento (15). Sin embargo, poco se
conoce acerca del papel fisiologico de lapVHL y HIFs en el mantenimiento de la
integridad del cartilago articular. La inactivacion de la pVHL en el cartilago postnatal
conduce a un desarrollo acelerado de AO inducido por cirugia y asociado a la edad. Esto
indica que la pérdida de la pVHL estabiliza a HIFs, principalmente HIF-1alfa, sin embargo,
una falta de control de HIF-1alfa puede sobre llevar su funcion de regulacion de la
articulacion que provoca una generacion de AO (Figura 2).
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Figura 2. Ratén knock-out en el gen vhilh en el cartilago. La eliminacidn del gen vhlh en el ratén produce un
enanismo severo, los huesos son largos, densos y vascularizados con alta presencia de matriz extracelular. Es
susceptible a osteoartritis inducida por cirugia. El cartilago articular presenta dafos y alteraciones
morfolégicas. El condrocito aislado desde el ratén knock-out en el gen vhih tiene una baja produccion de HIF-
lalfa y una alta expresion de HIF2-alfa. HIF-2alfa induce la expresion de varios factores catabdlicos del
cartilago provocando susceptibilidad a la enfermedad articular como la osteartritis.

Para explorar el papel directo de lapVHL en la articulacion adulta sana y evitar
potencial efectos confusos asociados al desarrollo anormal, un grupo de investigadores
genero un raton con una disrupcion especifica del gen vhlh en el condrocito inducido a los 2
meses, a los cuatro meses el raton no mostré anormalidades gruesas en la articulacion de la
rodilla y tampoco significantes cambios estructurales o pérdida de proteoglicanos en el
cartilago articular. Sin embargo, estos ratones sufrieron cambios espontaneos en las
caracteristicas histologicas del cartilago articular a la edad de 12 meses, los cambios
evidentes en la articulacién de la rodilla son la presencia de erosion del cartilago
espontaneamente y una pérdida severa de proteoglicanos en el cartilago articular no
calcificado (Figura 2). Esto sugiere que la deficiencia de la pVHL acelera la degeneracion
del cartilago articular relacionado con la edad (16).

Con respecto a lapVHL y la AO inducida por cirugia, el raton con 12 semanas se
indujo la AO por cirugia y presentd una estructura histologica del cartilago articular con
evidencias de dafios muy grandes en la articulacion de la rodilla, esto muestra que la
inactivacion de la pVHL en la articulacion adulta acelera la progresion de AO inducida por
cirugia. Para entender mejor el mecanismo de la funcién de la pVHL, se estudiaron los
condrocitos de este raton, en estas células se observaron una alta tasa de apoptosis con un
incremento en la expresion de Fas y Bax (proteinas pro-apoptéticas) y una disminucion de
la expresion de la proteina anti-apoptotica Bel-2. Un mecanismo de recuperacion del
condrocito en condiciones adversas es la autofagia para evitar la AQ, los condrocitos del
raton deficiente en la pVHL mostraron una reduccion de la expresion de LC-3,
principalmente LC-31I y beclina 1 (proteinas autofagicas), contrario a esto, nTOR
fosforilado activo se encontroé presente en la articulacion. Este hallazgo soporta la hipotesis
que la inactivacion de la pVHL provoca la apoptosis del condrocito y la inhibicion de la
autofagia como mecanismo asociado a la AO o a la des-estabilizacion de la articulacion
dependiente de la edad (16).

Al analizar la funcion de HIF-1alfa y HIF-2alfa en las articulaciones con AQO, el
condrocito deficiente en el gen vAlh tiene mas alta expresion de HIF-2alfa comparada a la
expresion de HIF-1alfa. La enzima catabdlica MMP-13 es la principal colagenasa
responsable para la degradacion del colageno y esta proteina es un blanco directo de HIF-
2alfa, por lo tanto, la expresion de MMP-13 fue observada aumentada en la articulacion de
la rodilla del ratén deficiente en el gen vhlh, asi como también en el modelo de AO
inducida por cirugia. Otros blancos de HIF-2alfa como IL-6 y MMP-9 también estan
altamente expresados en las mismas muestras (Figura 2). Estos resultados sugieren que la
ruta VHL/HIF-2alfa juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis del
cartilago.

También se sabe que la destruccion del cartilago osteoartritico es causada por un
desbalance entre los factores anabolicos y catabolicos. En este sentido HIF-2alfa
(codificado por el gen Epasl) es un factor de transcripcion catabdlico que fomenta el




proceso de la osteoartritis. HIF-2alfa directamente induce la expresion de genes que
codifican a factores catabdlicos en la célula del condrocito que incluyen a las
metaloproteinasas de matriz MMP1, MMP3, MMP9, MMP 12 y MMP13, agrecanasa-1
(ADAMTS4), “sintasa del 0xido nitrico-2” (NOS2) y la “sintasa de endoperdxido
prostaglandina -2” (PTGS2). Se ha visto que la expresion de HIF-2alfa estda marcadamente
aumentada en el cartilago osteoartritico de raton y humano, y esta alta expresion de HIF-
2alfa dispara la destruccion del cartilago articular en el raton y en el conejo (Figura 2).
Ademas, el raton transgénico para el gen Epas] especifico en el condrocito muestra una
destruccion del cartilago espontaneamente, mientras la eliminacion genética de Epas| en el
raton suprime la destruccion del cartilago causado por la falta de estabilizacion del menisco
medial, debido a la modulacion de factores catabolicos. Estos hallazgos muestran que HIF-
2alfa causa la destruccion del cartilago por la regulacion de genes catabdlicos cruciales y
esto sugiere que la pVHL podria utilizarse en el tratamiento de la OA, ya que la pVHL es
un regulador importante de HIF-2alfa (17).

5. Hueso y pYHL

El desarrollo del esqueleto depende de dos mecanismos: la formacion del tejido
intramembranoso y la formacion de hueso endocondrial. Las células involucradas en la
formacion de hueso son el osteoblasto y el condrocito. La célula mesenquimal se desarrolla
directamente en osteoblasto, el osteoblasto se diferencia en osteocito para iniciar el proceso
de osificacion (formacion de hueso). Por otro lado, la célula de condrocito forma un molde
de matriz, llamada la placa de crecimiento, situada en la parte final del hueso. La formacién
del hueso por la via de hueso endocondrial, el condrocito de la placa de crecimiento sufre
una fase de proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis bien ordenada y controlada. En
la ronda proliferativa del condrocito sintetiza el colageno tipo 1l y forma una capa
columnar, que posteriormente el condrocito se diferencia a célula hipertrofica post-mitotica,
que, en este estado, se expresa predominantemente colageno tipo X y el factor VEGF-A.
Después de este proceso de diferenciacion, ocurre la muerte del condrocito hipertrofico y
en esta etapa existe invasion de vasos sanguineos que finalmente reemplazan la matriz
cartilaginosa con hueso trabecular.

La placa de crecimiento del hueso fetal es un tejido avascular, y por lo tanto la
hipoxia es un elemento principal en la zona mas adentro del hueso comparado con la zona
superficial. La adaptacion de las células y tejidos al microambiente hipoxico requiere la
presencia de HIF-1alfa, el cual es la molécula clave en la respuesta hipoxica para regular la
expresion de enzimas glucolitica y algunos factores de crecimiento como VEGF.

Con el objetivo de determinar la funcion de la pVHL en el desarrollo de hueso
endocondrial, se generd un ratén con inactivacion condicional del gen vilh en todos los
elementos cartilaginosos. El ratén carente en la pVHL en el cartilago es viable, pero el
crecimiento es mas bajo que los controles y ademas este raton desarrolla un enanismo
severo. En las observaciones morfologicas, la placa de crecimiento de un ratén con
eliminacion en la pVHL se puede observar una reduccion significativa en la tasa de
proliferacion del condrocito, un incremento de la matriz extracelular y la presencia de
células largas atipicas dentro de la zona en reposo. Ademas, se ha observado que cuando se
estabiliza HIF-1alfa existe un incremento en el nivel de expresion de los genes blancos de
HIF en la placa de crecimiento del hueso con carencia de la funcion de la pVHL. También
se ha visto que en el raton recién nacido carente de ambos genes vhlh y hif-1alfa en la placa




de crecimiento, el condrocito despliega esencialmente el mismo fenotipo como los ratones
mutantes Unicamente en HIF-1alfa. Esto indica que la pVHL tiene un papel crucial en el
desarrollo del hueso endocondrial y es necesario para la proliferacion del condrocito normal
in vivo (18).

Otros trabajos muestran que el condrocito que no tiene el gen hiflalfa se encuentra
muerto en la placa de crecimiento debido a una disminucion en la expresion del inhibidor
CDK p57, y un aumento en los niveles de incorporacion de BrdU (bromo-desoxiuridina) en
el DNA gendmico, lo cual indica que hay un defecto en el arresto del crecimiento regulado
por HIF-lalfa. Ademas, en la placa de crecimiento en particular en el area donde estan los
condrocitos muertos hay una expresion de VEGF, lo cual sugiere que la expresion de
VEGF es independiente de HIF- lalfa y esto produce una angiogénesis fuera de lo normal.
Esto fortalece la evidencia de la importancia de HIF-1alfa en el desarrollo y sobrevivencia
celular del condrocito en la placa de crecimiento (19).

Se conoce que el desarrollo y recambio del esqueleto ocurre en asociacion temporal
y espacial con la angiogénesis y en este sentido el osteoblasto juega un papel importante. El
osteoblasto esta presente en el hueso y tiene la capacidad de ser un sensor de la tension de
oxigeno y tiene la habilidad de responder a la hipoxia. El HIF-1alfa promueve la
angiogénesis y osteogénesis por el incremento del nivel de VEGF en el osteoblasto. En un
estudio se encontro que el raton que sobre expresan HIF-1alfa en el osteoblasto debido a
una eliminacion selectiva de la pVHL llegan a expresar altos niveles de VEGF y el fenotipo
en los huesos largos es que son huesos mas densos y muy vascularizados. Por contraste, los
ratones carentes del gen Hif-Ialfa, el osteoblasto tiene un fenotipo de un esqueleto contrario
aaquel del raton mutante en el gen vhih, es decir los huesos largos son significativamente
mas delgados y menos vascularizados. La pérdida de la pVHL en el osteoblasto incrementa
el brote de células endoteliales desde el metatarso. Por otro lado, el raton carente de ambos
genes vhlh y Hif-1alfa tiene un fenotipo de huesos intermedio comparado con el raton
mutante en un solo gen. Esto indica una funcion antagonica entre HIF-1alfa y pVHL en el
hueso (20).

Con respecto a la alteracion en la articulacion y mas especificamente en la artritis
reumatoide (AR), se ha visto que la sinovia en un microambiente hipdxico
significativamente promueve el progreso patologico de la AR. El HIF-1alfa es un blanco
prometedor para el desarrollo de un agente terapéutico para el tratamiento de AR, ya que se
han probado inhibidores de la ruta de la sintesis de HIF-1alfa como los derivados de “diaryl
substituted isoquinolin-1" (2H) representado por el compuesto 17q en la AR y se han
obtenido buenos resultados. Por ejemplo, un estudio farmacolégico revela que el
compuesto 17q bloquea a HIF-1lalfa de una manera dosis dependiente y este bloqueo reduce
la respuesta inflamatoria ya que inhibe la invasion celular, ademas, se observo que el
compuesto 17q mejora el dafio patologico de la articulacion, disminuye la angiogénesis y la
respuesta inflamatorio en la artritis inducida por adyuvante de un modelo desarrollado en
rata. Con base a lo anterior, el compuesto 17q es un elemento potencial terapéutico para la
inhibicion efectiva de HIF-1 y el mejoramiento de la AR (21). Por lo tanto, esto indica que
la pVHL posiblemente también puede ser usado en el tratamiento de la AR.

La pVHL en el hueso es elemental para la regulacion de los HIFs y es importante
determinar como el pVHL puede controlar de forma especifica a HIF-1lalfa y también a
HIF-2alfa en el condrocito, ya que estos HIFs tiene funciones opuestas en el mantenimiento
del condrocito, por el cual conocer el escenario completo de la funcion de la pVHL en el




condrocito es de vital importancia para posteriormente ser usado como una herramienta
terapéutica en la OA oen el AR.
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Capitulo IX

Neurologia y VHL

1. La célula madre neuronal (CMN)

Desde que Santiago Ramon y Cajal, un neuro-anatomista espafiol del siglo 19,
propusiera que los nervios centrales dafiados no pueden regenerarse, se creo la idea de
que la célula madre (célula fuente de regeneracion de tejido) no existe en el sistema
nervioso central del humano adulto. Sin embrago, en 1965, se demostrd que las neuronas
pueden ser generadas nuevamente a partir de la zona del hipocampo de ratas adultas.
Posteriormente, en 1998, fue demostrado que la célula madre neuronal (CMN) existe en la
zona subventricular humana y en las zonas sub-granular del giro dentado del hipocampo,
con esto llega a ser claro que la neurona es también producida en el hipocampo humano

adulto y que la neurona se puede regenerar.

Con esta premisa de la existencia de CMN en el cerebro, estudios han sido
enfocados en descifrar los factores y mecanismos que conllevan a la diferenciacion de
CMN a una neurona funcional para el desarrollo del sistema nervioso. El entendimiento de
la diferenciacion facilita nuestra habilidad para inducir la diferenciacion de CMN en
diferentes tipos celulares deseados a nivel in vitro. Un gran nimero de factores extrinsecos
y factores de transcripcion contribuyen en el control de la diferenciacion de CMN. Por
ejemplo, la diferenciacion de CMN a una neurona puede ser inducida por el factor de
transcripcion Neurogenina 1 (Ngnl), seguido por la induccidn de la expresion del gen
Neuro D (1). Otra ruta de diferenciacion de la CMN es por la induccién de la expresion de
los genes que codifican a los factores de transcripcion tipo “basic hélix-loop-helix” (bHLH),
estos factores bHLH son importantes para la diferenciacion de CMN hacia células de
oligodendrocitos y neuronas (2). Con respecto a la diferenciacion de la CMN a
oligodendrocitos, la ruta de sefializacién Sonic Hedgehog (Shh) induce la expresién de los
factores Oligl y Olig2 (factores bHLH) en la CMN para diferenciarse a oligodendrocito (2).
Como cualquier proceso tiene que estar regulado, la funcién de los factores de
transcripcion tipo bHLH estan regulados negativamente por las moléculas de la familia HES
y ID y estas moléculas regulatorias son inducidas por las proteinas Notch y la proteina




morfogenética del hueso (BMP). Esto sefiala que existe una red compleja de factores de
regulacion del proceso de diferenciacion en la CMN.

Otro componente que participa en la diferenciacién de la CMN es la familia de
citocinas de IL-6 (FC-IL-6), sin embargo, esta familia tiene la funcidn de inducir la
diferenciaciéon de CMN al tipo de células neuronales conectivas (3). La simultanea
estimulacion de CMN con FC-IL-6 y BMP sinérgicamente induce la diferenciacion de CMN
hacia células de astrocitos y en este proceso la CMN lleva a cabo la diferenciacion por la
ruta JAK/STAT (3). Ademas, también se conoce la via de control de diferenciacién del
astrocito por FC-IL-6, el control es debido a que FC-IL-6 induce a las “proteinas supresoras
de sefial citocina” (SOCS), y estas SOCS tiene la funcién de inhibir la ruta JAK/STAT para
provocar un bloqueo en la diferenciacion de CMN hacia el astrocito. La participacién de la
pVHL en la diferenciacion de CMN también se ha reportado ya que las proteinas SOCS y
pVHL tienen la funcidn de suprimir las rutas JAK/STAT y HIF-VEGF (4), respectivamente. Por
lo tanto, SOCS y pVHL estan involucrados en suprimir la diferenciacion de CMN hacia el
astrocito, pero promueven la diferenciacién de CMN a células tipo neuronas y
oligodendrocitos. De esta manera la CMN puede diferenciarse a oligodendrocito o a
astrocito y esto esta decidido por la presencia de los factores de diferenciacion o el
bloqueo de una ruta a la otra.

La pVHL ha sido involucrada en la embriogénesis, una primera evidencia es que el
raton knock-out en el gen vhl/h no llega a término y hay alteraciones embrionarias,
segundo en el caso de la embriogénesis humana, una fuerte expresion del mRNA de VHL
estd presente y esta expresidn esta en las tres capas germinales. En particular, la expresion
de VHL se observa en el sistema nervioso central, rifidn, testiculo y pulmén en las semanas
4, 5y 10 post-concepcion. Sin embargo, estudios del patrdn de distribucion de la expresion
de VHL han indicado que VHL es ampliamente expresado en varios tejidos de humano
normal y con respecto al tejido neuronal existen altos niveles de expresién de VHL. En
particular, la expresion de VHL se observa en células de Purkinje y en células de Golgi tipo
Il; adicionalmente, VHL también se expresa en el cerebelo, nucleo dentado, nticleo
pontino, nucleo olivo inferior de la medula oblonga, ganglio simpatico, mesomesio, y plexo
submucoso (5). En células nerviosas incluyendo células de Purkinje de cerebelo, en el
cerebro de adulto y fetal, VHL también esta expresado (6). Ademas, una fuerte expresion
de VHL esta presente en CMN que se diferencian a neuronas sobre el dia 14 del cultivo in
vitro. Esto indica que VHL estd expresado en varias partes del cerebro y esta involucrado

en la diferenciacién neuronal.

2. Diferenciacion neuronal y pVHL




La expresion de pVHL en CMN al parecer es un elemento importante para la
diferenciacién neuronal. La CMN derivada de la parte del cerebro frontal expresa pVHL
predominantemente en el citoplasma de las células en conjunto con la expresidon de
marcadores neuronales como la proteina asociada a microtubulos 2 (MAP2), ademas, la
expresion transgénica de pVHL en CMN obliga la rapida diferenciacién hacia neuronas en
ensayo in vitro (7). Al estudiar las neuronas diferenciadas a partir de CMN transgénicas a
pVHL muestran un analisis electrofisioldgico de una neurona normal funcional, inclusive
estas células son tres veces mas altas el promedio de la corriente eléctrica maxima
comparada con las células que tuvieron una diferenciacion natural en neurona madura,
esta diferenciacion neuronal que involucra a la pVHL sugiere la posibilidad de una neurona
madura funcional in vitro. Ademas, se ha demostrado que mas del 50% de las CMN
transgénicas a pVHL y trasplantadas dentro del cerebro de modelos de ratas con
enfermedad de Parkinson no solamente logran a diferenciarse en células neuronales si no
también en células productoras de dopamina positivas a la tirosina hidroxilasa (TH) y los
ensayos de comportamiento de los ratones muestran una reducciéon marcada en el
recambio inducido por apomorfina en el andlisis de comportamiento, ademas del 30% de
la ratas modelo no muestran rotacién inducida (8) (Figura 1A). Este hallazgo indica que las
CMN que sobre producen la pVHL funcionan como neuronas productoras de dopamina en
el cerebro de ratas trasplantadas. Por lo tanto, la terapia de trasplantacién neural para
enfermedades neuroldgicas, tal como enfermedad de Parkinson, usando CMN como
donadoras es de gran importancia, y la sobre produccién de la pVHL potencialmente
contribuye al mejoramiento de la enfermedad.




Figura 1. VHL en la diferenciacién neuronal. (A) Célula madre neuronal transfectada con el gen Vh/ produce
la proteina VHL (pVHL). Esta célula transgénica al gen Vh/h insertada en el cerebro de un ratén con
enfermedad de Parkinson produce un efecto benéfico con caracteristicas de un ratén normal. (B) En la célula
madre neuronal la pVHL tiene dos funciones, una es que se une con la proteina Daam2 y esta provoca la
degradacién de pVHL, por lo tanto, esta célula madre neuronal no se diferencia a oligodendrocito; la otra
funcidn, la pVHL puede interaccionar con la proteina Nedd4 (complejo E3 ubiquitina ligasa Nedd4) la cual
ubiquitina a la pVHL y de esta forma mantiene su actividad para estabilizarlo y la célula madre neuronal se
diferencia en oligodendrocito. El nivel de Damm2 y Nedd4 en la célula madre neuronal es la regulacién para
la diferenciacién celular. (C) A partir de la piel se puede obtener una célula madre epitelial, si esta célula es
tratada con la proteina VHL (pVHL) funcionada con el péptido de penetracién celular TAT; la célula madre
epitelial con la pVHL-TAT se diferencia a una neurona funcional que al ser introducida en el cerebro de un
ratén se integra y tiene funcionalidad.

Se ha reportado que la proteina “scaffold Dishevelled associated activator of
morphogenesis 2” (Daam2) es un inhibidor del proceso de diferenciacion celular hacia las
células de oligodendrocitos. Los oligodendrocitos tienen la funcidn de llevar a cabo la
mielinizacion de las neuronas. La actividad de la pVHL en la CMN esta regulada de forma




negativa por la proteina Daam2 y de forma positiva por la proteina “neural precursor cell
expressed developmentally down-regulated protein 4” (Nedd4). Se ha comprobado que la
Daam2 se une a pVHL y lo degrada, en cambio Nedd4 llega a ubiquitinar a la pVHL pero no
se degrada. La funcidn de este sistema de regulacion de la pVHL por Nedd4 permite la
diferenciacién especifica a células de oligodendrocitos, ya que Daam2 regula
negativamente la diferenciacidn del oligodendrocito. En modelos de desmielinizaciéon en
raton y en pacientes con esclerosis multiple han demostrado el papel de la ruta Nedd4-
VHL en el proceso de recuperacion de la mielinizacion; en particular, Nedd4 es requerido
para la diferenciacion y mielinizacidn del oligodendrocito. Por otro lado, la relacion
Daam2-VHL esta mas asociado con el glioma, ya que Daam2 inactiva a la pVHL (Figura 1B)

9).

Otro evento done participa la pVHL en la diferenciaciéon neuronal es en la
formacién de células de astrocitos. Como se menciond arriba, la CMN estimulada por FC-
IL-6 y BMP induce su diferenciacidn a células de astrocitos y la ruta que conduce este
proceso es por JAK/STAT. La pVHL, en forma de E3 ubiquitina ligasa con culina2, elongina
BC y Rbx1, reconoce a la proteina JAK2 como substrato para la ubiquitinacién y posterior
degradacidn por el proteasoma, el cual la degradacion de JAK2 en la CMN provoca la
inhibicidn de la diferenciacion de CMN hacia el astrocito.

Para el caso de la formacidn de células de tipo glia a partir de CMN, se ha
demostrado que el nivel de oxigeno es un elemento importante en la diferenciacion
celular ya que la diferenciacién de CMN en condiciones de hipoxia provoca una
disminucién en el porcentaje de células positivas para el marcador neuronal MAP y un
aumento en el porcentaje de células positivas para el marcador astroglia GFAP, esto indica
que la hipoxia puede ser una condicion para la diferenciacion de CMN en células de tipo
glia. En condiciones de hipoxia la pVHL no tiene efecto de degradacion a HIF-1alfa y es
posible que esta proteina esta involucrada en la formacién de células glia, en un reporte se
demostré que la supresion de la actividad de HIF-1alfa esta relacionada con la
diferenciacién a células de tipo glia (10). Esto establece que la no actividad de la pVHL
debido a hipoxia provoca inhibicién de la diferenciaciéon neuronal y se prende la
diferenciacién a la glia, por lo tanto, HIF esta involucrado en la diferenciacion de CMN
hacia células de la glia. Este hallazgo es importante porque esto indica que los tumores del
parénquima del sistema nervioso central, tales como los gliomas, pueden generarse desde
CMN, y este mecanismo esta asociado con el eje VHL-HIF (11).

Recientemente, una atencién importante ha sido tomado en cuenta sobre el papel
de HIF-1alfa en CMN durante la regeneracion del nervio después de un dafio cerebral
traumatico o derrame cerebral. CMIN enddgenas y células progenitoras neurales son
promotoras de la reparacion después de un dafio o golpe cerebral (12). En el caso de una




isquemia cerebral focal se estimula la proliferacion y migracion de células progenitoras
derivadas de la zona subventricular (SVZ) dentro de la lesidn, estas nuevas células
progenitoras expresan gran cantidad de HIF-1alfa para mantener un nicho vascular y
promover la angiogénesis a través de la inducciéon de la producciéon de VEGF, asi como
también se ha visto que HIF-1alfa esta involucrado en la pluripotencialidad y diferenciacion

de las células progenitoras neurales (12).

Por otro lado, el papel del oxigeno en el desarrollo de CMN es importante, y en
muchas regiones del cerebro, los niveles de oxigeno afectan a CMN y la tension de oxigeno
es critica para el desarrollo del cerebro saludable, ambos un elevado o reducido nivel de
oxigeno esta vinculado a la alteracion del desarrollo neuronal. Por lo tanto, la ruta de HIF-
lalfa es sin duda el mecanismo primario adaptativo usado por las células para responder a
los cambios del nivel de oxigeno. Por ejemplo, se ha demostrado que el oxigeno controla el
inicio de la diferenciacién de CMN en una manera por la regulacion de la polaridad celular.
La ruta de HIF-1alfa controla el inicio de la polarizacién neuronal ya que activa el represor
transcripcional Zebl, el cual reprime la expresion de los genes de polaridad Pard3 y
Pard6a con la finalidad de modular los niveles de integrinas que se unen a la matriz
extracelular, lo cual provoca la migracion celular (13).

2.1. Diferenciaciéon neuronal a partir de otras estirpes celulares

La piel humana es una fuente atractiva de células madre pluripontenciales
somatica y a partir de la piel se pueden obtener dos tipos de células madre, una
corresponde a las células madre del foliculo piloso y la otra a las células madre papilar
dermal del foliculo. Con respecto a la capa de la epidermis humana de la piel, una
poblacidon de células especificas produce nestina y estas células residen en el foliculo
piloso y tienen la capacidad de renovacién propia para formar aglomerados tipo esfera.
Esta célula productora de nestina tiene el potencial de ser células madre multipotencial
que puede diferenciarse a una célula no solamente del linaje epitelial sino también del
linaje mesenquimal. Esta célula productora de nestina en la epidermis es referida como
una célula madre de cresta neural epidermal y estas células son muy similares a las células
madre papilar dermal del foliculo piloso, también conocidas como precursoras derivadas
de piel (SKPs) (14).

La implantacién de células madre foliculo piloso positiva a nestina en el cordén
espinal promueve la reparacion de ésta y también a los nervios periféricos (15). En
trabajos previos se demostré que la pVHL puede inducir una diferenciacion neuronal
desde células progenitoras neuronales de piel (16) y en un nuevo trabajo se reportd que
un péptido que funciona como péptido de penetracidn intracelular (el péptido TAT) el cual




esta fusionado a la pVHL (TAT-VHL) provoca en las células precursoras derivado de piel, en
las células madre neurales o en las células estromales de medula 6sea una diferenciacion
hacia una célula neuronal (17). El aislamiento de células madre multipotenciales derivadas
de la epidermis de humanos ancianos, que tienen las caracteristicas de formar esferas y de
fuerte expresion de nestina, fibronectina y CD34 pero no queratina 15, son identificadas
como células del nicho de foliculo piloso. Cuando el péptido TAT-VHL es introducido en el
citoplasma de estas células se induce la diferenciacion de estas células a células
neuronales in vitro y cuando estas células diferenciadas se implantan dentro de cerebros
de ratdn se comportan como células neuronales. Esto muestra que la célula madre
derivada de la epidermis humano, que son facilmente accesibles, podrian ser usadas como
células donadoras para la terapia celular regenerativa neuronal diferenciando estas células
a células neuronales por el simple hecho de la introduccion del péptido TAT-VHL en estas
células (Figura 1C) (18).

Actualmente se tiene detectado que el dominio de la pVHL involucrado en la
diferenciacion neuronal es el dominio llamado “BC-box”. Cémo se dijo arriba, también se
ha demostrado que la diferenciacién neuronal ocurre cuando Unicamente el dominio “BC-
box” de la pVHL es introducida a la CMN y en otras células madre somaticas como las
células madre derivadas de piel, las células de la medula dsea, de adipocitos y células
epidermales humana (17). En las proteinas que forman parte de la familia SOCS también
se han identificado que tienen el dominio “BC-box” el cual es estructuralmente homdlogo
ala proteina VHL, y este dominio de las proteinas SOCS también presentan la actividad de

inducir la diferenciacién neuronal (7).

3. Enfermedades neuronales y pVHL

El enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo, patoldgicamente
caracterizado por pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas (DA) en la compacta
substancia nigra. Mientras la mayoria de los casos son esporadicos, el 5-10% de los casos
son familiares y de tipo monogénico. Actualmente se sabe que la pérdida de la proteina
DJ-1 (una proteina que protege a las células del estrés oxidativo y la muerte celular y
asociada a EP) puede provocar a una forma de inicio temprano de EP. En modelos de
animales se ha estudiado que las neuronas DA de ratones deficientes en la proteina DJ-1
tienen una hipersensibilida al estrés oxidativo inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina, H,03 y 1-metil-4-fenilpiridinina, por otro lado, se ha visto que el nivel de
las especies reactivas del oxigeno esta aumentado en células de ratones carentes en la
proteina DJ-1. Por lo tanto, se concluye que, la proteina DJ-1 es un neuroprotector bajo
condiciones oxidativas.




Con respecto al eje VHL-HIF en la EP, al parecer la pVHL tiene una asociacion de
induccidn de la EP y contrario a esto HIF-1alfa tiene un papel de proteccidn. Esto debido a
que la pVHL provoca una regulacién negativa en HIF-1alfa en la zona compacta de la
substancia nigra de cerebros con EP (19), y de forma contraria, el incremento de HIF-alfa
y/o0 sus genes blancos son de caracter de proteccién en algunos modelos de EP (20). HIF-
lalfa también sobre regula la hidroxilasa de la tirosina para incrementar la liberacién de
dopamina en células PC12 y en células mesencefalicas ventral de rata (21).

Con esta informacién, un posible mecanismo de defensa contra la EP puede ser la
proteina DJ-1 (Park7), ya que esta proteina puede secuestrar a la pVHL y de esta forma se
evita la ubiquitinacion de HIF-1alfa y por consiguiente el mantenimiento de esta proteina
en la célula (Figura 2A). Existe una correlacién entre DJ-1 y HIF-1alfa debido a que una
deficiencia de DJ-1 provoca niveles mas bajos de HIF-1alfa, ademas, se ha visto que la
acumulacién de HIF-1alfa rescata a las neuronas deficientes en DJ-1 contra el estrés
oxidativo inducido por 1-metil-4-fenilpiridinina. Otro trabajo mostré que las células
linfoblasticas extraidas de pacientes con EP y que no expresan DJ-1 muestran una errénea
estabilizacion de HIF-1alfa comparado con las células linfoblasticas de individuos normales,
esto indica que la vinculacion DJ-1-pVHL puede también ser relevante en el contexto del
humano. Estos hallazgos delinean a un modelo por el cual DJ-1 media la sobrevivencia
neuronal por la regulacidn de la ruta VHL-HIF-1alfa (22).




Figura 2. VHL en enfermedades neuronales. (A) En la enfermedad de Parkinson. Las neuronas de origen de
Parkinson expresan la proteina DJ-1, estas células también expresan HIF-1alfa y la proteina VHL (pVHL), sin
embargo, la pVHL puede ser secuestrada por la proteina DJ-1 para evitar la degradacion de HIF-1alfa y
mantener el estado de la enfermedad. (B) En el caso del glioblastoma, la célula madre iniciadora de glioma
tiene alta expresion de JAK-2 y STAT3 y baja expresion en la pVHL y la proteina PTEN. Esta célula madre
prescursora de glioma al ser instalada en el cerebro de un ratén sano produce glioblastoma. El tumor del
nuevo glioblastoma expresa la proteina FBX022 la cual se une a pVHL para su degradacion y por lo tanto se
estabiliza HIF-1alfa; por otro lado, el tumor de glioblastoma expresa vario microRNAs (miR) que tiene efecto
negativo sobre la funcidon de la pVHL. (€) Cuando una célula madre iniciadora de glioma es transfectada con
el gen Vhlh, esta célula tiene una expresidn baja de JAK-2 y STAT3 y alta expresion de PTEN y pVHL, y cuando
esta célula madre iniciadora de glioma transgénica al gen Vh/h es introducida en el cerebro de un ratén sano
no produce un glioblastoma.

Por otro lado, el oligodendrocito produce y ensambla la mielina sobre los axones de
las neuronas del sistema nervioso central, este proceso de mielinizacidén es esencial para
trasmitir el potencial de acciéon de membrana y mantener la integridad del axén de la
neurona. Cuando existe un dafio en la mielina se produce diferentes enfermedades
neuronales como la esclerosis multiple en adulto, asi como también la leucomalacia
periventricular y la encefalopatia isquémica hipodxica en infantes, estas enfermedades
neuronales conducen a un déficit severo en la integridad del axdn y funcion neuronal. Se
tiene reportado que la pérdida o disfuncion del oligodendrocito provoca una falla en la
remielinizacidon y una errdnea funcidn neuronal, procesos que son responsables para las
consecuencias neurologicas.

Actualmente se tiene visto que la pVHL tiene un efecto en la formacion del
oligodendrocito, contrario a esto la proteina Daam2 inhibe la formacion de esta célula. El
mecanismo de Daam2 en la inhibicidn de la formacion del oligodendrocito es por la ruta
de sefializacion Wnt y esta ruta juega un papel critico en el desarrollo del oligodendrocito y
en la reparacion de mielina en el sistema nervioso central. Un paso critico durante la
transduccion de sefial del receptor Wnt es la formacién de un agrupamiento proteico
complejo del receptor Wnt, este agrupamiento complejo es llamado el sistema de
sefialosoma de Wnt. La proteina Daam2 tiene la funcién principal de formar
correctamente el sefialosoma del receptor Wnt para promover la actividad de la ruta de
sefializacion por el ligando Wnt. La sefializaciéon Wnt provoca un paro en el desarrollo del
oligodendrocito y como consecuencia una falta de reparacién de la mielina, por lo tanto, el
efecto de Daam2 es activar la sefial Wnt para apagar la funcién del oligodendrocito y por
otro lado degradar la pVHL.




En el oligodendrocito, se ha visto que en esta célula la relacion Damm2-pVHL existe
y el control de esta relacion es por medio de la proteina Nedd4. Nedd4 se une a Daam2
para regular negativamente su actividad durante el desarrollo del oligodendrocito. Nedd4
estabiliza a la pVHL para el desarrollo del oligodendrocito. Un raton “knock-out” en Nedd4
especifico en el oligodendrocito revela importantes actividades en la célula, por ejemplo,
atenua la diferenciacion de la célula precursora del oligodendrocito, hay una pérdida de
mielinizacidon y no hay reparacion de mielina después de un dafio neuronal. Esto indica que
Nedd4 es un regulador que estabiliza a la pVHL durante el desarrollo del oligodendrocito y
es un factor importante en la reparacion de mielina. Ademas, en modelos de
desmielinizacidn en raton y en lesiones de la materia blanca de pacientes con esclerosis
multiple se ha corroborado la funcidn de la ruta Nedd4-pVHL durante la remielinizacion.
Por ejemplo, en condiciones sanas Nedd4 y pVHL son expresado en la célula precursora de
oligodendrocito, mientras que Daam2 es expresado en un nivel bajo, ademas, Nedd4
provoca una ubiquitinacién de tipo proteccién para la pVHL y la pVHL se activa y conlleva a
la mielinizacién por el oligodendrocito. En cambio, en condiciones de dafio, la expresion de
Nedd4 se pierde y los niveles de Daam2 se incrementa. Esta pérdida de Nedd4 provoca
una disminucion en la ubiquitinacion tipo de proteccién para la pVHL quedando expuesta
para la proteina Daam2 que promueve la degradacion de pVHL a través de la via del
sistema ubiquitina-proteasoma (23).

3.1. Gliomas

El glioma es un tumor maligno intracraneal primario que se presenta en los adultos,
y dentro de los gliomas, el glioblastoma es el mas comin con los mas altos grados de
malignidad y con un pronoéstico muy malo. La razon principal para el pronodstico malo es en
gran medida por el alto nimero de anormalidades de los vasos sanguineos nuevos
(angiogénesis) y una fuerte caracteristica de las células cancerosas a ser invasivas. La
cirugia combinada con quimioterapia y radioterapia es aln el tratamiento estandar para los
pacientes con glioblastoma. Con los ultimos tratamientos empleados, la media de
sobrevivencia es de 2 afios. Por lo tanto, es urgente encontrar blancos terapéuticos nuevos.

El glioblastoma no presenta una remisién completa y es raro poder lograrlo.
Comparado desde hace 30 afios, el tiempo de sobrevivencia ha sido prolongado solamente
por pocos meses. Aunque la quimioterapia, usualmente por la temozolamida oral, puede
prolongar la sobrevivencia de pacientes con glioblastoma, éste no afecta a la sobrevivencia
del tumor. Bevacizumab, un anticuerpo anti-VEGF, también extiende el tiempo de
sobrevivencia por aproximadamente 2 meses, pero no es curativo.

Hasta el momento, la mayoria de los pacientes con glioblastoma mueren dentro de
un afio de haber iniciado el diagndstico. La resistencia hacia la terapia del glioblastoma
posiblemente resulta desde la presencia de células madre con sello de iniciadoras del




cancer de glioblastoma. Las células madre iniciadoras de glioblastoma, en teoria no aplica
a todos los tipos de cancer, es considerado un factor importante en el glioblastoma ya que
estas células madre o células iniciadoras del cancer de glioblastoma han sido aisladas y
generadas in vitro en una linea celular de glioma humano U87.

Con la finalidad de comprobar la existencia de las células madre iniciadoras de
cancer en el glioma, el aislamiento de células madre iniciadoras de glioma implantadas en
el raton SCID llegan a formar un tumor en el tejido subcutaneo, con mucha similitud a
aquella de los glioblastomas humanos. Estas células madre iniciadoras de glioma expresan
a las proteinas STAT3, JAK2 y Elongina A, pero no expresan a las proteinas PTEN y pVHL, lo
cual sugiere que PTEN y pVHL inactivan la ruta de STAT3/JAK2 (Figura 2B). Cuando se
transfecta el gen vh/ en la célula madre iniciadora de glioma y estas células recombinantes
se trasplantan dentro del ratén SCID, se observa que no genera la formacion de un tumor.
La capacidad de las células de glioblastoma para formar colonias en agar suave y
neuroesferas es significativamente inhibida por la transfeccién del gen vhl/, aunque su
proliferacion es solamente retenida en forma moderada. También se ha visto quela
expresion de STAT3, JAK2 y elongina A no esta presente en la célula transfectada con el gen
vhl, contrariamente estas células tienen una sobre expresion de PTEN y de pVHL (Figura
2C). Estos hallazgos confirman que la pVHL puede regular la tumorigénesis porque inhibe
la ruta de sefializacion STAT3/JAK2 en la célula madre iniciadora de glioma (24), lo que
demuestra que la falta de actividad de la pVHL pude dar inicio al desarrollo del tumor
canceroso como son los glioblastomas.

Por otro lado, el factor de transcripcion STAT3 tiene una funcion critica en la
tumorigénesis de la célula madre iniciadora del glioma. La inhibicidn de |a traduccidn del
mRNA de STAT3 resulta en una inhibicion de la proliferacién celular y renovacion de esta
célula (25). Estudios indican que la sefializacién de STAT3/JAK esta reprimido por la pVHL
activo y por aquellas proteinas que poseen “BC-box”. Por otro lado, la expresion sobre
regulada de la proteina PTEN inhibe la ruta PI3K/AKT asi como también la funcién de pVHL
(26), concertando una red de regulacién celular.

Como ya se ha dicho varias veces, las E3 ubiquitina ligasas tienen una funcion
importante en la degradacidn de proteinas ubiquitinadas. Varios estudios han revelado
que la falta de expresion de algunas de las E3 ubiquitina ligasas tiene un gran efecto sobre
la tumorigénesis y metastasis del cancer. Por ejemplo, un reciente reporte demostré que la
ubiquitinacién de EZH2 por E3 ubiquitina ligasa TRAF6 inhibe la metastasis del cancer de
mama y también inhiben la progresion de cancer de prdstata. La ubiquitinacion de HIF-
lalfa y SREBF1 por E3 ubiquitina ligasa TRIM21 disminuye la glucolisis celular y el

metabolismo de lipidos en las células de cancer renal (27), por lo tanto, se puede decir que




la actividad de las E3 ubiquitina ligasa tienen una funcidon protectora contra el desarrollo
de células cancerosas.

En este sentido la pVHL también esta relacionado con el glioma y se ha demostrado
una interaccion entre la proteina Daam2 y pVHL en cancer de glioma. Estudios recientes
en gliomas identificaron una relacién antagonista entre la funcién de Daam2 y pVHL
durante la tumorigénesis (28). Daam2 es un promotor de la formacién de glioma y hay una
correlacion inversa entre la expresion de Daam2 y pVHL en los canceres humanos
incluyendo glioma. Daam2 promueve tumorigénesis por la degradacion de pVHL via
ubiquitinacién y por la estabilizacién de HIF (28).

Oftro trabajo que apoya la participacion de las E3 ubiquitina ligasa, es el caso de la
proteina F-box 22 (FBX022), esta proteina es un miembro de una E3 ubiquitina ligasa y es
la responsable para el reclutamiento y union de los miembros de la familia de las proteinas
“F-box”, y se ha visto que estas proteinas “F-box” estan asociadas en tumores cancerosos
porque participan en la iniciacion, progresion, recurrencia y metastasis de varios tumores
malignos humanos (29). FBX022 regula negativamente la progresion maligna de algunos
canceres mediante la degradacion de P21, KLF4, KDMA4A y p53 (29). FBX022 también
puede prevenir la progresion de cancer de mama por la directa catalisis de la degradacion
del HDM2 ubiquitinada. Sin embargo, el efecto protector de FBX022 no funcion contra el
cancer de glioma, en el cual se ha observado que FBX022 favorece la tumoracién de este
cancer contrario a lo que ocurre con otros canceres.

El mecanismo de la regulacion de la expresion de la pVHL en glioblastoma no ha
sido claro, donde se sabe que la pVHL tiene nula o baja expresion. En un estudio se
encontré que la produccion de FBX022 tiene una correlacion positiva con el grado del
glioma y un prondstico malo en pacientes con glioma. La sobre expresion de FBX022
promueve la proliferacion de células de glioma, angiogénesis y migracion celular tumoral.
Se tiene detectado que el mecanismo de FBX022 es porque esta proteina se une
directamente a la pVHL lo cual provoca la ubiquitinacion de la pVHL y posterior
degradacion y todo esto genera la activacion de la ruta HIF-lalfa-VEGFA. En los pacientes
con glioma se ha detectado una correlacion positiva entre la expresion de FBX022, HIF-
lalfa y VEGFA. Esto sugiere que FBX022 puede ser un blanco terapéutico prometedor
para los pacientes con glioma ya que se ha visto que con silenciar la expresion de FBX022
hay un aumento en la expresion de la pVHL, en el caso contrario, cuando se sobre expresa
FBXO022 hay una fuerte disminucion de la expresion de pVHL. Esto sugiere que FBX022
puede regular la concentracion citoplasmatica de la pVHL (30). Esta regulacion de la
concentracion de la pVHL por FBX022 es a través de la degradacion por el sistema
ubiquitina proteasoma (30) y como consecuencia la estabilidad y actividad de HIF-1alfa
(Figura 2B).

Una restauracion de la actividad de la pVHL mediante la sobre expresion de esta
proteina en células U87 (células que sobre expresan FBX022) muestra que los niveles de
HIF-lalfa, VEGFA, ciclina E2 y ciclina D1 disminuyen, ademas que estas células
presentan una disminucion en la proliferacion celular y capacidad de migracion e invasion,
mientras que el caso contrario, una sobre expresion de HIF-lalfa en la célula U373 potencia
la expresion de VEGEF, la proliferacion celular, la migracion e invasion. Estos resultados




sugieren que la baja actividad de la pVHL es por FBX022 y esto provoca una proliferacion,
migracion e invasion del glioblastoma dependiente de HIF-1alfa (30). Estos resultados
fueron muy semejantes en experimento realizado in vivo, al injertar células U373-FBX022
en el cerebro de raton, confirma la degradacion de la pVHL mediado por FBX022 como
mecanismo principal para promover el crecimiento del tumor de glioblastoma. En el caso
de pacientes se ha observado que la expresion de FBX022, HIF-1lalfa y VEGFA en gliomas
malignos es mucho mas alto que aquellos gliomas poco malignos, mientras que el nivel de
expresion de la pVHL en los gliomas malignos es mas bajo que aquellos gliomas poco
malignos. Por lo tanto, se puede decir que, hay una correlacion negativa entre la actividad
de FBX022 y la pVHL, mientras que, existe una correlacion positiva con HIF-lalfa y
VEGF. Estos datos sugieren claramente un vinculo entre el eje FBX022-VHL-HIF-1alfa -
VEGFA en la caracteristica clinico-patoldgica del glioma humano (30).

Los tumores de glioblastoma son muy ricos en vasos sanguineos debido a que
VEGF se encuentra sobre expresado en este tipo de cancer. Varios blancos angiogénicos
han sido considerados con la finalidad de reducir la angiogénesis, por ejemplo, el uso de
anticuerpos monoclonales contra VEGF, o el uso de ribozimas, terapia “antisense” de
VEGF e inhibidores contra VEGF, y otras estrategias. Otro enfoque es el caso de los
microRNAS (miRs), éstos son una clase de RNA cortos no codificantes que controlan la
expresion de numerosos genes. Se sabe que los miRs estan involucrados en la iniciacion y
progresion de un tumor (como oncogenes), y pueden funcionar también como supresores de
tumor. Algunos miRs tienen funciones importantes en la iniciacion y progresion especifica
de glioblastoma y pueden regular la proliferacion, invasion y apoptosis de células de
glioblastoma (31). Por ejemplo, la expresion de miR-566 esta correlacionado con el
prondstico del glioblastoma (32). En un estudio se demostro que la inhibicion de la
expresion de miR-566 incrementa los niveles de expresion de la pVHL, decrementa los
niveles de expresion de VEGF e inhibe la habilidad invasiva y migratoria del glioblastoma.
Entonces miR-566 tiene una funcién tumorigénica en el glioblastoma y el mecanismo es
por la eliminacién de la pVHL (Figura 2B) (33).

Otro miR involucrado en el desarrollo del glioma es miR-23b. En glioma la

expresion de miR-23b es elevado en muestras clinicas de glioma, asi como también en
células de glioma. Una baja regulacion de miR-23b dispara la inhibicién del crecimiento,
induce apoptosis y suprime la invasion de glioma in vitro. Con respecto al eje VHL-HIF, una
expresion restablecida de la pVHL inhibe la proliferacién e invasion del glioma y por el
contrario, la eliminacién de miR-23b. Ademas, la expresion de la pVHL es inversamente
correlacionada con miR-23b en muestras clinicas de glioma y es un parametro predictivo
de una falta de sobrevivencia del tumor del paciente. Por lo tanto, se sugiere que la pVHL
regula negativamente la expresion de miR-23b para suprimir la sobrevivencia del tumor y
la ruta de sefal HIF-1alfa/VEGF en el glioma maligno (Figura 2B) (34).

Otro miR relacionado con glioblastoma es el miR-21. Varios estudios han
demostrado que la expresiéon de miR-21 esta incrementado en tejidos de glioma humano,
asi como también en otros canceres. El miR-21 tiene como blanco directo a la pVHLy a el
“receptor activado-proliferator-peroxisoma alfa” (PPARalfa) eliminando su funciéon en el
glioma (Figura 2B) (35).




3.2 Hemangioblastoma retinal y pVHL

La hemangioblastoma capilar retinal (HCR) es la lesién tipica de la enfermedad de
VHL, que en condiciones de hipoxia la angiogénesis es critica para el desarrollo de este
padecimiento. En los ojos de un ratén recién nacido, los vasos hialoides presentes en el
vitreo y en la retina se desarrollan para suplementar la sangre a la retina. Las vasculatura
retinal consiste en 3 plexos paralelos vasculares, que incluye el plexo vascular superficial
(SVP) en la capa de la fibra nerviosa, el plexo vascular profundo en la capa plexiforma
exterior (OPL) y el plexo vascular intermedio (IVP) en la capa plexiforma interior.

Debido a que la HCR esta presente en la enfermedad de VHL, entonces la
eliminacion de la pVHL en la retina podria producir este padecimiento. Estudios han
comprobado que la eliminacién de la pVHL en la retina de ratén retarda la regresion de los
vasos hialoides e inhibe |la angiogénesis retinal, el cual depende sobre la actividad de HIF-
lalfa (36) pero no genera HCR. De igual manera, |la eliminacién de la pVhl en todas las
células retinales y en las células endoteliales vasculares (estudiada en un ratén UBC-CreER)
también suprime la angiogénesis retinal (37) pero no produce HCR. La eliminacién de la
pVHL en estos tipos de células retinales especificas, tales como amacrina o interneuronas
horizontales, bastones, conos o células de epitelio pigmentario retinal (RPE) (38), también
no generan HCR. No obstante, |la eliminacidn de la pVHL en un modelo de
hemangioblastoma murino genera algunos de las caracteristicas del HCR en estado
temprano como son vasos tortuosos dilatados, vasos rotos y grupos de células estromales
espumosas, sin embargo, la histologia muestra que no causa alguna estructura de
neovascularizacion o hemangioblastoma en la retina (39). De esta manera, todavia no se
sabe con precision porque el Vhi-/- en la retina carece de sobre crecimiento vasculary
generacion de HCR. Una posibilidad es que existan inhibidores que interfieren con la
actividad de HIF de forma independiente de la pVHL. En un estudio se demostré que, con
el uso de un microarreglo hecho con muestra de hemangioblasto, éste presenta
mutaciones de un sdlo nucledtido en algunos genes involucrados en el ciclo celular, uno de
ellos es el gen “retinoblastoma repressor” (Rb1). Una asociacion de la pVHL con Rb1 ha
sido demostrado en la induccion de células de carcinoma renal (40), un padecimiento
también presente en la enfermedad de VHL. Por lo tanto, es posible que la pVHL y Rb1
estdn asociados para producir HCR.

El retinoblastoma es el tumor mas comun intraocular pediatrico. Se sabe que la
proteina Rb1l regula el ciclo celular, la muerte celular, y muchos otros procesos celulares en
parte por la inhibicion del factor de transcripcion E2f. La pérdida de Rb1 en la retina causa




retinoblastoma en ratén. En la retina con ausencia de Rb1 provoca que las células
neuronales excitatorias (células ganglionares, células bipolares, bastones y conos) sufran
apoptosis, mientras que las neuronas inhibitorias (células horizontales y amacrina) y glia
Miiller sobreviven a este evento. La linea celular amacrina es la célula originaria del
retinoblastoma.

Al parecer, el Rb1 puede ser un inhibidor de HIF en aquellos casos donde el pVHL es
inactivada su funcion, ya que Rb1l se puede unir al promotor y reprimir la expresion del
gen Bnip3, el cual es un inducido por HIF, ademas se ha encontrado sitios de unién E2f en
el promotor de algunos genes proangiogénicos dependientes de HIF, lo cual aumenta la
posibilidad de que Rb1 podria ser el inhibidor desconocido que contrarresta la actividad de
HIF en la retina del ratén Vhl-/-.

La eliminacién de Rb1 en la retina del ratdn Vhi-/- provoca la neovascularizacion
retinal extensivo y la autofagia de |a célula fotoreceptora. Estas funciones de Rb1 son
vinculadas a una directa unidn y represion de los genes blanco de HIF en la retina. Se tiene
comprobado que la pérdida de la pVHL suprime el retinoblastoma murina por la inhibicién
de la division ectopica de las células que originan el retionoblastoma (célula amacrina),
esto permite ensayar el efecto de la remocion de ambos Rb1y Vhl sobre la angiogénesis.
La eliminacién doble de Rb1/ Vhl especificamente en la retina produce lesiones
subretinales que asemejan a una proliferacién angiomatosa retinal en un estado tardio
humano y la presencia de HCR. La mayoria de las células estromales con lesiones HCR son
positivas a los marcadores Sox9 y galectina Lgals3, lo cual indica un origen celular de tipo
glia Miiller. Este resultado sugiere una nueva funcién de Rb1 en conjunto con la pVHL para
la induccién de angiogénesis retinal y autofagia. La accidn inhibitoria de Rb1 sobre los
genes inducidos por HIF establece la asociacion de Rb y pVHL en la regulacion de la
neovascularizacion para la generacion del HCR y la relacidn con la enfermedad de VHL
(41).

En este capitulo establece claramente la funcién de la pVHL en la diferenciaciéon
neuronal y en las enfermedades como Parkinson y gliomas. Sobre todo, en el cancer de
glioma es prometedor la funcion de la pVHL ya que la restauracion de la funcion de esta
proteina en los gliomas puede ser una buena alternativa de tratamiento, asi como también
en las enfermedades causadas por la falta de mielinizacidn. Es importante conducir
investigacion sobre la pVHL en la neurologia para el entendimiento y manejo adecuado de

esta proteina en la terapéutica neuronal.
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Capitulo X

VHL e inmunologia

1. Elsistema inmune y E3 ubiquitina ligasa VHL
Las células del sistema inmunoloégico provienen desde las células madre

hematopoyéticas de la medula 6sea; estas células madre se diferencian en dos grandes
grupos las células mieloides y células linfoides. Las células mieloides son las progenitoras
para la diferenciacion celular a macrofagos, neutrofilos, basofilos, eosinofilos, mastocitos y
eritrocitos, en cambio las células linfoides son las progenitoras de los linfocitos T y B, asi
como también de células “natural killer” y células linfoides innatas. Las células inmunes
diferenciadas reciben estimulos del ambiente para despertarse o activarse y producir
moléculas efectoras. En el caso de los linfocitos T existen una gran variedad de ellas y
después de madurar en el timo se originan dos poblaciones, una correspondiente a linfocitos
T CD4 (T “helper”) y la otra a linfocitos T CDS8 (T citotoxicas). Las células T CD4 también
llamadas “helper” (Th) se pueden subclasificar en linfocitos Thl, Th2, Th17 y linfocito T
regulador (Treg), el wltimo tiene la funcidn de regular la actividad de las células Th. Ahora
bien, existe el concepto de plasticidad entre los linfocitos y esto significa que un linfocito
Th se pueda convertir en una célula Treg y esto depende del ambiente de citocinas que los
rodea.

Por otro lado, el sistema inmunoldgico se activa ante la presencia de un agente
invasor (antigeno) y responde a nivel de células inmunes y moléculas bloqueadoras como
son los anticuerpos. Este proceso inmunologico esta regulado con la finalidad de evitar una
sobre respuesta que puede llegar a alterar tejidos u 6rganos. La respuesta inmune se inicia
segin el ambiente y el reconocimiento de una molécula del agente invasor es entonces que
las células del sistema inmune se activan y se comunican mediante interleucinas (citocinas)
entre las diferentes células inmunes. En el interior de estas células se lleva a cabo
numerosas vias de sefalizacion celular que repercute en la liberacion de otras citocinas. Las
vias de sefializacion celular, por lo regular, empiezan desde un receptor de sefial, el cual se
adapta a una cascada o via de activacion de proteinas que terminan en el ntcleo celular para
inducir la expresion de genes de respuesta (transduccion de sefial). Para lograr la




selectividad de cada via, la modificacion post-traduccional de las proteinas juega un papel
importante en la regulacion de la funcion de las proteinas claves durante estas cascadas de
transduccion de senal.

Una de estas modificaciones post-traduccionales es la ubiquitinacion de proteinas, la
cual tiene una funcion importante en los diversos tipos de respuestas celulares, como el
ciclo celular, la ruta de transduccion de sefial, regulacion transcripcional, reparacion de
DNA, apoptosis, entre otros. En las células del sistema inmune, la modificacion por
ubiquitina ha sido implicado en ambas respuestas inmune como la innata y la adaptativa
(1). En particular, la E3 ubiquitina ligasa VHL participa en la regulacion del desarrollo,
diferenciacion y activacion de varios linfocitos. En este capitulo se enfocara sobre la
participacion de la E3 ubiquitina ligasa VHL en el mecanismo molecular y celular del
control de la homeostasis inmune y como la pérdida de la pVHL puede causar una
desregulacion inmune bajo condiciones patoldgicas.

2. Funcién de la pVHL en las células T
La hipoxia se presenta cominmente en varios o6rganos o tejidos en condiciones

normales o en un estado patolégico. Fisiologicamente, se ha reportado que el unico tejido
que tiene un nivel de oxigeno aproximadamente de 21% es aquel que esta expuesto al aire
atmosférico, en este caso son las vias aéreas superiores, los otros tejidos que no estan
expuestos de forma directa con el oxigeno ambiental, tienen un nivel de oxigeno reducido.
La mayoria de los tejidos experimentan grados de hipoxia en un cierto nivel, por ejemplo,
el nivel de oxigeno en sangre arterial es alrededor del 14%, y este se reduce a 5-6% en el
espacio intersticial de los tejidos. En los tejidos linfoides como el bazo el oxigeno oscila
entre 3-4% pero el nivel de oxigeno es mas bajo en el centro germinal. En el tracto
gastrointestinal, que contiene el 70-80% del total de linfocitos en nuestro cuerpo, el rango
de tension de oxigeno en la mayor parte del tejido es hipoxico con un nivel de oxigeno del
7%. Ahora bien, en condiciones patologicas la hipoxia se eleva, por ejemplo, en el
microambiente de un tumor sélido hay solamente un 1% de oxigeno. Una hipoxia severa
puede ser encontrado también en los sitios de inflamacion, debido al edema, la vasculitis, la
vasoconstriccion (entrega de oxigeno limitante) y en el reclutamiento de células
polimorfonucleares, ya que estas consumen altas cantidades de oxigeno. Por lo tanto, esto
indica que las células inmunes estan en constante evento de hipoxia y entonces la ruta de
VHL-HIF es un elemento primordial para la adaptacion de las células inmunes a los
cambios del nivel de oxigeno.




Durante el desarrollo de las células T, las células progenitoras hematopoyéticas
migran desde la médula 6sea hacia el timo donde llegan como timocitos y despues estas
células se diferencian en células Th CD4" y en células T citotoxicas CD8". En este organo
primario linfoide también es sabido que existe condiciones de hipoxia (2), en este sentido el
eje VHL-HIF tiene una funcion importante. Con la finalidad de estudiar la funcion de este
gje, un raton knock-out en la pVHL especifica en los timocitos fue creado. El resultado
mostré que la pérdida de la pVHL en los timocitos tiene un impacto fuerte sobre el
desarrollo de ellos, los timocitos no llegan a fase final de su desarrollo debido a que se
induce la muerte celular a través de una actividad incrementada en la apoptosis (Figura
1A) (3), esto indica que la participacion de la pVHL durante la diferenciacion de lamlulas
T es elemental. También se ha observado que, el calcio >* (Ca®*) es importante para la
estimulacion del receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés) en el timocito, la
eliminacion de la pVHL en el timocito produce la estabilidad y actividad de HIF-lalfa lo
cual provoca una negativa respuesta del TCR via Ca®>* evitando asi su estimulacion durante
el desarrollo del timocito (4).
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Figura 1. La pVHL en la diferenciacion de células T. (A) Las células T precursoras presentes en la médula
Osea viajan al érgano del timo, en este 6rgano las condiciones son hipoxicas. Los timocitos en el timo se
diferencian a células T maduros (timocitos maduros), sin embargo, los timocitos carentes de la proteina VHL




no logran a diferenciarse a timocitos maduros. (B) En otros organos diferentes del timo, también existe
condiciones de hipoxia y los linfocitos T expresan HIF-lalfa para adaptarse a estas condiciones; HIF-1alfa
activa la ruta de la glucolisis como una ruta metabolica principal involucrada en la expresion del factor de
transcripeion RORgammat y la diferenciacion de la célula T en Th17. HIF-1alfa inhibe la expresion del factor
de transcripeion FoxP3 para la diferenciacion en células T reguladoras (Treg). (C) Las células T reguladoras
sin la funcion de pVHL se transforman en una subpoblacion de células Treg productoras de interferon gamma
(IFNgamma), la pérdida de pVHL induce la estabilidad de HIF-lalfa y este factor se une al promotor de
[FNgamma para la produccion de esta citocina. Las células Treg con eliminacion de pVHL se comportan
como células Thlinflamatorias ya que la introduccion de estas células en el intestino de un ratén produce
colitis (en vez de proteger de la colitis), sin embargo, la eliminacion de HIF-1alfa en estas células regresan su
fenotipo de células Treg. (D) En las células T productoras de INFgamma con carencia en la proteina VHL
tienen una alta actividad de HIF-1alfa y la ruta de la glucolisis, estd condicion es un factor importante para la
produccion de esta citocina, ya que el bloqueo de la glucolisis se reduce drasticamente la produccion de
INFgamma. (E) En las células T citotoxicas (CD8") la eliminacion de la proteina VHL tiene un efecto
positivo en su funcion, son més citotoxicas, y este efecto es mediante la estabilidad de HIF-1alfa y la via de la
glucolisis.

Por otro lado, las células T nativas o virgenes (ThO) reciben varias sefiales para
definir el rumbo de su diferenciacion, por lo regular tres sefiales son importantes para las
células T nativas, una de ellas es a través del TCR (sefial 1), la otra es la sefial del receptor
co-estimulacion CD28 (sefial 2) y por ultimo el efecto de las citocinas (sefial 3). Este
conjunto de sefiales que llegan a la célula T nativa provoca la activacion y diferenciacion en
distintos sub-lineajes de células T que incluye a la célula Thl productora de interferén
gamma (IFN-gamma), la célula Th17 productora de interleunica (IL) 17 (IL-17), la célula T
regulatoria (Treg) FoxP3 positiva inmunosupresiva, asi como también de otros sub-linajes
definidos recientemente.

Las sefales antes indicadas no son los Unicos eventos importantes para la
diferenciacion celular, sino también el metabolismo celular es otro elemento relevante para
orquestar la diferenciacion y activacion de las células T, ya que estos procesos requieren de
una alta demanda bioenergética y biosintética, por ejemplo, en los procesos metabolicos
participan las rutas de la glucolisis, la oxidacion de acidos grasos/piruvato por la via del
ciclo de Krebs, las rutas de la pentosa-fosfato y glutamina. En este sentido, la glucolisis es
orquestada por HIF-1alfa en la célula T en condiciones de hipoxia y esta ruta es un punto
clave metabolico para la diferenciacion de células Th17 o induccion de células Treg.

2.1. Células Th17

Afuera del timo, en los tejidos periféricos en condicion de hipoxia el proceso de
diferenciacion de la célula T es afectada en estas condiciones. Recientes estudios han
demostrado que la presencia de HIF-1alfa es un factor clave para la diferenciacion de
células Th17 y células Treg en las condiciones de hipoxia (5-6). La actividad de HIF-1alfa




en condiciones de hipoxia provoca la expresion del gen del factor de transcripcion
RORgamat, este factor de transcripcion es el elemento maestro para que las células T
nativas se diferencien en células Thl7, sin embargo, la actividad de HIF-1alfa suprime la
expresion del factor de transcripcion Foxp3, el cual es clave para la generacion de células
Treg (5). Esto indica que en un o6rgano en condiciones de hipoxia y en un proceso de
respuesta inmune, la pVHL es no producida y por lo tanto no puede degradar a HIF-lalfa y
como consecuencia el HIF-1alfa se activa para inducir la diferenciacion de células Th17
(Figura 1B).

Por otro lado, la diferenciacion y activacion de la célula T es un proceso con alta
demanda energética y en aquellos casos donde la célula T esta en condiciones de hipoxia, el
aporte de energia es principalmente por la ruta glucolitica. La actividad de HIF-1alfa
mantiene la ruta glucolitica en condicion de hipoxia; entonces si se inhibe la ruta glucolitica
activada por HIF-1alfa en condicion de hipoxia se pierde el balance de la polarizacion de
las células Th17 / Treg (6), lo cual sugiere que la ruta glucolitica dependiente de HIF-1alfa
regula la diferenciacion de la célula Th17 (Figura 1B). La polarizacion de la célula Th17
por HIF-1alfa, al parecer no esta bien definida, debido a que otros grupos de investigacion
han reportado que la actividad de HIF-1alfa puede promover la expresion de Foxp3 para la
diferenciacion de Treg (7), esta controversia introduce una falta de claridad sobre el eje
VHL/HIF en la regulacion del desarrollo y/o funcion de las Treg.

2.2. Células Treg
Con la finalidad de profundizar sobre la funcion de la pVHL en las células Treg, un

raton knock-out condicionado para el gen vilh y especifico para las células Treg reveld que
la actividad de la pVHL es esencial para la estabilidad y funcion de las células Treg (8). El
raton que no produce la pVHL en las células Treg desarrolla una inflamacioén masiva con
una excesiva produccion de IFN-gamma por las células Treg. Las células Treg carentes de
pVHL no pueden prevenir la induccion de colitis en el raton, y en vez de esto existe una
inflamacion intestinal donde las células Treg son las que producen el [IFN-gamma, muy
similar a la funcion de un linfocito Thl. En estos ratones se observa que las células Treg
deficientes en pVHL, el HIF-lalfa se encuentra estable y activo, y que el HIF-1alfa se une a
la region promotora del gen de INF-gamma para inducir la produccion de esta citocina, lo
cual promueve la diferenciacion de Treg a células Th1 que participan en la inflamacion. La
induccion de IFN-gamma por la ruta VHL/HIF en las células Treg es también dependiente
del metabolismo glucolitico. En un raton con doble knock-out en pVHL y HIF-1alfa en las
células Treg se observo una baja produccion de INF-gamma y una recuperacion de la
funcion reguladora de las células Treg (Figura 1C) (8). Esto sugiere que la falta de funcién
de la pVHL en las Treg convierte estas células a células Th1 productores de INF-gamma
por medio de HIF-1alfa, lo cual se conoce como un proceso de plasticidad. Estos hallazgos




sugieren que la ruta HIF/VHL es responsable para la expresion de INF-gamma en las
células Thl a partir de células Treg con deficiencia en la funcion de la pVHL.

2.3. Células T productoras de IFNgamma

En la hipoxia, la glucolisis anaerobica esta regulado por HIF-1alfa y este evento
metabolico es esencial para la induccién de células T productoras de IFN-gamma. Se ha
demostrado que la eliminacion de HIF-lalfa en células T de raton, o inhibicion de la
glucolisis con la molécula 2-desoxi-D-glucosa (2-DG) marcadamente reduce la produccion
de IFN-gamma en células T expuestas en condiciones de hipoxia. En forma contraria, la
eliminacion de la pVHL en las células T de raton provoca la estabilizacion de HIF-1alfa en
células T o el tratamiento de las células T con inhibidores de las prolil-hidroxilasas (PHDs)
provoca un incremento en la produccion de IFN-gamma en condiciones de hipoxia (Figura
1D). La baja produccion de IFN-gamma observada en las células T con fenotipo HIF-1alfa
-/- es debido por la muerte celular inducida por una activacion de la célula de forma
erronea. Esta muerte celular de las células T HIF-1alfa -/- es principalmente por la caida
metabolica y es atribuido a una disminucién intracelular de la poza de acetil-CoA, ya que la
suplementacion de acetato para restablecer el nivel de acetil-CoA en las células T HIF-1alfa
-/- en condiciones de hipoxia se detiene la muerte celular inducida por activacién y también
hay un restablecimiento en la produccion de INF-gamma. Estos resultados sugieren que la
ruta de la glucolisis controlada por HIF-1alfa en la célula T es un regulador principal de la
induccion de INF-gamma en las células T hipoxicas (Figura 1D) (9).

2.4. Células T CD8
En las células T CDS citotoxicas se tiene demostrado que la ruta VHL-HIF es

importante en el desarrollo de estas células. Una de las funciones de las células T CDS es la
eliminacion de células infectadas con un virus. En un experimento donde se elimind la
pVHL en la célula T de raton se observo que la patologia letal de la infeccion con el virus
de la coriomeningitis linfocitica disminuyo considerablemente (10), esto es por el hecho de
que la pérdida de la funcion de la pVHL provoca una alta actividad de HIF-1alfa y HIF-
2alfa. La alta actividad de los HIFs en los linfocitos T CDS citotoxicos potencializa la
funcion citotoxica de la célula T CDS8 debido a que ambos HIFs promueve la expresion de
factores de transcripcion claves, asi como también de moléculas efectoras (gramcinas y
perforinas) y co-estimuladoras/inhibitorias. Con base a esto se puede decir que la pVHL en
las células T CD8 tiene un efecto de regulacion negativa de la funcion de estas células
(Figura 1E).

Por otro lado, también se ha reportado que las células T CDS citotoxicas deficientes
en la pVHL son mas potentes y efectivas en la citotoxicidad para las células tumorales.
También se ha observado que en las células T CD8 de memoria, la eliminacion de la pVHL




no afecta la diferenciacion de las células T CD8 de memoria de larga vida y al parecer esto
esta relacionado con el sostenimiento del metabolismo glucolitico (11). Esto indica que el
control metabolico por el eje VHL/HIF es critico para generar células T CD8 de memoria
con caracteristicas de proteccion contra una infeccion. En general se puede decir que la
pVHL tiene un efecto negativo en la diferenciacion a células T CD8 y que HIF-lalfa tiene
el efecto contrario ya que promueve por la via glucolitica el proceso de diferenciacion de
las células T CD8 en condiciones de hipoxia.

3. El*“factor inhibiting HIF” (FIH) en las células T
Las células T se deben adaptarse a las variaciones del microambiente que se

presentan en un tejido, una de ellas es la disponibilidad de oxigeno. Como es sabido, HIF
esta regulado por dos mecanismos que involucra a las hidroxilasas dependientes de
oxigeno, una de ellas son las prolil hidroxilasas (PHDs) que marca a HIF para su
degradacion dependiente de la pVHL, por otro lado, la asparagil hidroxilasa conocida como
el “factor inhibiting HIF” (FIH) que hidroxila el residuo de asparagina de HIF para inhibir
la actividad transcripcional de éste. Para determinar el papel de FIH en las células T, se
desarroll6d un raton knock-out en FIH especifico en la célula T y se encontré que FIH regula
el destino y funcion de la célula T en una manera dependiente de HIF a la concentracion de
oxigeno fisiologica. El efecto que tiene la pérdida de FIH en las células T es que
potencializa a la citotoxicidad de la célula T y se aumenta la expansion de células T in vivo.
En los ratones sin FIH se observo una mejoria en la inmunoterapia anti-tumor, esto es
atractivo ya que podria ser usado como una estrategia prometedora para la inmunoterapia
del cancer (12). En conclusion, FIH inhibe a HIF y esto provoca una regulacion negativa en
la actividad de las células T.

4. Funcion de la pVHL en las células B
La médula 6sea es conocida como el sito donde el contenido de oxigeno es limitado

(13) y a pesar de esto, es probable que la hipoxia puede regular el desarrollo de las células
B. Con esta hipdtesis, la eliminacion de HIF-1alfa en las células de la medula 6sea provoca
un desarrollo erréneo de las células B, donde la proliferacion de estas células es el principal
defecto observado. Por otro lado, en la autoinmunidad las células B tienen la funciéon de
regular las c¢lulas T autoinmunes por medio de la produccién de IL-10 (14); la eliminacion
de HIF-lalfa en la célula B provoca un aumento de la poblacién de células B tipo | con
caracteristicas de no produccion de IL-10, lo cual causa autoinmunidad por las células T
(15). El raton con eliminacion de HIF-1alfa es mas susceptible a enfermedades
autoinmunes tales como artritis y encefalomielitis autoinmune experimental comparado con
el raton que posee a HIF-1alfa (16). Las células B knock-out en HIF-1alfa aumenta la




diferenciacion de las células Thl y Th17 y esto es por carencia de produccion de IL-10
(17). Estos hallazgos soportan que la regulacion de la hipoxia y la actividad de HIF-1alfa en
estas condiciones es critica para la funcion de la célula B y en la prevencion de la
autoinmunidad (Figura 2A).
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Figura 2. Funcion de la pVHL y HIF en otras células inmunolégicas. (A) En las células B la eliminacion
de HIF-1alfa provoca un mal desarrollo de las células B y se incrementa la apoptosis. En el caso de la
autoinmunidad, las células B con eliminacion en HIF-1alfa no producen IL-10 y no llevan a cabo su funcion
de proteccion. (B) En el macrofago de pulmon, la eliminacion de la proteina VHL provoca macrofagos
inmaduros, una baja capacidad de autorenovacion y baja actividad surfactante. (C) En el neutrdfilo en
condiciones de hipoxia el HIF-1alfa activa la ruta de sefializacion del NF-kB para encender el proceso de
apoptosis. (D) La carencia de la proteina VHL en las células precursoras de ILCs provoca defectos en las
ILCs del grupo 2 que consiste en la estabilidad de HIF-1alfa que provoca una baja expresion del receptor de
IL-33 (la proteina ST2) y como consecuencia genera un mal desarrollo y funcion de estas células.

El eje VHL-HIF también ha sido estudiado en la produccion de anticuerpos en las
células B, interesantemente se observo que la hipoxia en el centro germinal regula la
produccion de anticuerpos por las células B. En este sentido, la actividad de HIF-1alfa
provoca una limitada proliferacion y sobrevivencia de esta célula y HIF-1alfa participa en
el cambio del isotipo de los anticuerpos (18). La baja tension de oxigeno o la eliminacion
de la pVHL especificamente en las células B detiene la actividad del complejo mTORCI, lo




cual provoca una inhibicion de la activacion de la célula B, contrario a esto se observo que
la eliminacion de HIF-1alfa restablece la activacion de la célula B. Esto indica que la ruta
VHL/HIF juega un papel importante en la produccion de anticuerpos en el centro germinal
(19). Estos hallazgos sugieren que la ruta VHL/HIF es un sensor del oxigeno esencial para
regular la inmunidad humoral en el tejido linfoide.

5. Funcién de la pVHL en las células mieloides
El eje VHL-HIF también tiene un impacto sobre la inmunidad innata (20) donde

participan las células de origen mieloide. La condicion de hipoxia provoca la acumulacion
de HIF-alfa en las células supresoras de origen mieloide y puede promover la funcion
supresora por la sobre expresion de las proteinas arginase-1 e iNOS, y esta expresion es
dependiente de HIF-1alfa (21). Otro estudio demostré que la concentracion baja de oxigeno
apaga la apoptosis en el neutrofilo a través de la sefializacion dependiente de HIF-1alfa que
activa a laruta NF-kB (22) (Figura 2B). Este hallazgo soporta que la ruta VHL/HIF juega
un papel importante en el desarrollo y funcion de las células mieloides.

Un estudio reciente donde se utilizé ratones knock-out en la pVHL en las células
tipo macrofagos, se observo que los macrofagos alveolares (MAs) con carencia en la pVHL
mostraron un fenotipo inmaduro, con una reducida capacidad de auto-renovacion, y un
decremento de la actividad de surfactante del AMs en el pulmoén (Figura 2C). De esta
manera la pVHL es requerido para la maduracion de los AMs y la funcién tensoactiva del
pulmon (22).

6. La pVHL en las células linfoides innatas

Las células linfoides innatas (ILCs) son un subgrupo de linfocitos, recientemente
definido, que reside en el tejido periférico y son particularmente abundantes en la superficie
de los organos con funcion de barrera. Las ILCs son funcionalmente divididos en tres
subtipos: el grupo 1 de ILCs incluyen a las células “natural killer” y las ILCls productoras
de IFN-gamma que depende del factor de transcripcion T-bet para su desarrollo; el grupo 2
de ILCs son aquellas que producen citocinas inflamatorias del tipo 2 y requieren de los
factores de transcripcion GATA3 y RORgammat; y el grupo 3 de ILCs son aquellas que
producen IL-17A y/o IL-22 y son dependientes del factor de transcripcion RORgammat.
Las ILCs son originadas desde células progenitores linfoides que expresan el factor de
transcripcion PLZF, lo cual tienen la capacidad para diferenciarse en ILCs maduros. Sin
embargo, es poco claro si la ruta VHL-HIF esta involucrada en la regulacion de ILCs.

Para estudiar la funcion de la pVHL en la generacion de ILCs, se obtuvo un raton
knock-out en la pVHL en las células precursoras de ILCs (células que expresan PLZF). En




este raton se observo que la pérdida de la pVHL produce una alteracion en el desarrollo y
funcion de ILCs del grupo 2 (23). Las ILCs del grupo 2 tienen la capacidad de responder a
las citocinas tipo alarminas como [L-33, IL-25 y TSLP y como resultado de esta respuesta
es la produccion de citocinas de tipo 2. Esta respuesta de tipo 2 inmune de las ILCs del
grupo 2 es la clave de las enfermedades alérgicas, infeccion anti-helmintos y homeostasis
metabolica (24). Por lo tanto, la eliminacion condicionada de la pVHL en las células
precursores linfoides innatos afecta minimamente el estado temprano de diferenciacion de
las ILCs del grupo 2 en la médula 6sea, pero en los tejidos linfoides periféricos tales como
el pulmon, intestino y tejido lipidico la ausencia de la actividad de la pVHL causa una
disminucién importante en el nimero de 1LCs del grupo 2 maduros y provoca una reducida
respuesta inmune tipo 2. Como es sabido, la eliminacién de la pVHL causa la acumulacion
de HIF-1alfa y esto provoca las caracteristicas antes mencionadas en las ILCs del grupo 2.
Otro efecto que se observa en la eliminacion de la pVHL en las células precursoras linfoide
innato es la expresion baja de la proteina ST2 (un componente del receptor 1L-33) en las
ILCs del grupo 2, y se ha observado que HIF-1alfa altera la epigenética del gen ST2
provocando la baja expresion de este receptor. La expresion bajade ST2 inhibe el
desarrollo de ILCs del grupo 2 inducidas por IL-33 (Figura 2D) (24). Esto muestra que la
actividad de la pVHL regula positivamente el desarrollo de las ILCs del grupo 2.

7. LapVHL en la terapéutica

Con la finalidad de entender el papel de lapVHL en la regulacion de la respuesta de
las células T CD4 positivas durante la infeccion con Mycobacterium tuberculosis, un raton
carente en la pVHL en las células T fue desarrollado. Se observo que este raton es
altamente susceptible a la infeccion por M. tuberculosis, en los tejidos se encontrd una baja
acumulacion de células T especificas a micobacteria en el pulmon y estas células T
especificas tienen una reducida capacidad de proliferar, asi como una alterada
diferenciacion y una potenciada expresion de receptores inhibitorios de la respuesta
inmune. El raton knock-out a la pVHL también se observa que tiene una reducida respuesta
hacia la vacunacion contra M. fuberculosis (Figura 3A).




Figura 3. La pVHL en la inmunoterapia. (A) En la tuberculosis murina, las células T CD4+ con
eliminacion de la proteina VHL no responde contra el bacilo de micobacteria. (B) Las células T reguladoras
(Treg) con pérdida de la funcion de la proteina VHL son productoras de interferon gamma (INFgamma)
dependiente de HIF-1alfa, estas células en condiciones de hipoxia y tratadas con neuropilina-1 son muy
efectivas contra las células tumorales. (C) Células T deficientes en HIF-1alfa son baja productoras de
INFgamma, sin embargo, estas células tratadas con acetato recuperan la produccion de la citocina y son
efectivas contra células tumorales. (D) La eliminacion de la proteina VHL en las células T provoca estabilidad
de HIF-1alfa, HIF-1lalfa induce una inestabilidad de la mitocondria el cual provoca la activacion de la ruta de
sefalizacion ¢cGas-STING para la produccion de interferon (INF) tipo I que ayuda la capacidad antitumoral y
la terapia con anticuerpos Anti-PD-1.

En los ratones normales se ha visto que la funcion que tiene la pVHL en las células
T CD4 positivas después de la activacion del TCR es de promover la activacion de MYC,
generar una respuesta positiva al crecimiento celular, aumento de sintesis de DNA,
promover una proliferacion y sobrevivencia de la célula. De esta manera indica que la
pVHL en la respuesta de la célula T CD4 a la M. fuberculosis es elemental para el control
de la infeccion de esta bacteria (25).

Por otro lado, en ratones con células Treg carentes en la pVHL tienden a convertirse
en células Treg productoras de INF-gamma. Estas células Treg carentes de la pVHL
productoras de INF-gamma al ser estimuladas con neuropilin-1 en condiciones de hipoxia
promueven la inmunidad anti-tumoral (Figura 3B). En contraste los ratones con células
Treg con carencia de HIF-1alfa pierden esta funcion anti-tumoral (26). Otro estudio mostrd
que la proteina PHD (prolil-hidroxilasa de HIF) detiene la inmunidad anti-tumor de las




células Thl (27), ya que se sabe que la proteina PHD realiza la hidroxilacion de HIF-1alfa
para inducir su degradacion. Estos resultados indican que la pVHL puede interferir en la
actividad anti-tumoral y que HIF-1alfa actia como un elemento potenciador anti-tumor en
las c¢lulas Treg productoras de INF-gamma.

Oftro estudio con ratones con células T que no tienen HIF-1alfa -/- (knock-out en
HIF-1lalfa) en condiciones de hipoxia mostr6é que estas células tienen una baja produccion
de INF-gamma y la adicion de acetato restablece el nivel de produccion de esta citocina.
También se observo que las células T HIF-1alfa -/- hipoxicas son incapaces para matar
células tumorales in vitro. En un ensayo in-vivo, los ratones knock-out en HIF-lalfa -/- en
las células T que se les implanto un tumor fueron resistentes a la terapia combinatoria anti-
CTLA-4 y anti-PD-1, una terapia usada para evitar el cansancio de la actividad anti-tumoral
de las celulas T y llegar a tener mas éxito en la eliminacion del tumor. Importantemente
cuando estos ratones con tumor se les administré acetato resolvieron satisfactoriamente la
terapia antes mencionada y restablecieron la produccion de INF-gamma en las células T
infiltrantes de tumor (Figura 3C). Por lo tanto, la suplementacion de acetato es una

estrategia terapéutica efectiva en el caso de las células T con pérdida de funcion de HIF-
lalfa (9).

La via de activacion celular “cyclic GMP-AMP synthase-stimulator of interferon
genes” (cGAS-STING), también conocida como la ruta sensor de DNA anti-viral, es una
ruta que se enciende por la presencia de DNA mitocondrial en el citoplasma celular y esto
dispara a la sintesis de cGAMP (dinucleotidos ciclicos), el cual activa a la proteina STING
que a su vez activa el factor de transcripcion IRF3 para la produccion de interferones tipo 1
como el INFalfa e IFNbeta. Los IFNs tipo | son importantes para mantener activos a las
células T y protegen a las células de infecciones virales y tener una mejor respuesta
inmune. Sin embargo, se ha observado que la via cGAS-STING es también una
herramienta potente contra la guerra hacia los canceres producidos por deficiencia en la
pVHL como es caso del carcinoma de célula renal de células claras (ccRCC por sus siglas
en inglés). La activacion de la via cGAS-STING en los tumores deficientes en la pVHL
puede potencialmente crear oportunidades terapéuticas ya que se ha visto que estos tumores
son mas susceptibles hacia la terapia “chimeric antigen receptor T (CAR-T) debido a los
niveles elevados de INFs tipo I en el microambiente tumoral, por ejemplo las células T
NKG2D CAR pueden actuar en sinergia con los agonistas de la via STING para suprimir el
crecimiento de fumores pancreaticos, ademas de que los linfocitos infiltrantes del tumor
tienen una mayor penetracion a la masa del tumor y permanecen activos debido a la
constante activacion de la via cGAS-STING en los tumores deficientes de la pVHL. Esto
indica que la pVHL puede estar interfiriendo con la respuesta anti-tumoral por la via de la
produccion de IFN tipo L.

En este sentido, un estudio demostré que la perdida de la pVHL potencia la eficacia
del tratamiento “anti-programmed death 1” (PD1) en multiples modelos de tumor murino
donde este tratamiento es dependiente de las células T. El mecanismo molecular del
tratamiento anti-PD1 se base en la sobre actividad de HIF-1alfa y HIF-2alfa debido a la
pérdida de la pVHL. Las dos moléculas de HIFs disminuyen el potencial de la membrana




externa de la mitocondria y causa la fuga del DNA mitocondrial hacia el citoplasma de la
célula, lo cual provoca la activacion de la via cGAS-STING y la produccion de INF tipo |
en la célula, lo cual potencia la actividad anti-tumoral (Figura 3D). Esto demuestra que la
pérdida de la funcidon de la pVHL puede ser una ventaja para aquellos tumores con este
genotipo ya que los tratamientos anti-tumorales como PDI, CAR-T y en conjunto la
activacion de la via cGAS-STING mantienen activa la respuesta inmune contra el tumor
por la produccion de IFNs tipo I (28).

En conclusion, podemos decir que tomando junto estas evidencias de la asociacion
de la pVHL con las células inmunes sugiere que la ruta VHL/HIF es critica para el
desarrollo y funcion de varias células inmunes. Un fendmeno biolodgico importante es la
condicion de hipoxia que puede afectar diversas células inmunes y no inmunes
simultineamente en un tejido. La via de activacion VHL-HIF participa en varias funciones
biologicas de un mismo sub-tipo celular, como es el caso de las células Tregs, asi como
también en los tejidos linfoides en estadios estables o inflamado que estan constantemente
expuestos a los retos hipoxicos. Todo lo anterior indica que, la actividad de la pVHL, que
regula la concentracion de HIF-1alfa en el citoplasma celular, es primordial en las células
inmunes. Ahora es importante recalcar que exista la posibilidad de que las condiciones
experimentales empleadas puedan diferir con las condiciones in vivo, ya sea en un estado
estable 0 en un proceso de infeccion. El estado metabolico de las células inmunes también
es otro factor importante que determina la decision final de la célula inmune.

La falta de actividad de la pVHL tiene un impacto profundo en varias enfermedades
humanas tales como la formacion de un tumor, en consonancia la ausencia de la actividad
de la pVHL en las células inmunes hace que la respuesta inmune sea inapropiada y permita
el desarrollo de una enfermedad. Esto indica que no solamente es atender la aberrante
funcion de las células no inmunes cuando no tienen la adecuada funcion de la pVHL en una
enfermedad, sino que también hay que tomar en cuenta que las células inmunolégicas
pueden estar afectadas por la pérdida de la pVHL y por lo tanto el tratamiento debe ser
integral con un enfoque para ambos elementos, es decir restaurar la funcion de la pVHL en
las celulas no inmunes, asi como también en las inmunes para llegar a tener éxito cuando se
use la pVHL como blanco molecular terapéutico.
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Capitulo XI

PROTAC y pVHL

Terapéutica con la pVHL

En afios recientes, el campo sobre el descubrimiento o desarrollo de farmacos o

terapias nuevas ha tomado un gran interés, sin embargo, muchos farmacos pierden su

efecto benéfico sobre la enfermedad debido a que el organismo, u érgano, o tejido o

célula produce resistencia al farmaco. Rutas o metabolismos alternativos se encienden en

la célula como respuesta para reducir la actividad del farmaco, ya que el farmaco no es un




componente comun para la célula, es un compuesto extrafio que tiene que ser
metabolizado para su control y eliminacién. El enfoque actual sobre el tratamiento de una
enfermedad es conocer la proteina clave involucrada en el desarrollo de la enfermedad.
Esta proteina clave puede ser una proteina funcional o no funcional (alteradas), que en
algunos casos pueda estar expresada inadecuadamente en una etapa del ciclo celular y
esto pueda provocar un dafio en la biologia celular. En este sentido, las terapias génicas o
proteicas son la alternativa para evitar el uso de farmacos. La terapia génica consiste en
modificar la biologia del gen que codifica la proteina clave involucrada en el proceso de la
enfermedad, es decir, sustituir el gen alterado por el gen adecuado o adicionar un gen
faltante, el otro enfoque génico es la regulacion de la expresidon del gen blanco.

Con respecto a la terapia donde el blanco es una proteina, ésta consiste en utilizar
inhibidores o bloqueadores (ejemplo anticuerpos) contra la proteina clave de la
enfermedad o la otra opcién es |la eliminacién de esta proteina. La eliminaciéon de la
proteina clave de la enfermedad es una alternativa adecuada para controlar o reducir su
efecto en el proceso de la enfermedad. El uso del sistema de ubiquitina proteasoma para
eliminar proteinas es una buena opcién debido a que este sistema es especifico y eficiente
para la eliminacidn proteica. El sistema ubiquitina proteasoma es muy amplio ya que esta
compuesto de alrededor de 600 tipos de E3 ubiquitina ligasa, esto hace que se pueden
tener varias opciones de uso. Con este sistema las proteinas son degradadas por el sistema
ubiquitina proteasoma y actualmente se ha disefiado como una herramienta para marcar y
unir cualquier proteina de forma especifica a un tipo de E3 ubiquitina ligasa para
degradarla. Esta herramienta de degradacidn proteica de forma especifica es conocida
como PROTAC (PROteolisys Targeting Chimeras, por sus siglas en inglés). En este capitulo
abordaremos el PROTAC de VHL especificamente.

2. PROTAC

PROTAC es una herramienta que consiste en un compuesto con caracteristica
heterobifuncional. Este compuesto funciona como un puente de unidn entre la proteina
receptora de substrato que pertenece a una E3 ubiquitina ligasa y la proteina blanco que
se desea degradar (1). Este compuesto heterobifuncional es una molécula de naturaleza
proteica o no proteica, por lo regular es un compuesto organico sintetizado. El compuesto
heterobifuncional (en un extremo de ella) tiene una parte de la molécula un sitio que
reconoce y se une especificamente (por un enlace covalente) a la proteina que se desea
degradar (una proteina que no es cominmente degradada por ningln sistema E3
ubiquitina ligasa), y en el otro extremo de la molécula se une especificamente a la proteina
componente de la E3 ubiquitina ligasa, que cominmente es la proteina receptora de




substrato. Entonces, la estructura de la molécula heterobifuncional consiste en tres
elementos: un ligando que se une a la proteina de interés, un segundo ligando que recluta
una E3 ubiquitina ligasa y un puente que conjuga estos dos ligandos (Figura 1).

Ub

Proteina blanco Ub
Ub
dJdb
Jb

Proteina blanco L

iProteina blanco,

Figura 1. El sistema PROTAC. Semejanza y diferencias entre las reacciones de la cascada del sistema de
ubiquitina proteasoma y el PROTAC. EI PROTAC interacciona con el complejo E3 ubiquitina ligasa del sistema
de ubiquitina proteasoma para marcar la proteina blanco con ubiquitina y degradarla por la via del
proteasoma. El PROTAC consiste en un compuesto bifuncional que en sus extremos tienen sitios de union
especifica, en uno de ellos se une a la proteina receptora de substrato del complejo E3 ubiquitina ligasa (sitio
del ligando E3) y en otro extremo esta el sitio de unién a la proteina blanco que se desea degradar. La
proteina blanco puede ser cualquier proteina que no sea degradada por el sistema ubiquitina ligasa. Los dos
sitos de unidn mencionados estén unidos por un puente de unién. El PROTAC por un lado reconoce la
proteina blanco y por el otro lado la E3 ubiquitina ligasa, esta interaccién con lleva a la ubiquitinacién de la
proteina blanco por la E2-ubiquitina del sistema de ubiquitina-proteasoma.

Con respecto al puente que une a los dos ligandos, debe poseer caracteristicas
adecuadas de longitud, hidrofilicidad y rigidez en su disefio para que el PROTAC tenga
éxito. En este sentido existe una libreria de puentes de unidn de ligandos con diferentes
caracteristicas. Por ejemplo, el polietilenglicol o cadenas alquilo con varias longitudes o




grados de flexibilidad son los precursores del puente de unidn de los ligandos mas
comunmente usados comercialmente y de facil acceso (2).

Con respecto a las moléculas que actian como ligandos, tanto para la proteina
blanco como para la proteina receptora de substrato, éstos estan sustentados con base a
los estudios quimicos de la sintesis de inhibidores especificos de la funcién de estas
proteinas, ya que estos inhibidores quimicos se unen a la proteina de forma especifica y
con base a esto los inhibidores quimicos han sido modificados para poder ser acoplados al
puente de unién. Cuando se usa como proteina receptora de substrato a la pVHL se
utilizan las moléculas quimicas inhibidoras de la pVHL descubiertas como el VH032,
VHO032-LHS, VH101, VH298, las cuales tienen diferentes capacidades de afinidad; éstas son
la base para el uso como ligando del PROTAC-VHL. Estos inhibidores han sido modificados
quimicamente para la unidn exitoso y adecuada hacia el puente de union (2).

El ensamblaje quimico del PROTAC consiste en la unién de los dos ligandos (el
ligando a la proteina blanco y el ligando a la proteina receptora de substrato) al puentey
es otro elemento de consideracion importante para el disefio del PROTAC. En el caso del
PROTAC-VHL el ensamblaje puede realizarse de tres maneras: la primera consiste que el
ligando que reconoce a la proteina blanco esta unido con él y por otro lado, la pVHL-
ligando esta unido con el puente de unidn, posteriormente se juntan y se ensambla el
PROTAC-VHL (Figura 2A). El segundo caso, el pVHL-ligando no esta unido al puente de
unidn, en cambio la proteina blanco esta unido con su ligando y con el puente de unidn
(Figura 2B). El ultimo caso, consiste en que el puente de union esta dividido en dos partes,
una parte del puente esta unido con el ligando-proteina blanco y la otra parte esta unido
con el ligando-pVHL, posteriormente estas dos partes del puente se unen por un
reconocimiento propio para conformar el puente (Figura 2C) (2).




Figura 2. Formacion del PROTAC-VHL. Existen tres maneras de la formacion del PROTAC-VHL, la primera
consiste en que la proteina blanco esta unido con su sitio de unién y por separado el E3 ubiquitina ligasa VHL
estd unida con el resto del PROTAC, posteriormente se unen para formar el sistema (A). El segundo es que el
PROTAC estd unido con la proteina blanco y posteriormente se une el E3 ubiquitina ligasa VHL (B), por
ultimo, el PROTAC esta dividido en la parte del puente de union y ambos sitos estan unidos a sus
correspondientes ligandos, que interactiian para acoplar el puente de unién (C).

El modo de accién del PROTAC esta basado sobre el proceso del sistema ubiquitina-
proteasoma, es decir la participacién de las enzimas E1, E2 conjugante y la E3 ubiquitina
ligasa. El E1 activa la ubiquitina y lo transfiere a la enzima E2, la enzima E2-ubiquitina se
une al E3 ubiquitina-ligasa. La E3 ubiquitina ligasa (pVHL) se unira con el PROTACYy la
proteina blanco sera el substrato de ubiquitinacion por la E2-ubiquitina. Posteriormente la
proteina diana sera degradado por el proteasoma (Figura 1).

El campo de accidn del PROTAC es de una enorme aplicacion. El primer PROTAC
disefiado con éxito fue el publicado por Sakamoto en 2001 el cual consistid en el disefio de
un fosfopéptido para el ensamblaje del PROTAC Skp1-Culina-F box para la degradacion de
la proteina aminopeptidasa metionina-2 (MetAp-2) (1). En 2003, el mismo grupo
desarrolla el PROTAC que reconoce el receptor de estrégeno alfa o el receptor de
andrégeno. Estos primeros desarrollos de PROTAC fueron basados en el uso de péptidos
con un peso molecular alto y con limitada permeabilidad celular. Desde este punto de
vista, un numero de inhibidores para la proteina Cereblon (CRBN) y pVHL entre otros han
sido descubiertas como ligandos para PROTAC. Muchos de estos han sido explorados para




generar permeabilidad y actividad biolégica del PROTAC para degradar proteinas
seleccionadas en la célula. A pesar de la abundancia de E3 ubiquitina ligasa (mas de 600
tipos) en las células humanas, solamente pocos E3 ubiquitina ligasas han sido usados en la
tecnologia PROTAC para la degradacién de proteinas blanco. Hasta el momento, 28
PROTACs estan en pruebas clinicas involucrados en cancer y otras enfermedades. El
PROTAC-CRBN y -VHL han sido los mas exitosamente utilizados en el sistema de PROTAC
por el cual nos enfocaremos al PROTAC-VHL (3).

3. PROTAC-VHL

A diferencia de CRBN el cual esta conformada por Culina-4-RING E3 ubiquitina
ligasa, la pVHL es el miembro de la Culina2-RING E3 ubiquitina ligasa. Como se ha
mencionado, la pVHL es la subunidad que se une especificamente a la proteina blancoy
promueve su degradacion proteasomal. Entre muchos de los substratos blancos por la
pVHL E3 ligasa, el HIF-1alfa es el mejor caracterizado. El desarrollo inicial de PROTAC-VHL
fue basado en el uso de un péptido de 5 a 7 aminoacidos de longitud derivado de la
proteina HIF-1alfa como plataforma molecular para la E3 ubiquitina ligasa VHL en vez del
uso de moléculas pequefias, este es referido como BioPROTACs (3).

Los ejemplos de PROTAC-VHL son amplios y hasta el momento mas de 750 PROTAC-
VHL han sido publicados a la fecha, y las proteinas blanco es de alrededor de mas de 50
proteinas diferentes que son degradadas por este sistema (Tabla 1). Mencionaremos
algunos ejemplos de proteinas diana degradados por PROTAC-VHL.




Tabla 1. PROTAC-VHL y proteinas blanco.

Nombre del PROTAC-VHL

Proteinas blanco

MzZ1

ARV-771

AT1
macroPRO-TAC1
SIM1
Compuesto 9
VZ185

ACBI1

cMm11

PROTAC 14a
CRBN-6-5-5-\VHL
BI-0319

GSK215
SGK-POROTAC1
ARCC-4

PROTAC 3i
PROTAC-3 basado en Gifitinid
PROTAC-6

MS33

Homer

XL01126

Brd2, Brd3, Brd4

Brd4

Brd7, Brd9

SMARCA2, SMARCA4, PRBM1

VHL
CRBN
CRBN
PTK2
PTK2
SGK3
AR
TBK1
EGFR
Bcl-xL
WDRS5
WDR5

LRRK2




El descubrimiento de moléculas pequefias con funcién similar al péptido HIF-1alfa
ha conducido a un mejoramiento significativo en el disefio de PROTACs. Uno de los
primeros PROTAC-VHL con el uso de moléculas pequefias como plataforma de
reclutamiento fue el disefio de una molécula para reconocer proteinas con bromodominio
(BRDs), esta molécula es el inhibidor de bromodominios JQ1 para el reclutamiento de la
proteina BRD4 (4).

Mientras algunos inhibidores de la proteina BCR-ABL como imatinib, dasatinib,
bosutinib, nilotinib, asciminib son altamente efectivos contra la enfermedad de leucemia
mieloide cronica, muchos pacientes desarrollan resistencia hacia estos inhibidores debido
a mutaciones en el gen BCR-ABL. Esfuerzos para sobrellevar la resistencia a los inhibidores
en esta enfermedad han conducida en el desarrollo de diversos BCR-ABL PROTACs, algunos
de los cuales han mostrado gran actividad y selectividad hacia varias formas de BCR-ABL
incluyendo mutantes que confieren resistencia hacia los inhibidores de BCR-ABL. Con
respecto a esto, en el afio 2016 el grupo Crews reporté el primer degradador de BCR-ABL
PROTAC (DAS-6-2-2-6) basado sobre el uso de bosutinib o dasatinib capaces de degradar c-
ABL y BCR-ABL usando cualquier plataforma CRBN o VHL E3 ubiquitina ligasa como
receptor de substrato (5).

Un nuevo PROTAC llamado GMB-475 fue desarrollado usando el compuesto GNFS5,
que corresponde a un inhibidor alostérico de un tamafio pequefio el cual se une con alta
afinidad hacia la proteina “myristoyl pocket kinasa ABL". EIl PROTAC GMB-475 tiene la
capacidad de degradar a ambos el BCR-ABL silvestre y el BCR-ABL que aborda ciertas
mutaciones a una concentracion nanomolar (6). El GMB-475 fue particularmente efectivo
en la degradacién de BCR-ABL que posee la mutacién en G205E, esta mutacion exhibe una
marcada actividad proliferativa en la célula. Ademas, el GMB-475 exhibid una alta
selectividad de toxicidad hacia las células CML CD34+ primario (células leucémicas)

comparada con las células CD34+ progenitoras de origen hematopoyética normal.

El PROTAC SIAIS178 donde el compuesto dasatinib es el ligando de la pVHL fue
eficiente para la degradacion de BCR-ABL y como resultado un efecto anti-proliferativo en
células leucémicas K562. Estudios in vivo mostré una regresion del tumor
significativamente por la exposicion de este PROTAC, y también fue exitoso para degradar
algunas mutaciones de BCR-ABL que confieren resistencia hacia algunos farmacos
relevantes (7).

Mutaciones en el gen FLT-3 son los mas comunes que se presenta en la leucemia
mieloide aguda. Un PROTAC de VHL que recluta FLT-3 empleando el inhibidor FLT-3 exhibe




una alta eficiencia en la degradacion de FLT-3 en células de leucemia mieloide aguda,
ambos a nivel in vitro como en modelos in vivo (8).

Un PROTAC basado en ABT-263 que recluta VHL demostré una gran afinidad a BCL-
xL (una proteina anti-apoptética) y con una menor toxicidad para plaquetas comparado al
compuesto parental ABT-263. Una variante de este PROTAC, el dual BCL-2/BCL-XL mostrd

un considerable incremento de potencia en la degradacién comparado al BCL-XL (9).

Dos diferentes PROTACs fueron generados usando el sistema proteolitico de la
pVHL, con diferentes ligandos de inhibidores de EED y diferentes puentes de unidn. El
PROTAC2 condujo a una degradacion selectiva de las proteinas EED, EZH2 y SUZ12
reduciendo la proliferacion de células de tumor dependientes de EZH Karpas422 (10). El
UNC6852, otro PROTAC-VHL degradador de EZH2 ha mostrado resultados similares contra
el tipo silvestre de EZH2 y también contra la mutante Y641N de EZH2 (11). La proteina
“Policomb repressive complex 2” (PRC2) es ampliamente vinculada a enfermedades
hematoldgicas malignas. La PRC2 esta conformada de las subunidades EZH2, EED, SUZ12,
RBAP46/48 y AEBP2. El EZH2 es la subunidad catalitica de PRC2. Mutaciones que producen
la pérdida de la funcion de EZH2 y SUZ12 son frecuentemente observados en pacientes
con leucemia linfoblastica aguda de células T. El PROTAC-VHL fue efectivo contra esta

enfermedad.

La proteina “TANK-binding kinase 1” (TBK1) es un miembro no candnico de la
familia de cinasas del inhibidor de kappa B cinasa (IKK), TBK1funciona en el desarrollo
celular y en la respuesta inmune innata, y también ha sido vinculado en tumorigénesis. Un
PROTAC-VHL que degrada el TBK1 en un 99% ha sido desarrollado con éxito. Otro PROTAC-
VHL con blanco para la proteina “focal adhesion kinase” (FAK) también fue desarrollado;
FAK tiene multiples papeles y actia como un regulador de transducciéon de sefial
intracelular, participa en el crecimiento celular del cancer y esta asociada como una cinasa
independiente para varias proteinas de sefializacion. Un alto nivel de la proteina de FAK ha
sido detectado en algunos tipos de tumaores sdlidos, por el cual FAK es un blanco

terapéutico.

Otros PROTAC-VHL han sido desarrollados para las siguientes proteinas ya que
éstas tienen funciones importantes en los tumores cancerosos. Por ejemplo, la proteina
“WD40 repeat-containing protein 5” (WDR5) es la subunidad funcional del complejo
“mixed lineage leukaemia histone metiltransferasa”, la cual contribuye a sostener a los
canceres hematoldgicos y esta proteina se encuentra sobre expresada en algunos tumores
sdlidos. Otra proteina blanco para PROTAC-VHL es el “epidermal growth factor receptor”
(EGFR) que pertenece a la clase de receptores de tirosina cinasa y es una proteina trans-
membranal involucrada en la regulacion de procesos celulares esenciales, tales como




proliferacion celular, metabolismo y apoptosis. La sobre expresidon o mutacion de EGFR
esta asociado con el desarrollo de una variedad de tumores sélidos tales como céncer de
pulmén de células no pequefias. “Serum/glucocorticoid-inducible protein kinase” (SGK) es
una proteina serina/treonina cinasa que es activada corriente abajo por factores de
crecimiento y que contribuye a la regulacion de canales de iones, factores de transcripcion
y actividades enzimaticas; la sobre expresién de SGK3 esta vinculada a algunos canceres

sdlidos y por eso se ha disefiado un PROTAC-VHL especifico para esta proteina.

4. Innovaciones en PROTAC-VHL

El disefio de métodos que permiten un control condicionado de la funcién del
PROTAC ha ganado mucha atencién en la comunidad biolégica. El control espacio-temporal
de la funcién del PROTAC es altamente deseable para la terapia, ya que el mecanismo del
encendido de la actividad del PROTAC hacia un tejido canceroso podria reducir los efectos
no deseados por el apagado de la proteina blanco, tales como la citotoxicidad hacia las
células sanas, sobre todo en aquellos casos donde el PROTAC puede funcionar sobre
ambas células cancerosas y sanas. Actualmente existe el enfoque hacia el control espacio-
temporal de la actividad de PROTAC-VHL y esta basado sobre el encendido inducible de la
actividad del PROTAC por un estimulo externo, tal como la luz.

Un PROTAC-VHL es hecho a base del uso del compuesto orto-tetrafluorobenceno
como un encendedor foto-inducible biocompatible. La forma de cdmo funciona es por los
cambios de conformacion del orto-tetrafluorobenceno, la conformacion trans de este
compuesto induce la unio tripartita con la proteina blanco y la VHL-E3 ubiquitina ligasa,
mientras la conformacion cis no tiene efectividad para esta union; la luz induce la forma
trans de esta molécula. Una prueba hecha a nivel in vitro mostré una degradacion exitosa
de la proteina Brd2 con el PROTAC-VHL en la conformacién trans del orto-
tetrafluorobenceno inducida por luz, mientras la conformacién cis fue incapaz de inducir la

degradacién de esta proteina (Figura 3A) (13).




Figura 3. Variantes del PROTAC-VHL. (A) Encendido por luz, el puente de unién es un compuesto isomero
(cis/trans) fotosensible que en la forma de cis el PROTAC_VHL no tiene capacidad de unirse sus
componentes, al entrar a la célula se aplica luz que provoca al puente de unién en la forma trans activando el
PROTAC-VHL para unirse a sus correspondientes componentes. (B) El PROTAC-VHL se adiciona un anticuerpo
que va a reconocer su ligando expuesto en la parte de la superficie de una célula, después de la union
especifica del anticuerpo el PROTAC-VHL se interioriza a la célula para unirse a los componentes. (C) Al
PROTAC-VHL se modifica con una secuencia de acido nucleico (DNA o RNA) especifica para la unién de una
proteina, la proteina se une al dcido nucleico del PROTAC-VHL para su degradacidn. (D) El PROTAC-VHL para
la degradacion de proteina membranales, que consiste en adicionar un anticuerpo que en unade sus
cadenas del anticuerpo reconozca a una proteina membranal que participa en la interiorizacién (endocitosis,
fagocitosis, etc) y en la otra cadena del anticuerpo reconoce la proteina de membrana blanco. El PROTAC-
VHL es interiorizada a la célula y por un lado se une los componentes de la E3 ubiquitina ligasa VHL o
también puede fusionarse con los lisosomas.

El control espacial de la actividad de PROTAC ha sido dirigido por el uso de
anticuerpos conjugados al PROTAC. Usando el analogo metilado 113 de MZ1 y el
anticuerpo trastuzumab como anticuerpo dirigido a las células HER2+, |la degradacidon de la
proteina Brd4 fue selectiva y Unicamente en la linea celular de cancer de mama HER2+ con




el PROTAC-VHL conjugado al anticuerpo, pero esto no ocurre en la linea celular HER2
negativo. Cuando se compard la actividad del PROTAC-VHL no conjugado al anticuerpo
éste no pudo discriminar entre estas dos lineas celulares (Figura 3B) (14).

Expandiendo la tecnologia del PROTAC, PROTACs que tienen unido un
oligonucleédtido corto con una secuencia de reconocimiento para una proteina es un nuevo
enfoque introducido recientemente dirigido para proteinas blanco que se unen a RNA o
DNA (15). En este sentido, un PROTAC-VHL fue disefiado empleando un oligonucleétido
corto de RNA modificado como ligando para la proteina blanco y este oligonucledtido esta
unido al puente de union, el cual tiene a un péptido corto derivado de HIF-1alfa como el
ligando para VHL; usando esta estrategia se indujo la degradacién parcial de proteinas
blanco que se unen al RNA, como el factor de células madre LIN28 y un factor de “splicing”
RBFOX1 (Figura 3C) (15).

Para el caso de las proteinas de membrana es complicado usar el PROTAC-VHL,
entonces para abordar este problema se emplea anticuerpos dirigidos contra la proteina
de membrana. Las inmunoglobulinas IgG tiene una vida media larga en el suero y son bi-
especificas que pueden unirse a dos proteinas simultaneamente, co-localizando a ellas.
Por lo tanto, empleando el modelo de PROTACs se puede reclutar E3 ubiquitina ligasa en la
membrana para inducir la degradacion de la proteina membranal. Esta tecnologia es el
PROTAC basado con anticuerpos (AbTACs). Otro sistema del AbTACs es generar un
anticuerpo con bi-especificidad, es decir que en una cadena del anticuerpo reconozca a
una proteina de membrana que participe en la activacion del proceso de internalizacion y
fusion de membrana al lisosoma para su degradacion (receptores de membrana
degradados por lisosoma), y la segunda cadena del anticuerpo es dirigida a la proteina
membranal que se desea degradar, de esta manera el anticuerpo recluta a la proteina

blanco al proceso de degradacion por la via lisosomal (Figura 3D) (12).

5. Ventajas del PROTAC

La herramienta del PROTAC muestra ventajas comparada al uso tradicional de
inhibidores quimicos a proteinas. Una molécula PROTAC puede catalizar la degradacion de
proteina blanco por multiples veces y sus efectos farmacoldgicos es logrado en muy bajas
dosis de concentracién (nanomolar) comparado a los inhibidores, asi reduciendo la
toxicidad. Las proteinas consideradas como no degradables pueden ser potencialmente
blancos para PROTACs, como es el caso de factores de transcripciéon como c-MYC, FOXO1,
receptores de hormonas involucrados en la progresiéon de algunas enfermedades
malignas. Adicionalmente, PROTACs puede sobrellevar a las proteinas mutadas con

resistencia a los inhibidores quimicos.




Las limitaciones de PROTACs son principalmente debido a la propia toxicidad de la
proteina blanco que puede generar por su eliminacion, es decir algunas proteinas (cinasas)
enzimaticas, asi como también, proteinas con funcién de plataformas, llegan a ser
esenciales para la funcién normal de la célula que la pérdida de éstas provoca alteraciones
fuertes en la célula. En cambio, los inhibidores bloquean solamente la actividad enzimatica
de la proteina blanco y la inhibicién de la proteina blanco es transiente o reversible que
puede recuperar la funcién cuando el inhibidor se elimina, contrario a la degradacion por
PROTAC donde ya no es posible la recuperacion de la proteina.

En cuanto el disefio de los PROTACs debe tenerse algunas consideraciones para el
buen funcionamiento. La longitud del puente de unién de los dos ligandos es crucial para
el mejoramiento. Puentes de union cortos puede causar un efecto estérico que rompe el
complejo ternario, asi complicando la actividad del PROTACs. Conversamente, puentes de
unién muy largos puede dar cambios en la estabilidad molecular, ademas incrementa el
peso molecular del PROTAC el cual reduce la permeabilidad celular. El buen disefio del
puente de unién es importante para el éxito del PROTAC y esto puede limitar el uso de esta

herramienta.

Finalmente, a pesar de que la pVHL puede tener varias funciones en la célula, como
ha sido descrito en este libro, el uso de PROTAC-VHL produce mayor riqueza de proteinas
blanco, esto significa que, aunque la pVHL no este involucrada en la enfermedad puede ser
utilizada como PROTAC-VHL para la eliminacién de las proteinas blanco de estas
enfermedades. Esto significa que la pVHL puede ser la proteina revolucionaria de la
medicina actual para el tratamiento de varias enfermedades ya sea mediante la
introduccién del gen que codifica a la pVHL o la introduccién de la pVHL por medio del
péptido TAT-VHL o por el uso del PROTAC-VHL, por lo tanto, este libro demuestra la
versatilidad de la pVHL en el humano y el fomento para una mayor investigacion basica, asi

como aplicativa, de la pVHL en la medicina.
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FUNCIONES IMPORTANTES DE LA PROTEINA VHL EN LAS
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