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RESUMEN

Introduccién: En la obesidad se produce un aumento en el tamafio del adipocito, lo que conduce a un estado
de hipoxia en el que el factor inducible por hipoxia constituye el principal mecanismo molecular regulador de la
homeostasis del oxigeno.

Objetivo: Describir el factor inducible por hipoxia como mecanismo molecular regulador de la homeostasis del oxigeno
y su respuesta ante la hipoxia a nivel celular en la obesidad.

Desarrollo: La hipoxia celular induce la expresion de diferentes genes, donde la transcripcion de estos genes que
responden a la hipoxia es regulada por factores que reconocen secuencias especificas en el ADN denominados Hipoxia
Response Element (HRE). El principal factor de transcripcion implicado como clave en la regulacidon de genes que se
inducen por hipoxia es el inducible por hipoxia-1 (HIF-1), un heterodimero formado por una subunidad alfa de 120
kDa y una subunidad beta de 91-94 kDa. La actividad biolégica de HIF-1 estd dada principalmente por la actividad y
expresion en la subunidad alfa, la que en condiciones de normoxia es hidroxilada y degradada por el proteosoma. Sin
embargo, en hipoxia se inhibe esta reaccion y es translocada al nicleo donde dimeriza a la subunidad beta, para luego
unirse a la secuencia especifica HRE presentes en el promotor de los genes inducidos por hipoxia.

Conclusiones: El factor inducible por hipoxia constituye el principal mecanismo molecular regulador de la homeostasis
del oxigeno y su respuesta ante la hipoxia a nivel celular en la obesidad.
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INTRODUCCION

on los cambios demogréficos y del estilo de vida

en los Ultimos afios existe un incremento en

la prevalencia mundial de obesidad motivado
fundamentalmente por la mayor disponibilidad de
alimentos, cambios en la composicion de la dieta y
disminucion de la necesidad de realizar actividad fisica a
causa de los avances tecnoldgicos (1).

La obesidad es una enfermedad metabdlica, crénica
e infamatoria que se ha convertido en una epidemia
mundial, no solo en adultos sino también en nifios y
adolescentes. Constituye el desorden nutricional mas
frecuente y se ha incrementado de manera alarmante
en las tres Ultimas décadas (2). Es considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como la epidemia
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del siglo xx1 debido al incremento en su incidencia y
prevalencia, tanto en los paises desarrollados como en
los que estan en vias de desarrollo.

Cerca del 35% de la poblacidon infantil sufre esta
enfermedad que no distingue clases sociales (3). Esto
tal vez se debe a un mayor consumo de productos
manufacturados, consumo de productos de origen animal
y/o cambios en el estilo de vida (sedentarismo) (4-7).

La obesidad se define como el incremento del peso
corporal asociado a un desequilibrio en las proporciones
de los diferentes componentes del organismo, con
aumento fundamentalmente de la masa grasa con
anormal distribucion. Hoy dia se considera una
enfermedad crdnica originada por muchas causas y con
numerosas complicaciones (4).
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En la obesidad se presenta una acumulacién de
tejido adiposo, lo que conduce a un desequilibrio del
metabolismo del individuo, pues dicho tejido participa en
funciones metabdlicas, hormonales e inmunes (8).

El tejido adiposo secreta adipocinas con actividad
proinflamatoria, como la leptina y la visfatina, o
antinflamatoria como la adiponectina, que funcionan como
redes de sefializacién que comunican al tejido adiposo con
diferentes 6rganos (cerebro, higado, linfoides, etcétera) y
participan, ademas de la inflamacién, en el metabolismo
(9). Por este motivo se considera al tejido adiposo como
un organo endocrino activo, que secreta mediadores
importantes de la inflamacidn, tales como la interleucina-6
(IL-6), el factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), la resistina,
la interleucina-8 (IL-8), la proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1), la interleucina 1-B (IL-1p) y el factor
inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF). La red de
citocinas favorece la producciéon de reactantes de fase
aguda como la proteina C reactiva (PCR), la haptoglobina
y el fibrindgeno, que en conjunto contribuyen a un estado
de inflamacion crdnica de grado bajo caracteristico de la
obesidad (10).

La obesidad como estado pro-infamatorio crénico fue
definido a partir del hallazgo de altos niveles de proteina
C reactiva (marcador de inflamacién sistémica de fase
aguda) y de interleucina 6 (citoquina pro-inflamatoria en
personas obesas) (8).

Si existe un balance positivo de energia, el excedente
energético se acumula en el tejido adiposo subcutaneo.
Este va aumentando por hiperplasia, es decir, a partir de la
proliferacién y diferenciacion de los pre-adipocitos. Cuando
el tejido adiposo subcutdneo es incapaz de almacenar
apropiadamente el exceso de energia o se ha rebasado el
umbral de almacenamiento, aumentan los depdsitos de
grasa visceral, que al tener menor capacidad adipogénica
crecen por hipertrofia. En las primeras etapas de expansion
del tejido adiposo aparecen zonas de hipoxia, es decir,
tejido adiposo pobremente oxigenado (11).

Al avanzar la obesidad, aumenta el tamafo de los
adipocitos (12), y en la medida en que la masa grasa
se incrementa, la red vascular es insuficiente para
mantener la normoxia y se estimula la angiogénesis (13),
la inflamacion (disminuyen los receptores de insulina y
su expresion fisioldgica) (14), la apoptosis, y ocurre
un cambio en el metabolismo celular. Es por ello que,
ante la presencia de la hipoxia, existen varios factores
de transcripcion que estan implicados en la respuesta
molecular a esta, incluyendo el factor de transcripcion
nuclear kappa beta y el adenosin monofosfato ciclico.
Sin embargo, un papel fundamental en la respuesta a la
hipoxia lo juega el factor inducible por hipoxia (HIF-1),
considerado como regulador maestro de la homeostasis
del oxigeno (15).

El objetivo de la presente revisién bibliogréfica es
describir el factor inducible por hipoxia como mecanismo
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molecular regulador de la homeostasis del oxigeno y su
respuesta ante la hipoxia a nivel celular en la obesidad.

DESARROLLO

El oxigeno es una molécula esencial para la supervivencia
de la mayoria de los organismos vivos. El suministro
suficiente y adecuado de oxigeno a los tejidos es una
funcién fisiolégica fundamental, pues un déficit de
oxigeno puede producir dafios celulares irreversibles.
Asi, un insuficiente aporte de oxigeno es critico en la
patogénesis de diversas enfermedades como accidentes
cerebrovasculares, tromboembolismo cerebral, infarto
de miocardio, patologias pulmonares cronicas, etcétera,
todas ellas con altos indices de morbi/mortalidad en la
poblacién en paises desarrollados (16).

La hipoxia se define como la disminucién transitoria
o permanente de la presion parcial de oxigeno (pO,)
en una zona determinada del organismo. Como
consecuencia de la ella, en la zona afectada se puede
producir dafio tisular, que dependiendo de la capacidad
de restablecimiento de las concentraciones fisioldgicas
de O, mediante una adecuada restitucion de la perfusion
sanguinea (reperfusion), puede ser de mayor o menor
intensidad (16).

Los mecanismos moleculares por que las células
detectan y responden a la hipoxia han sido ampliamente
investigados y existe una serie de revisiones publicadas
al respecto (17, 18).

Existen tres sistemas que intervienen en la respuesta a
la hipoxia: a) de deteccidon o sensor de oxigeno; b) de
regulacién, mediante el control de la expresion de una
amplia serie de genes; y c) efector multiple, incluye
no solo expresion de genes, sino multiples cambios
funcionales que van desde la estimulacién de moléculas
vasodilatadoras hasta las variaciones en la afinidad de
la hemoglobina por el oxigeno. El sistema regulador
estd modulado directamente por el sensor y el elemento
organizador principal es un factor de transcripcion
especifico, el factor inducible por hipoxia 1 (HIF-1)
(19). Este constituye el principal sensor de hipoxia en
la célula y los genes en control del HIF-1 promueven
la supervivencia celular en condiciones de bajo oxigeno
(20).

El factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) es un complejo
proteico presente en todas las células de mamiferos
(21) y facilita la entrega de oxigeno y la adaptacion a la
privacion de oxigeno por regular la expresion de genes
involucrados en procesos celulares como captacion
de glucosa y metabolismo glucolitico, angiogénesis,
eritropoyesis, sobrevida celular y apoptosis. De esta
forma, participa de procesos relacionados al desarrollo
y la fisiologia del mamifero, asi como en la patogénesis
de enfermedades como el cancer (22). El HIF es un
heterodimero (23) cuyas caracteristicas se muestran en
la figura 1 (21, 24-27).

(=)
|

ud

N

y Sa

Panorama Cuba



Panorama Cuba y Salud

Basain Valdés, et al. Factor inducible por hipoxia...

Vol. 12, No. 3 septiembre-diciembre 2017

Figura 1. Caracteristicas del factor inducible por hipoxia.
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La subunidad o es inducible y la subunidad B es
constitutiva, razéon por la que la conformacion del
factor transcripcional funcional dependera directamente
de la regulacion de los niveles de la subunidad
HIF-1a (22). Ambas subunidades (alfa y beta) se
expresan constitutivamente, pero la subunidad alfa es
constantemente degradada en presencia de O,. Para
ser funcionales las dos subunidades de HIF-1 deben
translocarse dentro del nlcleo, dimerizarse y unirse

SUBUNIDAD ALEA

» Constituye la subunidad reguladora
» Tiene una ubicacién citosoélica
» Peso molecular entre 120 y 130 kD25)

» Presenta tres isoformas (HIF-1a, HIF-2a, HIF-3a)

SUBUNIDAD BETA

» Se denomina también translocador nuclear aril
hidrocarburos (ARNT)

» Constituye la subunidad constitutiva
» Tiene una ubicacion nuclear

» Peso molecular entre 91 y 94 kD)

a las secuencias de ADN conocidas como elementos
de respuesta a hipoxia (HRE, por sus siglas en inglés)
ubicadas dentro del promotor de genes diana (15).

En humanos existen 3 genes que codifican distintas
isoformas de HIFa: el HIF1A que codifica a la isoforma HIF-
1o, el EPAS1 codifica a HIF-2a y el HIF3A que se expresa
como multiples variantes de la isoforma HIF-3a (28). En
la figura 2 se muestran las caracteristicas de cada una de
estas isoformas.

Figura 2. Estructura de las diferentes isoformas del HIF en humanos.

A bHLH PAS oDoD TAD TAD
B. bHLH PAS opDD TAD TAD
C. bHLH PAS opoD TAD
D bHLH PAS oDoD TAD
E. bHLH PAS TAD
Leyenda: A. isoforma HIF-1a. B. isoforma HIF-2a. C. isoforma HIF-3a. D. isoforma IPAS. E. isoforma

HIF-1pB. El tamafio de la figura representa esquematicamente el nimero de aminoacidos que contiene
cada tipo de isoforma (826, 870, 667, 632 y 789, respectivamente).

N
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Ambas subunidades (alfa y beta) comparten cierta
homologia en sus extremos N-terminales, con un dominio
bHLH (basic helix-loop-helix) (19), es decir, un dominio del
tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH, por sus siglas en inglés)
(24, 25) y un dominio PAS (Per-Arnt-Sim), involucrados en
la dimerizacion y en la unién al ADN. El extremo COOH-
terminal de la subunidad alfa contiene dos dominios de
transactivacion (TAD) (19) (aminoacidos 531-575 y 786-
826), separados por una secuencia de aminoacidos (575-
786) que inhiben la transactivaciéon (26), y un dominio de
degradacién dependiente de oxigeno (ODD). Son estos los
responsables de las funciones transactivadora y reguladora
del factor en diferentes condiciones de disponibilidad de
oxigeno (figura 3).
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El HIF-1B es idéntico al ARNT -translocador nuclear
del receptor Ah (aril hydrocarbon). Esta proteina
dimeriza con receptores Ah activados, cuyos ligandos
constituyen diferentes contaminantes ambientales:
aminas heterociclicas, hidrocarburos aromaticos vy
compuestos aromaticos (dioxinas, dibenzofuranos vy
bifenilos). La identificacion de ARNT como subunidad
de HIF-1 demostrd por vez primera que ARNT (HIF-1B)
es una subunidad comun de varios heterodimeros que
contienen dominios bHLH. La translocacion al nucleo de
HIF-1a y heterodimerizacién con HIF-1B son necesarias
para la union de HIF-1 a los HBSs y su consiguiente
transactivacion (19).

Figura 3. Similitudes de las subunidades alfa y beta.

Subunidad alfa

TAD TAD

Subunidad beta

TAD

La linea roja separa el extremo N-terminal (a la izquierda) y el C-terminal (a la derecha).

Hay 2 locales de sefializacion nuclear (NLS), situados en
el C-terminal (aminoacidos 718-721) y en el N-terminal
(aminoacidos 17-33), pero solo el C-terminal es el
responsable por la acumulacion nuclear del HIF-1a (26).

La parte N-terminal de la molécula (aminoacido 1-390)
contiene el dominio bHLH-PAS, que es necesario para la
dimerizacién y ligacion al ADN. Las interacciones entre
los dominios bHLH de ambas subunidades regulan su
dimerizacién. El dominio C-terminal tiene como funcion
sefalizar la translocaciéon del HIF-1a para el nucleo, la
estabilizacion proteica y la interaccidn con el coactivador
p300. En el dominio de la degradacién oxigeno-dependiente
(ODD) del HIF-10, los residuos de prolina en las posiciones
402 y 564 tienen un importante impacto en la estabilidad
de la proteina en condiciones de normoxia, pues permiten,
cuando estan hidroxiladas, el reconocimiento por la proteina
Von Hippel Lindau (pVHL) y la posterior activacion de la
via de degradacién de la ubiquitina (26). La proteina von
Hippel Lindau (pVHL) forma un complejo con las proteinas
elongina C, elongina B, Cul2, la enzima E2 conjugada con
ubicuitina y Rbx1. este complejo tiene actividad de ligasa
E3 de ubicuitina, encargado de la poliubicuitinizacion para
su posterior degradacién en el proteasoma 26S (27).

La hidroxilacién de los residuos de prolina en el ODD del
HIF-1a representa el punto critico que regula la estabilidad
de la proteina. La actividad de la transcripcién de genes
HIF1A se encuentra, de este modo, regulada por la tension
de oxigeno celular (26).

La unidad HIF-o, como se ha descrito, esta regulada
por un mecanismo enzimatico sensible a oxigeno. En
contraste, la HIF-1p se expresa estable e independiente
de la disposicion de oxigeno tisular. Cuando disminuye la
tensidn de oxigeno (niveles de concentracion menores a
5%), la proteina HIF-a se estabiliza y se desplaza al nlcleo,
acoplandose (heterodimerizandose) con la subunidad HIF- h
1B. Este complejo molecular recién formado empieza a §
regular la transcripcién génica (29, 30). N

A continuacion se explica detalladamente la ruta de m
respuesta, en condiciones de normoxia e hipoxia, del factor
inducible por la hipoxia.

La regulacién de HIF-o es muy compleja, siendo la ;\
degradacién via poliubicuitinacion dependiente de la (Q
concentracion de oxigeno, una de las mas importantes y la Q
mejor caracterizada (27).

S.

Cu.

En condiciones de oxigenacion normal, el HIF-1a tiene una
corta vida ya que es continuamente sintetizado y degradado
(31). Esto es debido a que las enzimas prolilhidroxilasas (Q
se encuentran activas bajo concentraciones normales de
oxigeno (32). De esta manera, mediante los dominios de
hidroxilacién de la prolina (PHD 1, 2, 3) (27), produce la
hidroxilacion especifica en dos residuos de prolina (P402
y P564) en el ODD del HIF-1a (32). Las enzimas prolil
hidroxilasas 1-3 utilizan 02, hierro y a-cetoglutarato como
sustratos. Luego de la hidroxilacion del HIF-1a, ocurre
el reconocimiento del HIF-1la por la pVHL y se forma el
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complejo E3 ubiquitina, que transformara el HIF-1a en un
objetivo para su degradacion (15). La interaccion entre la
pVHL y el dominio especifico del HIF-1a estan regulados por
la hidroxilacion del residuo de prolina (HIF-1a P564) por
una enzima denominada HIF-1a prolil hidroxilasa (HIF-PH),
con necesidad de hierro y oxigeno.

La accidén del factor inhibidor del HIF (FIH-1) es otro sensor
de oxigeno (26) y que puede degradar al HIF-1a, donde, en

Vol. 12, No. 3 septiembre-diciembre 2017

condiciones de normoxia, el FIH-1 hidroxila un residuo de
asparagina (15) (residuo de asparagina 803 en el dominio
de la activacién de la transcripcién del C-terminal [C-TAD])
(26), en una reaccién que requiere O, como sustrato. Esta
hidroxilacion bloquea la unién del HIF a sus coactivadores
de transcripcion p300 y adenosin monofosfato (15) sin
permitir la interaccion con los coactivadores CBP/p300 (26)
(figura 4).

Figura 4. Sintesis y degradacion del HIF-1a en condiciones de normoxia.
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En condiciones de normoxia, las enzimas prolil hidroxilasas (PHD) hidroxilan los residuos de prolina
402 y 564 del HIF-10, lo cual hace que sea reconocida por pVHL, asi como la no interaccién con el
P300/CBP, lo que permite su ubiquinacion y su posterior répida degradacion.

En condiciones de hipoxia el HIF-1a no se degrada y se
une a una subunidad beta para formar factor inducible por
hipoxia (HIF) (31), pues el O, molecular no esta disponible
y la baja concentracion de O, impide que ambas reacciones
ocurran (se inhibe la reaccidon de hidroxilacion y la reaccion
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de degradacién de la proteina HIF-1a por el proteosoma)
(33) ya que las enzimas estan inactivas (12) y el HIF-1a se
estabiliza, se dimeriza con el HIF-13 en un complejo activo
que se transloca al nucleo y (34, 35) dentro del nucleo,
se une a elementos de respuesta a HIF (27) denominados
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Hipoxia Response Element (HRE) presentes en el promotor
de los genes inducidos por hipoxia (33). Dicha region HRE
contiene una secuencia consenso base 5°'-[A/G]CGTG-
3" y secuencias flanqueantes altamente variables en los
promotores de los genes regulados por HIF (16).

La unién del heterodimero a la regiéon HRE permite la
activacion de la transcripcion de los genes implicados
en la adaptacion a la hipoxia, supervivencia celular,
angiogénesis y metastasis, como por ejemplo, el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), el factor
de crecimiento de transformacion-alfa (TGF-0), el
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transportador 1 de glucosa (GLUT-1), o la anhidrasa
carbodnica IX (CA9), entre muchos otros (26). También
se ha sefialado que la hipoxia ocasiona la trascripcién de
moléculas proinfamatorias, entre las que se encuentran
la leptina, la proteina quimioatrayente de monocitos 1
(MCP-1), el factor inhibidor de la migracién del macréfago
(MIF) y la proteina semejante a angiopoyetina 4, asi como
moléculas implicadas en la glucdlisis, la remodelacién
de la matriz extracelular, la diferenciacion celular y la
apoptosis, e inhibe a la adiponectina, una molécula anti-
infamatoria (36) (figura 5).

Figura 5. Metabolismo del HIF-1a en condiciones de hipoxia.
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En condiciones de hipoxia, las PHD no catalizan la hidroxilacién de los residuos de prolina y, por tanto, HIF-1a no es degradada. El HIF-1a se transloca al nicleo
y se une a la subunidad HIF-1B, formando asi un dimero que interacciona con el P300/CBP, activando de esta forma la expresiéon de genes diana.

La activacion de la expresion génica por hipoxia se
produce a través de la union de los heterodimeros de
HIF a una secuencia consenso en la region promotora de
estos llamada elemento de respuesta a hipoxia (HRE),
caracterizado por una alta presencia de dinucledtidos CpG.

Ello determina que la unién de heterodimeros de HIF al
ADN podria estar sujeta a la metilacion del ADN (37) v, al
parecer, la accion del HIF-1 a sobre el ADN celular favorece
la expresion de oncogenes promotores de la proliferacion
celular, actia como regulador de la angiogénesis tumoral,

<
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da lugar a un incremento de especies reactivas de oxigeno
genotdxicas que mitigan la funcién protectora del p53,
favorece la sintesis de proteinas y factores de transcripcion
necesarios para la carcinogénesis, inactiva proteinas
proapoptoéticas y brinda las condiciones necesarias para la
carcinogénesis (38). La evidencia actual ha encontrado una
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CONCLUSIONES

El desarrollo masivo del tejido adiposo conduce a la
formacion de areas hipoxicas. Esta deficiencia de oxigeno,
con la consecuente disminucién del contenido de oxigeno
en sangre y por ende en sus tejidos corporales, lleva a la

activacion de factores de transcripcion como el inducible
por hipoxia, HIF-1alfa.

estrecha relacion del HIF-1 a con el cancer gastrico (39).

Por otro lado, concentraciones fisioldgicas de especies
reactivas de 02 que actlan como segundos mensajeros,
generados mayoritariamente en el complejo III de la
cadena de fosforilacion oxidativa en condiciones de hipoxia,
pueden también oxidar las prolil hidroxilasas y favorecer la
acumulacion de HIF-1a (15).

Ante condiciones de hipoxia, el HIF-lalfa se estabiliza
en las células, permanece activo mayor tiempo y se
heterodimeriza con el HIFB se trasloca al nucleo y activa
genes especificos para hacer frente a la deficiencia de
oxigeno.
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Hypoxia-inducible factor as a molecular mechanism regulating oxygen homeostasis
and its response to hypoxia at the cellular level in obesity

ABSTRACT

Introduction: Obesity produces an increase in the size of the adipocyte, which leads to a state of hypoxia, in which the
hypoxia-inducible factor constitutes the main molecular mechanism regulating of oxygen homeostasis.

Objective: To describe the hypoxia-inducible factor as a molecular regulatory mechanism of oxygen homeostasis and its
response to hypoxia at the cellular level in obesity.

Development: Cellular hypoxia induces the expression of different genes, where the transcription of these genes that
respond to hypoxia is regulated by transcription factors that recognize specific sequences in the DNA called Hypoxia
Response Element (HRE). The main transcription factor involved as a key in the regulation of genes that are induced
by hypoxia is the inducible factor by hypoxia-1 (HIF-1), which is a heterodimer formed by an alpha subunit of 120 kDa
and a beta subunit of 91-94 kDa. The biological activity of HIF-1 is mainly given by the activity and expression in the
alpha subunit, which in normoxic conditions is hydroxylated and degraded by the proteosome. However, in hypoxia this
reaction is inhibited and translocated to the nucleus where it dimerizes to the beta subunit, and then binds to the specific
sequence HRE present in the promoter of the genes induced by hypoxia.

Conclusions: The hypoxia-inducible factor constitutes the main molecular mechanism regulating oxygen homeostasis
and its response to hypoxia at the cellular level in obesity.

Key words: obesity, hypoxia, hypoxia-inducible factor.
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