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ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADP: Adenosin difosfato

ATP: Trifosfato de adeninosina

AMP: Monofosfato de adeninosina

AMPK: Cinasa dependiente de AMP

AKT: Proteina cinasa B

BSA: Albamina sérica bovina

DMEM: Medio modificado de Dulbecco’s Eagle
EMEM: Medio minimo esencial Eagle's

EMT: Transicién epitelial mesenquimal

ERH: Elementos de respuesta a hormonas
E-cadherina: Caderina epitelial

GLUT-1: Transportador de glucosa 1

HIF: Factor inducible por hipoxia

HIF- 1a: Factor 1 alfa inducible por hipoxia
LKB1: Cinasa del higado B1

MET: Transicion mesenquimal epitelial.
MTOR: Blanco de rapamicina en mamiferos
MTORCL1: Blanco de rapamicina en mamiferos

O2: Oxigeno
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OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

pVHL: Proteina Von Hippel-Lindau

SNC: Sistema nervioso central

SFB: Suero fetal bovino

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TPSNC: Tumores primarios del sistema nervioso central
WB: Western-blot

mM: milimolar

mL :mililitros

ML: microlitros



RESUMEN
Aproximadamente el 90% de las muertes debidas al cancer son el resultado de la
diseminacién de metastasis provenientes de los tumores primarios. Dentro de los
muchos factores que promueven la aparicion de las metastasis se encuentra la
hipoxia que surge en los tumores solidos debido a la vascularizacién incompleta o
disfuncional.
La hipoxia, induce una “reprogramacion” metabdlica que esta coordinada por la
proteina HIF-1a (Factor 1 alfa inducible por hipoxia), la cual activa la transcripcion
de genes que regulan la invasividad, angiogénesis, supervivencia celular y
metabolismo de la glucosa. La metformina es uno de los farmacos anti-diabéticos
mas ampliamente utilizados en el mundo. Sin embargo numerosos estudios
cientificos sugieren que puede ser eficaz como un farmaco anti-cancer, ya que
una de sus dianas es la proteina Cinasa dependiente de AMP (AMPK), se ha
propuesto que la activaciéon de esta proteina inhibe la funcién del Factor 1 alfa
inducible por hipoxia (HIF-1a), dando como resultado una disminucién de la
supervivencia de las células cancerigenas.
Por lo tanto, el objetivo principal de este trabajo fue evaluar el efecto de la
activacion de la via de la AMPK utilizando la metformina y la hipoxia. Con estas
herramientas, se pudo observar la expresion de HIF-1a y de marcadores de la
transicion epitelial mesenquimal (EMT) en células de meduloblastoma.
Finalmente pudimos establecer por los resultados obtenidos que la metformina no
activa la via de la AMPK durante la hipoxia. Ademas el tratamiento con metformina
en hipoxia induce aparentemente la EMT al disminuir E-cadherina y aumentar

SNAIL, en las células de meduloblastoma.



1.0 INTRODUCCION

1.1 El cancer y la hipoxia

El cancer es responsable de mas del 12% de todas las causas de muerte en el
mundo. La incidencia de cancer se incrementa en relacion a multiples factores. La
mayor parte de los tumores que afectan a los nifios menores de 5 afios son de
naturaleza embrionaria y representa el 40% de los canceres. A este grupo
pertenecen la leucemia linfoblastica aguda, meduloblastoma, retinoblastoma y
carcinoma hepatico.

El comportamiento de la célula cancerosa es distinto al de la célula normal, tiene
un crecimiento potencial indefinido, es capaz de invadir los tejidos circundantes y
puede diseminarse a distancia a otros puntos del organismo. Todas estas
alteraciones son consecuencia de las lesiones genéticas, la expresion de ciertos

genes o la funcién bioquimica.!

La hipoxia es la adaptacion a la baja tension de O2 en células y tejidos, esto
provoca una induccion transcripcional de una serie de genes que participan en la
angiogénesis, el metabolismo de la glucosa, la supervivencia Yy proliferacion
celular. La hipoxia, provoca una baja en el potencial energético de las células,
hace que el Oz necesario para la fosforilaciébn oxidativa disminuya, lo cual es
detectada por un mecanismo de reacciones, cuyo resultado final sera la
estabilizacion de un factor de transcripcion denominado “factor inducible por
hipoxia” (HIF-1) el cual estimulara la expresion de un gran nimero de genes que

haran posible la adaptacion de las células a las condiciones de hipoxia.2

1.2 El efecto anticancer

La cinasa dependiente de AMP (AMPK), es un supresor de tumores y funciona
como un sensor del estado energético de la célula, permite adaptarse a bajo nivel

de ATP (trifosfato de adeninosina).



Se sabe que diversas condiciones de estrés, como la restriccion de nutrientes o la
hipoxia incrementan los niveles de AMP (adenosin difosfato), ADP (adenosin
difosfato), Ca2+ y especies reactivas de oxigeno (ROS) activando a su vez a la
enzima AMPK.

Esta enzima puede ser fosforilada y activada por la cinasa del higado B1 (LKB1) y
la proteina quinasa cinasa B dependiente de calcio (CaMKK-B). También se ha
demostrado que AMPK ser activada por moléculas pequefias, incluyendo 5-
aminoimidazol-4-carboxamida-1-B-D-ribofuranosida  (AICAR), metformina vy

analogos de estas proteinas.3

En los Ultimos afios, ha habido un considerable interés en las propiedades
antitumorales de la metformina, las diferentes investigaciones realizadas han
establecido una correlacién entre el uso de la metformina y el riesgo reducido de
muertes relacionadas con el cancer asi como la incidencia.

La metformina se dirige a muchas vias que desempefian un papel importante en la
proliferacion y la angiogénesis de las células cancerosas, se tiene conocimiento
gue inhibe al blanco de rapamicina en mamiferos complejo 1 (mMTORC1) a través
de las vias dependientes de AMPK y de las vias independientes de AMPK, lo que

inhibe el crecimiento y desarrollo de células cancerigenas.

1.3 Transicién epitelial mesenquimal asociada a la progresion tumoral y

metastasis

En su etapa inicial, los carcinomas se caracterizan por aumento en la proliferacién
de células epiteliales y angiogénesis. La aparicion subsecuente de invasividad
ocurre al inicio de la etapa final del proceso, que finalmente lleva a la diseminacion
metastasica. Entre los controles genéticos y mecanismos bioquimicos
subyacentes a la adquisicion de este fenotipo invasivo, se ha propuesto como un
mecanismo critico la activacibn de un programa de la transicién epitelial-

mesenquimal (EMT). 4
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2.0 MARCO TEORICO

2.1 El meduloblastoma

Dentro de los tumores primarios del sistema nervioso central (TPSNC) en nifios y
adolescentes existe la presencia de tumores embrionarios del 11.4%
principalmente meduloblastoma (MB), mismo que actualmente se clasifica en el
grupo de los tumores embrionarios grado IV de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS). ®

El MB es el tumor maligno del sistema nervioso central (SNC) mas frecuente en la
edad pediatrica. En México, el cancer de encéfalo y otras partes del sistema
nervioso central ocupan el segundo lugar entre las cinco principales causas de
mortalidad por neoplasias malignas en nifios en un periodo de 2011-2016 © y el

tercer lugar en el tipo de neoplasia (2008-2014).

VIl Hepéticos, 1.6% XI Carcinomas y
IV Neuroblastoma 2.0% melanoma, 1.0%

V Retinoblastoma, 2.8%
VI Renales, 3.7%

VIl Oseos, 4.7%

IX Sarcomas de tejidos

blandos, 4.9%
X Germinales, LEUCEMIA
trofoblésticos y gonadales,

6.2%

Il SNC,
intracraneales e
intraespinales, 9.0%
Il Linfomas y

reticuloendoteliales, 12.7%

Xl Ofros y no
especificados, 0.5%

Figura 1. Distribucion de formas de neoplasias, en pacientes menores del8 afos,

Secretaria de Salud, Panamerican Health Organization.

11



El MB existe con mayor prevalencia en varones y antes de los 10 afios, aunque
también puede presentarse, con mucha menor prevalencia, en adultos entre la
tercera y cuarta décadas de la vida.

El término MB se utilizé por primera vez por Bailey y Cushing en 1925 para
describir un tumor infiltrante que se encuentra con mayor frecuencia en el techo
del cuarto ventriculo en los nifios y se compone de pequefias células redondas. El
MB surge en la linea media vermiana. ’

La clasificaciéon tipica de la OMS dividia el MB en cinco subgrupos: clasico,
anaplasico, de células grandes, desmoplastico y de extensa nodularidad. Un
consenso Y los avances en estudios moleculares permiten que actualmente el MB
se pueda clasificar en cuatro subtipos moleculares: WNT, SHH, Grupo 3 y Grupo
4.58 Los subgrupos moleculares tienen diferentes perfiles genéticos, epigenéticos
y fenotipicos que pueden ser usados para estimar la probabilidad, para desarrollar

ciertos tipos de cancer y el pronostico del paciente.

2.2 La hipoxiay el factor inducible por hipoxia (HIF)

La hipoxia ocurre con frecuencia en tumores solidos e induce cambios adaptativos
en el metabolismo celular. Las células requieren una distribucion de Oz para llevar
a cabo la fosforilacion oxidativa en las mitocondrias y generar ATP. En
condiciones de hipoxia, cuando se reduce la disponibilidad de Oz, las células
generalmente responden de tres maneras: (a) inhibiendo la proliferacién celular
para evitar cualquier aumento adicional en el numero de células que consumen
Oz2; (b) disminuyendo la tasa de fosforilacion oxidativa y aumentando la glucdlisis
para disminuir el consumo de Oz, incrementando la sintesis de glucégeno y la
utilizacion de glutamina y no la de la glucosa como principal sustrato para la
sintesis de &cidos grasos (efecto Warburg); y (c) aumentando la produccién de
factores angiogénicos para aumentar la distribuciéon de O2.°

HIF es un factor de transcripcion que regula la respuesta celular a la hipoxia y
regula la homeostasis del oxigeno. Este factor activa genes que codifican a
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diferentes proteinas que incrementan la cantidad de oxigeno, permitiendo la
adaptacion metabdlica cuando no hay suficiente oxigeno.

Estructuralmente, HIF es una proteina heterodimérica constituida por dos
subunidades pertenecientes a la superfamilia de factores transcripcionales hélice-
asa-hélice; la subunidad HIF1l-a y la subunidad HIF1-B. La subunidad mas
estudiada es HIF1l-a y su regulacion esta estrechamente relacionada con la
concentracion de Oz celular, se caracteriza por tener un dominio de degradacion
dependiente de la concentracion de Oz (ODD).

En condiciones normales (normoxia) la degradacion de HIF-1a es controlada por
el dominio ODD mediante hidroxilacilaciones por enzimas especificas
[(hidroxilasas de residuos de prolina (PHs)], promoviendo la union con la proteina
Von Hippel-Lindau (pVHL), una ligasa de ubiquitina que favorece su degradacion
por el proteosoma.

Por otro lado, en condiciones de hipoxia disminuye la actividad de las enzimas
PHSs por lo tanto, esta disminucién en la hidroxilacion promueve su translocacion y
estabilizacion nuclear, afectando la interaccién de HIF-1a con pVHL. Cuando HIF-
a se encuentra en el nucleo forma un complejo con su homodimero HIF-1f (reside
en el nucleo constitutivamente). EI complejo que se forma favorece la union a
sitios ERH localizados en la region 5° promotora de sus genes blancos en donde
se unira a las secuencias especificas del ADN, activando 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 transformacién-alfa (TGF-a), el transportador 1 de glucosa (GLUT-
1), o la anhidrasa carbonica 1X (CA9), entre muchos otros, que sabemos estan
implicados en el desarrollo y la agresividad tumoral.0:11.12

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) también participan en la regulacion de
HIF-1a,

En teoria, el principal regulador de HIF-1la es el oxigeno y el segundo factor
importante son los oncogenes, que pueden contribuir para estabilizar la proteina o
degradarla como el gen supresor tumoral TP53, coeficiente de la proteina p53, la

cual inhibe la actividad del HIF-1a, volviéndolo un objetivo para la degradacion
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proteosdmica. También la expresion del gen HIF-1a puede regularse por la

proteina cinasa B (Akt), la 3- fosfatil-inositol-cinasa (PI3K) y la via de la AMPK.
13,14,15

2.3 HIF-1a y el metabolismo del cancer

Se ha demostrado que las células cancerosas tienen un metabolismo alterado en
comparacion con las células normales no malignas. El efecto Warburg describe un
fenbmeno en el que las células cancerosas metabolizan preferentemente la
glucosa por medio de la glucdlisis, produciendo lactato como producto final, a
pesar de la presencia de oxigeno.

Este fenbmeno fue descrito por primera vez por Otto Warburg. Los aspectos
bioquimicos del efecto Warburg describen la causa de la proliferaciéon de células
cancerosas al proporcionar los requisitos biolégicos para que una célula crezca.
Se ha demostrado que las vias como PI3K, Akt, mMTOR y HIF-1a son reguladores
centrales de la glucolisis, el metabolismo del cancer y la proliferacion de células

cancerosas.

Los niveles de proteina HIF-1a aumentan en la mayoria de los canceres humanos
y sus metéstasis, ademas de que los niveles altos de HIF-1a en la biopsia del
tumor primario se asocian con un mayor riesgo de mortalidad en muchos tipos de
cancer.

Existen tres mecanismos generales por los cuales los niveles de HIF-1la se
incrementan en el cancer humano. En primer lugar, la hipoxia intratumoral es
frecuente y a menudo, grave. En segundo lugar, otras alteraciones del
microentorno del tumor también aumentan los niveles de HIF-1a, como la
presencia de oxido nitrico o ROS. En tercer lugar, las alteraciones genéticas
especificas del cancer conducen a la desregulacion de los niveles de HIF-1a de

una manera independiente de Oo..
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Por otro lado, se sabe que varios mecanismos celulares estan implicados en la
adaptacion a la hipoxia, como la activacion de los canales ionicos y la regulacion
al alza directa de la glucdlisis por la AMPK. La proteina cinasa activada por AMP
(AMPK) se activa cuando el suministro de oxigeno esta restringido. La AMPK
actia como un sensor de estado de energia e inhibe las rutas biosintéticas clave,
conservandose asi el ATP.6

Como se vera mas adelante también HIF-1a regula la capacidad de metastasis a

través de la EMT.

2.4 Generalidades de AMPK y el cancer

La AMPK es un heterotrimero formado por una subunidad catalitica (a) y dos
subunidades reguladoras (B y y). Esta enzima puede ser fosforilada y activada por
LKB1 (Cinasa hepatica B1) y la proteina Cinasa cinasa  dependiente de calcio
(CaMKK2.)

La AMPK integra sefiales nutricionales y hormonales en los tejidos periféricos y el
hipotdlamo. Media los efectos de las adipocinas (leptina, adiponectina y
posiblemente resistina) en la regulaciébn de la ingesta de alimentos, el peso
corporal y la homeostasis de la glucosa y los lipidos. La AMPK esta regulada por
cinasas rio arriba de las cuales el supresor tumoral LKB1 fué el primero en ser
identificado.*

En las células, el AMP activa alostéricamente el complejo AMPK estimulando la
fosforilacion del dominio quinasa en un residuo de treonina (Thr-172). Los tres
efectos del AMP en el sistema AMPK (activacion alostérica, fosforilacion e
inhibicién de la desfosforilacion) son antagonizados por altas concentraciones de
ATP, por lo que el sistema esencialmente mide los cambios en la relacion celular
AMP: ATP.Y/

Dentro de la literatura se han estudiado diversos mecanismos anticancerigenos
dependientes de la activacion de AMPK, uno de ellos es la activacion de p53. La
activacion de p53 conduce a la disociacion del complejo p53-MDM2 vy liberandose

p53 en su forma activa. Esta activacion de p53 inducida por AMPK juega un papel
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importante e induce la detencién del ciclo celular G1 / S. La activacion prolongada
de p53 induce la apoptosis en células cancerosas mediante la activacion

transcripcional de genes diana de p53 como p21 y Bax.81°

La autofagia es otro mecanismo por el cual la activacibon de AMPK ayuda a la
adaptacion al estrés metabdlico. La AMPK activada desencadena la autofagia a
través de la inhibicion de mTORC1 y también a través de la fosforilacion de
ULK1.?° Fisiolégicamente, la autofagia es crucial para mantener la homeostasis
celular y ayudar a las células bajo estrés, pero desde el punto de vista oncoldgico,
la autofagia puede ser una amenaza, ya que también puede ayudar a las células

tumorales a sobrevivir bajo condiciones de estrés

2.5 LKB1y AMPK en el metabolismo y supresién del cancer

Los diferentes estudios realizados para entender el metabolismo del cancer
arrojaron una nueva via de sefializacion que vincula el metabolismo celular con el
control del crecimiento y la polaridad celular involucrados con el supresor de
tumores humanos LKB1; este codifica a una serina/treonina quinasa que fosforila
directamente y activa AMPK.

Se identificé originalmente la LKB1 como el gen supresor de tumores en el
cromosoma humano 19p13, responsable del trastorno de cancer hereditario en el
Sindrome de Peutz-Jeghers (PJS).

Antes de su identificacion como un sustrato para LKB1, se sabia que la AMPK
regulaba el metabolismo de los lipidos, el colesterol y la glucosa en tejidos
metabdlicos especializados como el higado, el musculo y el tejido adiposo. En los
ultimos afios se ha encontrado que una de las principales vias reguladoras del
crecimiento controladas por LKB1-AMPK es la via de la diana de rapamicina en
células de mamifero (IMTOR). El mTOR es un integrador central de las entradas
de nutrientes y factores de crecimiento que controla el crecimiento celular en todos

los eucariontes y esta desregulado en la mayoria de los canceres humanos.
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2.6 Transicion epitelial mesenquimal

La transicion epitelial-mesenquimal (EMT) es un proceso bioldgico que permite
gue una célula epitelial polarizada experimente multiples cambios bioquimicos que
le permitan asumir un fenotipo de célula mesenquimal, que incluye una mayor
capacidad migratoria, invasividad, resistencia elevada a la apoptosis, cambios
morfologicos y un gran aumento en la produccion de componentes de la matriz
extra celular. 2!

La EMT tiene lugar en tres contextos biolégicos y diferentes consecuencias
funcionales: EMT tipo 1 asociada con procesos del desarrollo embrionario, EMT
tipo 2 asociada con procesos de cicatrizacion y regeneracion tisular, y EMT tipo 3
asociada a progresion tumoral

En particular, el tipo 3 se produce en células neoplasicas que previamente han
sufrido cambios genéticos y epigenéticos, especificamente en genes que
favorecen el crecimiento clonal y el desarrollo de tumores deslocalizados. Estos
cambios afectan notablemente a los oncogenes y los genes supresores de
tumores.??23

Las proteinas de la superficie celular como la E-cadherina, que median la
conexién entre células con la membrana basal, son reemplazadas por N-cadherina
e integrinas que proveen a las células de uniones transitorias induciéndolas al
fenotipo mesenquimal. Los componentes del citoesqueleto se reorganizan y la
actina periférica es reemplazada por fibras de estrés, mientras que los filamentos
intermedios de citoqueratina son reemplazados por vimentina. El fenotipo
mesenquimal resultante se caracteriza por cambios morfolégicos y moleculares
tales como: adquisicion de forma alargada parecida a la de los fibroblastos,
sobrerregulacion de marcadores mesenquimales (N-cadherina, vimentina, actina
de musculo liso) y componentes de la matriz extracelular (colageno a1 y a2), sub-
regulaciéon de marcadores de superficie de células epiteliales y componentes del
citoesqueleto (E-cadherina, claudinas, ocludinas, citoqueratinas), sobrerregulacion
y/o translocacion nuclear de factores de transcripcion especificos (SNAIL, Slug,
ZEB1/2, Twistl/2), resistencia a la apoptosis y aumento en la capacidad de
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invasién y migracion a través de la matriz extracelular sin contacto célula-célula
(Figura 2).

Fenotipo intermediariode
células en transicion

Y (O AN YA Pyl ’ L i Pp—
s e 0 e, T & células
N - —
‘ > P .
) \ — \ . —_—
st I w? T - I - W | @\ . mesenquimales

Fenotipo epitelial Fenotipo mesenquimal

Células
epiteliales

Pérdida progresiva de marcadores
epiteliales y ganancia de marcadores
mesenquimales

Figura 2. Marcadores de células epiteliales y mesenquimales

comunmente utilizados para la EMT. 20

2.7 La metformina y su accion en el cancer

La metformina (N’, N’-dimetilbiguanida) es el farmaco antidiabético de primera
linea mas eficaz y seguro para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Se cree gque ejerce sus efectos antidiabéticos disminuyendo la produccion de
glucosa hepatica y aumentando la sensibilidad a la insulina junto con el uso de
glucosa por los tejidos periféricos.

La metformina tiene una amplia variedad de beneficios, se ha utilizado para el
tratamiento de trastornos metabdlicos, ovario poliquistico y la hipertension,
ademas de esos efectos positivos, hay interés en las propiedades antitumorales
potenciales.

En la dltima década, se han identificado varios mecanismos para la accion de la
metformina en la gluconeogénesis y la produccion de la glucosa hepatica.

La metformina induce efectos anticancerosos de manera AMPK dependiente y por

mecanismos independientes de AMPK.
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El mecanismo dependiente de AMPK juega un papel dominante ya que AMPK
afecta el crecimiento celular y la proliferacion. La metformina inhibe el complejo
mitocondrial |, lo que tiene como consecuencia una baja produccién de ATP y un
aumento en la concentracion de ADP que se convierte en AMP por la accién
catalitica de la enzima adenilato cinasa. Cuando disminuye la concentracion de
ATP, AMP se une a la subunidad y que conduce a algunos cambios
conformacionales en la subunidad a que favorece la fosforilacion de AMPK en Thr-
172. Ademas, la inhibiciébn del complejo | da como resultado la generacion de
especies reactivas de nitrogeno (ONOO-). Estos radicales activan a la proteina
cinasa C ¢ (PKCQ), que a su vez, fosforila LKB1L, LKB1S en Ser-428 y 399,
respectivamente, lo que lleva a su activacion. Por lo tanto LKB1 activada fosforila
la subunidad a de AMPK en Thr-172 y activa AMPK.?*

AMP/ATP
elevado

a
AMPK
(inactivo)

Complejo
o mitocondrial |
N N NM, a
4+ I - AMPK
(e NH . &
Inhibicién § // .
o/ activo
| \\_\\‘ (activo)
Metformina "

' EKBI
\ (activo)
’ -l
ONOO" \
W L LKB1
i (inactivo)

Figura 3. Activacion de AMPK con metformina. AMPK = cinasa dependiente de
AMP; AMP = monofosfato de adenosina; ONOO- = especie de nitrogeno reactivo;
PKCC( = proteina cinasa C ¢; LKB1 = higado cinasa B 1

El mecanismo independiente de AMPK, estd asociado con mTORC1, numerosos

estudios han apoyado que la metformina inhibe mTORCL1.
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La sefializacion de mTORCL1 es una via importante de crecimiento y proliferacion
celular mediante el control de la autofagia, la biogénesis del ribosoma, la
traduccion del ARNm y el metabolismo.

Por lo tanto, al inhibir la actividad de mTORC1, la metformina detiene el
crecimiento celular, la proliferacion y la angiogénesis, y al explotarlas puede
usarse en el tratamiento del cancer. Algunos trabajos demostraron que la
inhibicibn de mTOR, también es consecuencia de la inhibicién de la activacion de
AKT (Zakikhani, M, 2010).2°

Adicionalmente, se ha demostrado que la metformina inhibe la EMT en diversos
tipos de tumores. A pesar de los buenos resultados de la metformina descritas in
vitro en ensayos clinicos para cancer de pancreas no se observaron los efectos
buscados (Chaiteerakij R, 2016)25, sin embargo, en cancer de mama y de prostata
si se logré6 una mejoria.?” Por lo anterior, es importante evaluar cada tipo de
cancer y conocer mejor los mecanismos involucrados, para ayudar a los médicos

a tomar decisiones terapéuticas.
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3.0 JUSTIFICACION

El cancer en la poblacion pediatrica representa un problema de salud publica en la
Republica Mexicana, ya que la tasa de incidencia y de mortalidad se ha disparado
en los ultimos afios. En busca de nuevas terapias no invasivas se ha encontrado
gue la metformina tiene una amplia variedad de propiedades antitumorales. Los
estudios epidemiolégicos y de observacion clinica sugieren que la metformina
reduce el riesgo de cancer en pacientes con diabetes tipo 2 y mejora el resultado
de supervivencia de los canceres humanos. En diversos tipos de cancer se estan
realizando ensayos clinicos para estudiar el efecto de la metformina en la
guimioprevencion y tratamiento. Sin embargo, la efectividad de la metformina

parece depender del tipo de tumor y de las mutaciones presentes en el mismo.

Uno de los mayores obstaculos para el desarrollo de terapias mas eficientes para
el cancer es la falta de conocimiento total de los mecanismos bioquimicos y
moleculares implicados en dicha patologia. En particular, en este trabajo se
explora la posibilidad de que la activacion de AMPK por la metformina disminuya
la expresion de HIF-1a y la EMT en condiciones normales e hipdxicas,

disminuyendo a su vez su capacidad invasiva y metastasica.
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4.0 HIPOTESIS
La activacion de la via de la AMPK mediante la administracion de metformina
disminuird la estabilizacién de HIF-12 en hipoxia y reducira la expresion de los

marcadores de la EMT.

5.0 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la activacion de la via de la AMPK con metformina, sobre la
expresion de HIF-1a y marcadores EMT en condiciones normales y de hipoxia en

células de meduloblastoma.

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar la expresion y activacion de AMPK, en condiciones normales, de
hipoxia y después del tratamiento con metformina en células de
meduloblastoma.

e Evaluar la expresiéon de HIF-1a en condiciones normales, de hipoxia y
después del tratamiento con metformina en células de meduloblastoma.

e Evaluar la expresion de E-cadherina y SNAIL en condiciones de hipoxia y
después del tratamiento con metformina en células de meduloblastoma.

e Evaluar la expresién y activacion de AKT, en condiciones normales, de
hipoxia y después del tratamiento con metformina en células de

meduloblastoma.
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6.1 Diagrama del procedimiento experimental

Modelo Experimental:
Cultivo Celular
Linea DAQY

6.0 METODOLOGIA

Divisidn de las células en cajas de 6 pozos

T=37°C, 5% de CO2
Incubacién por 24 H
Densidad celular por pozo: 150,000

Normoxia

Normoxia +
Metformina

Tratamiento:

Hipoxia

Tratamiento:
Metformina 2 mM

Tratamiento:
Vehiculo

Hipoxia +
Metformina

'_

Tratamiento:
Metformina 2mM

Incubacién: 48 H

Cédmara de anaerobiosis: 1% 02

37°C

Vehiculo
Incubacién: 48 H
37°Cy 5% de CO2
Figura 4.

protocolo de investigacion.

l

Lisis celular y extraccidon

de proteinas

l

Cuantificacion por el
método de Lowry

Y

Ensayo de Western- Blot

Diagrama de la metodologia y tratamiento utilizados durante el
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6.2 Cultivo de la linea celular DAQOY

Se cultivaron las células de la Linea DAOY de meduloblastoma en medio EMEM y
poco a poco se adaptaron al medio DMEM alto en glucosa, estéril complementado
con antibiéticos y 10% de SFB por una semana, se fue cambiando el medio cada
tercer dia para mantener la viabilidad de las células. Los cultivos celulares
permanecieron en incubadora, a una temperatura de 37°C, con una concentracion
de CO2 de 5%.

6.3 Formacion de los grupos experimentales

Una vez que las células se encontraron viables, se realizé el levantamiento celular
utilizando tripsina, para posteriormente realizar un conteo de las células en la
camara de Neubauer, para colocarlo en cajas de 6 pozos una densidad celular de
150,000 células en cada pozo y dejandolas incubar por 24 h con temperatura de
37°C y una concentracion de 5 % de CO..

Posterior a las 24 h de incubacion se cambia medio de las cajas de 6 pozos y se
hicieron cuatro grupos: Control Normoxia (N), Normoxia Metformina (N+M),
Control Hipoxia (H), Hipoxia Metformina (H+M), la concentracion de metformina
usada fue de 2 mM. Se agregd vehiculo (H20 miliQ) a las cajas que no llevan
tratamiento.

Las cajas de H e H+M fueron llevadas a una camara anaerobia por un tiempo de
incubacion de 48 h, con las siguientes condiciones 1% de Oz y a 37°C. Las cajas

de Ny N+M se incubaron en condiciones estandar en 37°C con 5% CO2 por 48 H.

6.4 Ensayo de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular se empleé el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5
bromuro difeniltetrazolio (MTT), el cual es reducido por deshidrogenasas

mitocondriales de células viables a formazan formando una coloracion purpura.
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Para el ensayo con MTT se utiliz6 una placa de 96 pozos y se colocd una
suspension celular con una concentracion de 1x10° células/mL, se dej6 incubar a
37°C hasta el dia siguiente en condiciones estandar.

Pasado el tiempo de incubacién se aspird el medio y se adiciond medio nuevo, se
agregaron 100 pL a los pozos.

Se adiciond la metformina (1 pL, 0.2 M) y se incub6 por 48 h a condiciones de
hipoxia y normoxia.

Posterior al tiempo de incubacién de afadieron 10 pL de la solucion MTT (5
mg/mL en PBS) y se incubd la placa por 3 h a condiciones estandar. Posterior a
ese tiempo se aspird el medio de la placa para adicionar 100 pL de DMSO se
incubdé 1 h mas a las mismas condiciones, al finalizar esa hora, se leyeron las

absorbancias a 570 nm en el lector de placas.

6.5 Lisis celular y extraccion de proteina

Para la extraccion de proteina de cultivos celulares, fue necesario preparar
amortiguadores de lisis, la composicion del amortiguador es la siguiente: HEPES
50 mM, KCL 50 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1mM, B-Glicerolfosfato 5 mM, Triton
X100 0.10%, NaF 50 mM, NaPPi 5 mM, posteriormente se le adicionaban los
siguientes inhibidores, DTT 1 mM, PMSF 0.2 mM, NasVOs4 1 mM y finalmente el
inhibidor del proteasas Complete Tablet, mini marca Roche (una tableta por cada
10 mL de amortiguador de lisis base + inhibidores). Una vez preparado el
amortiguador de lisis, se procedio a realizar la lisis.

Posterior a las 48 h de incubacion se sacan las cajas de la incubadora de
condiciones estandar y de la camara de anaerobiosis, se colocaron las cajas en
frio, se aspir6 el medio DMEM vy se le adicioné a cada pozo PBS 1X frio, para
limpiar el exceso de medio, se aspird el PBS 1X, y se agregaron 150 yL del
amortiguador de lisis a cada uno de los pozos, se homogenizé por todo el fondo
del pozo, para finalmente con una espatula raspar las células y recuperar la
suspension celular en tubos eppendorf de 1.5 mL y se centrifugd a 16128 g por 20
min a 4°C.
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6.6 Determinacién del contenido de proteina por método de Lowry

La determinacion de proteina soluble se realizo utilizando el método cuantitativo
de Lowry y los datos de absorbancia se interpolaron en una curva patrén de
albumina sérica bovina (BSA) con concentraciones en un intervalo de 0 a 50
ug/uL.

Para la muestra se utilizan: 5 yL de muestra, 45 uL de agua grado |, 100 pL de
deoxicolato de sodio al 0.4% (DOC) y 1 mL de Reactivo de Lowry se mezcl6 el
contenido de cada tubo y se reposa 10 min, finalmente se adicionaron 100 uL de
reactivo de Folin diluido 1:1, se mezclé el contenido de cada tubo, se dejé reposar
30 min, transcurrido ese tiempo de incubacion, las muestras se leyeron a 580 nm

en el espectrofotbmetro.

6.7 Ensayos de Western-blot (WB) y revelado por quimioluminiscencia

Para el analisis de proteinas por WB se utilizaron geles de poliacrilamida-SDS de
15 pozos de 1.5 mm de ancho al 10% el gel separadory 4% el gel concentrador
respectivamente, la concentracién de los geles vario dependiendo del peso
molecular de la proteina de interés. Las muestras se ajustaron a una cantidad de
proteina de 50 ug por carril, utilizando amortiguador de carga 4X con el 20% de -
mercaptoetanol para desnaturalizar las proteinas y PMSF y EDTA para impedir la
protedlisis; posteriormente se hirvieron por 5 min a 95 °C. Las muestras se
cargaron en el gel para la separacion de proteinas por peso molecular en la
camara de electroforesis (PowerPac HC BIORAD)

Una vez terminada la electroforesis, se llevo a cabo la transferencia de los geles,
para eso, se utilizaron membranas de PVDF (Polivinilidenodifluoruro), activadas
previamente con metanol durante 5 min y posteriormente 5 min en agua. Los geles
se colocaron en un recipiente con 250 mL de amortiguador de transferencia 1X.
Posteriormente se realizo la transferencia por el método hiumedo durante 45 min,
usando una camara de transferencia de Bio-Rad a un amperaje constante de 300
mA.
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Al finalizar la transferencia, las membranas se colocaron en una solucion de
blogqueo con leche en polvo libre de grasa al 5% disuelta en TBS-T 0.1 % para una
membrana de HIF-1a y PBS-T 0.1% para las otras durante 1 h en agitacion
constante a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de blogueo las
membranas se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario de interés
(HIF-1a / SNAIL 1:500, / Actina 1:10,000 para la membrana uno, E-cadherina
1:500, P-AMPK 1:2000/ AMPK-t 1:1000/ Actina para la membrana dos, P-LKB1
1:1000/ LKB1-t 1:3000 / Actina 1:10,000 y por ultimo P-AKT 1:1000/ AKT-t 1:1000/
Actina 1:10,000) vy los geles se tifieron con Azul de Coomassie, para asegurar que
las proteinas se transfieran completamente.

Posterior al tiempo de incubacién de los anticuerpos primarios, se realizaron 3
lavados de la membrana con TBS-T 0.1% para HIF-1a y PBS-T 0.1% para los
demas anticuerpos por 5 min cada lavado y se incub6 con anticuerpo secundario
correspondiente (HRP-raton para HIF-1a, HRP-conejo para actina), a una dilucién
1:1000 en leche al 3% con PBS-T 0.1%, durante 2 h, en agitacion constante a
temperatura ambiente. Concluido el tiempo de incubacion se realizaron 3 lavados
de 5 min con TBS-T 0.1% para la membrana de HIF-1a y PBS-T 0.1% para las
deméas membranas.

Para el revelado de la membrana se agreg6 una solucion de sustrato de luminol y
perdxido de hidrogeno 1:1 por 3 min en la oscuridad; transcurridos los 3 minutos,
se reveld por quimioluminiscencia en un fotodocumentador (ChemiDoc Bio-Rad) y
se guardaron las imagenes.

Las bandas de las proteinas reconocidas por el anticuerpo se analizaron por

densitometria en el programa de Quantity One normalizando los datos con actina.
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6.8 Analisis estadistico

Los ensayos de Western-blot fueron evaluados por la prueba de U de Mann-
Whitney para lo cual se considerd diferencia significativa cuando se obtuvo un

valor de p<0.05.
Los valores mostrados en cada una de las tablas estan expresados como la media

+ el error estandar.
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7.0 RESULTADOS

7.1 Resultados del ensayo de viabilidad celular

En el ensayo de viabilidad por el método de MTT no se observaron cambios
significativos en la viabilidad de las células al ser incubadas con metformina 2 mM
en condiciones normales y de hipoxia (Gréfico A). En diversos estudios se ha
demostrado que la metformina no es toxica a la concentracion de 2 mM, por
ejemplo para las células de hepatocarcinoma, en otro tipo de células como cancer
de mama y de ovario la muerte celular se presenta a concentraciones mayores.
De acuerdo con el objetivo de este trabajo se pretendia evaluar los efectos de la
metformina a concentraciones no toxicas para las células, para comprender mejor

los posibles mecanismos involucrados.
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Grafico A). Efecto de la metformina 2 mM sobre la viabilidad celular.
N+M: Normoxia + metformina, H: Hipoxia, H+M: Hipoxia + metformina.

29



7.2 Resultados de la estandarizacion y expresion de la proteina HIF-1a

Se realiz0 la estandarizacion de los cultivos celulares en la camara de
anaerobiosis mediante el seguimiento de la proteina HIF-1a a diferentes tiempos
(24 y 48 h). En el gréfico B se puede observar que a 24 h la expresion de HIF-1a
es minima. Mientras que la estabilizacion de HIF-1la es mayor a las 48h de

incubacion en hipoxia,

24 h 48 h
HIF e
ACTINA e

Grafico B). Andlisis por Western-blot de la proteina HIF-1a en células DAOY
incubadas durante 24 y 48 h en camara anaerobia (1% de Oz a 37°C)

Posterior a la estandarizacion del método se realizaron los experimentos para
observar con los diferentes grupos experimentales N, N+M, H, H+M, la expresion

de la proteina HIF-1a, a las condiciones de 48 h de incubacion en hipoxia.

Después de realizar el analisis estadistico se obtuvo el gréfico C en el cual se
observa que en condiciones de normoxia (N) no existe una acumulacion
significativa de la proteina de HIF-1a, lo cual es normal debido a que la proteina
HIF1-a, es degradada en condiciones normales. Se observa todo lo contrario
cuando se encuentra en condiciones de hipoxia (H) y se presenta un incremento
significativo comparandolo con la condicion N y con la condicion H+M disminuye

debido a que la metformina disminuye la actividad de HIF-1a.
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Grafico C). Expresion de la proteina HIF-1a * p < 0.05; disminucion de la
expresion de HIF-1a debido al efecto de metformina. N, n=3; N+M, n=3; H, n=3;
H+M, n=3.

7.3 Resultados de la activacion de AMPK

La enzima AMPK funciona como un sensor del estado energético de la célula,
permite adaptarse a bajo nivel de ATP, existe dos cinasas involucradas con
AMPK, LKB1 y CaMKK2.

Se analizé también la actividad de la proteina AMPK, y se pudo observar que en
condiciones de normoxia la metformina tiene un efecto positivo activando a AMPK
(comparando las condiciones N y N+M), todo lo contrario, con las condiciones de
hipoxia, en la que antes de la administracion de metformina (H) se activa a la
proteina AMPK pero al estar en contacto con la metformina se ve disminuida
Gréfico D.
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Gréfico D). Expresion de la proteina AMPK, en diferentes condiciones.
Disminucion de AMPK, debido a la accién de la metformina. * p < 0.05. N, n=3;
N+M, n=3; H, n=3; H+M, n=3.

7.4 Resultados de la expresion de la proteina LKB1

Los resultados de la densitometria para la proteina LKB1, revelan que tiene un
comportamiento similar al grafico de AMPK, ya que refleja que en condiciones de
normoxia y al ser administrado con metformina (N, N+M) LKB1 se fosforila. Lo
contrario sucede con la condicion de hipoxia (H), ya que la hipoxia incrementa la
activacion, pero con la administracion de metformina se puede observar una

disminucion significativa de la fosforilacion (Grafico E).
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Gréfico E). Activacion y expresion de la proteina LKB1. Disminucion de
LKB1, debido a la accion de la metformina. * p < 0.05. N, n=3; N+M, n=3; H,
n=3; H+M, n=3.

7.5 Resultados de la expresion proteinas de la EMT

La E-cadherina es un importante marcador de la EMT, por lo tanto se analiz6 la
expresion de esta proteina, el siguiente gréfico revela, que en condiciones
normales (CN y N+M) no se observan cambios significativos, pero cuando la
condicion cambia a hipoxia se observa un ligero incremento y cuando se
administra la metformina se puede ver claramente una disminucién significativa de
la expresion de E-cadherina. Lo curioso de estos resultados es que segun la
literatura, la expresion de esta proteina disminuye con la hipoxia, caso contrario a

lo que se puede observar (Gréfico F)
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Grafico F). Expresion de la proteina e-cadherina. * p < 0.05. N, n=3; N+M, n=3;

H, n=3; H+M, n=3.

Otro de los marcadores importantes de la EMT es la proteina SNAIL. En

condiciones de normoxia se observa un nivel alto de la expresion de esta proteina

comparandola con la condicion de N+M y la de hipoxia. Por otra parte, es

importante mencionar que en la condicién de hipoxia mas la metformina (H+M)

esta expresion disminuye considerablemente (Grafico G).
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Grafico G) Expresion de la proteina SNAIL. * p < 0.05. N, n=3; N+M, n=3; H, n=3;

H+M, n=3.

7.6 Resultados de la expresion de la proteina AKT
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Grafico H) Fosforilacion de la proteina AKT. * p < 0.05. N, n=3; N+M, n=3; H,

n=3; H+M, n=3.
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Segun los resultados obtenidos para la proteina AKT se puede observar que esta
proteina se activa por la metformina, tanto en normoxia e hipoxia. Lo curioso es
gue en condiciones solo hipoxicas la proteina aumente mas la expresion y al
comparar con hipoxia + metformina podria observarse que disminuye visiblemente

aungue no es estadisticamente significativo (Grafico H).

36



8.0 DISCUSION

La hipoxia intratumoral es un fendmeno comun de tumores solidos, y un factor
microambiental importante que influye en el desarrollo de un fenotipo maligno del
cancer. Segun los resultados obtenidos anteriormente podemos observar
claramente que el estrés hipoxico aumentd la expresion de HIF-1a a comparacion
con la condicién de normoxia.

Existe evidencia reciente que indica que los niveles elevados de HIF-1a se
encuentran en los canceres humanos y estan asociados con la progresién tumoral
y la angiogénesis; sin embargo, la condicibn que llama la atencién en los
resultados es la de Hipoxia + Metformina en la cual se logré observar una
disminucion estadisticamente significativa de HIF-1a. Como menciona Zhou X et
al.?8, la metformina inhibe la acumulacién de HIF-1a inducida por la hipoxia y al

parecer lo hace de manera independiente de AMPK.

Se ha estudiado la via de la AMPK para conocer los diversos mecanismos que
estan involucrados con su activacion y su acciéon metabdlica. La fosforilacion
puede darse por la accién de la calmodulina (CAMKKDb), en respuesta de altos
niveles de Ca?*y a su vez por la cinasa LKB1.3,%°

En este trabajo podemos deducir por los experimentos realizados que en
condiciones de normoxia la metformina ejercio el efecto esperado, que era ver una
mayor activacion de AMPK, ya que como sabemos la metformina puede llegar a
activar dicha via por medio del complejo mitocondrial I. Por el contrario a lo que
esperabamos al cambiar las condiciones a las de hipoxia no observamos sinergia
en la activacion de AMPK, ya que bajo el estrés generado por la hipoxia el
tratamiento de metformina disminuye significativamente la activacion de AMPK. A
este respecto en la literatura se sugiere que, bajo condiciones de hipoxia la
metformina disminuye el consumo mitocondrial de O2z al inhibir el complejo I,

aumentando la oxigenacion celular (Zhou X et al).?®
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De la misma forma que AMPK, cuando analizamos a LKB1 una cinasa que se le
ha relacionado con la supresion de tumores, y esta directamente involucrada
dentro de la via de activacibn de AMPK, podemos ver una similitud con los
graficos de la actividad de AMPK, ya que claramente, se observa que en
condiciones de normoxia (en ambas condiciones) si hay un incremento en la
actividad de la proteina, por el contrario de la hipoxia mas metformina donde a
diferencia de la hipoxia se ve un decremento, ya que se sabe que LKB1 es la
principal cinasa que fosforila la activacion AMPK en condiciones de estrés

energético como lo es la hipoxia.

Por otro lado, la EMT se describe como el proceso durante el cual las células
epiteliales pierden propiedades como la adherencia con las células vecinas y se
convierten en células migratorias e invasivas, esta estrechamente relacionado con
la progresién del cancer.

La literatura menciona distintos tipos de marcadores para la caracterizacion de la
EMT, en este trabajo se evaluaron 2: la expresion de la proteina E-cadherina y la
expresion de SNAIL.

Como se revisO anteriormente, una de las caracteristicas de la EMT es la pérdida
de la proteina E-cadherina, que es una molécula de adhesion que regula las
uniones célula-célula y detiene el crecimiento celular a través de interacciones con
B-catenina en el citoplasma, que se cree que es un supresor metastasico durante
la progresion tumoral®°. Por lo tanto, podemos decir que la E-cadherina es una
molécula clave relacionada con el potencial metastasico de la mayoria de los
tumores epiteliales. La E-cadherina desempefia un papel central en el control de la
transicion epitelio mesenquimal, ya que la pérdida de su expresion o funcién esta
correlacionada con la capacidad de las células epiteliales de adoptar una
morfologia invasiva y migratoria.

Las evaluaciones de este trabajo para la proteina E-cadherina mostraron que en
condiciones de hipoxia, la proteina se incrementa contrario a lo reportado por
Esteban et al. 2006 3!, en su articulo mencionan que en condiciones de hipoxia, la

estabilizacion de HIF, esta asociada a la pérdida de la expresion de E-cadherina.
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Otro mecanismo involucrado en la expresion de E-cadherina segun Olmeda, D. et
al 2007 32 es el control a nivel transcripcional por el factor Snail/Slung, ya que su

activacion suprime la expresion de E-cadherina.

El tratamiento con metformina durante hipoxia disminuye la expresion de E-
cadherina considerablemente, lo que podria ser contraproducente para este tipo
de células dado que la pérdida de esta proteina provocaria que las células
tuvieran la capacidad de migrar hacia otros sitios, provocando metastasis. Este
hallazgo es contrario a lo que se ha reportado en otros estudios en normoxia, que
Zhang, C., & Wang, Y., 2018 33, describen en su trabajo que en células de cancer
colorrectal de la linea HCT116, la metformina atenué el proceso de EMT
aumentado la expresion del marcador epitelial E-cadherina bajo condiciones de

oxigeno normales.

También se realiz6 una evaluacion a la proteina SNAIL, que como mencionamos
anteriormente es un represor de la expresion de E-cadherina. Los resultados de
dicha evaluacion sugieren que SNAIL no es el responsable de la expresion de E-
cadherina, debido a que en condiciones de hipoxia e hipoxia + metformina se
observa una expresiéon muy similar de ambas, llamando mas la atencién en la
condicion de hipoxia + metformina que explicaria que un tratamiento con
metformina hard a las células de meduloblastoma mas proliferativa y con la
capacidad mas alta a migrar. Sin embargo, existe otra via que podria estar
involucrada, la via de TWIST un factor de transcripcion capaz de regular a la E-

cadherina inhibiendo su expresion.

AKT regula la muerte celular, la progresién del ciclo celular y el crecimiento
celular, asi como el control de las tasas de captacion de glucosa en la célula a
través del transportador GLUT1 y de mTOR. Segun los resultados obtenidos, en el
grafico se muestra que en condiciones de hipoxia e hipoxia + metformina la
proteina AKT se encuentra activada comparando con las condiciones de

normoxia. A este respecto, Hanneke Stegeman 34, informé que AKT se encuentra
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activada en las zonas de hipoxia en algunos tumores, pero por otro, lado en estas
células de meduloblastoma no se observé la inhibicion esperada de AKT después
del tratamiento con metformina, lo cual sugiere que existen otros mecanismos que

mantienen activa a AKT.
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9.0 CONCLUSIONES

En las células DAOY, la metformina no activa la via de la AMPK durante la
hipoxia, de igual forma el tratamiento con metformina en hipoxia induce

aparentemente la EMT al disminuir E-caderina y aumentar SNAIL.

10.0 PERSPECTIVAS

Debe hacerse un andlisis mas extenso de los marcadores de la EMT para
confirmar estos resultados por ejemplo marcadores como ZEB y TWIST.
Adicionalmente deben hacerse pruebas de invasividad y crecimiento

independiente del anclaje.
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12.1 Lineas Celulares

Linea Daoy

12.2 Reactivos utilizados

12.0 APENDICE

Amortiguador de lisis base

Reactivo Producto Peso Concentracion | Cantidad en
molecular mM mg para 500
(g/mol) mL de
amortiguador
de lisis base
HEPES Sigma-T1503 238.3 50 5.9575
KCI / 74.75 50 1.8687
EDTA Sigma-E005 292.2 1 0.1461
EGTA Sigma-E 4378 380.11 1 0.1901
B-Glicerol Sigma 50020 306.11 5 0.7652
fosfato
TRITON X100 | Sigma X 100 10% 500uL

Aforar a 500 mL con agua grado Il y ajustar pH a 7.4.

Inhibidores adicionados al amortiguador de lisis base

Inhibidor Concentracion del stock | Cantidad en uL para 1mL
(M) de amortiguador de lisis
base
DDT 1 2
PMSF 0.1 2
Ortovanadato 0.5 2
NaF 1 50
Nappi 0.25 20

Una vez afadidos los inhibidores se agrega 1 pastilla de MiNi-C-complete de
Roche (se disuelve 1 pastilla por cada 10mL de amortiguador de lisis base +

inhibidores).
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Amortiguadores y soluciones utilizados en los ensayos de Western-blot

Amortiguador de
corrida 5X

15 g Tris base
59 SDS
5 g Glicina
Aforar a 1 L con H20 grado I
Ajustar pH:8.3 con HCI

Amortiguador de
corrida 1X

150 mL Amortiguador de corrida 5X llevar a 750 mL
con H20 grado Il

Amortiguador de
Transferencia 5X

15 g Glicina
15 g de Tris base
Aforar a 1 L con H20 grado I

Amortiguador de
Transferencia 1X

50 mL de Amortiguador de transferencia 5X
50 mL de metanol
150 mL de H20 grado I

PBS 10X

82 g NaCl
13 g POsHNa2
1.76 g PO4H2Na
Aforar a 1 L con H20 grado Il y ajustar pH 7.6

PBS-TWEEN 0.1%

(PBS-T 0.1%)

100 mL PBS10X
1 mL de Tween 20
llevar a 1 L con H20 grado |l

Soluciones de anticuerpos primarios, todos los anticuerpos se diluyeron con leche

al 3% en PBS-T al 0.1%

Anticuerpo Marca Concentracion
HIF-1a Abcam 1:500
E- Cadherina Abcam 1:500
SNAIL Abcam 1:500
p-LKB1 Cell signaling 1:2000
LKB1-t Invitrogen 1:2000
p-AKT Cell signaling 1:1000
AKT-t BD Transduction laboratories 1:1000
p-AMPK Abcam 1:1000
AMPK-t Cell signaling 1:1000
Actina Santa Cruz 1:10000
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Soluciones de anticuerpos secundarios, todos los anticuerpos fueron diluidas con
Leche al 3% en PBS-T al 0.1%.

Anticuerpo Marca Concentracion
Anti-anti conejo Cell signaling 1:2000
Anti-raton Cell signaling 1:1000
Anti-anti conejo (actina) Cell signaling 1:1000

12.3 Equipos utilizados

Camara de Hipoxia. Modelo Bactrox 03000114, HYPO1A

Campana de Flujo laminar NUAIRE. Modelo NO.NU-126-300
Espectrofotdmetro UV-Vis and UV-Vis-NIR Systems CARY 100 UV-Vis
Lector de placas Modulus Microplate Turner Biosystems

Cémara de electroforesis: PowerPac HC BIORAD

Camara de transferencia, TRANS-BLOT SD, semi-dry Transfer Cell
Fotodocumentador y andlisis de densitometria: Chemidoc BIORAD
NanoDrop, Spectrophotometer, ND-1000
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