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Resumen

En México, el cancer de cuello uterino es la tercera causa de muerte por cancer en
la mujer. El cancer cervicouterino, se asocia a la infeccidon por el virus de papiloma
humano, que modifica a las células para adquirir caracteristicas transformadas
como proliferacién descontrolada y reprogramacion de su metabolismo energético
para mantener un crecimiento rapido y descontrolado. Esta caracteristica de las
células tumorales de mostrar un elevado radio de glucolisis mientras contindan
creciendo aun bajo condiciones de normoxia se correlaciona con el incremento de
la expresion de enzimas glucoliticas y de transportadores de glucosa. Es
importante sefialar que la via JAK/STAT esta ligada a la proliferacion en células de
cancer de cérvix por lo que la activacion de las proteinas STAT3 y STAT5
mediante fosforilacion es importante para iniciar la funcion de éstas. Por tanto, en
este trabajo se evaluara el papel de STAT3 sobre la expresion de genes clave en

el cambio metabdlico que presentan las células tumorales.

Nuestros resultados sugieren que el tratamiento con 10 Ul/mL de IL-2 aumenta la
activacion de STAT3 y asi su actividad como factor de transcripcion aumentando
la transcripcion de los genes PDK1, HIF-1a y GLUT1, ademas de aumentar su
proliferacion y generacion de ATP en células de cancer cervicouterino con
genotipo VPH 18. Sin embargo, el tratamiento con 100 Ul/mL de IL-2 disminuye la
activacion de STAT3 y la transcripcion de los genes PDK1, HIF-1a y GLUT1, asi
como su proliferacion, pero el ATP aumenta sugiriendo una recuperacion de la

actividad mitocondrial.

Todo esto sugiere el papel fundamental de STAT3 como factor de transcripciéon
sobre algunos genes clave en el efecto Warburg y necesarios para continuar con
el ciclo celular y aumentar la proliferacion celular. Ademas, el aumento de PDK1,
HIF-1a y GLUT1 demuestra la importancia de estos genes para el mantenimiento
y la progresion tumoral, ademas de que estos genes son de los principales

reguladores de las vias de obtencién de energia de la célula transformada.



La informacion generada en este proyecto sugiere que STAT3 puede ser un

blanco para el tratamiento de este cancer.



Abstract

In Mexico, cervical cancer is the third leading cause of cancer death in women.
Cervical cancer is associated with human papillomavirus infection, which modifies
cells to acquire transformed characteristics such as uncontrolled proliferation and
reprogramming of their energy metabolism to maintain rapid and uncontrolled
growth. This characteristic of tumor cells showing a high glycolysis ratio while
continuing to grow even under normoxic conditions is correlated with increased
expression of glycolytic enzymes and glucose transporters. It is important to note
that the JAK / STAT pathway is linked to proliferation in cervical cancer cells, so
the activation of the STAT3 and STAT5 proteins by phosphorylation is important to
initiate their function. Therefore, in this work we will evaluate the role of STAT3 on
the expression of key genes in the metabolic change that tumor cells present.

Our results suggest that treatment with 10 IU / mL of IL-2 increases the activation
of STAT3 and thus its activity as a transcription factor by increasing the
transcription of the PDK1, HIF-1a and GLUT1 genes, cell proliferation and ATP
generation. However, treatment with 100 IU / mL of IL-2 decreases the activation of
STAT3 and the transcription of the PDK1, HIF-1a and GLUT1 genes, as well as
their proliferation, but ATP increases, suggesting a recovery of mitochondrial

activity.

Altogether, these results suggest the fundamental role of STAT3 as a transcription
factor on some critical genes in the Warburg effect necessary to continue the cell
cycle and increase cell proliferation. Furthermore, the increase in PDK1, HIF-1a
and GLUT1 demonstrates the importance of these genes for tumor maintenance
and progression, in addition to the fact that these genes are the main regulators of

the energy-obtaining pathways of the transformed cell.

The information generated in this project suggests that STAT3 may be a target for

the treatment of this cancer.



Introduccion

El cancer es un proceso de crecimiento y diseminacién descontrolados de células
transformadas y puede aparecer practicamente en cualquier lugar del cuerpo. Las
células normales se dividen de manera ordenada y éstas mueren cuando se han
desgastado o se dafian y nuevas células toman su lugar. Por otra parte, en el
cancer, las células crecen de manera descontrolada y generan nuevas células que
desplazan a las células normales. Esto causa problemas en el area del cuerpo en
la que comenzo6 el cancer, el tumor suele invadir el tejido circundante y puede
provocar metastasis en puntos distantes del organismo. Al cancer se le considera
un grupo de enfermedades heterogéneas debido a que las mutaciones que pasan

de una célula a las células hijas no siempre son las mismas.* 2

Recientemente, se han propuesto caracteristicas que se encuentran presentes en
todos los tumores y en su progresion; entre las que se encuentran sefiales de
proliferacion sostenida, evasion de supresores de crecimiento, evasion del sistema
inmune, inmortalidad replicativa, inflamacién, invasion y metastasis, angiogénesis,
inestabilidad genémica y mutaciones, resistencia a la muerte celular. También se
ha propuesto como una caracteristica del cancer la reprogramacion del
metabolismo para obtener energia. ? En este proyecto, en particular, se exploraron
las caracteristicas tumorales que incluyen la desregulacion de las vias de

sefializacién que implican la obtencién de la energia.?
El cancer cervicouterino y el virus de papiloma humano

El cancer cervicouterino (CaCu) es el cuarto cancer con mayor frecuencia en
mujeres de todo el mundo y la mayoria de los casos ocurren en paises en vias de
desarrollo. En México es un problema de salud publica, ya que junto con el cancer
de mama representa la principal causa de muerte en mujeres.* * La infeccién por
el virus del papiloma humano (VPH) ha sido reconocida como un factor etiolégico
para el desarrollo del CaCu. Se han descrito mas de 120 tipos de VPH vy
aproximadamente una tercera parte de ellos son capaces de infectar el epitelio del

tracto genital. Otros tumores relacionados con el VPH son del canal anal, vagina,



vulva, pene y oral, de tal manera que se ha estimado que el VPH es responsable

del 5,2% de todos los canceres en el mundo.>#°

Los VPH tienen tropismo por las células epiteliales. Asi, pueden producir
infecciones tanto de piel como de mucosas. Los virus que son capaces de infectar
las mucosas se dividen en genotipos de alto y bajo riesgo, de acuerdo a si su
infeccion puede conducir o no al desarrollo de cancer. Dentro de los VPH de alto
riesgo se encuentran los tipos: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 52, 58, 59, 67, 68y 70,
entre los cuales los tipos 16 y 18 son los de mayor prevalencia en lesiones

malignas de cérvix.*°

El VPH presenta una estructura de aproximadamente 8.000 pares de bases,
destacando una regién temprana (E), una region tardia (L), una region de control

largo (LCR) y 8 regiones de lectura abierta (ORF) (Figura 1).*°

El potencial oncogénico de los VPH de alto riesgo se debe a las oncoproteinas E6
y E7 que son las responsables de romper el control del ciclo celular, interactuando
directa o indirectamente con proteinas cruciales para el mantenimiento del ciclo
celular, como pRB y p53, ademas de iniciar una serie de alteraciones que

conducen a la transformacion celular.*°

La expresion de los oncogenes virales es regulada por proteinas celulares y
virales, como la proteina viral E2, que actla como factor transcripcional. La
proteina E2 forma homodimeros que reconocen de manera especifica las
secuencias palindrémicas ACCGNNNNCGGT, localizadas en la region larga de
control (LCR) del genoma viral; su unién a este sitio induce la transcripcion de E6
y E7 (Figura 1).°
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Figura 1. Virus del papiloma humano. LCR (Long Control Region) encargada de
regulacion de la expresion génica y replicacion viral. E6 y E7 son considerados
oncogenes ya que sus proteinas se unen a p53 y pRb, respectivamente. E5 esta
relacionado con el crecimiento puesto que tiene la capacidad de activar las vias
MAPK y PI3K. E1 y E2 son genes de expresion temprana necesarios para la
replicacion y transcripcion del genoma viral. E4 es necesario para el ensamblaje y
liberacion viral. L1 y L2 codifican para las proteinas de la capside. Tomado de
Zaldivar Lelo de Larrea (2012)."

La proteina E6 se une a p53 lo que la hace blanco de ubiquitinacion vy
posteriormente su degradacion, asi se evita la transcripcion de p21 la cual regula
la progresion del ciclo celular de la fase G1 a S al inhibir el complejo CDK4/6-
ciclina D y CDK2-ciclina A/E.*®

Por otra parte, la proteina E7 promueve la inhibicion de pRb. La proteina pRb
mantiene control del ciclo celular al ejercer una accion supresora sobre la familia
del factor de transcripcion E2F, que cuando se encuentra libre promueve la

expresion de numerosos genes involucrados en la progresion de la fase G1 a la



fase S del ciclo celular. La proteina pRb se une a E2F y forma un complejo
(pPRb/E2F) que mantiene secuestrado este factor de transcripcion durante la fase
G1 del ciclo celular. La interaccion de E7 con pRb conduce a la disociacién del
complejo pRb/E2F, a la degradacion subsecuente de pRb y a la activaciéon
prematura de E2F, lo que motiva que se encienda la transcripcion de numerosos

genes requeridos por la célula para entrar a la fase S (Figura 2).*°
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Figura 2. Papel de la proteina E7 en la alteracion del ciclo celular. La proteina E7
inhibe la formacion de complejos entre pRb y E2F o disocia los complejos
pRb/E2F previamente formados. La proteina pRb permanece unida a E7 y es
marcada con ubiquitina para ser degradada en el proteasoma. La liberacion del
factor de transcripcion E2F activa la transcripcion de genes que promueven el
inicio de la fase S del ciclo celular. Entre estos se encuentran los genes de ciclinas
y de las cinasas dependientes de ciclinas (CDK). Tomado de Vallejo-Velazquez
(2015).°



Lainterleucina 2y el receptor de interleucina 2

Otra de las caracteristicas de estas células transformadas es la expresion
aberrante de algunas proteinas que les confieren ventajas de proliferacion y
sobrevida. Por ejemplo, se ha demostrado que las células de cérvix sanas no
expresan el receptor de la IL-2 (IL-2R). Sin embargo, Rangel y colaboradores en
2010 demostraron que las células tumorales de cérvix expresan las tres
subunidades del IL-2R, ademés Lagunas Cruz y colaboradores en 2019

demostraron la presencia de un receptor funcional para la IL-2.%

El IL-2R esta formado por tres subunidades denominadas en funcion de su peso
molecular: p55 (subunidad a), p70 (subunidad B) y p64 (subunidad y). La unién
especifica de las diferentes subunidades forma el receptor de baja afinidad (p55),
afinidad media (p70/p64) y alta afinidad (p55/p70/p64) (Figura 3).% °

Subunidad kD Sefial mediada por IL-2

p55 10°M -

p70 107 M* -

p64 No detectable® -

p55/p64 10 M* -

p55/p70 10°M -

p70/p64 10*M +

p55/p70/p64 10" M +

Y U

* En transfeccion de fibroblastos A B B

Figura 3. Representacion esquematica del receptor de IL-2 unido a su ligando (B)
y sus diferentes formas y afinidades (A). Modificado de Rebollo-Silva (1994).8

Para que el IL-2R pueda llevar a cabo su funcion bioldgica se requiere de la
sefializacion iniciada al formar un complejo con su ligando, la interleucina 2 (IL-2).
La IL-2 es una citocina involucrada en la regulacién de la respuesta inmune, un
potente activador de la proliferacion y funcién de los linfocitos T y las células

asesinas naturales (NK).% % 1°



El gen que codifica la IL-2 tiene 3663 bases con 3 intrones y esta localizado en el
cromosoma 4 del humano. La proteina tiene un peso molecular aproximado de 15-

18 kDa, el cual depende del grado de glicosilacién. 1% !

La IL-2 es considerada como un factor de crecimiento, y al interactuar con su
receptor (IL-2R) inicia una compleja cascada de sefializacion la cual esta ligada
con diversos efectos biolégicos. Como se mencion6 anteriormente, este receptor
cuenta con tres subunidades las cuales no tienen actividad enzimatica pero sirven
como andamio para proteinas con actividad de cinasa de tirosina (PTK). Dos de
las PTKs mas importantes involucradas en la activacion dependiente de la IL-2
son las Janus cinasas 1 (JAK1l) y 3 (JAK3); Zhou y colaboradores en 2000
demostraron que en las células T después de la exposicion a la IL-2, se activa la
JAK3 seguida de una subsecuente fosforilacion en la JAK1. Después de su
fosforilacion y activacion tienen la capacidad de reclutar, fosforilar y activar a los
transductores de sefal y activadores de la transcripcion 1, 3 y 5 (STAT por sus

siglas en inglés) (Figura 4).% 1% 14 12

A diferencia de la activacion canodnica de la via JAK-STAT en linfocitos, Valle-
Mendiola y colaboradores en 2014, demostraron que en células de CaCu se
encuentra presente JAK1 pero sin una aparente activacién; por otra parte,

demostraron que JAK3 se encuentra constitutivamente activa, la cual puede

reclutar y activar a las STATs (Figura 4).% 1% 3
IL-2R L on
AG-490
JAK3 VAR
IAKS > STATs
JAK1
/ \ JAK1
STATs ' J' X
. Syk o :
iates? STATs Syk



Figura 4. Modelo de la via de sefializacion de IL-2R. (a) Zhou et al. propusieron el
modelo para células sanas. (b) Modelo propuesto por Valle et al. para las células
con cancer de cérvix. Tomado de Valle-Mendiola (2016)."

Via de sefalizacion JAK-STAT

La via JAK-STAT es una ruta de sefalizaciébn que consiste en una serie de
fosforilaciones consecutivas, a la cual se le atribuyen varios efectos bioldgicos a
partir de diferentes receptores como los receptores de las citocinas IL-2, IL-6 e IL-
10. Por otra parte, se sabe que la desregulacion de esta via se asocia con la
tumorogénesis y la progresién tumoral como esta reportado en cancer de mama,

colon y ovario.** *°

Se ha reconocido que el primer paso en el proceso de sefalizacion a través de
citocinas es la interaccion ligando-receptor con la subsecuente heterodimerizacion
de las subunidades del receptor, cuyas regiones citoplasmaticas tienen acopladas
moléculas de sefializacién. El siguiente paso, de gran importancia, es la
transfosforilacion y activacion de las JAKs asociadas al receptor, una vez
activadas son capaces de fosforilar en residuos de tirosina a las cadenas del
receptor, creando sitios de union para los dominios homélogos a Src2 (SH2) de las

STATSs, asi como para otras moléculas.** 1> 1% %/

Las STATs son reclutadas por el receptor fosforilado, para que a su vez sean
fosforiladas por las JAKs. Las proteinas STATs después de ser fosforiladas, se
dimerizan y forman homodimeros y/o heterodimeros que traslocan al nucleo
donde su accidn efectora se basa en la modificacién de la transcripcion génica.
Para permitir que las STATs migren hacia el ndcleo, una secuencia de
aminoécidos en las STATSs, llamada sefial de localizacion nuclear (NLS), se une a
proteinas llamadas importinas. Una vez que el dimero STAT (unido a las
importinas) ingresa al nucleo, una proteina llamada Ran (asociada con GTP) se
une a las importinas, liberandolas del dimero STAT. El dimero STAT queda libre

en el nGcleo.* 15 16. 17
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Las proteinas STAT son factores de transcripcion latentes que son activados por
la fosforilacion en un residuo de tirosina, tipicamente en respuesta a ligandos

extracelulares y regulan muchos aspectos celulares.*®

Se han descrito siete proteinas STAT en los mamiferos, las cuales incluyen
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a/b y STAT6. Dentro de esta familia

STAT3 es el factor de transcripcion relevante para este proyecto.'® *°

STAT3

STAT3 es un factor de transcripcidn que se considera como un oncogen, y se
encuentra regulado bajo condiciones fisiolégicas normales. Puede ser activado por
una gran variedad de citocinas (IL-2, IL-6, IL-10, etc.), receptores (receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR)) y oncogenes que incluyen c-Src. Se ha
reportado que se encuentra constitutivamente fosforilado en el residuo de tirosina
705 en diversos tipos de canceres como cancer de mama, pancreas, rifion, ovario,

colon, entre otros.?% 2122

El gen que codifica para STAT3 se localiza en el cromosoma 17q21.2. El gen tiene
24 exones y codifica para una proteina de 770 aminoacidos, con un peso de 88

KDa. Se describen tres isoformas:

e Laisoforma 1, o canonica, de 770 aminoacidos.

e La isoforma 2, que pierde el aminoacido 701, pero conserva los
aminoacidos 705 y 727 necesarios para la fosforilaciéon y, con ello, la
actividad de la proteina.

e La isoforma 3, 0 beta, que se caracteriza por tener un extremo carboxilo
terminal mas corto, pierde 45 aminoacidos conservando solo el 705 y pierde
el 727, lo que permite la formacién de dimeros, pero altera la actividad

transcripcional completa. ?* °

La activacion de la sefializacion de STAT3 promueve crecimiento, metastasis,
quimioresistencia, escape del sistema inmune, entre otros. Una vez que alguno de

los reguladores rio arriba de STAT3 se activa, éste es fosforilado y activado, se
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dimeriza y trasloca a nucleo, donde activa la transcripcion de los genes blanco que
regulan la proliferacion celular, antiapoptosis, migracion, e invasion (Figura 5),
considerandose estas funciones como parte de la activacion y efectos candnicos
de STAT3, ?h %23
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Figura 5. Papel de STAT3 en la progresion y mantenimiento tumoral. Modificado
de Qin (2019).%

Por otra parte, existen reportes que indican que STAT3 puede tener algunas
funciones no canonicas entre las que se encuentran la interacciéon con GRIM19,
un componente del complejo | de la cadena de transporte de electrones (ETC).
Para traslocar a mitocondria STAT3 debe ser fosforilado en un residuo de serina
especifico (Ser727). Ademas, dentro de la mitocondria, STAT3 puede interactuar
con los complejos | y Il de la ETC y asi contribuir a la disminucion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y la activacién de la caspasa 3, de esta manera

STAT3 protege a la célula.?* #*
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Por otra parte, STAT3 puede interactuar con la ciclofiina D en la matriz
mitocondrial y previene la apertura del poro mitocondrial (MPTP), lo cual evita la

apoptosis mediada por calcio, citocromo C y necrosis.?*

Tomando en cuenta esto, evaluamos el papel de la activaciéon de STAT3 después
del tratamiento con la IL-2 y su efecto sobre algunos genes clave que confieren

resistencia, sobrevida y proliferacion a células tumorales de CaCu.

Por lo que, dentro de este proyecto, la actividad de STAT3 relevante es su papel

en la desregulacion de las vias energéticas celulares.
Eje central de obtencién de energia celular

Todas las células tumorales y normales necesitan energia y para este propdsito,
utilizan moléculas, las cuales son degradadas y por lo tanto las células obtienen la
energia necesaria para sus funciones esenciales. El eje central del metabolismo
energético de células normales consiste en glucolisis, ciclo de Krebs y cadena
respiratoria, por lo que la glucosa es el combustible principal para proporcionar

energia a todas las células.?* #*

Por tanto, la principal via de obtencion de energia es la oxidacion completa de la
glucosa mediante la glucolisis y otros procesos metabdlicos tales como el ciclo de
Krebs y la cadena respiratoria, culminando en la produccion de ATP mediante la
ATP sintasa. *

Muchas enzimas de la via glucolitica juegan roles significativos en procesos no
glucoliticos como la regulacién transcripcional, la cual ayuda a las células
tumorales para lidiar con otras demandas celulares. Por lo tanto, todas las
enzimas que pertenecen a esta via se encuentran desreguladas en condiciones de

cancer (Figura 6).2* 2°

Por otra parte, la via de las pentosas fosfato, una via metabdlica paralela a la
glucolisis, provee a la célula con NADPH asi como de ribosa-5-fosfato, molécula
precursora de sintesis de nucleétidos. Como en la glucdlisis, la mayoria de las

enzimas de esta via se encuentran desreguladas en cancer.?*
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El ciclo de Krebs genera precursores para la produccion de aminoacidos asi como
otras moléculas fundamentales que proveen energia, macromoléculas y balance
redox a la célula. Estas caracteristicas son importantes para las células en etapas
proliferativas, que como en células tumorales o linfocitos T activados, requieren un
suministro continuo de metabolitos pequefios para la sintesis de proteinas, acidos
nucleicos y lipidos. Entonces, la funcion aberrante de este ciclo se ve implicada en
una variedad de patologias, ademas de que muchas enzimas de este ciclo se ven

desreguladas en cancer.?* %2
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Figura 6. Vision general de la glucdlisis. Los pasos principales de regulacion de
esta via son la conversion de glucosa a glucosa-6-fosfato; fructosa-6-fosfato a
fructosa-1-6-bifosfato; y la formacion de piruvato a partir de fosfoenolpiruvato.
Todas las enzimas de la glucdlisis estan desreguladas en cancer. Modificado de
Valle-Mendiola & Soto-Cruz (2020).%

15



Efecto Warburg y reprogramacién metabdlica

Las células tumorales reprograman su metabolismo energético para cubrir sus
altas demandas bioenergéticas para mantener un crecimiento rapido vy
descontrolado. Por ejemplo, las células diferenciadas normales emplean la
fosforilacion oxidativa para generar la energia y la biomasa necesarias para los
procesos celulares; sin embargo, la mayoria de las células cancerosas presentan
cambios fundamentales en el metabolismo de nutrientes y dependen de la

glucolisis aerébica, llamado efecto Warburg.? 2 2

En tejido normal, aproximadamente 10% de la energia de la célula se genera por
glucdlisis, mientras que la respiracion aerébica que tiene lugar en la mitocondria
contribuye con 90%. Sin embargo, en tejidos tumorales, aproximadamente el 50%
de la energia celular, en forma de ATP, se genera por glucdlisis, y la energia
restante es generada en la mitocondria, este cambio se mantiene aun cuando el
O, presente es suficiente para mantener la funcion mitocondrial (glucolisis
anaerobia). Esta caracteristica de las células tumorales de mostrar un elevado
radio de glucolisis mientras contindan creciendo aun bajo condiciones de normoxia
se correlaciona con el incremento de la expresion de enzimas glucoliticas y de
transportadores de glucosa, estos cambios pueden deberse a la activacion del
factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a) y STAT3 (Figura 7).%% %°

Factor inducido por hipoxia 1a (HIF-1a)

HIF-1a es un molécula de suma importancia que se encuentra sobre expresada en
muchos tipos de céancer, este factor de transcripcion forma heterodimeros que
consisten en una subunidad dependiente de oxigeno (subunidad a) y una
subunidad independiente de oxigeno (subunidad (). La subunidad o trasloca al
ndcleo bajo condiciones normales y su degradacion es mediada por el dominio de
degradacion dependiente de oxigeno (ODDD), el cual contiene residuos
especificos de prolina (Pro402 y Pro564) que son hidroxilados en concentraciones
normales de oxigeno por prolilhidroxilasas (PHDs) lo que la hace blanco de

ubiquitinacién y degradacion.?* *°

16



Este factor de transcripcion es capaz de regular el cambio metabdlico a glucolisis
aerobia en células bajo condiciones de hipoxia o de normoxia. Ademas, muchos

de los genes regulados por el HIF-1a estan relacionados con el metabolismo de la

glucosa, por lo que esta proteina estimula la glucolisis debido a la activacién de
30, 31, 32, 33

transportadores de glucosa y de enzimas glucoliticas.
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Figura 7. STAT3 actia como mediador central del metabolismo celular a través de

los mecanismos dependientes de HIF-1a. Modificado de Demaria (2010).%

La activacion del factor de transcripcién de HIF-1a en condiciones de normoxia ha
sido reportada en diferentes tipos de cancer (colon, pancreas, ovario, mama, etc),
esto lleva a la modificacién de la transcripcion de ciertas enzimas clave en la
glucolisis como PDK1 y GLUT1-4 (Figura 7), la modificacion de la expresion de
las enzimas glucoliticas da como resultado una adaptacion metabdlica, que como
se menciond, se denomina efecto Warburg. Tomando en cuenta esto, en este

proyecto se propone, que la transcripcion de la enzima cinasa de la piruvato
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deshidrogenasa 1 (PDK1), ademas de transportadores de glucosa (GLUT1-4) se

ve modificada después de la activacion de la via JAK3/STAT3.%> %0
Cinasa de la Piruvato Deshidrogenasa (PDK1)

El complejo mitocondrial de la piruvato deshidrogenasa (PDC) descarboxila
irreversiblemente al piruvato para convertirlo en acetil coenzima A, por tanto une a
la glucolisis con el ciclo del &cido tricarboxilico o ciclo de Krebs y define un paso

critico en la produccién de energia de la célula.®* *

La piruvato deshidrogenasa forma parte del complejo multienzimatico piruvato
deshidrogenasa (subunidad E1) que actla conjuntamente con la dihidrolipoamida
acetiltransferasa (subunidad E2), y la dihidrolipoamida deshidrogenasa (subunidad
E3) en forma de seis homodimeros. La union entre estas enzimas tiene como
finalidad el correcto desarrollo de las reacciones conjuntas de vital importancia en

el metabolismo energético de la célula.3* 3 3¢

El complejo piruvato deshidrogenasa es regulado por fosforilacion mediado por
una cinasa. La cinasa de la piruvato deshidrogenasa (PDK) en especial la PDK1,
fosforila la subunidad Ela del complejo piruvato deshidrogenasa y lo inactiva. Por
lo que, la PDK1 es una enzima glucolitica importante que se puede fosforilar e
inactivar a la piruvato deshidrogenasa y por tanto suprimir la descarboxilacion
oxidativa del piruvato, evitando asi que éste entre al ciclo de Krebs. Se conocen

cuatro isoformas de PDK (1 a 4) en humanos. ¢ %’

Al ser una enzima glucolitica clave, la sobreexpresiéon de PDK1 se ha observado
en diversos tumores, ademas de estar comunmente asociada con proliferacion de
células cancerigenas, asi como metastasis y resistencia a la quimioterapia Por
otra parte, se le considera una enzima clave en la reprogramacién conocida como
efecto Warburg al evitar la oxidacion completa de la glucosa, desviando el

producto de esta oxidacién a la produccién de lactato.?> 373839
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Transportador de glucosa 1 (GLUT1)

La captacion y consumo de glucosa es importante para la supervivencia de células
normales y malignas. La captacién acelerada de glucosa distingue a las células
tumorales de las células normales sanas, de hecho una de las formas de

deteccién de cancer es la captacion de glucosa.*® **

Entre las moléculas encargadas de esta funcidn se encuentran los transportadores
de glucosa (GLUT), una familia de 14 miembros divididos en 3 clases. EI miembro
de interés para este proyecto es el transportador de glucosa 1. Cabe destacar que
GLUT4 es el receptor que se expresa normalmente en células de epitelio

cervical.*

Como se menciond, GLUT1 es el captador basal de la glucosa y comunmente se
encuentra aumentada su expresion en cancer de cérvix, ademas de que se le
asocia con otras enfermedades. Aunado a esto se ha demostrado que la
expresion de GLUT1 se ve aumentada conforme avanza las lesiones provocadas

por el CaCu.® * 42

El transportador de glucosa 1 (GLUT1) regula el transporte de glucosa a través de
la membrana celular y no solo es el paso que limita el radio de glucélisis sino que

también se le considera el primer paso de la misma.3® 4% 41 42

Ademas, la transcripcion de los captadores de glucosa (GLUT1 y 4) en CaCu
también se ve aumentada, por lo que en este estudio se propone que la activacion
de la via JAK3/STAT3 aumenta la expresion de los captadores de glucosa, en
especifico de GLUT1.37 39 40. 41,42
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Planteamiento del problema

El CaCu es un problema de salud publica en México, ya que representa la
segunda causa de muerte en mujeres, después del cancer de mama. Las células
transformadas dependen de la activacion de diferentes vias de sefalizacion para

mantener su fenotipo maligno, generar energia y proliferar.

Se ha demostrado que las lineas celulares de carcinoma de cérvix CALO e INBL
expresan las tres subunidades del receptor de la IL-2. Ademas, se ha analizado la
activacion de la via JAK-STAT en respuesta a la unién de la IL-2 a su receptor. Se
ha demostrado que tanto JAK3 como STAT3 y STAT5 se encuentran fosforiladas
de manera constitutiva y que responden al tratamiento con 10 Ul/mL de la IL-2,
aumentando su fosforilacion. Esto induce un aumento en la proliferacién de las
células de carcinoma de cérvix. Por el contrario, el tratamiento con 100 Ul/mL de
la IL-2 induce una disminucion en su fosforilacion y en la proliferacion de las

células de CaCu.

Una de las vias implicadas en estos procesos es la via JAK-STAT, la cual se
encuentra activa de manera constitutiva en CaCu, por lo que es de nuestro interés
analizar si la proteina STAT3 estd implicada en la regulacion de genes, tanto

nucleares como mitocondriales, involucrados en el metabolismo energético.
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Hipotesis

La activacion de STAT3 regula la expresion de los genes HIF-1a, GLUT-1 y PDK-
1 involucrados en el metabolismo energético, en respuesta a 10 Ul de la IL-2 la
expresion aumenta, mientras que con 100 Ul la expresion de estos genes se ve

disminuida, en células de carcinoma de cérvix.
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Objetivos

Objetivo General

Determinar el papel de la STAT3 en la regulacion del metabolismo energético en
lineas de carcinoma de cérvix en respuesta a la IL-2 que activa la via JAK-
STAT.

Objetivos Especificos

1. Determinar el efecto de la IL-2 sobre la proliferacion de las lineas celulares
de cancer de cérvix INBL y SiHa.

2. Determinar el efecto de la IL-2 sobre la fosforilacion en la tirosina 705 de la
STATS3.

3. Analizar el efecto del tratamiento con la IL-2 sobre la expresion de los genes
PDK-1, GLUT-1y HIF-1a y en la produccién del ATP en células de cancer de

cérvix.
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Material y Métodos

Material Biolégico

La linea celular SiHa (VPH-16), derivada de carcinoma de células escamosas,
grado Il, fue obtenida de American Type Culture Collection (ATCC). La linea
celular INBL (VPH-18) derivada de carcinoma invasivo de células escamosas en
estado IVB, fue establecida en el laboratorio de Diferenciacion Celular de la FES
Zaragoza.>* °> Ambas lineas celulares fueron cultivadas en medio RPMI-1640
(Microlab, México) suplementado con 5% o 10% de suero fetal bovino (Invitrogen,
USA). Todas las células fueron incubadas a 37°C y 5% de CO..

Como control positivo se utilizaron linfocitos de sangre humana, ya que los
linfocitos utilizan el efecto Warburg de manera normal para proliferar
eficientemente después de la exposicion a IL-2, los cuales se obtuvieron mediante
separacion por gradiente con Ficoll. Se obtuvo sangre periférica de donadores
aparentemente sanos. En un tubo falcon de 15 mL se colocaron cuatro mL de
Ficoll, posteriormente con cuidado se agregaron cuatro mL de sangre total. Las
células se centrifugaron durante 30 minutos a 400 g. Se extrajo el anillo blanco
gue corresponde a las células mononucleares, para cultivarlos en medio DMEM
con 10% de suero fetal bovino durante 24 horas para permitir que las células
adherentes se adhieran a la caja de cultivo. Posteriormente, se obtuvieron los
sobrenadantes con los linfocitos, a continuacién se centrifugaron durante 10
minutos a 400 g. Los linfocitos se colocaron en una placa de 96 pozos y se
incubaron durante 24 y 48 horas. Todo esto en presencia de 10 Ul/mL o 100
Ul/mL de la IL-2.

Ensayo de proliferacion

La proliferacién se evalué con cristal violeta, para tal fin se sembraron 5x10°
células/pozo en una placa de 96 pozos de las lineas de cancer de cérvix SiHa e
INBL, y linfocitos. Se incubaron en presencia o ausencia de 10Ul/ml o de 100
Ul/mL de la IL-2 durante 24 y 48 horas. Se fijaron las células con glutaraldehido al
1.1% durante 20 minutos. Posteriormente, se agrego el cristal violeta al 0.1%
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durante 20 minutos. Se agreg6 acido acético al 10% para solubilizar el colorante.
Se lavo con agua corriente. Se midio la absorbancia en un lector de placas a 590

nm.
Evaluacién de fosforilacién de STAT3

Para evaluar la fosforilacion se sembraron 3x10° células de las lineas de cancer
de cérvix SiHa e INBL, se incubaron en presencia o ausencia de 10Ul/mL o de 100
Ul/mL de la IL-2 durante 5, 15 y 35 minutos, ademas de un control negativo sin

tratamiento.

Después de transcurrido el tiempo se procedié a lisar las células con 1 mL de
buffer de lisis (Anexo), se incubd durante 15 minutos a 4 °C, para centrifugar
durante 15 minutos a 13, 000 rpm. Se recupero6 el sobrenadante y se cuantifico la
proteina mediante el método de Lowry, un método colorimétrico de valoracion
cuantitativa de proteinas, utilizando un kit comercial (Dc Protein Assay, Biorad,
USA).

Se prepar6 una curva estandar mediante la realizacibn de un stock con
concentracion conocida de 100 mg de albumina y se disolvieron en 1 mL de buffer
de lisis. A partir de esta solucion se prepararon diferentes diluciones: 70 uL de
buffer y 30 pyL de albumina, 85 uL de buffer y 15 uL de albumina, 95 pL de buffer y
5 L de albumina y 99 pL de buffer con 1 yL de albumina.

La muestra se prepard con 200 pL del reactivo B (Anexo) en una placa de 96
pozos, se agregaron 20 pL de reactivo A (Anexo) en cada pozo, después se
agregaron 5 L de cada una de las muestras. Se ley6 la absorbancia en un lector
de placas a 590 nm. Las concentraciones fueron calculadas mediante una curva

estandar.

Finalmente, la muestra de proteinas se mezcld con 80 pL de buffer de Laemli y 20

ML de DTT; y se hirvieron durante 5 minutos.

La electroforesis se realizé con geles de SDS-PAGE con gel concentrador al 4.5%

y gel separador al 10% (Anexo). Los geles se polimerizaron por la adicion de
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0.05% de persulfato de amonio (Sigma Chemical, Co. USA) y tetrametileno-
diamina (TEMED) (Sigma Chemical, Co USA). Se cargaron 25 ug de proteina en
geles de poliacrilamida, y se separaron las proteinas en una camara de
electroforesis vertical (Atto, Japon) a 80 V durante 35 minutos en el gel

concentrador, y a 125 V durante 90 minutos en el gel separador.

Las proteinas separadas mediante electroforesis SDS-PAGE fueron transferidas a
una membrana de nitrocelulosa segin el método de Kyhse-Andersen en una
camara de transferencia semiseca (Nova Blot, GE. USA) a corriente constante de

125 mA durante una hora utilizando buffer de transferencia.

Las membranas se incubaron durante 16 horas en caseina al 1% (Biorad, USA)
para asegurar el bloqueo, después se incub6 la membrana con anti-STAT3 (Santa
Cruz, USA), mientras que la otra membrana se incub6 con anti-pY705 STAT3
(Santa Cruz, USA). Ambas membranas fueron incubadas con los anticuerpos
primarios en una proporcion de 1 a 1000 con caseina al 1% (Biorad, USA) durante

3 horas.

Se realizaron 5 lavados de 5 minutos con TBS tween, seguidos de 3 lavados con
TBS de 5 minutos.

El anticuerpo secundario, goat anti-mouse acoplado a peroxidasa (Santa Cruz,
USA), fue incubado durante 45 minutos en una proporcion de 1 a 10,000 con
caseina al 1% durante 45 minutos. Se realizaron cinco lavados de cinco minutos

con TBS tween, seguidos de tres lavados con TBS de cinco minutos.

Se agregaron tres ml del reactivo A que contiene perdxido y tres mL del reactivo B
gue contiene luminol para revelar las proteinas por medio de quimioluminiscencia.
(Pierce, USA)

Evaluacion de la expresion génica

Se sembraron 1x10° células de las lineas de cancer de cérvix SiHa e INBL, se
incubaron en presencia o ausencia de 10Ul/ml o de 100 Ul/mL de la IL-2 durante

30 minutos, 6, 10, 24 y 48 horas para extraer mRNA y analizar el efecto de la
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citocina sobre la expresiéon de los genes STAT3, PDK-1, GLUT-1 y HIF-1a

mediante PCR punto final.

Para la extraccion de RNA se utiliz6 el método TRIzol, se agregaron 1 mL de
TRIzol y 200 uL de cloroformo y se mezcldé vigorosamente. Se dejo incubar
durante 10 minutos en hielo, para después centrifugar durante 15 minutos a
13,000 rpm. Se recupero la fase acuosa y se agregaron 400 uL de isopropanol,
para incubar toda la noche a -20°C, se centrifugd durante 15 minutos a 13,000
rpm, se elimind el sobrenadante, y se agregd 1 mL de etanol. Se incub6 durante
10 minutos a temperatura ambiente para eliminar restos de guanidina, después se
centrifug6 a 8,500 rpm durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante, y se dejé
secar a temperatura ambiente. Una vez seco se hidraté en 40 uL de agua libre de

nucleasas, y se dej6 en hielo durante 5 horas.

Una vez obtenido el RNA con la técnica ya estandarizada, se cuantific6 mediante
un bioespectrometro (BioRad, USA) y se reviso la calidad del RNA mediante el
cociente 260/280

Se utilizaron 3 ug de RNA para retrotranscribir a una temperatura de 37°C durante
una hora para la sintesis de cDNA.

Se utilizaron 3ug de cDNA para evaluar los niveles de STAT3, HIF-1a, GLUT1,

PDK1; como gen de referencia se utilizd B-actina. Los oligos utilizados fueron:

Gen Primer Sentido Primer Antisentido

STAT3 TAGAGACCCACTCCTTGCCA TTGTACCACAGGATGGACGC

HIF-1a CCGCTGGAGACACAATCATATC | GTACTTCCTCAAGTTGCTGGTC

PDK1 ACGCTGGGTAATGAGGATTTG | GAGGTCTTGGTGCAGTTGAATA

GLUT1 GGACAGGCTCAAAGAGGTTATG | AGGAGGTGGGTGGAGTTAAT

B-actina | TCTTCCAGCCTTCCTTCCT TGTTGGCGTACAGGTCTTTG
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Las condiciones para la amplificacion fueron las siguientes: 92°C de
desnaturalizacion durante 5 minutos, 58°C de alineamiento durante 1 minuto, 72°C
de elongacion durante 1 minuto y 95°C durante 1 minuto, y estas condiciones se
repitieron durante 29 ciclos, aunado a una fase de elongacion extra de 58°C

durante 2 minutos y 72°C por 3 minutos.

Los productos de PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al
1.5% durante una hora a 80V. Su utilizd bromuro de etidio para visualizar las

bandas en el fotodocumentador (Biorad, USA).
Evaluacion de la produccion de ATP

Para evaluar la produccién de ATP se utilizaron 1x10* de células en cultivo
utilizando el Kit ATP Assay Kit (Sigma Aldrich, USA). A las células se les retiro el
medio y se trataron con 100 pl de tampdn de liberacion de nucleétidos durante 5
minutos a temperatura ambiente con agitacion suave. Posteriormente, se
afiadieron 10 ul de enzima de control de ATP en el lisado celular. La muestra se

dej6 incubar durante 1-2 minutos y se leyé en un luminémetro (Biorad, USA).
Software y andlisis estadistico

Para evaluar la expresion de los genes STAT3, HIF-1a, PDK1 y GLUT1 y la

fosforilacién de STAT3 se utiliz6 densitometria mediante el programa ImageJ.

Para el analisis estadistico se utilizé el programa GraphPad version 5.2. Para
establecer si existian diferencias estadisticamente significativas entre el control y
los tratamientos se utilizé la prueba T de Student. (*)=P < 0.05, (**)=P < 0.01,
(***)=P< 0.001.
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Resultados

La proliferacién de las lineas celulares SiHa e INBL aumenta con el
tratamiento de 10 Ul/ml de la IL-2, mientras que con 100 Ul/ml de la IL-2

disminuye

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la proliferacion celular se cultivaron las
lineas celulares SiHa e INBL en presencia de la IL-2 durante diferentes tiempos.

Los resultados muestran que la proliferacion de ambas lineas celulares de CaCu
aumenta un ~35% con el tratamiento de 10 Ul/ml de la IL-2 desde las 24 hasta
las 72 horas con respecto a los controles. Por el contrario, cuando las células son
estimuladas con 100 Ul/ml de la IL-2 la proliferacién en ambas lineas celulares se
ve disminuida en ~20% a partir de las 48 hasta las 72 horas con respecto a los

controles (Figuras 8 y 9).
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Figura 8. Proliferacién de células SiHa. El tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2 sobre la
linea SiHa aumenta la proliferacion, mientras que disminuye con 100 Ul/ml de la IL-2,
con respecto a los controles. (*)=P < 0.05, (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001. NT=No tratadas
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Figura 9. Proliferacion de las células INBL. El tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2 sobre
la linea INBL aumenta la proliferacion, mientras que disminuye con 100 Ul/ml de la IL-2,

con respecto a los controles. (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001. NT=No tratadas

Por otra parte, se utilizaron linfocitos de donadores sanos como control positivo,

ya que los linfocitos utilizan el efecto Warburg para proliferar eficientemente
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después de la exposicion a IL-2. En las graficas podemos observar que el
tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2 no genera cambio significativo en la
proliferacion. Por el contrario, el tratamiento con 100 Ul/ml de la IL-2 aumenta la
proliferacion en ~40% desde las 24 hasta las 48 horas después del tratamiento

con respecto a los controles (Figura 10).
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Figura 10. Proliferacion de linfocitos. El tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2 sobre el
control positivo de linfocitos no afecta la proliferacion, mientras que aumenta con 100
Ul/ml de la IL-2. (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001. NT=No tratadas

La fosforilacion de STAT3 aumenta en las lineas celulares SiHa e INBL

después del tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2

Para determinar la actividad de la proteina STAT3 analizamos la fosforilacion en
tirosina 705 de la proteina STAT3, para tal fin se incubaron las lineas celulares
SiHa e INBL en presencia de 10 Ul/ml de la IL-2 durante diferentes tiempos.

Los resultados muestran que la fosforilacion en la tirosina 705 aumenta de forma
exponencial desde los 5 hasta los 35 minutos. Se observa un maximo de
fosforilacién a los 35 minutos en las lineas celulares SiHa e INBL (Figura 11).
Cabe destacar que la proteina STAT3 no se encuentra fosforilada de forma
constitutiva en la linea celular SiHa (VPH 16), mientras que en la linea celular
INBL (VPH 18) la fosforilacion de STATS3 si es constitutiva (Figura 11A).
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Figura 11. Fosforilacion en tirosina 705 de STAT3 después del tratamiento con
10 Ul/ml de la IL-2. A) Western Blot para fosforilacion de STAT3 en lineas
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celulares SiHa (arriba) e INBL (abajo). B) Radio de fosforilacién de STAT3 en
lineas celulares SiHa (izquierda) e INBL (derecha) (*)=P =< 0.05, (**)=P < 0.01,
(***)=P< 0.001. C-=Control negativo, sin tratamiento con IL-2

La fosforilacién de STAT3 disminuye en las lineas celulares SiHa e INBL

después del tratamiento con 100 Ul/ml de la IL-2

Para analizar la fosforilacién en tirosina 705 de la proteina STAT3, se incubaron
las lineas celulares SiHa e INBL en presencia de 100 Ul/ml de la IL-2 durante
diferentes tiempos.

Los resultados muestran que la fosforilacion en tirosina 705 disminuye de forma
exponencial desde los 5 hasta 35 minutos. Se observa una disminucion de
fosforilacion a los 35 minutos en la linea celular INBL (Figura 12).

Cabe destacar que la proteina STAT3 no se encuentra fosforilada de forma
constitutiva en la linea celular SiHa (VPH 16), mientras que en la linea celular
INBL (VPH 18) la fosforilacion de STAT3 si es constitutiva (Figura 12A).
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Figura 12. Fosforilacion en tirosina 705 de STAT3 después del tratamiento con
100 Ul/ml de IL-2. A) Western Blot para fosforilacion de STAT3 en lineas
celulares SiHa (arriba) e INBL (abajo). B) Gréfica de radio de fosforilacion de la
STAT3 en linea celular INBL (*)=P < 0.05, (***)=P< 0.001. C-=Control negativo, sin

tratamiento con IL-2

La expresion génica de STAT3, HIF-1a, GLUT1 y PDK1 aumenta después del
tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2, mientras que el tratamiento con 100
Ul/ml de la IL-2 no modifica la expresién de estos genes en la linea celular
SiHa

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la expresion de genes relacionados
con el metabolismo energético, se incubaron células SiHa en presencia de 10 y
100 Ul/ml de la citocina durante diferentes tiempos. Es importante sefialar que se
utilizaron tiempos intermedios de 6, 10 y 12 horas con base en ensayos de ciclo
celular de las lineas de CaCu realizados por nuestro grupo de trabajo. En estos
ensayos encontraron que la transicion de la fase G1 a la fase S es en estos
tiempos.**

Los resultados mostraron la presencia de bandas que corresponden al tamafio
esperado del producto de PCR, en todos los carriles y en todas las condiciones.
Como se puede observar en las figuras 13, 14, 15y 16 se encontré un aumento
en la expresion de los genes STAT3, HIF-1a, GLUT1 y PDK1 con el tratamiento
de 10 Ul/ml de la IL-2 entre los 30 minutos y 10 h, mientras que no se observaron
cambios significativos en la expresion de estos genes después del tratamiento
con 100 Ul/ml de la IL-2.

34



Tiempo 30 30 & & 1o 1o 24 24 48 48 30 30 & & 1o 1o 12 12 24 24 48 48

IL-2 -

1.0+
]
g TEE E
& 0.8 wxE [ =
-06' g 10- TEE - e
© Lo N
5 064 i
o =L
k t
@ 0.4-
o 04 [=] 0.5+
- o
J o
E 0.2 &
0.0 T T T T T T T T T T 00' T L T
4\ A é\ A é\ A é\ A A,
& SRR IR & S, PORS
o ~<\ AN ST &
,,_‘Q P e S NS P d er@.,bQ o ‘E: PR q' x\ @x\ @
Tiempo Tiempo

Figura 13. Expresion de STAT3. Después del tratamiento con la IL-2 en la linea celular
SiHa, ya sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observd que el tratamiento de
10 Ul de la IL-2 aumenta la expresion de STAT3 a las 30 m y 6 h, por el contrario el
tratamiento con 100 Ul de la IL-2 no genera un cambio significativo en ninguna condicion
en la linea celular SiHa con respecto a los controles. (***)=P< 0.001. NT=No tratadas
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Figura 14. Expresion de HIF-1a. Después del tratamiento con la IL-2 en células SiHa, ya
sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observé que el tratamiento de 10 Ul de
la IL-2 aumenta la expresion de HIF-1a a las 30 m, 6 h y 10 h, por el contrario el

tratamiento con 100 Ul de la IL-2 no generd un cambio significativo en ninguna condiciéon
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en la linea celular SiHa con respecto a los controles. (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001.
NT=No tratadas
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Figura 15. Expresién de PDK1. Después del tratamiento con la IL-2 en células SiHa, se
observé que el tratamiento de 10 Ul de la IL-2 (izquierda) aumenta la expresién de PDK1
alas 30 m, 6 hy 10 h (izquierda), por el contrario el tratamiento con 100 Ul (derecha) de
la IL-2 no genera un cambio significativo en ninguna condicion en la linea celular SiHa con
respecto a los controles. (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001. NT=No tratadas
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Figura 16. Expresion de GLUTL1. Después del tratamiento con la IL-2 en células SiHa, ya
sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observé que el tratamiento de 10 Ul de
la IL-2 aumenta la expresién de GLUT1 alas 30 my 6 h , por el contrario el tratamiento
con 100 Ul de la IL-2 no genera un cambio significativo en ninguna condicién en la linea

celular SiHa con respecto a los controles. (**)=P < 0.01, (***)=P< 0.001. NT=No tratadas

La expresion génicade STAT3, HIF-1a, GLUT1 y PDK1 aumenta después del
tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2, mientras que el tratamiento con 100
Ul/ml de la IL-2 disminuye la expresion de estos genes en la linea celular
INBL

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la expresion de genes relacionados
con el metabolismo energético, se incubaron células INBL en presencia de 10 y
100 Ul/ml de la citocina durante diferentes tiempos, como se menciond
anteriormente.*

Los resultados muestran la presencia de bandas que corresponden al tamafo
esperado del producto de PCR, en todos los carriles y en todas las condiciones.
Como se puede observar en las figuras 17, 18, 19 y 20 se encontré0 un aumento
en la expresion de los genes STAT3, HIF-1a, GLUT1 y PDK1 con el tratamiento
de 10 Ul/mL de la IL-2, mientras que se observo una disminucién en la expresion

de estos genes después del tratamiento con 100 Ul/mL de la IL-2.
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Figura 17. Expresion de STAT3. Después del tratamiento con la IL-2 en células INBL, ya
sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observdé que con 10 Ul de la IL-2
aumenta la expresion de STAT3 a las 30 m y 6 h, por el contrario el tratamiento con 100
Ul de la IL-2 disminuy6 la expresion de STAT3 en todas las condiciones en la linea

celular INBL con respecto a los controles. (*)=P < 0.05. NT=No tratadas
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Figura 18. Expresion de HIF-1a. Después del tratamiento con la IL-2 en células INBL, ya
sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observé que con 10 Ul de la IL-2
aumenta la expresion de HIF-1a en todas las condiciones, por el contrario el tratamiento
con 100 Ul de la IL-2 disminuye la expresion de HIF-1a en todas las condiciones en la

linea celular INBL con respecto a los controles. (*)=P < 0.05. NT=No tratadas
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Figura 19. Expresion de PDK1. Después del tratamiento con la IL-2 en células INBL, ya sea con 10 Ul

(izquierda) o 100 Ul (derecha) se observé que con 10 Ul de la IL-2 aumenta la expresion de PDK1 a

los 30 m, 6 hy 10 h, por el contrario el tratamiento con 100 Ul de la IL-2 disminuye la expresion de
PDKlalas6 h, 10 hy 24 h en la linea celular INBL con respecto a los controles. (*)=P < 0.05,
(***)=P<0.001. NT=No tratadas
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Figura 20. Expresion de GLUTL1. Después del tratamiento con la IL-2 en células INBL, ya
sea con 10 Ul (izquierda) o 100 Ul (derecha) se observé que con 10 Ul de la IL-2
aumenta la expresién de GLUT1 en todas las condiciones con excepcion de 48 h, por el
contrario el tratamiento con 100 Ul de la IL-2 disminuye la expresion de STAT3 en todas
las condiciones en la linea celular INBL con respecto a los controles. (**)=P < 0.01,
(**)=P< 0.001. NT=No tratadas

La produccién de ATP aumenta a las 10 horas en presencia de 10 Ul o 100 Ul
delalL-2 en lalinea celular INBL

Para determinar el efecto de la IL-2 sobre la produccion de ATP en la linea celular
INBL, se incubaron las células de CaCu en presencia de 10 Ul o 100 Ul la IL-2 a
diferentes tiempos y la cantidad de ATP se evalu6 por medio de luminometria.

En la figura 21 podemos observar que hubo un aumento significativo en la
produccion de ATP a las 10 horas, independientemente del tratamiento de IL-2 en
la linea celular INBL.

El aumento con el tratamiento con 10 Ul/ml de la IL-2 puede correlacionar con el
aumento de la expresion que observamos de los genes clave para el cambio
metabdlico conocido como efecto Warburg, para la produccién elevada de energia
asi como el aumento en la proliferacién. De manera similar, el tratamiento con 100
Ul/mL de la IL-2 generd un aumento significativo en la producciéon de ATP lo cual
sugiere la produccion del ATP por medio de la cadena de transporte de electrones.
Ademas al no aumentar la proliferacion sugiere que este ATP podria utilizarse en
otras actividades tales como autofagia, biosintesis y el mantenimiento de otros
procesos vitales.
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Figura 21. Produccién del ATP en las células INBL. Después del tratamiento con 10 y con
100 Ul/mL de la IL-2, se observa un aumento de la produccién de ATP a las 10 horas con
respecto a los controles. (*)=P < 0.05. NT=No tratadas
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Discusion

El cancer es una enfermedad caracterizada por una proliferacibn sucesiva e
incontrolada de células tumorales y representa una de las causas mas importantes
de morbilidad y mortalidad en México. En particular, el CaCu representa la
segunda causa de muerte en México solo por debajo del cancer de mama, por lo

que es un problema de salud publica relevante.* 2

Recientemente se han descrito algunas caracteristicas presentes en tumores de
diversas estirpes. Entre estas caracteristicas se encuentran la desregulacion del
metabolismo energético de la célula. En condiciones fisioldgicas normales la
obtencion de energia se encuentra ampliamente regulada, las vias de sefializacion
encargadas de la produccion de energia tienen puntos de regulacién tanto
negativa como positiva. Entre las vias mas importantes encargadas de la

regulacion bioenergética se encuentra la via JAK-STAT.?

La via JAK-STAT esta relacionada con efectos proliferativos que pueden llevar al
desarrollo de un tumor. Esta via es activada por varios factores de crecimiento y

citocinas entre las que se encuentran la IL-2.* 1°

La IL-2 es una citocina involucrada en la regulacién de la respuesta inmune, y se
considera un potente activador de la proliferacion y funcién de los linfocitos T y las
células NK. Nuestros resultados sugieren que la IL-2 funciona como factor de
crecimiento para las células tumorales, con 10 Ul/ml de la IL-2 la proliferacién de
las células tumorales de cancer de cérvix SiHa e INBL aumenta desde las 24 h
hasta las 72 h (Figuras 8 y 9), mientras que no es significativo en linfocitos (Figura
10), lo cual concuerda con los datos publicados por Valle Mendiola en 2014 y
Lagunas Cruz en 2019 donde observaron que en las lineas celulares HelLa, Calo e
INBL hubo un aumento de proliferacion con respecto a los controles. Ademas, la
concentracion concuerda con la cantidad normal presente en suero que oscila de
8 Ul/mL a 12 Ul/mL donde los linfocitos requieren esta cantidad para sobrevivir,

mientras que las células tumorales la requieren para proliferar.® 8 113

42



Por el contrario, el tratamiento con 100 Ul/ml de la IL-2 disminuyé la proliferacion
en células tumorales de cancer de cérvix SiHa e INBL, mientras que en los
linfocitos ésta aumenté de manera significativa, como lo observaron Valle
Mendiola en 2014 y Lagunas Cruz en 2019 usando la misma concentracion de IL-
2 en las lineas celulares HelLa, Calo e INBL. Es probable que en las condiciones
de cultivo in vitro haya una saturacion de los receptores de IL-2 en las lineas

celulares SiHa e INBL y en consecuencia disminuy® la proliferacion.® % 13 2444

Cabe destacar que todos los resultados publicados por nuestro grupo de
investigacién se han realizado en lineas celulares positivas para VPH-18. Los
resultados obtenidos para la linea celular SiHa, positiva para VPH-16 concuerdan
con los obtenidos para las células VPH-18+, lo que sugiere que el comportamiento
es similar independientemente del genotipo viral. Sin embargo, aunque el
comportamiento es similar, la respuesta producida por la linea celular SiHa es
relativamente menor comparada con la observada en la linea celular INBL, esto
puede deberse a la etapa de desarrollo del tumor de donde provienen. La linea
celular SiHa proviene de un tumor etapa Il mientras que la linea celular INBL
proviene de un tumor en etapa IV, aunado a esto se conoce que la expresion de la
E7 en INBL es 100 veces mayor que en SiHa, lo que puede contribuir a su

respuesta. 6, 8,09, 11, 13, 24, 43

Tomando en cuenta los resultados de proliferacion, es importante sefialar que la
via JAK/STAT esté ligada a la proliferacion en estas lineas celulares por lo que la
activacion de las proteinas STAT3 y STAT5 mediante fosforilacion es importante

para iniciar la funcion de éstas.

La respuesta al tratamiento de la IL-2 y los resultados obtenidos por Rangel
Corona en 2010 donde demostrd que las células de cancer expresan los genes de
las tres subunidades del IL-2R, ademas, Lagunas Cruz en 2020 demostrd que las
tres subunidades de este receptor se encuentran en la superficie de células de
CaCu, lo que sugiere la presencia de un receptor de IL-2 funcional en estas lineas
celulares de CaCu. La interaccion del IL-2R y su ligando promueve la dimerizacion

y trimerizacion del receptor y la consecuente fosforilacion de JAK lo que lleva al
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reclutamiento y activacion de las STATs. Nuestros resultados demuestran que el
tratamiento con 10 Ul/mL de la IL-2 induce un aumento en la fosforilacion en
tirosina 705 de STAT3 de manera significativa en las lineas celulares SiHa e INBL,
lo cual correlaciona con el aumento de proliferacion (Figura 10). Esto sugiere que
STAT3 tiene un papel importante en proliferacién y supervivencia en estas lineas
celulares de CaCu. Por el contrario, la fosforilacion disminuye después del
tratamiento con 100 Ul/ml de la IL-2 lo que implica una disminucion de la
activacion de este factor de transcripcion (Figura 11). Estos resultados concuerdan
con los publicados por Guanizo en 2018, donde muestran que la fosforilaciéon en el
residuo de tirosina 705 en STAT3 aumenta su actividad y su funcion. Ademas,
Dubovy y colaboradores en 2018 demostraron la funcién de la fosforilacién no solo
de tirosina 705, sino en un residuo en serina 727 donde aumenta su efecto como

factor de transcripcion. 2 4748

Cabe destacar que se observa una disminucién a los 35 minutos de la fosforilacion
en tirosina 705 de STAT3 después del tratamiento con 10 Ul/mL de la IL-2, lo cual

sugiere que hay una translocacion al ntcleo.?*

La linea celular de cancer de cérvix INBL tiene activa de manera constitutiva la
proteina STAT5 mediante fosforilacion en el residuo de tirosina 705 como lo
demostré Valle Mendiola en 2014, donde, de igual manera, este factor de
transcripcion esta ligado a efectos protumorales como proliferacion vy
supervivencia celular. Por otra parte, la fosforilacion en el residuo de tirosina 705
en el dominio SH2 de STAT3 indica una forma activa de la proteina para llevar a
cabo sus funciones como factor de transcripcion. Nuestros resultados muestran
una activacion constitutiva de STAT3 en la linea celular INBL. Sin embargo, en la

linea celular SiHa no esta activa de manera constitutiva (Figura 10). 3 24 49.50.51

Es importante tomar en cuenta que la activacion constitutiva de STAT3 es un
motivo de controversia debido a que muchos autores sugieren que STAT3 no se
encuentra fosforilado de manera constitutiva en tirosina 705 en la linea celular
SiHa tal como sugieren Morgan en 2019, Zeng en 2018 y Walch en 2016, donde
no encontraron la fosforilacion basal en Y705 de STAT3. Contrario a esto, hay
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otros autores que sugieren que hay una fosforilacion constitutiva de STAT3, entre
ellos se encuentran Shukla en 2013 y Chen en 2007 quienes observaron una

fosforilacion basal en el residuo de tirosina 705 en STAT3. 49 50.51,52,53

Algunas observaciones sugieren que existe una correlacién importante entre
STAT3 y el metabolismo celular, proceso que esta regulado de manera aberrante
en células de cancer. Se ha demostrado que la activacién constitutiva de STAT3
promueve la glucdlisis mediante la induccion transcripcional de HIF-a y de la
disminucién de la actividad mitocondrial. Todo esto en otros tipos de cancer tales
como el de mama, sin embargo en CaCu no existen estudios que sustenten esta

correlacion. *

Después de la activacion mediante la fosforilacion, STAT3 es capaz de migrar a
ndacleo mediante importinas y funcionar como factor de transcripcion para algunos
genes importantes para el cambio metabdlico conocido como efecto Warburg,
tales como PDK, HIF-1a, HK y GLUT-1. %24

Los resultados obtenidos muestran que el tratamiento con 10 Ul/ml durante
diferentes tiempos (30 minutos, 6 horas y 10 horas) aumenta la expresién en
genes clave para el cambio metabdlico en las células tumorales de cancer de
cérvix SiHa, lo cual concuerda con los resultados publicados por Demaria y
colaboradores en 2010. Ellos demostraron que en células de cancer de mama
mediante un modelo Knock-In de STAT3 se observa un aumento de HIF-1a y
GLUT1, ademas de la disminucion de PDH, con lo cual se demuestra el efecto
oncogénico de STAT3 en un modelo in vivo.?

De la misma manera, nuestros resultados muestran un aumento en PDK1, STATS3,
HIF-1a y GLUT1 en 6 y 10 horas (Figuras 13-16), lo que sugiere que son
necesarios para entrar a fase S, considerando que la fase G1 en estas lineas
celulares es de aproximadamente 10-12 horas, como fue demostrado por nuestro
grupo de investigacion.** Lo anterior sugiere que la via de JAK-STAT3 juega un
papel importante en la proliferacion y mantenimiento tumoral, ademéas de

corroborar el resultado del tratamiento de 10 Ul de la IL-2 en la proliferacion en la
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linea celular SiHa siendo estos genes clave para la produccion de ATP mediante
el efecto Warburg a traves de STAT3 manteniendo la expresion de HIF-1a, el cual
a su vez mantiene la expresion de PDK1 y GLUT1. De igual manera, cabe
destacar, que aunque STAT3 tiene como blanco a HIF-1a, también es blanco
génico de HIF-1a formando un loop de expresién génica, al parecer, necesario

para el mantenimiento tumoral. 2> ** °°

En tejido normal, aproximadamente 10% de la energia de la célula se genera por
glucolisis, mientras que la respiracion aerébica que tiene lugar en la mitocondria
contribuye con 90%. Sin embargo, en tejidos tumorales, aproximadamente el 50%
de la energia celular se genera por glucolisis, y la energia restante es generada en
la mitocondria, este cambio se mantiene aun cuando el O, presente es suficiente
para mantener la funcion mitocondrial (glucolisis anaerobia). Esta caracteristica de
las células tumorales de mostrar un elevado radio de glucolisis mientras contintan
creciendo aun bajo condiciones de normoxia se correlaciona con el incremento de
la expresion de enzimas glucoliticas y de transportadores de glucosa, estos
cambios pueden deberse a la activacion de factores de transcripcion, como HIF-1a
o las STATs. HIF-1a es capaz de regular el cambio metabdlico a glucolisis aerobia
en células bajo condiciones de hipoxia o de normoxia, por otra parte la
transcripcion de HIF-1a es controlada mediante STAT3. Ademas, muchos de los
genes regulados por el HIF-1a estan relacionados con el metabolismo de la
glucosa, por lo que esta proteina estimula la glucolisis debido a la activacion de
transportadores de glucosa y de enzimas glucoliticas. El HIF-a también es capaz
de bloquear la fosforilacion oxidativa mitocondrial evitando la entrada del piruvato
y su transformacion en acetil-CoA. Esta via dependiente de HIF-a estimula la
glucolisis e inhibe el consumo mitocondrial de O,, promoviendo la sobrevivencia
celular, aun en condiciones de hipoxia aguda y prolongada, ademas STAT3 puede
traslocar a mitocondria formando un complejo con la proteina GRIMM19,
disminuyendo la actividad mitocondrial mediante la interaccion con los complejos |
y lll de la cadena respiratoria disminuyendo la cantidad de produccién de ROS y

asi la apoptosis y senescencia. También, STAT3 bloquea los poros dependientes
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de voltaje evitando la salida de compuestos como el citocromo C para evitar la

sefializacién de las caspasas y la via intrinseca de la apoptosis. 2% 33257

A diferencia del tratamiento con 10 Ul de la IL-2, nuestros resultados con 100 Ul
de la IL-2 en la linea celular de cancer de cérvix SiHa no muestran cambio
significativo alguno sobre los genes STAT3, HIF-1a, PDK1 y GLUT1 en las
condiciones de estudio (Figuras 13-16), lo cual sugiere un aparente estado no
proliferativo. Esto concuerda con los resultados obtenidos para proliferacién donde
observamos una disminucion significativa después del tratamiento con 100 Ul de
esta citocina. En otro orden de ideas, Lagunas Cruz en 2019 reporté que el
tratamiento con 100 Ul de la IL-2 genera una detencion en la fase G1 de estas
lineas celulares de carcinoma de cérvix, ademas de que son resistentes a la
apoptosis, lo que puede tener una relacion entre esta detencién y la aparente
disminucién metabdlica o estado quiescente en la linea celular SiHa, siendo estos
genes importantes para la progresion a fase S del ciclo celular y al no cambiar la

expresion la fase S se ve retrasada.> * ** >

El tratamiento con 10 Ul/ml aumenta la expresiéon en genes clave para el cambio
metabolico en las células tumorales de cancer de cérvix INBL (Figuras 17-20), lo
cual concuerda con los resultados publicados por Demaria y colaboradores (2010)
donde observaron un aumento de HIF-1a y GLUT1 en células de cancer de mama,
y la actividad de PDH disminuye en comparacién con los controles. Ademas,
Pawlus y colaboradores en 2013 demostraron que STAT3 y HIF-1a trabajan en
sinergia para conservar la progresion tumoral, consecuentemente observaron un
aumento en la expresion de STAT3 y HIF-1a. Esto sugiere que la via de JAK-
STAT3 juega un papel importante en la proliferacion y mantenimiento tumoral en

ambas lineas celulares independientemente del genotipo viral.® % 464758

Por el contrario, el tratamiento con 100 Ul de la IL-2 sobre la linea celular INBL
disminuy6 significativamente la expresion de PDK1, STAT3, HIF-1a y GLUT1 en
todas las condiciones (Figuras 17-20), lo cual sugiere una disminucién metabdlica
mostrando una relacién entre la disminucién de la expresion génica y la

disminucion de la proliferacién celular. & °
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Es interesante destacar que el tratamiento con 100 Ul de la IL-2 en ambas lineas
celulares muestra un comportamiento diferente, sin embargo, estos resultados
correlacionan con la fosforilacion observada después del tratamiento con 100 UL.
El tratamiento con 100 Ul en la linea celular SiHa mantiene la expresién de los
genes PDK1, STATS3, HIF-1a y GLUT1 mientras que no se observa fosforilacion de
STAT3, lo que sugiere que el tratamiento con 100 Ul de IL-2 afecta la fosforilacion,
por lo que la expresiéon no se ve afectada. Por otra parte, el tratamiento con 100 Ul
de la IL-2 en la linea celular INBL disminuye significativamente la expresién de
PDK1, STAT3, HIF-1a y GLUT1 mientras que la fosforilacion se ve disminuida.
Estos resultados sugieren que la actividad de STAT3 esta ampliamente ligada a la
expresion de estos genes clave para el cambio metabdlico y corrobora lo
observado por Hashemi en 2020 que la disminucién de STAT3 disminuye la
expresion de HIF1l-a en cancer colorectal, melanoma y de mama de ratones,
aunado a esto, autores como Fei (2014) y Priester (2013) observaron que al
disminuir STAT3 y HIF1-a hay un aumento en la actividad antitumoral en

glioblastoma y cancer pancreatico. >° %% ¢

Tomando en cuenta los resultados obtenidos previamente por nuestro grupo de
investigacion aunados con los resultados obtenidos en este proyecto se puede
observar el efecto diferencial después del tratamiento con diferentes
concentraciones de la IL-2 en células de CaCu.

Por una parte, el tratamiento con 10 Ul/mL de la IL-2 muestra un incremento en la
fosforilacion y activacion de la STAT3, como consecuencia, aumenta la expresion
de genes clave para el cambio metabdlico conocido como efecto Warburg, que se
ve reflejado en la produccion de energia como el ATP, ademas, la proliferacion

aumenta significativamente (Figura 22).

48



IL-2R
(Gimess) o jmluu-z | A |
fusteriacén sn | Citosol
ctato tirosina de STAT2
7 e \ Ne—_gl, w ©
@ = @ ~, &/
Glucslisis o %O Fesforilacién

.»_p R \""-
@D+ Q\
(rtterscn)

v
T mRNA HIFIa PDK1, GLUT1
‘_ Mmtmndnla
7 — /

Figura 22. Efecto del tratamiento con 10 Ul/mL de la IL-2 sobre la STAT3 y el

efecto Warburg. La fosforilacién de JAK3 se encuentra constitutivamente activa en
células de cancer de cérvix (1), donde después del tratamiento con 10 Ul/mL de la
IL-2 (2), se observa un aumento en la fosforilacién y activacion de STAT3 (3) lo
cual induce un aumento en la expresion de los blancos génicos de STAT3 (4) tales
como PDK1, HIF-1a y GLUT1 (5). Lo anterior sugiere un aumento en su efecto
sobre el cambio metabdlico (6), lo que da como resultado un aumento en la

produccion de ATP y la proliferacion celular (7).

Por el contrario, el tratamiento con 100 Ul/mL de la IL-2 causa un efecto de
disminuciéon metabodlica. La fosforilacion de STAT3 disminuye, y por tanto
disminuye la forma activa de este factor de transcripcion, lo cual afecta la
expresion de sus genes blanco, tales como PDK1, HIF-1a y GLUT1. Sin embargo,
aungue la proliferacion decae significativamente la produccion de energia en
forma de ATP aumenta con respecto a los controles, lo cual sugiere que la

produccion de ATP, a pesar de que, probablemente, se obtenga de la cadena de
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transporte de electrones o de la via de las pentosas fosfato, puede utilizarse para
mantener algunos procesos vitales tales como biosintesis o autofagia, entre otros
(Figura 23). ®
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Figura 23. Efecto del tratamiento con 100 Ul/mL de la IL-2 sobre STAT3 y el
efecto Warburg. La fosforilacién de JAK3 se encuentra constitutivamente activa en
células de cancer de cérvix (1), donde después del tratamiento con 100 Ul/mL de
la IL-2 (2), se observa una disminucion en la fosforilacién y activacion de STAT3
(3) provocando asi una disminucion en la expresién de los blancos génicos de
STAT3 (4) tales como PDK1, HIF-1a y GLUT1 (5), lo que sugiere un menor efecto
sobre el cambio metabdlico (6), lo que da como resultado una disminucién
significativa de la proliferaciéon celular, a pesar de que la produccion de energia en
forma de ATP se ve aumentada (7), lo que sugiere que la energia es obtenida
mediante fosforilacién oxidativa o la via de las pentosas fosfato y seré utilizada

para la biosintesis, autofagia y el mantenimiento de procesos vitales.
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Resumiendo lo planteado, la IL-2 juega un papel central en la iniciacion,
progresion y mantenimiento de la transformacion maligna de las células de cancer

cervical, todo esto dependiendo de la concentracion.

De la misma forma, nuestros resultados sugieren el papel fundamental de STAT3
como factor de transcripcion sobre algunos genes clave en el efecto Warburg y
necesarios para entrar en fase S, continuar con el ciclo celular y aumentar la

proliferacion celular.

Finalmente, el aumento de PDK1, HIF-1a y GLUT1 demuestra la importancia de
estos genes para el mantenimiento y la progresion tumoral, ademas de ser una de
los principales reguladores de las vias de obtencion de energia de la célula

transformada.

Al parecer, STAT3 funciona como un centro integrador de diferentes sefiales de
sobrevivencia y de crecimiento a nivel del metabolismo energético y respiratorio a
través de sus actividades como regulador de la transcripcion. Sin embargo, la
manera en que STAT3 ejerce esta funcion en el CaCu podria ser mediante la
transcripcion de factores y genes clave para este cambio metabdlico, aunque el
efecto completo aun se desconoce.

La informacién generada en este proyecto nos ayuda a entender los mecanismos
de sefializacion que utilizan estas células tumorales para reprogramar el
metabolismo energético y poder proliferar eficientemente. Este conocimiento es
atil ya que puede servir para en un futuro desarrollar tratamientos alternativos para
el carcinoma de cérvix, ya que sugiere que STAT3 puede ser un blanco para el

tratamiento de este cancer.
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Conclusiones

La activaciéon de STAT3 reguldé positivamente la expresion de los genes HIF-1q,
GLUT-1y PDK-1 involucrados en el metabolismo energético, en respuesta a 10 Ul
de la IL-2 para aumentar la proliferacién celular, mientras que con 100 Ul la
expresion de estos genes se vio disminuida, en células de cancer de cérvix VPH-

16 y VPH-18, para disminuir la proliferacion de estas células.

En conclusién, tomando en cuenta nuestros resultados, y lo observado por nuestro
grupo de investigacion podemos sugerir a STAT3 como blanco terapéutico para

generar tratamientos alternativos para el cancer de cérvix.
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Perspectivas

Se sugiere continuar con los experimentos para plantear un esquema mas

completo del efecto y el papel de STAT3 sobre células de CaCu in vitro.
Se sugiere continuar con:

e \Western Blot para evaluacion de la traduccion de mRNA.

e Evaluacion de la secrecion de lactato.

e Evaluacion del consumo de glucosa.

e Evaluacion de la integridad mitocondrial y genes pro y antiapoptoticos.

e PCR Punto Final para genes mitocondriales

e \Western Blot para evaluacion de la traduccién de mRNA de genes mitocondriales.

e Silenciamiento de STAT3 para observar el efecto sobre el metabolismo energético.
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Anexos

RPMI 1640

Composicion:

Inorganic salts Calcium chloride x 2H20 62,27
Potassium chloride 400
Magnesium sulfate dried 89,77
Sodium chloride 5950.,49
Sodium nitrate 72
di-Sodium hydrogen phosphate anhydr. 800
Other Components D + )-Glucose anhydr. 2000
L-Glutathione red. 1
Amino acids L-Arginine x HCI 241,86
L-Asparagine x H20 50
L-Aspartic acid 20
| L-Cystine 50
L-Glutamic acid 20
Glycine 10
L-Histidine base 15
L-Hydroxyproline 20
L-Isoleucine 50
L-Leucine 50
L-Lysine x HCI 40
L-Methionine 15
L-Phenylalanine 15
L-Proline 20
L-Serine (non animal origin) 30
L-Threonine 20
L-Tryptophan 5
L-Tyrosine 20
L-Valine 20
Vitamins 4-Amino benzoic acid 1
D{ +)-Biotin 0,2
D-Calcium pantothenate 0,25
Choline chloride 3
Folic acid 1
myo-Inositol 35
Micotinamide 1
Pyridoxine x HCI 1
Riboflavin 0,2
Thiamine x HCI 1
Vitamin B12 0,005
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DMEM

Composicion:

Components mg/L
final
medium:13,44g/L
Inorganic Calcium chloride x 2H20 264,92
salts Iran(lll) nitrate x AH20 0,10
Potassium chloride 400,00
Magnesium sulfate dried 139,57
Sodium chloride G400, 00
Sodium dihydrogen phosphate x
H20 125,00
Other D{+)-Glucose anhydr. 4500,00
Components Phenol red 15,00
Amino acids L-Arginine x HCI 84,00
L-Cystine 48,00
L-Glutamine 584,00
L-Glycin 30,00
L-Histidine x HCl x H2O 42,00
L-lzoleucine 105,00
L-Leucine 105,00
L-Lysine x HCI 146,00
L-Methionine 30,00
L-Phenylalanine 66,00
L-Serine (non animal origin) 42,00
L-Threonine 95,00
L-Tryptophan 16,00
L-Tyrosine 72,00
L-Valine 94,00
Vitamins D-Calcium pantothenate 4,00
Choline chloride 4,00
Folic acid 4,00
myo-Inositol 7.20
Micotinamide 4,00
Pyridoxal x HCI 4,00
Riboflavin 0,40
Thiamine x HC| 4,00
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Soluciones utilizadas:

Verseno
Agregar:
e Tris base [H2NC (CH20H)3] 3.04 g
e Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g
e Cloruro de potasio (KCI) 0.04 g
e Etilendiamino Tetraacético (EDTA, C10H16N208) 0.40 g
Disolver con 500 mL de agua destilada
Ajustar el pH a 7.7 con HCI
AforarallL

PBS
Agregar:
e Cloruro de sodio (NaCl) 8.00 g
e Cloruro de potasio (KCI) 0.20 g
e [Fosfato mono acido de sodio (NaH2PO4) 2.16 g
e Fosfato di &cido de potasio (Na2HPO4) 0.20 g
Disolver con 100 mL de agua destilada
Ajustar pH a 7.2-7.4 con HCI
AforarallL

Cristal Violeta:
Agregar:

e Cristal violeta liquido 4.3 mL
Aforar a 100 mL

Buffer de Lisis
Agregar:
e Tritbn 0.5 mL
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e PMSF 1 M 500 uL
e Ortovanadato 50 pL
e EDTA 0.5 M 200 pL
e NaCL5M1.5mL

e NaF0.5M3 mL

e Pirofosfato 1 mL

e Tris 7.5 M 500 pL

Buffer de Laemli 5X
Agregar:
e TrispH6.83.125 mL
e SDS 1g
e Azul de Bromofenol 0.005 g

e Glicerol 5 mL

Buffer de Laemli

Agregar:
e Buffer de Laemli 1X 450 pL
e DTTO0.1M 40 pL

Acrilamida-Bisacrilamida 30:08
Agregar:

e Acrilamida 30 g

e Bisacrilamida 0.8 g
Aforar a 100 mL

Gel de Poliacrilamida para SDS-PAGE
Gel Separador
Agregar:

e TRIS pH 8.83M 1.25 mL



e SDS 10% 100 uL

e Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 3.3 mL
e Agua destilada 4.8 mL

e Persulfato de amonio 10% 50 uL

e TEMED 15 pL

Gel Concentrador
Agregar:
e TRISpH6.81M 1.25 mL
e SDS 10% 50 pL
e Acrilamida-Bisacrilamida 30:08 625 uL
e Agua destilada 2.8 mL
e Persulfato de amonio 10% 25 uL

e TEMED 7.5 L

Buffer de transferencia
Agregar:
e SDS15g
e TrispH8.09.1¢
e Glicina43.2¢g
e Metanol 600 mL
e Agua 221 mL

TBS

Agregar:
e TRISpH7.51M 20 mL
e Cloruro de sodio 5M (NaCl) 30 mL
AforarallL

TBS Tween



Agregar:
e Tween 50 uL
Aforar a 500 mL con TBS

Gel de Agarosa 1.5%
Agregar:

e Agarosalbg

Aforar a 100 mL
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