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RESUMEN

Actualmente el cancer continda siendo una enfermedad con altas tasas de incidencia y
mortalidad a nivel mundial. El desarrollo de nuevas moléculas para tratar los diferentes tipos
de cancer se encuentra enfocado en la terapia molecular dirigida. Sin embargpocas
estrategias de este tipo han alcanzado la etapa de estudios clinicos debido a sus efectos
inespecificos, inestabilidad o baja permeabilidad celular. Los oligonucleétidos (ODNSs) tipo
sefiuelo son una alternativa para la terapia molecular dirigidaEstos han mostrado gran
efectividad en diversos modelos de lineas celulares, junto con una mejor selectividad y mayor
especificidad en sus efectosSe selecciond@l factor de transcripcion STAT3 como un blanco
molecular potencialya que su sobrexpresion erel tejido tumoral claramente se ha asociado
con el desarrollo y progresion del cancer de pulmén y a fenbmenos de resistencia a
medicamentos usados en clinicaEl objetivo de este trabajo fue validar el potencial
antitumoral de ODNs dirigidos contra STAT3en lineas celulares de cancer de pulmon
teniendo en cuenta la selectividad y especificidad de los efectos.

La expresiony activacion de STAT3fue medida por inmunofluorescencia para asegurar la
presencia del blanco molecular en el modelo escogido. Postaritente se cuantificd la
captacion celular de los ODNs por medio de citometria de flujo. Los efectos citotéxicos de los
ODNSs fueron determinados medio del ensayo metabdlico de resazurina teniendo en cuenta
diferentes concentraciones y tiempos de tratamients. Finalmente se evalu6 el posible
mecanismo de muerte celular asociado a los tratamientos por medio de ensayos de actividad
de caspasas y fragmentacién nuclear por microscopia de fluorescencia.

Los resultados mostraron que hubouna mayor expresién y actiacion del factor de
transcripcion STAT3 en las lineas tumorales respecto a una linea control de fibroblastos
pulmonares. Ademéas se encontr6 que los ODNs empleados fueron transfectados
eficientemente en las céluladocalizandose principalmente en el citoplasma. Mediante los
ensayos de citotoxicidad se evidencid6 que los ODNs parental y modificado lograron la
disminucion de la supervivencia celular de forma dosis y tiempo dependiente alcanzando
concentraciones letales 50 (Cdg) en el rango nanomolar. Dichos eftos fueron exclusivos
para las lineas tumorales y no para la linea celular normal demostrando la selectividad de los
ODNs.Por otra parte se encontrd que los ODNs bajo las condiciones de tratamiento indujeron
un proceso de muerte por apoptosiy/ generaran cambios en la expresidon de mRNA de tres
genes blanco de STAT3Estos resultados permitieron validarla tecnologia de ODNSs tipo
sefiuelo como un modelo potencial de terapia dirigida con efectos selectivos sobre lineas
celulares de cancer de pulmaén.

Palabras clave: Cancerde pulmoén, oligonucleétidos tipo sefiuelo, Factor de transcripcion
STATS3, fibroblastos pulmonares MRG



ABSTRACT

Currently, the cancer is still a disease with high mortality and incidence rates. The
development of new molecules to treat tk different cancer types is focused on targeted
therapy. However, very few strategies have reached the stage of clinical trials due to their
non-specific effects, instability or low cell uptake. Decoys oligonucleotides (ODNs) are an
alternative for molecular targeted therapy and have shown high effectiveness in many cell
lines with selectivity and specificity in their effects. We choose the STAT3 transcription factor
as a potential molecular targetsince its overexpression in tumor tissue has been associated
with development and progression of lung cancer and drug resistance in clinical practice. The
aim of this researchwas to validate the antitumor potential of ODNgargeting STAT3 in lung
cancer @ll lines taking into consideration selective and specifieffects.

Protein expression and activation of STAT3 was measured by immunofluorescence to ensure
the presence of the molecular target in the chosen model. Subsequently the cellular uptake of
ODNs vas guantified by flow cytometry. The cytotoxic effects of ODNs were determined using
the resazurin metabolic assay, taking into account different concentrations and treatment
times. Finally, the probable mechanism of cell death associated with the treatmeéa was
evaluated by caspase activity assays and nuclear fragmentation by fluorescence microscopy.

The results showed a greater expression and activation of STAT3 in the tumor lines compared
to a control line of pulmonary fibroblasts. In addition, it was fand that the ODNs employed
were efficiently transfected into cellsand located mainly in the cytoplasm. Cytotoxicity assays
revealed that the parental and modified ODNs achieved a decrease in cell survival in a dose
and time dependent manner reahing lethal concentrations 50 (CL50) in the nanomolar
range. These effects were exclusive for tumarell lines and not fora normal cell line showing

the selectivity of the ODNs. On the other hand, it was found that the ODNs under the
conditions of treatment induced a death processby apoptosisand generated changes in the
MRNA expression of three STAT3 target gene¥hese resultsvalidated the decoy ODNs as a
potential model of targeted therapy with selective effects on lung cancer cell lines.

Key words: Lung cancer, decoy oligonucleotides, STAT3 transcription factorpulmonary
fibroblasts MRG5
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1. Capitulo 1

1.1INTRODUCCION

El cancer es una enfermedad con altas tasas de incidencia y mortalidad a nivel mundial
caracterizado por una proliferacion incontrolada de las células que puede terminar en
invasion y metastasis dey adiferentes 6rganos. Es originado por diferentes factes de tipo
ambiental, genéticoo epigenético que llevan a la alteracién de procesos vitales para la célula
como la estabilidad y reparacion del DNA, metabolismo, proliferacion, viabilidad vy
diferenciacion celular, muerte celular y senescencia.

En la célulanormal estos procesos estan regulados por vias de sefalizacion en las que
participan proteinas y otras biomoléculas encargadas de generar toda la cascada de
sefalizacién que puede terminar en la transcripcién o represién de genes que controlan la
homeostasis celular. Se sabe que en la célula tumoral la alteracion en las vias de sefializacion
es la que permite que estas adquieran el fenotipo maligno y por tanto lleven a la progresiéon de
la enfermedad. Por tanto las vias de sefializacion especificas que regulerocesos de
proliferacion, supervivencia o muerte celular se convierten en un blanco potencial para el
disefio de nuevas moléculas para el tratamiento del cAncer, ademas que en teoria ofrecen una
mayor especificidad y menor toxicidad sistémica.

Con el comcimiento actual sobre las vias de sefializacién, uno de los blancos para el
desarrollo de nuevas terapias contra el cAncer se enfoca en los factores de transcripclén
cuales regulan la expresion de genes que pueden estar asociados con procesos de dsieay
transformacion tumoral. Ademas para que sean blancos moleculares Utiles, los factores de
transcripcion deben estar sobre expresados o activados de forma constitutiva erslaélulas
tumorales comparado conla célula normal y deben participar de unao varias vias de
sefalizaciénrelacionadas corel proceso oncogénico.

STAT3 es un factor de transcripcion expresado en diferentes tipos celulares y tejidos que
participa en la regulacion de genes involucrados en procesos de crecimiento celular,
diferenciacion y apoptosis. Sin embargo, hay suficiente evidencia en la que se asocia su
sobrexpresion y activacion persistente en el desarrollo y progresion de diferentes tipos de
cancer dado que sobre él convergen multiples vias de sefializacion celular. Por lotdarel
bloqueo en su actividad transcripcional podria tener efectos positivos que se pueden emplear
como terapia antitumoral.

Gracias a las nuevas herramientas tecnoldgicas que permiten una evaluacion detallada a nivel
molecular se ha encontrado que cadap de cancer posee unas caracteristicas definidas,
incluso entre diferentes individuos con el mismo tipo de cancer, por lo que actualmente la
medicina moderna se esta enfocando en el desarrollo de terapias individualizadas. De acuerdo
a esto es importantey necesario el desarrollo de nuevas moléculas dirigidas contra un blanco
molecular en particular y asi producir un efecto mas especifico sobre este. Recientemente se
han desarrollado oligonucleétidos (ODNS) tipo sefiuelo que permiten bloquear la actividad
transcripcional de factores de transcripcion. Hasta el momento este tipo de moléculas no han
alcanzado una fase de desarrollo importante, como los estudios clinicos, ya que aspectos como
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su captacién celular, estabilidad intracelular, concentracion y tiemgs de administracién que
son determinantes para producir el efecto biolégico deseado no han sidgejorados, lo que
hace necesarigrofundizar en la investigacion de moléculas de este tipo.

1.2. JUSTIFICACION

En la actualidad, el cAncer hace parte de lpatologias con mayor incidencia y mortalidad en

el mundo. De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, para el afio 2012 hubo alrededor
de 14.1 millones de nuevos casos, 8.2 millones de muertes por cancer y 32.6 millones de
personas con esta enfermedadEl cancer de pulmén sigue siendo el de mayor mortalidad,
estimado en un 19.4% respecto al total de canceres y una incidencia del 13%. En hombres,
este tipo de cancer permanece como el de mayor mortalidad en el mundo (23.6% del total) y
con una incidenciadel 16.7% (1.2 millones de casos). En mujeres, el cancer de pulmén es la
segunda causa de muerte por cancer en el mundo con un 13.8% de mortalidad, por debajo del
cancer de seno (14.7%) y en un cuarto lugar de incidencia (8.8% de nuevos casos). En
Colombia el cancer de pulmén sigue siendo un problema importante de salud publica. Segln
el estudio GLOBOCAN 2012, en hombres este tipo de cancer se encuentra en el tercer lugar de
incidencia (8.8% de nuevos casos) y mortalidad de 14.3% por debajo del cancer dégpata y
estbmago. En mujeres se encuentra en quinto lugar con una incidencia de 4.7% y mortalidad
de 9.1% superado por canceres de seno, cervical, colorrectal y de estomago (1).

A nivel molecular el cancer de pulmén ha sido caracterizado por presentartse expresion de
algunos oncogenes, principalmente por mutaciones activantes en genes como el receptor del
factor de crecimiento epidermal (EGFR), la proteina-Ras, p53 o la proteina fusion EMLA4
ALK entre otras (2). La activacion de estas proteinas faveme que las vias de sefalizacién
corriente abajo de ellas se encuentren activadas de forma persistente para favorecer la
progresion tumoral. Ademas se ha demostrado que varias de estas vias de sefializacion
convergen directamente sobre el factor de transgocion STAT3, el cual se encuentra
sobrexpresado o activado constitutivamente en pacientes con cancer de pulm@ygulando la
transcripcién de genes necesarios para la proliferacién celular, evasion de apoptosis o
procesos angiogénicos. Recientemente tambié® demostré que en lineas celulares de cancer
de pulmén con diferentes oncogenes mutados se presentaba resistencia a medicamentos
usados actualmente en clinica como el erlotinib a través de @@edbackpositivo de activacion

de STAT3 (3). Por lo tanto est factor de transcripcidon se convierte en un blanco molecular
potencial importante para la célula tumoral, cuyo bloqueo permitiria contrarrestar los efectos
de iniciacion, progresion tumoral o resistencia asociados no solo a una via, sino a varias vias
de sefalizacion.

Actualmente la terapia dirigida es el campo mas estudiado en el tratamiento del cancer debido

a que las nuevas tecnologias de secuenciaciéon son cada vez mas accesibles y permiten una
descripcion a nivel molecular de los tumores de forma indidual (4). El objetivo a futuro es el

desarrollo de inhibidores altamente selectivos hacia los oncogenes o proteinas alteradas

EAAT OEEAEAAAAOG A1l A1 PAAEAT OA DPAOA Al AEOAdT AA
sefializacion de la célula tumoral is afectar células normales (5).Dentro de las terapias

moleculares nuevas se encuentran los sefiuelos oligonucleétidos (DNA de doble cadena corto)
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que permiten el bloqueo de factores de transcripcion teniendo efectos sobre el perfil de

expresion de sus gees blanco. Esta estrategia tiene ventajas sobre otras en cuanto a
selectividad y especificidad de los efectos y por lo tanto representa una alternativa

interesante para el disefio de nuevos agentes terapéuticos a#8TAT. Ademas en 2011 se llevo

a cabo un studio pre-clinico corto de fase 0 en pacientes con cancer de cabeza y cuello
utilizando un sefiuelo ODN para inhibir a STAT3 demostrando un efecto antitumoral

promisorio (6).

El grupo de investigacion Farmacogenética del cancer ha obtenido resultados imgemmtes en
cuanto al efecto antitumoral de un sefiuelo ODN dirigido contra el factor de transcripcion HIF
pt AT TpT AAO AAI OI AOAO OOI 1T OAI AOG AA OATT U
disefio y evaluacién de este tipo de moléculas con potenkiterapéutico sobre diferentes
factores de transcripcion para que a futuro este conocimiento permita el disefio racional de
farmacos para esquemas de terapia dirigida . ES necesaria esta evaluacion ya que
dependiendo del modelo tumoral, aspectos como la coentracidn, tiempos de administracion

a emplear, estabilidad y toxicidad pueden ser diferentes para cada sefiuelo ODN en particular,
y que ademas son fundamentales para asegurar buenas propiedades farmacoldgicas en este
tipo de moléculas.

12
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2. Capitulo2 ¢ Marco Teorico

2.1 El cancer

El cancer continla como una de las principales causas de muerte alrededor del mundo y
alrededor del 53% de las muertes ocurren en paises en desarrollo. Segun la OMS, se estima
que para el aflo 2030 se incrementen a32%6 millones de nuevos casos (1). El cancer es una
enfermedad compleja que comprende alrededor de 100 enfermedades dos diferentes
organos caracterizadosprincipalmente por el crecimiento acelerado y la muerte celular
disminuida (5).

La transformacién deuna célula normal en tumoral es un proceso complejo de mudltiples
pasos, explicado a través de diversos mecanismos. Puede verse desde un punto de vista
genético ya que durante el proceso tumorigénicoen la célula se puede generar
sobrerregulacion de oncognes a partir de ganancia de cromosomas o mutaciones puntuales
activantes, inactivar genes supresores tumorales por medio de deleciones intragénicas,
pérdida de cromosomas e inactivacibn de genes importantes en procesos de estabilidad y
reparacion del DNA proliferacion, viabilidad y diferenciacion celular (7). Ademas de esto, el
cancer también se ha asociado a mecanismepigenéticcs. Casi todos los tipos de cancer han
mostrado diferencias en el estado de metilaciébn en las diferentes regiones de los genes
comparado con el tejido normal. En las regiones repetitivas intergénicas, se ha descrito que la
disminucion de la cantidad de &metilcitosina favorece la inestabilidad gendmica y por tanto
promueve el proceso tumoral. Por otra parte, la hipermetilacion etas islas CpG se asocia al
silenciamiento de genes supresores tumorales. También, en genes de reparacion de DNA o
que codifican para factores de transcripcion este mecanismo favorece la tumorigénesis de
forma indirecta, por silenciamiento de genes corrierd abajo o acumulacion de errores
genéticos. Deregulacién en las enzimas que modifican o leen marcas en las histonas también
es reportada en varios tipos de cancer (8,9).

Estos cambios genéticos o epigenéticos llevan a que la célula adquiera las capacidades
necesarias para la progresiéon del proceso tumoral: sefializacién proliferativa sostenida,
evasion de supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular, inmortalizacion,
induccién de angiogénesis, reprogramacion del metabolismo celular, evasion kderespuesta
inmune y activacién de invasién y metastasis (10). Dichas capacidades adquiridas de la célula
tumoral son el reflejo de la alteracion en las vias de sefializacion celular que regulan la
expresion de genes implicados en procesos de metabolismagparacion del DNA,
proliferacion, supervivencia, diferenciacion y muerte celular. Estas vias no trabajan de manera
individual sino que se encuentran como redes de sefializacion creando un sistema muy
complejo de vias verticales y paralelas reguladas por m&nismos de retroalimentacion
positiva 0 negativa (7). Esta complejidad hace que cada tipo de cancer deba estudiarse de
forma individual por lo que el abordaje desde el punto de vista terapéutico debe hacerse
idealmente bajo este mismo parametro. Por lo tdo, el conocimiento detallado de las vias de
sefalizacién y los factores o proteinas implicadas en un tipo de cancer es importante para el
desarrollo racional de nuevas terapias.
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2.2 Cancer de PulmégAspectos moleculares

El cancer de pulmén contintia €indo el de mayor mortalidad en el mundo. Ademas es una
patologia altamente prevenible ya que la mayoria de los casos se asocian con el consumo de
tabaco. Sin embargo, aproximadamente un 15% de los casos en hombres y un 53% en mujeres
no se relaciona con dg factor de riesgo. En personas no fumadoras, el cancer de pulmén se
ha asociado con factores de tipo ambiental (exposicion a asbestos, cromo, arsénico, niquel,
entre otros), contaminantes del aire, factores dietarios, genéticos, hormonales o virales (11)
También se ha encontrado que la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)
constituye un factor de riesgo importante para el desarrollo de cancer de pulmén (12). Aun no
ha sido definido cual de estos factores es el mas predominante en las personasumsadoras.

De acuerdo a una clasificacion cliniepatoldgica, se han descrito 2 grandes categorias de
cancer de pulmadn, el de célula no pequefia que corresponde alrededor del 85%, se diagnostica
en etapas avanzadas y tiene un peor pronédstico y el de célypequefia (15%). A su vez, el
cancer de célula no pequefa se divide en los siguientes subtipos histologicos: carcinoma de
célula escamosa que predomina en un 40% de los casos, se presenta principalmente en la via
aérea proximal y esta asociado al consumeaedtigarrillo o inflamacion crénica. El otro subtipo

es el adenocarcinoma que prevalece en un 50%, principalmente en la via aérea a nivel distal y
es mas comun en personas no fumadoras. Por Ultimo se describe el cancer de pulmén de
célula grandeque representa formas poco diferenciadas por lo que su definicibn no es muy
clara (13,14).

A nivel molecular, se han identificado varias alteraciones relacionadas con estos tipos de
cancer de pulmon. Las mutaciones conductoras oncogénicas son responsables de l&airiin

y progresion tumoral y se encuentran en genes que codifican para proteinas que participan en
vias de sefializacion de supervivencia y proliferacién celular (15). La mayoria de canceres han
demostrado un fendbmeno de adiccion a oncogenes debido a supdedencia sobre ciertos
genes especificos para mantener el fenotipo maligno, entre los que destacan factores de
crecimiento, receptores de factores de crecimiento, proteinas G, serindreonina kinasas,
proteinas tirosina kinasas citoplasmicas y factoresdle transcripcion (16). Respecto al cancer
de pulmoén varios oncogenes han sido descritos, principalmente el receptor del factor de
crecimiento epidermal EGFR, el oncogénRas y el supresor tumoral p53.

EGFR

La familia de receptores del factor de crecimi@o epidermal comprende cuatro formasEGFR

(ErbB1 o HER1), ErbB2 (HER2, ErbB2), ErbB3(HER3) y ErbB4 (HEE)s poseen actividad

tirosina kinasa para desencadenar la respuesta celular a través de varias vias de sefalizacion.

Estudios han mostrado que eEGFR se encuentra sobrexpresado en un-83% y HER2 en un

30-40% de los pacientes con cancer de pulmon lo que se asocia a mal prondstico (17). Ademas

en cancer de pulmon de célula no pequefia se ha encontrado sekpresion de sus ligandos, el

EGF, amfireguinay TGFL h 11 0 AOAI AOG CATAOAT 111DPO AOOI AOET I
del receptor. Su potencial oncogénico viene dado por mutaciones que permiten una continua
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activacion de las vias de sefializacion acopladas a este receptor. Aproximadamente ethQ#
de los adenocarcinomas de pulmon se han encontrado mutaciones somaticas que activan en
su dominio tirosina z kinasa y se producen principalmente en no fumadores o mujeres. Una
corresponde a una delecién dentro del marco en el exén 19 que elimina el two conservado
2%! 3% &2Qq U OA DPOAOAT OA AT O1 t1tubp AA 1AO
célula no pequefia. Otra es una sustitucion de base (T a G) en el exdn 21 que sustituye arginina
por leucina en la posicion 858 (L858R) y se presenta en u#A0 -45%. Otra mutacion
clinicamente relevante es la T790M en el exdn 20 la cual se presenta en el 50% de los casos y
se asocia con resistencia al tratamiento con gefitinib y erlotinib (18). Estas mutaciones
desencadenan la hiperactivacion del EGFR promevido sefiales antiapoptéticas y de
supervivencia a través de las vias R&®afFMEK, ERK1 y ERK2 y lda JakSTATSs (19).

KRas

Hace parte de un grupo de oncogenes en humanos-Rés, HRas y NRas) que participa en
procesos de sefalizacion a través de la membrana celular. Estas proteinas funcionan corriente
abajo de la sefalizacion por el EGFR. Normalmente, Ras se une al GTP ydaDBrma
reversible. En su estado activado cuando se une al GTP participa en vias de sefalizacion
inducidas por mitégenos o estrés para la posterior transcripcion de genes para el crecimiento

y proliferacién celular. Las mutaciones mas comunes en esta pefma hacen que pierda la
actividad intrinseca GTPasa necesaria para devolverla a su estado inactivo unido a GDP por lo
gue queda en un estado constitutivamente activo que favorece el proceso tumorigénico. En
cancer de pulmén se han encontrado mutaciones déftRas, principalmente en el de tipo de
célula no pequefia (1520% de los casos). En adenocarcinomas, esta mutacion se encuentra en
el 30% de los casos, mientras que en los carcinomas de célula escamosa es apenas del 5% y
estan asociadas con mal pronésticen los pacientes (20). Ademas el porcentaje de mutaciones
en K-Ras es mayor en personas fumadoras respecto a las no fumadoras-{B% vs 0-8%) a
diferencia de las mutaciones en el EGFR que predominan en los no fumadores. La mayoria de
mutaciones en los funadores corresponde a transversiones @&T en el codén 12. En ensayds

vitro se demostré que era iniciada por el Benzo(a)pireno diolepéxido (19). Por otra parte,
debido a que KRas esta corriente abajo de la sefalizacion por EGFR, se ha observado menor
eficacia de la terapia aniEGFR en pacientes con cancer de célula no pequefia con KRas
mutado (15).

p53 es una proteina con actividad supresora tumoral que cuando estad activada, estimula la
expresion de otras proteinas efectoras que participan en la detenciddel crecimiento,
promueven la reparacion en el DNA y estimulan la apoptosis celular para mantener la
estabilidad gendémica en diversos procesos de estrés genotdxico. Las mutaciones en p53
ocurren mayormente en los dominios de unién al DNA produciendo fornsamutantes que no
poseen esta capacidadPrincipalmente se da por transversiones GT en varios codones del
gen que ademas corresponde a una marca molecular asociada al consumo de tabaco. En no
fumadores las mutaciones de p53 son diferentes y se dan porafrsversiones GC 0
transiciones GA en los dinucleotidos CpG, aunque son menos frecuentes (19). En cancer de
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pulmén se ha encontrado que p53 esta mutado en un 75% de los canceres de célula pequefia y
alrededor del 50% de los de célula no pequefia (21).

2.3 Factores de transcripcion en cancer

Los factores de transcripcion son proteinas que inician y regulan la transcripcion de genes.
Estos poseen dominios de union al DNA que les dan la habilidad de unirse a secuencias
especificas (enhancers o promotores) yalesta forma regulan patrones de expresion de genes
gue participan en diversos procesos celulares. En cancer son importantes tres tipos de
factores de transcripcion: 1) Receptores de esteroides en casos de cancer de seno o prostata;
2) Proteinas nuclearesactivadas por vias de serina kinasas como la proteinaJan y 3)
Proteinas citoplasmicas latentes activadas por interacciones ligandeceptor a través de
tirosina o serina kinasas en la membrana celular que luego son transportadas al nucleo para
incrementar el proceso de transcripcion (24).

Muchos factores de transcripcién se han asociado en el proceso tumoral como oncogenes,
como el caso de -¢Myc el cual se encuentra sobrexpresado por mecanismos como
amplificacién génica, translocacion cromosomal, mutagnes estabilizantes en canceres como
leucemias, melanomas, carcinomas de préstata, seno, pulmén y colon. Ademas en modelos
vitro, se encontré que su sobrexpresion lleva a transformacion celular (25). Otro factor como
E2F también se ha catalogado como aroncoproteina. Aunque a nivel genético mutaciones o
amplificaciones génicas son raras, en modelas vitro favorece que células quiescentes entren
en la fase S del ciclo celular mientras que en ratones su sobrexpresién induce la formacion de
tumores de piel (26).

Por otra parte, como la mayoria de vias de sefializacion oncogénicas convergen en diferentes
sets de factores de transcripcion, al estar persistentemente activas por mecanismos como los
descritos anteriormente, se puede generar una activacion caitsitiva 0 sobrexpresion de los
factores de transcripcion favoreciendo las sefiales de crecimiento o proliferacion incontrolada
de la célula tumoral. Por lo tanto, este tipo de proteinas representan un punto de intervencion
importante para interferir y detener el proceso tumoral.

Para que un factor de transcripcion pueda ser un blanco terapéutico potencial debe cumplir
con los siguientes requisitos: Bbe estar sobreactivado en un gran porcentaje de células y
diferentes tipos de tumor. Sus genes blanco debearsociarse con patrones de expresiéon de
genes que permitan el fenotipo maligno como angiogénesis tumoral, evasién inmune o
alteracion del metabolismo. También debe ser susceptible de inhibicion por moléculas
pequefias y las células tumorales deben dependanas de la actividad del factor de
transcripcion que las células normales (27). Estas caracteristicas son propias de los factores
de transcripcion de la familia STAT, especialmente STAT3 por lo que representa un blanco
molecular potencial para el desarrollode terapias dirigidas para el tratamiento del cancer.

2.4 El factor de transcripcion STAT3

La familia de transductores de sefial y activadores de la transcripciéon (STAT) comprende 7
miembros identificados en mamiferos: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STABIATEb y
STATG6. Estas proteinas tienen una longitud entre 750 y 850 residuos de aminoacidos y
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comparten entre 20 -50% de identidad de secuencia (28). Estructuralmente contienen un

dominio N-terminal que favorece la cooperatividad de unién al DNA, un domiocon motivo

OEDPI OAIT EI AA AT EI 6 NOA -piteinafud domiid d@ArioA AIDEA, T A0 D OI
un dominio entre los residuo 6006700 con homologiaSrc tipo 2 (SH2) que permite la

dimerizacién por un reconocimiento fosfetirosina. El residuo tirosina se localiza alrededor

del residuo 700. Por dltimo posee el dominio €erminal importante en la activacion a nivel

transcripcional el cual se regula por fosforilacién de un residuo serina (29).

Las vias de sefializacion asociadma los STATSs inicia através de la activacién de varios tipos

de receptores de membrana. Una es la via JAK/STAT la cual es activada en respuesta a
diferentes ligandos como citoquinas e interferones. Para el caso de STAT3 se han descrito
como activadores de la via a B, IL-10, 1L-23, IL-21, IL-11, LIF y OSM (Oncostatina M) (30).
Debido a que los receptores de citoquinas no tienen actividad tirosina kinasa intrinseca,
requieren su asociacion con miembros de la familia Janus kinasas (JAK) o kinasas de la familia
SRC. Se han idé¢ificado 4 miembros de la familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2). Estas
proteinas contienen siete dominios de homologia JAK (JH) en los que se incluye un dominio
kinasa conservado y un dominio cataliticamente inactivo en el extremo-t€rminal, el cual
regula la actividad del dominio kinasa. Las proteinas JAK fosforilan residuos de tirosina en la
cola citoplasmatica de los receptores, generando los sitios de acople para proteinas a través
de los dominios SH2 (31). Este factor de transcripcion también puede rsactivado en
respuesta a factores de crecimiento por medio de receptores con actividad intrinseca tirosina

- kinasa, como el EGFR y PDGFR. La activacién puede ser directa (como en el caso de STAT1) o
indirecta mediante el reclutamiento de complejos de pri@inas al receptor entre las que se
encuentra la proteina Src (32).

Una vez se han fosforilado los dominios citoplasmaticos de los receptores sobre residuos de

tirosina, se generan los sitios de unién para los dominios SH2 de las proteinas STAT, las suale

permanecen latentes en el citoplasma y son reclutadas para posteriormente ser fosforiladas

en un residuo especifico de tirosina. Para el caso de STAT3 la fosforilaciébn se da sobre el

residuo Y705. Luego de este proceso, la proteina STAT fosforilada istetiCia entre si a través

de sus dominios SH2 y asi poder formar homodimeros o heterodimeros. Este ultimo proceso

va a ser dependiente del tipo celular, estado de activacion o diferenciacion, el tipo de receptor

expresado o el tiempo y la dosis de citoquinag que son especificos para cada miembro de la

familia STAT. Por ejemplo, La formacion del heterodimero STAT3:STAT5 puede darse cuando

hay estimulacion por IL-2, IL-7, MCSF y GCSF. Por otra parte, en respuesta a la activacion de

IL-6 se puede favorecer ldormacion de heterodimeros STAT3:STATL, especialmente en la

sefializacion tardia. Hasta el momento no es clara la funcion celular de estos heterodimeros,

pero se cree que podrian unirse a secuencias consenso diferentes y mediar la transcripcién de

otros genes (33). Una vez se han formado los dimeros de STAT3, estos deben pasar al nlcleo

para ejercer su funcion transcripcional. Este proceso es mediado por proteinas
transportadoras de la familia de kariopherina beta. La sefial de localizacion nuclear de STAT3
OAEAAAA AAT 601 AAl ATTETEIT OATEIAA AT EI &6 AO OA
adaptadoras importinay o U | A -E¢ bji OOBEAAOAT AEA AA 1 A bDOT OAp
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reconocida por la importinay v NOA BT OOAOET Oi AT OA maif OAGAARADRAINT Al
media el paso a través de los porasucleares (29,34).

El dimero STAT3 a través de su dominio de union al DNA puede unirse a dos secuencias
consenso conocidas, ya sea en sitios tipo enhancer o los promotores de sus genes blanco para
favorecer su transcripcion. Estas son la secuencia GAS (secuencia activada por interferén
gamma) o la secuencia HSIE que contienen los motivos de union TTENERAA o0 TTN46GAA

(35), donde se tiene que N=4 para STAT6 y N=3 para los demas STATs. Para esta familia de
factores de transcripcion la especificidad de uniéon dependerd tanto del nimero de
nucleotidos espaciadores como de variaciones en esta secuencia. Ademas, la porcion variable
de la secuencia consenso también permite explicar la expresion de sets de genésreintes en
respuesta a diferentes citoquinas o estimulos activadores de la via de sefializacion (36,37). La
sobrexpresion de este factor de transcripcion en cancer favorece el aumento en la expresion
de diversos genes que participan en procesos de crecimie y proliferacion celular (Ciclina

D1, cMyc, ), evasién de apoptosis (Bcl2, BgL, Mcll, survivina), migracion y metastasis
(MMP-2, MMR9, Podoplanina PDPN) (38). Adicionalmente STAT3 favorece la transcripcion
de genes como VEGF,-B, IL-10, TGFy  Ictia®s también son activadores propios de la via
JAK/STAT estableciendo loops autocrinos en el microambiente tumoral y efectos de
inmunosupresion (39). También se ha demostrado que STAT3 puede unirse al promotor de
p53 disminuyendo su expresion en modelos vitro e in vivo (40). Por otra parte STAT3 puede
interaccionar con otros factores de transcripcibn como NKkB mediando la expresién de
factores pro-inflamatorios (30) o con HIFp y Al AAOT OAAAO 1T A AOOAAEI EAA
disminucion de la ubiquitinacién mediada por pVHL (41).

La terminacion de la sefializacion a través de los STATs se presenta por medio de diferentes
proteinas. Miembros de la familia PIAS (proteina inhibidora de STATs activados) pueden
interactuar con los STATs (PIAS1 y PIASY c8TATL1; PIAS3 con STAT3) inhibiendo la union
de los dimeros con el DNA y promoviendo su sumoilacion. Este proceso también es regulado
por diferentes fosfatasas como PTRB, PP2A o SHR que defosforilan e inactivan a los
STATSs. Estas pueden estar tanto avel membranal (PTPRT y PTPRD), citosolico (PTPN2 o
PTPN11) o nuclear (TE&TP). Por otra pate la familia de proteinas SOC®rincipalmente
SOCS1 y SOCS3 inhiben la activacion de STAT3 interfiriendo con las proteinas JAKs al inicio de
la sefalizacion (42). # embargo, varias de estas proteinas inhibidoras se encuentran
alteradas precisamente para favorecer el proceso oncogénico. En cancer de pulmén se ha
encontrado a SOCSS3 regulado a la baja por hipermetilacion en el promotor. También, la
metilacién frecuente del promotor de PTPN6 se correlaciona con disminucion en su expresion
y aumento de la expresion de pSTAT3 en modelos de linfoma (38).

2.5STAT3 en el cancer de pulmon

Se ha establecido la activacion constitutiva o sobrexpresion de STAT3 tanto en lineglsilares

de cancer humano como en tumores primarios de cancer gastrico (43), cervical (44,45),
hepatico (46), de seno (47), pristata (48) leucemias, linfomas y mieloma mdltiple (49).
También se ha descrito esto en lineas celulares de cancer de pulméncééula no pequefia
(50z52), en pacientes con NSCLC (53) y en pacientes con adenocarcinomas de pulmén o
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carcinomas de célula escamosa (54). La activacién persistente de STAT3 se asocia con
mecanismos moleculares que alteran el control de las vias de sefatien que convergen
sobre éste como se menciond anteriormente. Se ha encontrado que en cultivos celulares la
sefializacion por EGFR aumenta la actividad de STAT3 y promueve la supervivencia en
tumores de pacientes con NSCLC. Sin embargo, en este modelo EREf@nciona mas como un
sitio de anclaje para STAT3 el cual es activado por medio de otras proteinas tirosina kinasa
como Src o Janus Kinasas que cooperan con el receptor. Adicionalmente la activacion de
STAT3 se asocié con mayor resistencia a la quimiotgria (55). Otros estudios demuestran
que STAT3 también puede ser activado por varias formas mutantes del EGFR especificamente
la L858R, la delecion E746_A750 y la insercion del exén 20, las cuales contribuyen en los
efectos oncogénicos en lineas celukes de cancer de pulmén. Ademasn fibroblastos, STAT3

es constitutivamente fosforilado sobre el residuo Tyr705 lo cual fue dependiente de la
presencia del EGFR mutante y actividad Src kinasa pero de forma independiente de Jak2. En
este modelo también se obtuw fosforilacion sobre el residuo Ser727 la cual requiri6é de la
actividad del EGFR y la kinasa MEK (56). Sin embargo, la activacién de STAT3 por el EGFR
mutante también puede darse de forma indirecta, ya que en algunos casos es necesaria la
sobrerregulacién de la IL-6 para activar la via gpl30/JAK (57). Por lo tanto STAT3 es
mediador clave de los efectos oncogénicos de mutaciones somaticas del EGFR y ofrece un
blanco potencial para tumores de pulmoén con este tipo de mutaciones.

Otro modo de activacién sosteida de STAT3 puede darse de forma independiente de
mutaciones en oncogenes a través de proteinas como JAK1 o JAK2. En varias lineas celulares
de NSCLC se demostr6 que STAT3 esta constitutivamente activado independiente de
mutaciones activantes sobre KRAS proteinas kinasas. La activacion de STAT3 se daba por
fosforilacion sobre el residuo Y705 mediada exclusivamente por la proteina JAK2 y no por
medio de otras vias de sefializacion (58). En un modelo con células de NSCLC con mutantes de
KRAS se obtuvo unaegulacion al alta de los niveles de fosk8TAT3 por el knockdown de
KRAS el cual adicionalmente indujo aumento en la fosforilacion del EGFR (59). En otro estudio
en lineas celulares se demostrd que la inhibicién de la actividad del EGFR no tuvo efectaesob

la activacion de STAT3. Sin embargo, la inhibicion de JAK1 con RNAs interferentes si logré
disminuir la fosforilacion de STAT3 e inhibir el crecimiento celular por lo que se considera
JAK1 como otro causante de la activacibn de STAT3 en cancer de pulnibh). Estos
resultados muestran la adaptabilidad de las células de cancer de pulmén para que en ausencia
de alguno de estos factores oncogénicos, encuentren vias de sefializacion o proteinas
alternativas que permitan mantener la activacion del factor de &nscripcion STAT3 y
continuar con la sefalizacidbn oncogénica para favorecer la progresién tumoral.

Esta variabilidad en alteraciones genéticas o epigenéticamnto en activadores como
desactivadores de la sefializacion que convergen sobre STAT3 hace que sea complejo el
desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y su aplicacion sobre diferentes tipos de cancer de
pulmén, por lo que intervenir directamente sobre &factor de transcripcién STAT3 puede ser
una estrategia mas efectiva. De esta forma, el bloqueo directo sobre STAbdria conducir a
reducir la proliferacion y crecimiento celular y promover un mecanismo de muerte celular
gue puede ofrecer efectos positios para su empleo como terapia anticancerigena.
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2.6 Terapias moleculares arBTAT3

Varias moléculas y farmacos se han desarrollado para inhibir de forma directa o indirecta a
STATS3 en los Ultimos afios. Su mecanismo de acciéon involucra el bloqueo detgiras o
receptores que participan en las vias de sefalizacion asociadas, o los procesos de
dimerizacion de este factor de transcripcion. Ya se han aprobado inhibidores indirectos
enfocados en el bloqueo de tirosin&inasas intracelulares o anticuerpos moaclonales que
compiten con factores de crecimiento para unirse en la superficie de los receptores. Un
ejemplo son el gefitinib y el erlotinib los cuales son inhibidores del EGFR en pacientes con
NSCLC avanzado y cancer de pancreas. Se ha demostrado quasestoléculas pueden
disminuir la expresion de STAT3 de forma moderada. Por otra parte, el sorafenib ha mostrado
beneficios en cuanto a supervivencia, en pacientes con carcinoma hepatocelular en ensayos
clinicos de fase Ill. Este efecto se debe a la inhidic de varias proteinas de vias de
supervivencia como STAT3, ERK y la via PIRKT. Este farmaco también fue efectivo en
modelos celulares de glioblastoma asociado con la disminucién de la sefalizacion de STAT3 y
regulaciéon a la baja de algunos de sus geneblanco (60Q. Dentro de los anticuerpos
monoclonales se encuentra el cetuximab el cual inhibe la sefializacion a través del EGFR. Este
ha demostrado inhibir la fosforilacion de STAT3 en células de cancer gastrico y de pulmén
(61).

Otras moléculas incluyera inhibidores de las JAK kinasas como AG490, WP1066 o TG101209
que permiten modular la activacion de STAT3. También se han descrito productos naturales
como algunos derivados de la curcumina que inducen detencion del ciclo celular e inhiben la
invasion en modelos de cancer de pulmdén por interferencia con la via JAK/STAT a
AT TAAT OOAAETTAO puvt-8 10010 ATUITCI O Ai1lT AOOAAEI
LLL12 han mostrado la supresion de STAT3 total y fosforilado asociado con disminucion de la
viabilidad celular e inducciéon de apoptosis en lineas celulares de osteosarcoma y cancer de
seno. Estas moléculas actian por el bloqueo del reclutamiento de STAT3 hacia el receptor o
inhibiendo su dimerizacion. También se ha evaluado a JB14, una molécula de tip
AOAOOAEOAAET A NOA ETEEAA 1T A AAOEOAAE&ET AA 34! 4
celulares de cancer de pulmén y de seno. En modelos vivo también ha demostrado la
disminuciéon en el crecimiento del tumor. Compuestos polifenélicos como el resveratro
también han mostrado la inhibicién de la sefializacion de STAT3 y respuesta antitumoral en
modelos in vitro de leucemia o mieloma mudltiple (62). Un farmaco ya aprobado es el
ruxolitinib el cual es un inhibidor de JAK1ly JAK2 que demostré el bloqueo de letimacion de
STAT3 y STATS5 en lineas celulares de eritroleuciemia. En modelos de NSCLC también inhibi6
activacion de STAT3 y el crecimiento tumoral en modelos de xenoinjertas vivo (58). Sin
embargo, muchos de estos inhibidores indirectos pueden no dat efecto esperado sobre la
inactivacién de STAT3 debido a otros modos de activacion dependientes de otras vias de
sefalizacibn o a que no se bloquean todas las kinasas que pueden regular este factor de
transcripcion por lo que el desarrollo actual se enfacen terapias mas especificas.

Se han descrito varios inhibidores directos de STAT3 que actdan principalmente en el proceso
de dimerizacion. Estos inhibidores se basan en el bloqueo de los dominios SH2, necesarios
para el reclutamiento de STAT3 a los reptores y posterior fosforilacién para su activacion.
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Principalmente se han usado estrategiason peptidomiméticos para este fin donde péptidos
como PY*LKTK (Y*=pTyr) han demostrado su unién con mondmeros de STAT3 evitando su
dimerizacién y activacion. Otropéptido denominado SP1, derivado a partir del dominio SH2
también inhibi6 la interaccién entre los monémeros lo cual se asocié con disminucion de la
viabilidad celular e induccién de apoptosis en modelom vitro de cancer pancreatico, de seno,
préstata o NSCLC (63). Analogos no peptidicos como SI3157 pueden inhibir al STAT3
sobrexpresado y disminuir la transformacion maligna por union directa sobre el residuo Y705
en el dominio SH2 en modelos de cancer de seno y pulmén (64). Sin embargo debido a su
naturaleza, estas moléculas tienen poca estabilidad y baja permeabilidad celular por lo que no
han logrado un paso hacia estudios clinicos. Otras moléculas pequefias que también
interfieren con el proceso de dimerizacion como ST&1, S3t201, Cpd30 o Stattic ha
mostrado el blogueo con la sefalizacién de STAT3 y disminucién del crecimiento celular en
diferentes modelos de cancer (60).

Otra estrategia para la inhibicién directa de STAT3 después de ser activado es el bloqueo de
su unién al DNA para interferir consu actividad transcripcional. Compuestos de platino (V)
como 1S3295, CPAL, CPAY han mostrado este efecto junto con el aumento en la apoptosis en
diferentes lineas celulares de cancer humano aunque el mecanismo exacto no se ha elucidado
completamente ©5).

Por otra parte se han desarrollado terapias moleculares basadas en la tecnologia de
oligonucleétidos dirigidas hacia el bloqueo o inhibicién de la expresion de genes blanco de
STAT3 entre las que se encuentran RNAs antisentido, o RNAs interferent&RNA) con efecto
en el aumento de apoptosis y disminucién del crecimiento tumoral en modelos de cancer
hepético y de proéstata (66,67).

Recientemente se ha empleado la tecnologia de oligonucleétidgso sefiuelo como modelo de
terapia molecular para la rgulacion de genes tantoin vivo como in vitro. Las ventajas
principales de esta estrategia sobre kRotras mencionadases que se espera que actlen con
alta selectividad ypor tanto especificidad de los efectos.

2.7 Terapia molecular alternativa einnovadora en cancemasada endeoxi
oligonucleétidos(ODN)de doble cadena

Los deoxioligonucleotidos sefiuelo (Decoy ODNSs) corresponden a un ODN sintético corto de
doble cadena que contiene un elementois con alta afinidad por un factor de transcripcid
blanco, pero con baja afinidad por otros factores de transcripcion, el cual puede unirse al
factor de transcripcion luego de ser introducido en la célula blanco y asi bloquear la
interaccion cistrans con los elementos regulatorios del DNA y modular laxpresion de genes
(68) ya sea la inhibicion de genes que son transactivados por el factor de transcripcién o
regular a la alta genes que son suprimidos por la unién del factor (69).

Para ejercer su efecto, estos ODNs deben permanecer como una doble cadiEmdro de la
célula, ser especificos contra su blanco molecular, ser captados facilmente por la célula y ser
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estables a la accion de enzimas intra y extracelulares como endo y exonucleasas. La
degradacién ocurre principalmente sobre los extremos libres dia doble cadena por lo que se
requieren modificaciones quimicas en estos sitios para mejorar su bioestabilidad mientras
son entregados en su sitio de accion (70). Estas modificaciones incluyen el cambio de enlaces
fosfodiester por fosforotioato los cualeslogran un aumento en la estabilidad frente a
nucleasas. En algunos casos este tipo de oligonucleétidos actian como inhibidores
competitivos de nucleasas. Ademas permite la captacion y distribucion del oligonucleétido
dentro de la célula aunque esto tambig depende del tipo celular, las condiciones de cultivo, la
secuencia y la longitud, por lo que son aspectos a evaluar en el disefio de este tipo de
moléculas. Sin embargo esta modificacion puede generar uniones inespecificas con otras
proteinas dando efects independientes de la secuencia sobre aspectos como el crecimiento
celular, la morfologia o actividades de enzimas (71). Otra modificacion descrita son los
analogos de nucledtidos con enlaces metileno entre el oxigeno 2° y el carbono 4" del anillo
ribosa (Locked nucleic acids) la cual también mejora la vida media del ODN en suero
necesaria para su usaon vivo. Ademas también muestran baja toxicidad en animales dando
otra ventaja sobre los ODNs con enlaces fosforotioato (72).

Por otra parte se han disefiadmligonucledtidos sin modificaciones quimicas (que puedan
afectar la afinidad de unién por su blanco molecular), pero que contienen una estructura tipo

AEOAOI Aoh 1T A AOAT OA EAAA AT TAAOATAT 110 AgOOAIl

0 horquillas de nucleétidos. En este caso, se ha demostrado que la estabilidad frente a
nucleasas depende del nimero y tipo de nucleétidos que componen el loop. Las ventajas de
esta estructura son mayor resistencia a la degradaciébn por exonucleasas y mayor

espedficidad de la secuencia entre 5 a 10 veces mas respecto a los ODNs con enlaces
fosforotioato, junto a una menor toxicidad y mayor captacion celular en modelas vitro e in

vivo (73).

La estrategia de sefiuelos ODN se ha usado en la inhibicion de difeesntfactores de
transcripcion como NFE 1 HIF-p o E2F demostrando efectividad contra el crecimiento
tumoral en diferentes modelos como fibrosis hepatica, colitis, osteosarcoma, cancer cervical,
cancer hepatico, de pulmoén tanto en modela# vitro e in vivo (74777). Por otra parte se han
disefiado y evaluado diferentes sefiuelos ODN dirigidos contra STAT3. En lineas celulares de
carcinoma hepatocelular un sefiuelo ODN con enlaces fosforotioato con concentraciones entre
25 y 50nm logré el aumento de la apoptosig detencion del ciclo celular por regulacién a la
baja de genes como BelL, Ciclina D1 y anyc (78). Otro estudio con lineas celulares de
carcinoma de colon mostré que un sefiuelo ODN tipo hairpin a concentracion 400nm logro la
induccién de la muerte cellar por el bloqueo especifico de STAT3 y sin tener efecto en otros
miembros de la familia STAT con secuencias consenso similares como STAT1 (79).

También se han empleado sefiuelos contra STAT3 en cancer de cuello y cabeza (SC@iN)

lograron la disminucion de la proliferacion y regulacién de genes blanco de forma selectiva, ya

gue no tuvieron efecto sobre keratinocitos normales. Sin embargo, en este estudio el sefiuelo

ODN no tenia ninguna modificacién quimica por lo que era necesaria una concentracion de

20t - DAOA T AOGAT A0 O1 AZEAAOI OECI EEZEAAOQGEOT AT 1A
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el modelo in vivo en ratones con xenoinjertos de células de SCCHN, el sefiuelo ODN con
modificaciones fosforotioato logrd inhibiciébn del crecimiento tumoral, aumeto de la
apoptosis y disminucién en la expresion de genes blanco. El efecto se potenciaba con la
administracion con cisplatino (81).

En cancer de pulmén sélo se encontré6 un estudio en el que se evalué un sefiuelo con
modificaciones fosforotioato en lose®9 OAT T O vd U 06 DAOAnvkkd docODAAO A 3
in vivo. Sin embargo, los efectos sobre el aumento de la apoptosis y la regulacion a la baja de

genes blanco de STAT3 no fueron tan significativos y en algunos genes no se obtuvo efecto. En

cuanto al crecimiento tumoral in vivo se muestra una disminucién en la tasa de crecimiento

tumoral con el tratamiento, pero no se logré erradicar completamente el tumor (82).

En 2012 se reporté el primer ensayo clinico de fase 0 (ClinicalTrials.gov Identifier:
NCT00696176) empleando la terapia molecular con sefiuelos ODN en los Estados Unidos. Se
evalu6 el efecto de la administracion intratumoral de un sefiuelo contra STAT3 (con
modificaciones fosforotioato) sobre la expresion de sus genes blanco en pacientes con
tumores de cabeza y cuello. Como resultados de este ensayo el sefiuelo ODN mostré la
regulacién a la baja de los genes BgL y Ciclina D1 respecto a los tumores de pacientes
tratados con solucién salina. Ademas se demostré que el tratamiento no presenté eéect
téxicos y los pacientes toleraron las dosis administradas. Posteriormente se realizaron
ensayos in vivo con xenoinjertos en ratones para mejorar la estabilidad del sefiuelo
modificando sus extremos por medio de circularizacion parcial o completa con lospde
diferentes longitudes (6). Posteriormente se demostré que este mismo sefiuelo contribuia a
ejercer sus efectos antitumorales por medio de la inhibicién de la angiogénesis (83).

Como antecedente en el grupo de investigacion, se realizé el primer disef@mo parte de una

tesis de maestria en genética humana en la que se evalué un sefiuelo ODN dirigido contra el

factor de transcripcion HIFp 4 Al AOAI OA T A ET OO1T AGEAOIT 1 1TAI
mejorar su estabilidad. Dicho sefiuelo demostr6 actividad aitumoral frente a lineas celulares

de cancer de seno y prostata y actualmente se encuentra en proceso para obtencién de

patente. Por lo tanto es de gran interés en el grupo la evaluacion de este tipo de moléculas y su

efectividad sobre otros blancos moleglares importantes en diferentes tipos de cancer como

una alternativa de terapia molecular anticancer.

2.8 Pregunta de investigacion

Teniendo en cuenta loexpuesto anteriormentey dado que diferentes vias de sefalizacién
asociadas a oncogenes que favorecémprogresion tumoral convergen sobre STAT3, con este
trabajo se quiere responder la pregunta: ¢Sefiuelos ODNs amsin modificaciones dirigidos
contra STATS3 tendran efecto sobre procesos dmipervivencia celular, apoptosis y expresion
de genes blanco efineas celulares de cancer de pulmoén?
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3. Capitulo3. Objetivos

3.1 Objetivo general
Evaluar el potencial antitumoral de un oligonucleétido sefiuelo de doble cadena dirigido

contra el factor de transcripcion STAT3 como modelo de terapia moleculan vitro en lineas
celulares de cancer de pulmaén.

3.2 Objetivos especificos
1. Evaluar la expresion del factor de transcripcion STAT3 y la fosforilacion en Tyr705 en las
lineas celulares A549, H292 y MRC

2. Caracterizar la captacion celular del sefiuelo ODN dirigicdra&a STAZ en las lineas
celulares A54%-292y MRG5.

3. Evaluar la citotoxicidad de los sefiuelos ODNs dirigidos contra STAT3 eratasdinkres
A549, H292 y MRE.

4. Establecer el efecto del sefiuelo ODN dirigido contra STAT3 slopreceso de apopsis
en las lineas celularés49, H292 y MRE.

5. Evaluar el efecto del sefiuelo ODN sobre la actividad a nivel transcripcional de STAT3 sobre

la expresion de los genes BXIL, Ciclina D y VE®F las lineas celulares A5492932 y
MRGC5.
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4. Capitulo4 - Metodologia

4.1 Cultivos celulares

Para este trabajo se utiliz6 como modelo de estudio ldimeas celulares tumorales adherentes
A549 (ATCC: CGL85; Carcinoma de pulméh y H-292 (ATCC: CRi1848; carcinoma
pulmonar mucoepidermoide). Estasse escogieron a partir de lineas disponiblesen el
laboratorio de farmacogenética del cancer perteneciente al Departamento de Farmacia
(Facultad de Ciencias) de la Universidad Nacional de Colombia. Se tuvo en cuenta, a modo de
criterio de exclusién segun inbrmacion relevante en articulos previos, cuales lineas presentan
sobrexpresion o activacion constitutiva de la proteina STATJ3.ambién se tuvo en cuenta el
empleo de una linea celular no tumoral de Fibroblastos pulmonares humanos MBGQATCC®

##, pxpPAQ

Las lineas fueron mantenidas en los medios de cultivo recomendados por la ATCC:
DMEM(Gibco®) para A549, RPMI 1640(Gibco®) para H292 y MEM(Gibco®), suplementado
son suelo fetal bovino (Gibco®) al 10%,Penicilina-estreptomicina (100u/mL ) y Piruvato de
Sodio 1ImM (sélo para la linea MR&) en frascos de cultivo celular de 25 y 75 ctn Las
condiciones de cultivofueron 37°C con 5 % de CQOy 100% de humedad relativa.

Para el mantenimianto de los cultivos se realizain cambio de medio cad a 3dias. Cuando
se dbtuvo una confluencia celular maxima d&0-80%, se desprendieron lascélulas con ayuda
de una solucién de tripsinaEDTA (0.025%0.03% respectivamente) v/v durante 5 minutos en
incubadora a 37°C. Las suspensioneslulares obtenidas se emplearorpara los ensayos
posteriores.

4.2 Disefio de Oligonucledtidos

Los oligonucledtidos sefiuelodiplex empleados fueron adquiridos a través de IDT (integrated
DNA techologies) y se disefiarorteniendo en cuenta la secuencia consengara el factor de
transcripcion STAT3 reportada enliteratura (35). Se disefié un sefiuelo parental, un sefiuelo
conlos AGOOAT T O 06 U cow detildcibnhElaEERIASASe Osaronen sefiuelos
disefiades previamente en el grupo.Asi mismo, seelabor6 un sefiuelo control que
corresponde una secuenciageneradaal azar a partir de la secuenciablanco. También se
elaboraron sefiuelos marcados cob-FAM (fluoresceing para facilitar la caracterizacion de la
captacion celular de éstos.

SENUELO SECUENCIA

ODN Parental 5-TAT CA TTC CCG TAATC TATZ3’
3- ATA GTAAAG GGC ATT TAG ARA

5-m UmAmMU CAT TTC CCG TAA ATC mUmABU

ODN modificado 3'-mAMUMA GTA AAG GGOT TAG mAmMUmMA’

5-ATATTA CGT TAC TCT ATA CET

ODN control 3-TAT AATGCA ATG AGA TAT GBA

5-ATATTA CGT TAC TCT ATA CGET

ODN marcado 3-TAT AAT GCA ATG AGA TAT GEBRAM-5’

Tabla No 1. Secuencias de los oligonucleétidos disefiados dirigidos contra STAT3
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4.3 -Ensayos de expresion STATSF05STAT3

Para corroborar que las lineas celulares expresaran STAT3, se realiz6 la evaluacion por medio
de microscopia de fluorescencia. Las células fueron sembradas en placas de 12 pozos que
contenian cubreobjetos del4mm de diametro y se incubaron pa 24 horas. Posteriormente
fueron fijadas con paraformaldehido al 4%en PBS por 20 minutos y permeabilizadas con
tritbn x-100 al 0.2% en PBS por 10 minutos. Luego se agregd una solucién para reducir
autofluorescencia (50mM NHCI, 100mM glicina en PBS) poB0 minutos y se adiciond
solucién de blogueo (BSA al 1% en PBS) por 30min a 37°C.

Las laminas fueron incubadas con anticuerpos monoclonales a8TAT3 (abcam ref:
ab68153, 1:400 en PB$ o ani-STAT3 (phosphoY705) (abcam ab202873, 1:300en PB$
durante toda la noche a 4°C. Posteriormentealizar 3 lavados con PBS para retirar el exceso
de anticuerpo y se adiciond el anticuerpo secundario goainti rabbit IgG H&L (Alexa Fluor®
488 ab150077) 1:800 en PBS y se incub6 a 37°C por una hora. Finalteelas laminas fueron
lavadas 3 veces con PBS y se realiz6 tincién de nucleos &0%PI. Las laminas se colocaron
sobre cubreobjetos con medio de montaje (glicerol al 70%nePBS),se visualizaron en
microscopio de epifluorescenciaNikon eclipse 50i con el djetivo de 40Xy fueron analizadas
con el software de imagenes Imagej.

4.4 Transfeccion de Oligonucledtidos

Los oligonucleétidos en los diferentes tratamientos fueron transfectadosusando
lipofectamina®2000 (4 EAOI T 3 Adefdué@do Apitacolo sgerido por el fabricante.

" OAOAI AT OAn OA DOADPAOe OT A Oi1 OAEel AT1T OATEA

medio libre de suero (OpttMEM® Gibco) y se permiti6 la mezcla por 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego se prepararon las soluciones de gdinucleétidos en medio de
cultivo libre de suero y sobre estos se adiciond la solucién de lipofectamina en proporcion
1:1, se mezcld y se dejé por 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formacion de
los complejosDNArlipofectamina. Finalmentelos complejos se adicionaban gota a gota sobre
los pozos de las placas de cultivo que contenian las células a tratar y se incubaba a 37°C por el
tiempo descrito para cada ensayo.

4.5 Caracterizacion del proceso de transfeccion de ODNs

Para evaluar la &iciencia de transfeccion las células fueron sembradas en placas de 12 pozos
una densidad celular previamente establecidéA549: 17000 cel/cm2, H292: 20000 cel/cm2y
MRG5: 22000 cel/cm?). Para alcanzar una confluencia entre el 7q 80% el dia de la
transfeccidon. Las células fueron transfectadas por 24 horas con el oligonucleétido marcado
con fluoresceina a las mismas concentraciones usadas en el ensayo de citotoxicidad (100nM,
50nM, 25nM, R.5nM y 6,25nM). También se incluyeron células sin transfectar como blanco.
Luego de esto las células fueron lavadas 3 veces con PBS para rettaligonucleétido que no

fue captado y se procedié de la siguiente manera
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4.5.1 Inmunofluorescencia

Se fijaon las células con paraformaldehido al 4% en PBS por 20 minutos y se agregd una
soluciéon para reducir autofluorescencia (50mM NECI, 100mM glicina en PBS) por 30
minutos. Luego se marcaron los ndcleos con DAPIsg tomaron imagenes de lasdminas
correspondientes a cada concentracion por microscopia de fluorescencia.

4.5.2 Citometria de flujo

Las células fueron desprendidas con solucién de tripsilEDTA (0.025%0.03%) por 5
minutos y se centrifugaron por 5 minutos a 1800rpm. Se realizé un lavado con PR&ra
retirar el remanente de tripsina, se centrifugd nuevamente y se resuspendio el pellet en
¢nmnt , Adeafaliz8en clitometrade flujo FACSAria Il (BD Biosciences).

4.6 Ensayo de citotoxicidad

4.6.1 Determinacion deCL50s

Las células fueron sembradas en placas de 96 poz@s549: 17000 cel/cm 2, H292: 20000

cellcm 2y MRG5: 22000 cel/cm 2) y se incubaron 24 horas para permitir su adherencia.

Luego, para valorarel efecto citotoxico de los otjonucleétidos, se prepararorctinco diluciones

obteniendo las siguientes concentraciones finale€:.00, 50, 25, 12.5 y6.25nM. Cada pozdue

OOAOAAT ATT pmnm t, AA AAAA OT A AA 1 A0 AEI OAETTAOC
control de crecimiento, un grupo de pozos sin célulasomo blanco de tratamiento G®mo

control positivo se utiliz6 el farmaco antitumoral Doxorrubicina en dosis entre (0.005 -

- g8 $AODOOiiddhto defd hor@sdekefird &l medio de cultivo, se realizan lavado
con PBS y sadicionaronp tmt{ | & de cllti&ofsin suplementarcon Rezasuring 1 8 . { -
Posteriormente, se incubaon las placaspor 4 horasa 37°C yla fluorescencia fue medideen
un lector TECAN a una longitud de onda demision de595nm. Con los datos de fluorescencia
obtenidos se calclo el porcentaje de viabilidad celular de acuerdo a la siguiente férmula:

0 QAOO®I @O A& ANR O Gt (EMET vo G d QQE o ¢

P &"Q0 6 Qmm@m@"wfliooowa X000 | £ Q8 BB Cookdal crEQdiE 0 & Qa Qb e 6 ¢

A partir de los datos obtenidos se realizaron gréaficas del % viabilidad vs concentracién de
oligonucleétido y a partir de estas se realiz6 una regresion no lineal por medio del software
Graphpal Prism5graficacon el fin de obtener [aCL50 estimadas para cada ODN. De la misma
gréfica se interpolaron lasCL30 y CIZ0 respectivas para el ensayo siguiente.

4.6.2 Cinética de crecimiento

Con el fin de determinar si los oligonucledtidos evaluadosenian un efecto citotoxico

sostenido en el tiempg las células fueron sembradas en placas de 96 poz@s549: 17000

cel/cm 2, H292: 20000 cel/cm 2y MRG5: 22000 cel/cm 2) y se incubaron 24 horas para

permitir su adherencia.Luego, se prepararon3 diluciones que correspondian a 1aCL30, CL50

e CL70determinadas en el ensayanterior, correspondientes a cadaoligonucle6tido y linea

celular. Cada pozdueOOAOAAT Al 1T pmnn t, AA AAAA OT A AA 1AO
pozos no tratado como control de creimiento, un grupo de pozos sin células como blanco de
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tratamiento. @mo control positivo se utilizé el farmaco antitumoral Doxorrubicina en

horasy se calculé ePt de viabilidad como se mencioné anteriormente.

4.7 Ensayos de apoptosis

Para aproximarnos al mecanismo de muerte celular inducido por el tratamiento con los ODNSs,
se realizaron dos ensayos de apoptosis por medio de kits comerciales para determinar
fragmentacion del DNA y actividad de caspasa 3.

4.7.1 Ensayo de TUNEL

Las lineas celulares fueron sembradaen laminas de 4 pozosNlillicell® EZ SLIDES Millipore)

a las mismas densidades celulares empleadas en los ensayos anteriores. Luego de 24 horas
las laminas fueron tratadas con ODN parental o modificado a una concentracion
correspondiente a laCL50y se incubaron por 24 horas a 37°C. Posteriormente se evalud la
AOACI AT OAAEE&T 1 OA1 ACNRIT@RIUS TUNELAASSay fér Anl SituEAPdptosd
Detedion, Alexa Fluor® 488 dyeé CJ0617 Life technologie§ siguiendo el protocolo del
fabricante. Finalmente las ldminas se lavaron con PBS, se realizé tincién con DAPI y fueron
observadas por microscopia de fluorescencia. Como control positivo de fragmentacion
nuclear se utilizé DNAsa | (ref18068015 Invitrog en) de acuerdo a las instrucciones sugeridas
en el kit.

4.7.2 Determinacién de actividad de caspasa 3

Las lineas celulares fueron sembradas en placas de 12 pozos a las mismas densidades
celulares empleadas en los ensayos anteriores. Luego de 24 horas,ldasnas fueron tratadas

con los oligonucledtidos a una concentracion correspondiente a GL50y se incubaron por 24
horas a 37°C. Posteriormente se evalué la actividad de caspasa 3 por medio del kit
colorimétrico G\poTarget Caspasex 0 O OA A Qrkf: KHAMZ2 U de technologies)de
acuerdo al protocolo del fabricante.Los resultados se expresan como el incremento de la
actividad de caspasa de las células tratadas relativo a las células sin tratamiento.

4.8 Ensayos de expresion diferencial de gebénco de STAT3

Con el fin de evaluar cambios em$ niveles deexpresion de genes transactivados por STATS3,
producidos por el tratamiento con los ODNsse realiz6 un ensayo dgRT-PCR en tiempo real.
Para esto las lineas celulares (A549, H292 y MIL se sembraron en placas dé pozos
manteniendo las densidades celulares empleadas en los ensayos anteriordsigron tratadas
con los ODNs parental, modificado y contrah las CL50 respectivas por un periodo de 24
horas.Comocondicién control seincluyé un pozo concélulas sin tratamiento.Posteriormente
se realizé la extraccion de RNA como se detalla a continuacion.

4.8.1 Extraccion de RNA

Se realizd por el método de TRIzol® (Invitrogen 1559918) de acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Brevemente|uego de las 24 horas de tratamiento, estos fueron retirados de los
pozos y se adiciod 1mL de TRIzol. Luego se adicionaron 2Q4L de cloroformo y se procedid
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a la separacion de fases. Sobre la fase acuosa se agregaron|B00de isopropanol para la
precipitacion del RNA. Finalmente se realiz6 un lavado con etanol al 70% y el RNA obtenido
fue cuantificadopor medio del Qubit® RNA Assay Kit (Q32852: Invitrogen®)y se almacenoé a
-20°C hasta iniciar el proceso de retrotranscripcion.

4.8.3 Sintesis de cDNA

El RNA extraido fue retretranscrito por medio del kit QuantiNova Reverse Transcription Kit
(Cat. No 205413) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. En cada experimento de
retrotranscripcién se tuvo en cuenta un control negativo adicional (R9) conteniendo el RNA
extraido pero que omitié la adicion de la retrotranscriptasa con el fin de corroborar la
ausencia de DNA genomico que pudiera alterar los resultados de la gPCR.

4.8.4 PCR en tiempeeal

Para la amplificacon se disefiaron primers especificos para los genes de interé3on base en
literatura (38, 39) se escogieron 3 genes blanco que son transactivados por STAT3 (Ciclina D,
VEGF y BCIXL implicados en procesos de supervivencia celulaangiogénesis y evasion de
APi pOT OEO8 #1 i1 GCATAO AA OAZEAOAT AEA DPAOA 11
actina (ACTB) y el gen que codifica para la subunidad lateral PO eproteina ribosomal
(RPLPO). Para el disefio de los primers se ugéiron diferentes herramientas, como IDT
SciTools (Integrated DNA technologies®) o primer BLAST (NCBI) para minimizar la presencia
de homo o heterodimeros y de inespecificidades. Ademas se tuvo en cuenta que los primers se
encontraran entre las uniones exérexon para evitar la amplificacion de DNA genémico. Las
secuencias utilizadas se describen a continuacion:

Gen deinterés Secuencia forward (5" - 3") Secuencia reverse (5" - 37)
RPLPO CAG ATC CGC ATG TCC CTT C| GAA CAC AAA GCC CAC ATT CC
ACTB GTCTTC CCIICC ATC GTG GTA CTT CAG GGT GAG GAT GC
BCLXL GTG GAA AGC GTA GAC AAG G CTG CAT TGT TCC CAT AGA GTT (¢

CICLINA D CCGTCCATGCGGAAGATC GAAGACCTCCTCCTCGCACT
VEGF AGG GCA GAATCATCA CGA A GGATGG CTT GAA GAT GTACTC

Tabla No 2. Secuencias deprimers disefiados para los ensayos de RT-PCR

Los ensayos de PCR en tiempo real se realizaron con el lkightCycler® 480 SYBR Green |
Master (Roche). El perfil de amplificacion fue el siguiente: Denaturaciéon a 95°C por 10
minutos seguida de 40 ciclos de 10 segdos a 95°C, 15 segundos a 58°C (Anillamiento) y 10
segundos a 72°C (extension). Finalmente se realiz6 una curva melting entre 58°C y 97°C
aumentando de forma continua 0.11°C/seg. Los ensayos se realizaron en un termociclador
Light Cycler 480 Il (Roche®).

A partir de los valores CT (threshold cycle) sestablecieron los cambios en los niveles de
expresion de los genegor medio de una cuantificacién relativgor el método de deltaCq la
cual tiene en cuenta las eficiencias de reaccién obtenidas para aaden en particular
(Ecuacion 1 y 2J84). Como condicion control se tomaron las diferentes lineas celulares sin
tratamiento. Estos ensayos se realizaron por duplicad@éplicas técnicas)y con dos replicas
biologicas para cada condicion evaluada.
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Donde NRQ Cuantificacién relativa normalizada
RQ Cuantificacion relativa para el gen
Egen: Eficiencia de la amplificacion para el gen respectivo
CT control: CT promedio en la condicion sin tratamiento
CT tratamiento : CT promedio luego del tratamiento
Genrl: Gen de referencia 1l Gen r2: Gen de referencia 2

4.9 Andlisis estadistico

Los datosy graficas obtenidas corresponden alpromedio + desviacion estandarde 2

experimentos independientes realizados por triplicado. El analisis estadisticud realizado

por medio del software GraphPad 5 (Prism 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, L&A tilizé

el andlisis de Mann-Whitney para comparaciéon multiple, para determinar si existen
diferencias significativas entre grupos. Los valores p obtenidos s@xpresados de la siguiente
manera:

*Si el valorp es menor a 0.05
** Si el valorp es menor a 0.01

*** Si Si el valorp es menor a 0.001

Capitulo 5.Resultados y discusion

5.1 ¢Hay expresion del factor de transcripcion STAT3 en su forma basal o
fosforilada (Y705) en las lineas celulares A549, H292 y-BIRC

Para corroborar que las lineas celularea emplear expresaran el blanco molecular, la proteina
STATS, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia en la cual se hizo la marcacién con
anticuerpos que reconocen el factor en su estado basal (STAT3) o con fosforilacion en el
residuo de tirosina 705 (STAT3Y705).

Como se observa en ligura No.1 las células tumorales (A549 y H292) expresanl ¢éactor de
transcripcién STAT3, el cual se encontré distribuido niformemente en todo el citoplasma
junto con algunas estructuras mas acumuladas que rodean el nucleo celulary D). También
se observé presencia de STAT3 a nivel nucleaunque erbaja proporcion (C y F) Respecto a

30



A549

H292

la linea celular de fibroblastos MRG5, también se encontré pesencia de STAT3 a nivel
citoplasmatico (l) pero la marcaciéon fue de menor intensidad frete a las dos lineas

tumorales.
STAT3 DAPI MERGED

Figura 1. Expresion de STAT3 en las lineas celulares A549, H292 y MRC-5. Microfotografias de las
células A549, H292 y MRG en condiciones normales de cultivo. Las células fueron fijadas y marcadas
con un anticuerpo monoclonal especifico para STAT3 @00) y un anticuerpo secundario conjugado a
Alexafluor 488 (1:800). Las imagenes fueron tomadas comicroscopio de epifluorescenciaNikon
Eclipse IX50(Objetivo 40X)

Simultaneamente se evalud la presencia de STAT3 fosforilado en el residuo Y705 coimeadld
determinar la activacion en la via de sefializacion ya que en este estado, STAT3 es capaz de
formar homodimeros para su posterior translocacién en el ntleo.De acuerdo a las imagenes

de la figura No.2 se encontré quias lineas A549 y H292 en condianes normales de cultivo

31



presentan una acumulacion de estructuras Y705-STAT3 positivas, siendo mas intensas
alrededor delnucleo.(Flechas, Ay D También se observan algunos puntos que colocalizan en
el nicleo. Sin embargo, estas caracteristicas nodgservaron en las células MRS, las cuales
presentaron una marcacion positiva mas tenue, sin acumulacion visible en alguna regioén
celular especifica.

Y-705-STAT3 DAPI MFRGFD

A549

H292

MRG5

Figura 2. Expresion de Y-705-STAT3 en las lineas celulares A549, H292 y MRG5. Microfotografias

de las células A549, H292 y MRE en condiciones normales de cultivo. Las células fueron fijadas y
marcadas con un anticuerpo mondonal especifico para STAT3 (1(8) y un anticuerpo secundario
conjugado a Alexafluor 488 (1:800). Las imagenes fueron tomadas con microscopio de epifluorescencia
Nikon Eclipse 1X50(Objetivo 40X).



Estos resultados confirmaron laexpresion de STAT3 en las 3 lineas celulares empleadas, en
mayor medida en las lineas tumorales. Un aspecto interesante es que se observa la presencia
de STAT3 a nivel nuclear o formando agrupaciones en algunas partes de la célula. Este
resultado es coherente con varios reportes en los que se demuestra que STAT3edauser
translocado al nucleo independiente de su fosforilacion en Y705 (34) y de esta forma puede
incluso unirse al DNA para favorecer la transcripcion de otros genes diferentes a los descritos
en la via de sefalizacion convencional (85, 86).

Por otra parte, a pesar que la marcacion obtenida en la proteina STAT3 fosforilada en Y705 no
fue la esperada ya que no se concentrd dentro del nucleo, si se observan algunos camulos que
rodean al nlcleo en el caso de las lineas tumorales, lo que podria sugetie ggn nuestro
modelo Y-705-STAT3 se acumula en la regién perinuclear y podria estar transcripcionalmente
activo. Esto se apoyaria en un reporte de Shaiken y Opekun, quienes lograron aislar el espacio
perinuclear en lineas tumorales (MDAVIB-435, HelLa) y MEE inmortalizados y demostraron

la presencia de STAT3 y otros factores de transcripcién en esta region (87). Adicionalmente,
otro estudio describe la acumulacién nuclear de STAT3 activado en estructuras semejantes a
cuerpos nucleares que ademas colocalizaron la histona acetilada H4 y la proteina CBP (88)

lo cual asociaria la presencia de STAT3 en dicha region con su papel en procesos de
transcripcion de genes.

5.2 ¢ Es transfectadde forma eficiente el sefiuelo dirigido a STAT3 en las lineas
celulares A549, H292 y MRC.5

Para determinar si el proceso de transfeccion utilizado permitia la captacion celular de los
ODNs, se evaluo la localizacién celular y la eficiencia de la trarsfién de wn sefiuelo marcado
con FITC. 8 pudo determinar queluego de 24 horas de transfeccigrel sefiuelologra ingresar

a la célula yse localiza mayoritariamente a nivektitoplasmatico, que corresponde con el sitio
de accidénesperado (Figura No.}. Posteriormente se evalué la captacién del sefiuelo en un
rango de concentraciones entre @z 100nM para asegurar que este era eficientemente
transfectado a concentraciones mabajas.

Figura 3. Localizacién subcelular del ODN modifi cado marcado con FITC (100nM) transfectado en las
lineas celulares A549. H292 v MRC-5.
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De acuerdo a la figura No.4A se encontré6 un aumento de la fluorescencia asociado al
aumento de la concentracion del sefiuelo, luego de un periodo ttansfeccion de 24 horas. A

6nM se evidencian algunos puntos de fluorescencia, indicando que a la menor concentracion
evaluada el ODN ya es captado en las 3 lineas celulares. Ademas se observa que entre las
concentraciones 50nM y 100nM no hay diferenciasapreciables en la intensidad de
fluorescencia indicando que probablemente a estas dosis se alcance la eficiencia maxima de la
transfeccion.

Para corroborar estas observaciones, se realizé una citometria de flujo para cuantificar la
eficiencia de la transéccion (Fig 4B. Se encontrd que las 3 lineas fueron transfectadas con el
sefiuelo incluso a la menor concentracion de 6nM. En esta condicién se encontr6 que ertre
60- 65% de las células captaban en su interior el sefiuelo. Adicionalmente se observa qua |
50nM se alcanza el maximo nivel de transfeccion y no hay diferencias significativas incluso si
se duplica la concentracion de sefiuelo a 100nM.

El uso de oligonucledtidos tipo sefiuelo como modelo de terapia dirigida ha sido ampliamente
descrito en diferentes tipos de enfermedades, entre ellas el cancer. Sus ventajas frente a
terapias convencionales incluyen la selectividad y especificidad de sus efectos, lo cual
depende directamente de aspectos como la concentracion, tiempos de tratamiento o la
secuenca del ODN. En primer lugar, los resultados de la evaluacién del proceso de
transfeccién de un ODN marcado (Figura 4) mostraron que este fue captado efectivamente en
las 3 lineas celulares con eficiencias mayores al 50%. Llama la atencién que a difereneia d
varios estudios en otros modelos celulares, en los que se demuestra que este tipo de
moléculas aparte del citoplasma pueden incluso localizarse en el nucleo (68,80) luego del
periodo de tratamiento, el ODN se localiza de forma uniforme en el citoplasmano es capaz
de entrar al ndcleo bajo las condiciones de transfeccion utilizadas (Figura 3). Esto podria
sugerir que en nuestro modelo, el bloqueo de STAT3 con el sefiuelo debe ocurrir en
citoplasma evitando que el factor de transcripcion pueda entrar allcleo.
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Figura 4. Eficiencia de la transfeccion del ODN marcado con FITC transfectado en
concentraciones 6 z 100nM en las lineas celulares A549, H292 y MRGC-5. A) Imagenes de
inmunofluorescencia del proceso de transfeccion. B) Cuantificacion de la eficiencia de
transfeccion del ODN por citometria de flujo.
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5.3 (Tiene efecto citotoxico la transfeccion deODNs (parental, modificadg
control) sobre las lineas celulares A549, H292 y MR

Para establecer el efecto de los ODNs transfectados sobre la viabilidad celular de las lineas
tumorales y control, se realizd un ensayo de citotoxicidad_as células fueron transfectadas
con lossefiuelos parental, modificado y control a concentraciones entreX0OnM y luego de

24 horas de tratamiento se realizé el ensaymetabolico de resazurina. Como se observa en la
figura No.5, bajo estas condiciones se logndna disminuciéon significativa enla viabilidad
celular de forma dosis dependiente en las células A549 y H292 que fueron transfectadas con
los sefiuelos parental y modificado. En A549 se alcanz6 una reduccion deslgervivencia
hasta un 45% (Parental) y 36% (modificado)a concentracionesde 100nM (5A). En H292 se
alcanzé una reduccion hasta el 43%e supervivenciacon ambos sefiuelog5B). Sin embargo
en esta lineano hay una disminucion significativa de lasupervivencia mas allad de la
concentracion 50nM

Con respecto al sefiuelo controlse encontré una respuesta diferente en cada linea celular. En
A549 se obtuvo una disminucion maxima de la supervivencia hasta el 60% a 50r{BR)
mientras que en H292 la supervivenciadisminuyé hasta un 83% a 50nM (5B). Estos
resultados sugierenque probablemente haya efectosinespecificos del sefiuelo controlsiendo
mas importantes para la linea A549 pero que en gran medida son generados a
concentraciones significativamente altas

Con respecto a la linea celular no tumoral, se encontr6 que en los tregiselos no tuvieron un
efecto significativo sobre la supervivencia celular, ya que en todo el rango de concentraciones
los valores permanecieron entre un 8090% (Fig 5C). Comparando con lo obtenido para las
lineas tumorales, estos resultados indican quel efecto citotdxico de los sefiuelos es selectivo
para las lineas tumorales y no para los fibroblastos de pulmén.

Debido a que los datos anteriores no sugieren si los efectos de los sefiuelos son sostenidos en
el tiempo, se decididé evaluar la cinética dsupervivencia hasta un tiempo de tratamiento de

96 horas a 3 dosis diferentes que se escogieron teniendo en cuenta las concentracidatdes

30, 50 y 70 (L30, CL50, CL70) del experimento anterior. Para esto, a partir de las gréficas
obtenidas se realid una regresion no lineal y asi poder estimar dichas concentraciones (Tabla
No 3).
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Figura No 5. Curvas de citotoxicidad de las lineas celulares A549, H292 y MRC-5 tratadas 24
horas con ODN par, ODN mod y ODN control.Las células se sembraromn placas de cultivo de 96
pozos.24 horas despuésfueron transfectadas con los sefiuelos a concentracionég.25nM, 12.5 nM,
25nM, 50nM, y 100nM). Se realiz6 una lectur24h post-transfeccion por el método de RezasurinalLas
gréficas corresponden a dos experimentos independientes por triplicadd\) Linea celular A549,B)
Linea celular H292C) Linea celular MR&5.

Linea ODN CL30(nM) CL50(nM) CL70(nM) R2

A549 Par_e_ntal 11.80+1.16 64.43+1.25 351.56 0.8285
Modificado | 8.89+1.29 36.93+1.09 153.46 0.9534

H292 Par_e_ntal 15.03+1.35 52.82+1.11 173.78 0.9284
Modificado | 14.82+1.56 58.99+1.18 234.96 0.8641

Tabla No 3. Valores estimados de la CL30, CL50 e CL70 por

medio del ajuste de las curvas de
supervivencia con una regresion no lineal NMlodelo Log (Do) vs respuesta normalizadg pendiente
variable) con ayuda del software Gaphpad prism.
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Como se observa en lagura 6, en generalse encontré un efectdifasicode los sefiuelosobre

las lineas tumorales mostrando una disminucion inicial de la supervivencia de forma tiempo
dependiente entre las 0 y 48 horas de tratamiento con posterior recuperacion hasta las 96
horas post transfeccion. Ademas se puede ver que el inicio del efecto citotoxico de los
sefiuelos es temprano ya que a las 12 horas post transfeccion ya hay una disminucion
significativa del porcentaje de supervivencia.
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Figura No 6. Cinética de supervivencia de las lineas celulares A549, H292 y MRC-5 tratadas
entre 0 y 96 horas con ODN par, ODN mod y ODN control.Las células se sembraron en placas de
cultivo de 96 pozos. 24 horas después, fueron transfectadas con los sefiuelos a concentraci@hs,
CL50 e CL70 (A549 y H292) y 100nM para MR&. . Se determind la supervivencigpor el método de
Rezasurina. Las graficas corresponden a dos experimentos independientes por triplicadd) Linea
A549, CD) Linea H292, E) Linea MRG5. Como control positivo se utilizd el agente antitumoral

fcut-qQ
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Por otra parte, se encontré un comportamiento diferente entre los sefiuelos dependiendo de
la concentracion evaluadaA una dosis baja €L30) los sefiuelos generan una disminucion de
la supervivencia hasta las 4&oras (A549: Parental 44%, Modificado 4%; H292 Parental
75%, Modificado 56%) de tratamiento y posteriormente se presenta una recuperacion hasta
las 96 horas. Esteomportamiento se presentd en las dos lineas tumorales/aluadas

Cuandose empleo 1aCL50 (curva azul), en la linea A549 6A y 6B)se obtuvo una disminucion

de la supervivencia considerable, alcanzando ehinimo a las72 horas (ODN par 4%, ODN
mod 17%). Sin embargo, a las 96 horas se alcanzé una recuperacién hasta el 43% de
supervivencia con elODN mod a diferencia delODN par en el que el efecto citotdxico fue
constante.Por otra parte, en la linea H29Z6C y 6D)se alcanz6 el punto maximo de muerta

las 48 horas ODN par 28%, ODN mod 22% supervivencia) con posterior recuperacion que
fue leve paraODN mod (31% en 96 horas) y mas significativa par@ODDN par (57% en 96
horas). En este caso dicha diferencia podria atribuirse a paesencia de modificaabnes en el
sefiuelo que podrian favorecer su mayor estabilidad en la célula y por tanto un efecto
citotoxico sostenido a diferencia del sefiuelo sin modificaciones.

En el caso del ensayo con 1&L70 (curva roja), se obtuvieron efectos citotoxicos muy fuertes
para la linea A549, en laual la supervivencia se mantuvo constante por debajo del 10%
entre las 24 y 96 horas deratamiento para ambos sefiuelos. A diferencia de esto, la linea
H292 tuvo un comportamiento en el que se alcanzé el minimo de supervivenadas 48horas
(ODN par 19% y ODN mod 16%y una ligera recuperacion solo para el ODN parental a las
96horas. Este resultadoapoyaria la idea que el ODN modificado presenta ventajas sobre el
parental dando un efecto sostenido en el tiempo.

Con respecto alsefiuelo control (curva gris), se decidié evaluar a la concentraci6bn maxima
(100nM) ya quedebido a la tendencia de la grafica (Fig 58) noera posible estimaruna CL50
por medio de regresion. Para la linea A549 se obtuvo nuevamente una disminucién
considerable del porcentaje de supervivencia llegando hasta un 57% a las 48 horas y
posterior recuperacion a diferencia de la linea H292 en la que el efecto sobre la supervieia

fue mucho mas levePorlo tanto, este resultado confirma la presencia de efecta® inhibicion
inéspecificos significativos del ODN control en la linea A549, pero a una concentracion mucho
mayor que la empleadgara los sefiuelos parental y modificado

Finalmente,la graficade este ensayo en la linea de fibroblastddRG5 (Fig 6E) muestraque
hay una ligera disminucién del porcentaje de supervivencia con el ODN mod luego de 48
horas de tratamiento (75%) pero permanece constante hasta las 96 horas. Clms ODNs
parental y control no se obtuvo un efecto considerableobre la supervivencia celular

Es posible especular que los mayores efectos con el ODN modificado sean el resultado de un

aumento en su estabilidad al interior de la célula y asi brindar uefecto sostenido en el

OEAI P18 %l 1 O0AOGOOI AEOAdiI OA ETAI QUAOTT 11 AEEEA]
sefiuelo ya que estos son los sitios mas susceptibles de degradacién por nucleasas. En relacion

a esto, un reporte de Sen y Col demostré qat uso de modificaciones quimicas tipo hairpin

en oligonucleotidos les confiere un aumento de la vida media en suero respecto a un ODN
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parental, lo que a su vez se asocio con una mayor disminucién de la viabilidad in vitro (6). Sin
embargo, en la linea AZ9 se obtuvo el comportamiento contrario ya que con la CL50 a las 96
horas post tratamiento, el ODN parental tuvo un efecto sostenido mientras que con el ODN
modificado se obtuvo una recuperacion significativa de la supervivencia (Fig 6A y 6B). En este
cao la diferencia podria estar mas relacionada a un efecto por la dosis usada ya que la CL50
del ODN parental es casi el doble que la del ODN modificado.

En conjunto, estosresultados sugieren que por una parte hay una selectividad en el efecto
citotoxico de los sefuelos parental y modificado probablemente asociado a la mayor
presencia del blanco molecular (STAT3) y a la dependencia sobre este para la supervivencia
de las lineas tumorales y no la linea celular control. Por otra partesldiferencias en elefecto
citotoxico entre el sefiuelo parental y modificado en especial en la linea H292 podrian sugerir
que dichas modificaciones le ofrecen ventajas como una mayor estabilidad para ejercer un
efecto sostenido en el tiempo y asi evitar las fases de recugeidn de la supervivencia.

5.4 ¢ Eltratamiento con los ODNs parental y modificadbene efecto sobre
la activacion de caspasas 3 \efi las lineas A54%292y MRCG5?

En la seccion anterior se demostr6 que los ODNs parental y modificado tuvieron un éfec
citotoxico sobre las lineas tumorales. Sin embargo dichos resultados no permiten relacionar el
efecto obtenido conalgin mecanismo de muerte celularTeniendo en cuenta un trabajo
previo llevado a cabo emuestro grupo de investigacion y algunos repoks de literaturase ha
encontrado que este tipo de moléculas (ODNs) producen muerte celular principalmente por
medio de apoptosis. Por lo tanto se evalué la activacion de caspasas 3 y 7 luego del
tratamiento de las lineas células con los sefiuelos asl@orcentraciones CL50 durante 24
horas. De acuerdo a la figura 7 se encontr6 quel tratamiento con los ODNs indujo un
aumento en la actividad de caspasas 3 y 7 el cual fue alrededor de dos veces para la linea
A549 y alrededor de 4 veces para H292espectoa las células sin tratamiento.Sin embargo,

no se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre tratamientos en
ninguna de las tres lineas evaluadas lo que indicaria que las modificaciones quimicas en el
ODN no generan ventajas eruanto a la induccion de actividad de caspasas y por lo tanto no
es posible afirmar que cualquiera de los tratamientos ejerza igual influencia en el fenébmeno
de induccidon de apoptosis celular. Respecto a la linea celular A549, a pesar que hay un
aumento deldoble en la actividad de caspasas luego de los tratamientos no se puede aseverar
gue las diferencias cualitativamente observadas tengan robustez y significancia biolégica.

En la linea MR& también se observa un aumento de la actividad de caspasas luego del
tratamiento con los ODNs parental y modificado pero no se encontraron diferencias
significativas entre el ODN control y las células sin tratamiento.

Estos resultados indcarian que los ODNs estarian induciendo un proceso de apoptosis. Sin
embargo es necesario evaluar el proceso de muerte en etapas posteriores a la activacion de
caspasas para confirmar dicha observacion.
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Figura 7. Actividad relativa de caspasas 3 o 7 en las lineas A549, MRC-5 y H292 luego del
tratamiento con ODN Par, ODN mod y ODN control. Las células fueron tratadas a 1&0L50 (A549 y
H292) y 100nM paa MRG5 por 24 horas en placas de 48 pozos. La activillale caspasas 3/7 fue
medida usando un kit colorimétricoApoTarget Caspas8 Protease Assage acuerdo a las instrucciones
del fabricante. Todas las medidas son relativas a las células sin tratamiento. Como control positivo se
usé O, p mmt - DI OCaga bara @grédénta el promedio + SD de dos ensayndependientes

por duplicado. Prueba ManrWhitney comparando los tratamientos vs las lineas no tratadas. P<0.05*

5.5 ¢ Hay fragmentacion nuclear en las lineas celulares A549, H292 ySMRC
luego del tratamiento con los sefiuelos parental o modificado?

Para confirmar un proceso de muerte por apoptosisse decidié evaluar la fragmentacion a
nivel nuclear que corresponde a uno de los cambios morfolégicos caracteristicosen las
etapas finalesde este modo @ muerte celular. Paraesto, las lineas celulares fueron tratadas
por 24 horas con los ODNs parental y modificado y luego s=alizé un ensayo de TUNEIn

situ que fue visualizado por microscopia de fluorescencia. De acuerdo a fgura No8A y B
tanto en la linea A549 como en la H292 se observan cambios en la morfologia nuclear luego de
los tratamientos, con algunas células en las que se evidencia condensacién del nucleo y otras
gue ademds presentan marcacion TUNEL positiva similar a la obtenida con ehizol positivo
(DNASa) Adicionalmente y de forma interesante también se evidencia la formacion de
estructuras nucleares pequefiagque contienen DNA fragmentaddrecuadros) y que podrian
corresponder a cuerpos apoptoticos.

En cuantoa los fibroblastos MRE5, también se encontré marcacion TUNEL positiva luego de
los tratamientos (8C). Sin embargo en esta linea s6lo se observaron caracteristicas de nucleos
condensados y a diferencia de las lineas tumorales no se encontré evidencia derpos
apoptoéticos. Ademas en las células sin tratamiento también se observaron células con el
nucleo fragmentado, probablemente debida un proceso normal de muerte.
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Figura No 8. Ensayo de fragmentacién nuclear de las lineas celulares A549, H292 y MRC-5
tratadas con ODN par y ODN mod.Las células fueron tratadas a 1&L50 (A549 y H292) y 100nM para
MRGS5 por 24 horas.Luego se realiz6 marcacién para nicleos fragmentados por medde un kit de
TUNEL. Se muestran imagenes representativas tomadas con microscopio de fluorescelfolgetivo
40X). Flechas: indican nucleos con marcacion TUNEL positiva. Recuadros: ampliacionstrando
cuerpos apoptoticosA) A549, B) H292 y C) MRG5
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Sin tratamiento

ODN Parental DNAsa

ODN modificado

B) H292

TUNEL DAPI MERGED

Continuacion Figura No 8. Ensayo de fragmentacion nuclear de las lineas celulares A549, H292 y
MRGS5 tratadas con ODN par y ODN mod.B) H292
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ODN parental DNAsa Sin tratamiento

ODN modificado

C) MRG5

TUNEL DAPI MERGED

Continuacién Figura No 8. Ensayo de fragmentacion nuclear de las lineas celulares A549, H292 y
MRGS5 tratadas con ODN par y ODN mod. C) MRG5
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A partir de las imagenes obtenidas, se realizd un conteo de 300 células/tratamiento para
determinar el porcentaje de células con nuclefragmentado luego de los tratamientos. (Figura

9). Los resultados muestran que en la linea A549 y H292 hay un aumento significativo en el %
de células TUNEL positivas luego de los tratamientos con los ODNs. Ademas, en la linea A549
se observan diferencia significativas entre los tratamientos, siendo el ODN parental el de
mayor induccién de nicleos fragmentados. En la linea H292 no hubo diferencias entre el ODN
parental o modificado, siendo esto consistente con lo obtenido en los ensayos de citotoxicidad.

Con el ODN control, hubo un aumento del porcentaje de células TUNEL positivas respecto a
las células sin tratamiento, pero este efecto es menor comparado con los ODNs parental y
modificado. Este resultado es congruente con los ensayos de citotoxicidadles que también

hay un pequefio porcentaje de células muertas luego de este tratamiento.

En cuanto a la linea MRG, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos y las células sin tratamiento. Sin embargo el aumento @h porcentaje de
células TUNEL positivas relativo a las no tratadas es bajo ya que en esta condicibn se
encuentra un 6.5% de células con nudcleo fragmentado por procesos normales de muerte
celular.
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Figura 9. Cuantificacién del ens ayo de fragmentacién nuclear TUNEL de las lineas A549, H292 y MRC-5.
Porcentaje de células que presentaron marcaje TUNEL positivo luego del tratamiento por 24 horas con CL50 de los
ODNs parental, modificado y control. Como control positivo se emple6 DNA§A.U/100uL). Cada barra representa

el promedio + SD de dos ensayos independientes. Prueba Manhitney comparando los tratamientos vs las lineas
no tratadas. P<0.05*

Como es sabido, la fragmentacion internucleosomael DNA de doble cadena en fragmentos
de 180-200 bp ocasionada por varios sustratos de caspasas como la CAD, constituye uno de
los marcadores principales de un proceso de apoptosis (89). Como se describid en la figura 8
(A y B), luego del tratamiento ca los ODNs en la lineas A549 y H292 se evidencid la
formacion de cuerpos esféricos distribuidos con DNA fragmentado, aparentemente
encapsulados en alguna membrana lo que hace pensar en cuerpos apoptéticos. Este tipo de
estructuras definidas se consideran aracteristicas en fases tardias del proceso de apoptosis
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(90). En la cuantificacion realizada, para la linea celular A549 se podria afirmar que las

modificaciones en la molécula pueden variar la respuesta de las células luego del tratamiento.
Sin embargq esto también depende de las caracteristicas propias de cada linea celular ya que
en la linea H292 no fue posible encontrar diferencias entre ODNSs.

En general, en estudios in vitro que emplean ODNSs de tipo sefiuelo en células tumorales no se
describe eluso de algun modelo control no tumoral para demostrar la selectividad de los
efectos observados. Un aporte de este trabajo fue el uso de los fibroblastos pulmonares MRC
y en cuanto a los ensayos de apoptosis se puede destacar en la figura 9, que &bantientos
produjeron mayor fragmentacion nuclear relativa a las células sin tratamiento en las lineas
tumorales comparado con la linea de fibroblastos. En un estudio se demostré que ODNs-anti
STATS indujeron apoptosis en lineas tumorales de cancer de gaeas DU145 a diferencia de

lo obtenido en fibroblastos dermales humanos donde la induccion de apoptosis fue mucho
menor (91). Con base a lo anterior y a lo expuesto sobre las curvas de citotoxicidad para la
linea MRG5 se podria sugerir que los efectos el los ODNs antSTAT3 ensayados son
selectivos sobre las lineas tumorales.

En conjunto con lo descrito para el ensayo de caspasase podria relacionar a que el
tratamiento con moléculas tipo oligonucleétido sobre un blanco especifico, en nuestro caso
STAT3, logra efectos controlados sobre procesos como la muerte celular lo cual es muy
importante para la validacion de nuevas terapias dirigidas.

Los resultados obtenidos no permiten saber realmente el mecanismo de induccién de

apoptosis por parte de los sefiues, si es a través de la via intrinseca o extrinseca de

apoptosis. De acuerdo a lo que se ha reportado en literatura, es posible especular que el
mecanismo se asocie a una alteracion en la proteinas de la via mitocondrial, teniendo en
cuenta que STAT3 mdula la expresion de genes como BEXL o BCE2 que regulan el proceso

de apoptosis en otros modelos tumorales (92).

5.6 ¢ El tratamiento con los ODNs parental, modificado y control modula la
expresion de los genes blanco de STAT3 {BCLCiclina D y VEG#) las

lineas celulares?

Para determinar de forma indirecta si el efecto citotoxico observado de los ODNs se debe a
un efecto directo sobre el factor STAT,3e usé la metodologia reportada por Gao y Zhang (68,
82) donde se asocia la efectividad de losBDIs sobre la funcion transcripcional del factor de
transcripcién con cambios en la expresion de algunos de sus genes blanco. Para esto se
escogieron 3 genes blanco de STATS3 relacionados con procesos celulares de proliferacion
(Ciclina D1), angiogénesis (EGF) y evasion de apoptosis (BEXL). Adicionalmente este
Ultimo permitiria describir mas el interrogante planteado sobre el mecanismo puntual de
muerte celular. Para este ensayo las lineas celulares fueron tratadas con los ODNs por 24
horas a las Ci respectivas teniendo en cuenta que en estas condiciones las células
remanentes aun cuentan con ODN en su interigrestan en proceso de muerte celular.uego

de esto se procedié con la extraccion de RNA, sintesis de cDNA y PCR en tiempo real.
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Inicialmente sellevd a cabo una estandarizacion de la técnica de P@Rra determinar las
eficiencias de amplificacion parads genes blanco y de referencia con el fin de escoger el
método apropiado para la cuantificacién relativa Como se observa en el Anexo 1, debido a
que las eficiencias entre los genes de referencia y los genes blanco no fueron
significativamente similares para todos los casos, se optd por la cuantificacion relaiv
reportada por Hellemans y col(84) basada en el método de pfaffl, que tiene en cuents
eficiencias para cada gen y que permite expresarla de forma normalizada a los dos genes de
referencia seleccionados (RPLPO y ACTB) de forma simultAnesomo se describié en la
seccion de metodologia (Pag. 290)

A ontinuacién se encuentran los resulhidos obtenidos en las 3 lineas celulares tratadas e
indican los cambios en la expresion de los genéanco seleccionado relativaa las células sin
tratamiento.

Figura No.10: Expresion relativa de los genes BCL-XL, Ciclina D1 y VEGFen las células A) A549, B) H292 y C)
MRG5 tratadas con ODN PAR, MOD oControl . Serealiz6 una cuantificacion relativapor RT-PCR de los
cambios de expresiéon de 3 genes blanco de STAT3 luego del tratamiento por 24 horas con los ODNSs. Las barras
indican el promediot SD (n= 2 experimentos independientes por duplicados) expresados como el nivel de mRNA
relativo a las céluas sin tratamiento y normalizado con dos genes de referencia (RPLPO y ACHueba Mannr
Whitney (*) p< 0.05 diferencias respecto a células sin tratamientdSIN: Sin tratamiento; PAR: Parental; MOD:
Modificado; SCR: Control.
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