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RESUMEN   
 

p53 es un supresor tumoral que presenta diversas mutaciones en la 

mayoría (aprox. 70%) de los cánceres metastásicos.  Este factor transcripcional 

está involucrado en procesos celulares importantes como la regulación del ciclo 

celular, inducción de muerte por apoptosis, estabilidad genética y metabolismo 

intermediario.  Las mutaciones de p53 alteran sus vías canónicas de supresión 

tumoral causando tanto la pérdida de la función de la proteína como la  adquisición 

de funciones relacionadas con la malignidad. Los residuos de arginina-248 y 

arginina-273 del domino de unión al DNA son los aminoácidos con mayor índice 

de mutabilidad en el 80% de los cánceres malignos y metastásicos. Hasta el 

momento, no se ha analizado el efecto de la mutación de p53 sobre el 

metabolismo energético, el cual es esencial para la transformación y desarrollo del 

tumor. 

En nuestro grupo de trabajo, se evaluó el efecto de p53 silvestre (p53WT) no 

mutado sobre el metabolismo energético tumoral.  Para lo anterior, se sobre-

expresó p53 en la línea de cáncer cervicouterino humano estadio IV (HeLa), la 

cual contienen niveles indetectables de p53 por su constante degradación 

mediada por la proteína viral E6.  Esta línea cancerosa transformada y llamada 

HeLa-H (o HeLa con p53 sobre-expresado) mostró un aumento en el contenido de 

proteínas mitocondriales (2-4 veces), del flujo de la fosforilación oxidativa (FO) 

(60%) y del potencial transmembranal mitocondrial (40%); sin embargo, a pesar de 

que p53 causa una disminución significativa el algunas proteínas glucolíticas como 

GLUT1 y GLUT3 (1-1.5 veces), el flujo no varió significativamente comparado con 

HeLa-L (células carentes de p53). Recientemente se ha asociado la agresividad 

de un tumor con la presencia de mutaciones de p53, por lo que en este proyecto 

se analizó el efecto de la sustitución de la arginina-248 en p53, por glutamina 

(R248Q) sobre el metabolismo energético de HeLa.  Nuestros resultados 

mostraron que la mutación R248Q (HeLap53R248Q) se asocia con una menor  

expresión en los  blancos canónicos, TIGAR, NOXA y PUMA.  Con respecto a la 

duplicación celular, la mutación promovió una disminución significativa (1.3 veces) 
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en el tiempo de duplicación celular comparado con las HeLap53WT.  Además, en el 

sobrenadante de los cultivos de células HeLap53R248Q se encontró una gran 

cantidad de células viables, debido a la disminución (60%) del contenido de 

proteínas de adhesión como E-caderina, β-catenina y vimentina. A nivel 

energético, la mutación promovió un aumento de 1.5-3 veces en el contenido de 

proteínas glucolíticas GLUT1, GLUT3, HKI y HKII que correlacionó con un 

aumento del flujo glucolítico del 70% vs. HeLap53WT. En paralelo, la mutación 

disminuyó 40-80% el contenido de proteínas mitocondriales ND1, COXIV, 2ODGH, 

GA y ATPasa lo que correlacionó con una disminución del 60% en el flujo de la 

fosforilación oxidativa y en el potencial transmembranal mitocondrial.  En estas 

condiciones, la mutación de p53 promovió que la glucólisis fuera la principal vía de 

producción de ATP (77%) en condiciones aeróbicas, efecto conocido como efecto 

Warburg. Con estos resultados se demuestra que la presencia de p53 mutado 

favorece el efecto Warburg promoviendo una mayor dependencia al metabolismo 

glucolítico para la obtención de ATP.  
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1. INTRODUCCIÓN 
 

 
1.1 Epidemiologia del cáncer  
 

El cáncer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el 

2012, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó 8.2 millones de 

defunciones relacionadas con esta enfermedad, y ocupando  el segundo lugar 

como causa de defunciones, después de los padecimientos cardiovasculares [1]. 

En México, los principales tipos de cáncer con mal pronóstico son los de pulmón 

con el 9.7%; mama con 7.2%; próstata con 8.1%, cervicouterino con 6.1% así 

como colon y recto con el 6% [2] 
 
1.2 Cáncer 
 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades que involucra el 

crecimiento acelerado de células malignas dentro de un órgano o tejido, 

comprometiendo su funcionalidad. Las células cancerosas presentan 

características que difieren de las normales y que les permite sobrevivir en 

microambientes hostiles, entre ellas están: 1) resistencia a la muerte celular; 2) 

capacidad de invasión y metástasis; 3) angiogénesis; 4) cambios en el 

metabolismo intermediario; 5) evasión del crecimiento; 6) inmortalidad; 7) 

inestabilidad genómica; 8) promoción de la inflamación y 9) evasión del sistema 

inmune.  Estas características se presentan como consecuencia de la sobre 

expresión de oncogenes o bien, por la pérdida de genes supresores tumorales, 

como p53 [3]  
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1.3 Características de P53  
 

P53 es un supresor tumoral que pertenece al grupo de los factores de 

transcripción y codifica para una fosfoproteína de 53kDa  [4].  P53 está 

involucrado en diversos procesos celulares importantes en la supresión tumoral, 

como en la determinación de la respuesta de las células a numerosos tipos de 

estrés tales como daño del DNA, la hipoxia, disminución nutricional, supervivencia 

celular y la promoción de la muerte celular [5, 6, 7]. En la última década se han 

propuesto nuevos blancos de p53 involucrados en la regulación del metabolismo 

energético celular [4]. 

 
1.4 Estructura 

p53 se compone de cinco dominios funcionales: un domino de 

transactivación (TA), donde se fosforilan las proteínas para su activación; un 

dominio rico en prolinas (PRD), involucrado en la regulación de muerte celular por 

apoptosis; un domino de unión al DNA (DBD), el cual tiene unión directa con los 

elementos de respuesta de p53; un dominio de oligomerización (OD), donde se 

lleva a cabo la unión de los monómeros de p53 para formar el tetrámero activo, y 

un dominio carboxilo terminal (CDT) donde se llevan a cabo las modificaciones 

postraduccionales para la regulación de la proteína [8] (Fig. 1). 

 

 
 

Figura 1.Representación de los 5 dominios de p53. 
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1.5 P53 mutado 
 

Aunque parte de la investigación se ha centrado en p53WT, más del 70% de los 

cánceres malignos presentan al menos una mutación en p53, lo cual se ha 

correlacionado con la mala prognosis en los tratamientos contra el cáncer  [9]. La 

presencia de una sola mutación en esta proteína altera sus vías canónicas de 

supresión tumoral causando no solo la pérdida de la función, si no que adquiere 

nuevas funciones relacionadas con  la inducción de la transformación celular [10, 

11], así como el incremento en la metástasis y malignidad celular [12, 13].  En 

modelos bidimensionales, las mutaciones de p53 promueven migración, invasión, 

angiogénesis, supervivencia y quimioresistencia [12, 14,  15].   

El 80% de las mutaciones de esta proteína se encuentran en el dominio 

DBD (Fig. 2).  Existen 6 mutaciones importantes divididas en dos categorías: (1) 

mutaciones estructurales que causan desplegamiento de la proteína p53 (R175H, 

G245S, R249S y R282W) y (2)  mutaciones de contacto donde el cambio de un 

aminoácido modifica la estructura de p53 (R248Q y R273H) [16, 17] (Fig. 2). En 

este último, la sustitución de las argininas 248 y 273 son las de mayor frecuencia 

[18, 19] en cánceres con mayor malignidad y potencial metastásico. 
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Figura 2. Mutaciones frecuentes en p53. El 80% de las mutaciones se encuentran 

en el dominio de unión al DNA; las más frecuentes son la sustitución de arginina 

248 y 273 por glicina y triptófano, respectivamente. 
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1.6 Metabolismo energético tumoral mediado por p53 wild type (p53WT) 

 

Uno de los principales cambios metabólicos observados en las células 

tumorales es el aumento de la glucólisis aún en condiciones aerobias, donde se 

sobre-expresan oncogenes que activan la transcripción de enzimas de la 

glucólisis. Este efecto en células tumorales es conocido como efecto Warburg.   

A nivel de la glucólisis se ha reportado que p53 disminuye el transcrito de 

varias enzimas y transportadores de la glucólisis como son GLUT1, GLUT4 y 

Fosfoglicerato mutasa (PGAM) [20, 21, 22]; y aumenta el transcrito de TIGAR, un 

inhibidor de la PFK-II promoviendo la disminución de fructosa-2,6-bisfosfato, el 

activador fisiológico de la PFK [23, 24, 25].  A nivel del metabolismo mitocondrial, 

p53 tiene un efecto contrario; ya que aumenta los transcritos de (1) la Piruvato 

deshidrogenasa cinasa tipo 2 (PDK2), promoviendo una inhibición de la Piruvato 

deshidrogenasa (PDH) [26]; (2) la SCO2 involucrada en la síntesis de novo de la 

citocromo oxidasa de la cadena respiratoria (COXIV) y (3) la glutaminasa [25], que 

cataliza la hidrólisis de glutamina a glutamato, el cual se metaboliza hasta 2-

oxoglutarato, intermediario del ciclo de Krebs [27, 28]. 

Sin embargo, el análisis del metabolismo energético resulta incompleto si 

solo se analiza el contenido de mRNA como se hizo en los estudios anteriores 

debido a que un aumento del mRNA no es indicativo de la síntesis de una proteína 

funcional; ya que ésta también puede presentar modificaciones covalentes y de 

regulación alostérica [29].  

En un estudio integral y reciente de nuestro laboratorio en cáncer de HeLa 

se demostró que p53 no mutado (p53WT) afecta de manera importante el 

metabolismo energético tumoral [30]. La presencia de p53WT aumentó (1) el 

contenido de las proteínas mitocondriales COXIV, 2ODGH y la ATPasa (2-4 

veces); (2) el flujo de la fosforilación oxidativa (FO) y el potencial transmembranal 

mitocondrial (40-60%).  Por el contrario, el flujo de la glucólisis no se afectó a 

pesar de que se observó una disminución substancial (40-60%) en los 

transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3 [30]. En este contexto, se cuantificó 

el ATP derivado de ambas vías energéticas y se demostró que p53 promueve la 
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dependencia energética del tumor hacia la mitocondria.  Además se demostró que 

inhibidores mitocondriales a muy bajas dosis afectaron el crecimiento de este 

tumor. 

 

1.7 Metabolismo energético tumoral mediado por p53 mutado 

 
Pocos estudios se han realizado evaluando el efecto de p53 mutado sobre 

el metabolismo energético tumoral.  Lo anterior toma relevancia porque la 

glucólisis acelerada es una característica fundamental para la transformación 

celular [31]. Varios trabajos han estudiado la correlación de p53 mutado y la 

dependencia de la glucólisis en células de cáncer. Las mutaciones R248Q, R175H 

y R273H en p53 de cáncer de pulmón (H1299) aumentó el transcrito de proteínas 

involucradas (RhoA) en la translocación de los transportadores de glucosa del 

citosol a la membrana plasmática, lo cual promovió un aumento en la captación de 

glucosa (1.5 veces) vs. células H1299 con p53 no mutado [32]. Sin embargo, la 

captación de glucosa NO es sinónimo de glucólisis, debido a que parte de la 

glucosa internalizada es utilizada para la generación de NADPH a través de la vía 

de las pentosas.  En células de carcinoma folicular de tiroides humano FTC133, la 

mutación de p53 R273H promovió una disminución en el transcrito del supresor 

tumoral PTEN, involucrado en la activación de enzimas glucolíticas como la PK2 y 

PFKFB3 [33] y en la translocación de GLUT1 a la membrana celular para la 

captación de glucosa [34]. Hasta el momento no se ha evaluado cual es el efecto 

que tiene p53 mutado sobre la FO.  Es por ello que mi tesis está enfocada en la 

dilucidación del papel de p53 mutado sobre la función mitocondrial del cáncer de 

HeLa.  Para una mejor interpretación de los resultados, se evaluó en paralelo la 

función glucolítica.  Los resultados de este trabajo contribuirán en el mejor 

entendimiento del papel del factor transcripcional p53 y la importancia que 

representa la presencia de mutaciones en esta proteína sobre vías energéticas.  
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2. JUSTIFICACIÓN 

 
 

Las mutaciones en p53 en los residuos de arginina-248 y arginina-273 del dominio 

de unión al DNA promueven cambios en el fenotipo de malignidad celular [10], es 

probable que dicha mutación esté asociada también a cambios en el metabolismo 

energético tumoral, característica fundamental para la transformación celular. 

 

 

 

 

HIPÓTESIS 
 
 

 
La mutación R248Q de p53 aumentará el flujo glucolítico y disminuirá el flujo de la 

fosforilación oxidativa en células HeLa favoreciendo el fenotipo Warburg. 
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OBJETIVOS 
 

 
Objetivo General 
 

 Determinar el efecto de p53R248Q mutante sobre el metabolismo energético 

tumoral    

 

Objetivos particulares 

 Evaluar el efecto de la mutación p53R248Q sobre los blancos de p53WT 

 Evaluar el efecto de la mutación p53R248Q sobre el crecimiento celular de 

HeLa 

 Evaluar contenido de proteínas glucolíticas y mitocondriales en células 

HeLap53R248Q 

 Determinar los flujos de glucólisis y fosforilación oxidativa en células 

HeLap53R248Q 

 Determinar en las HeLap53R248Q la vía predominante en el suministro de 

ATP celular 
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3. MATERIALES Y METODOS 

 

Cultivo y mantenimiento de células HeLap53R248Q 

Las células de HeLap53R248Q  se cultivaron (5 x 106 cels/mL) en cajas de 

Petri (60 X 15 mm) en 5 mL de medio DMEM (―Dulbecco΄s modified Eagle΄s 

médium‖) (apéndice 1) suplementado con 10% de suero fetal bovino, 10,000 U de 

penicilina/estreptomicina y fueron incubadas en 5% de CO2 y 95% de aire a 37°C 

hasta la fase exponencial (72 h).  La genotipificación de esta clona coincidió con la 

clona de HeLa original de la American Tissue Culture Collection (ATTC). 

 

Curvas de crecimiento para HeLa p53R248Q 

 

HeLap53R248Q (5 x 106 cels/mL) se sembraron en cajas Petri (60 X 15 mm)  

en 5 mL de medio DMEM y se incubaron por 120 h en 5% de CO2 y 95% de aire a 

37°C. Las células se contaron cada 24 h; se lavaron con buffer de fosfatos (PBS) 

pH 7.2 que contiene KH2PO4 1.5 mM, NaCl 155 mM, NaH2PO47H2O 27 mM.  La 

separación de las células se realizó químicamente con 3 mL de tripsina/EDTA 

0.25% por 2 - 5 minutos.  Posteriormente, las células se centrifugaron  a 2500 rpm 

por 3 minutos a temperatura ambiente y se determinó la viabilidad con el método 

de exclusión de azul de tripano al 0.1% como se describe en el (apéndice 2). Para 

la determinación del tiempo generacional se utilizó la siguiente ecuación: 

 

TDP =Tiempo de duplicación poblacional  

TDP= tiempo total transcurrido/ número de generaciones 

Tasa de duplicación (r) = 3.32 (log NH- log N1)/ (t2- t1) 

TPD= 1/r (h) 

 

donde… 

NH= número de células cosechadas al final del experimento 

N1= número de células sembradas al inicio del experimento 
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t2= tiempo final del experimento (h) 

t1= tiempo inicial del experimento (h) 

 

 

Medición de los flujos energéticos  
 

Para realizar la medición de los flujos, se cultivaron células HeLap53R248Q   

(5 x 106 cels/mL) en cajas de Petri de (150 X 20 mm) con 15 mL de medio DMEM 

(―Dulbecco΄s modified Eagle΄s médium‖). Una vez que las células alcanzaron el 

90% de confluencia (fase exponencial a las 72 h), se lavaron con buffer Ringer 

krebs (RK) pH 7.4 (NaCl 125 mM, KCl 5 mM, HEPES 25 mM, KH2PO4 1 mM, 

CaCl2   1 mM, MgCl2  1 mM).  La separación química se realizó con 3 mL de 

tripsina/EDTA 0.25% por  2 - 3 minutos.  Las células se lavaron y se centrifugaron 

a 2500 rpm por 3 minutos, el botón celular se resuspendió en 1 mL de RK pH 7.4.  

La proteína celular se cuantificó por el método de biuret (apéndice 3) [35]. Las 

suspensiones celulares obtenidas se usaron inmediatamente para las mediciones 

experimentales.  

 

Fosforilación oxidativa  
 

La FO se determinó polarográficamente con un electrodo tipo Clark 

registrando del consumo de oxígeno total y el sensible a oligomicina a una 

temperatura fisiológica de 37°C. En un volumen final de 1.9 mL de RK se 

añadieron 4 mg de proteína celular/mL en presencia de 5 mM de glucosa 

exógena; se registró el estado estacionario de respiración celular total; 

posteriormente se añadió 4 µM de oligomicina para revelar el consumo de oxígeno 

utilizado para la síntesis de ATP. El cero químico de oxígeno se registró con 

ditionita (apéndice 4). 

Los cálculos para determinar la velocidad de consumo de oxígeno se realizaron 

considerando que la Ciudad de México se encuentra a una altura de 2240 metros 

sobre el nivel del mar.  A 37°C y bajo estas condiciones, el oxígeno disuelto en un 
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mL de medio RK se ha calculado de 380 nanogramo átomos de oxígeno (ngAtO) 

[36] 

 

 
Glucólisis 
 

En dos viales de plástico se colocaron 8 mg/mL de proteína celular en un 

volumen final de 2 mL de RK, pH 7.4.  Las células se incubaron y se mantuvieron 

en agitación constante en un baño de agitación a 150 rpm y 37°C. Después de 10 

minutos, al vial 1 se adicionó 5 mM de glucosa exógena y al vial 2, 5 mM de 

glucosa + el inhibidor de glucólisis 2-desoxiglucosa (2DOG) a una concentración 

final de 10 mM.  Esta corrección se realizó porque las células tumorales producen 

lactato por la oxidación de glutamina mitocondrial. Al minuto 15, 20 y 25 se detuvo 

la reacción con 10% de ácido perclórico frio. Las muestras ácidas se neutralizaron 

con una solución 3 M KOH y 0.1 M Tris y se congelaron a -70ºC hasta su uso. 

La glucólisis se determinó cuantificando el lactato-piruvato formado después 

de la incubación con glucosa exógena.  La detección de lactato - piruvato se 

realizó espectrofotométricamente a 340 nm con un espectrofotómetro de diodos.  

El lactato-piruvato formado se acopló a la generación de NAD+ en una reacción 

catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (apéndice 4). La velocidad 

de la glucólisis se calculó por la diferencia de absorbancia inicial y final, el 

coeficiente de extinción molar del NADH que corresponde a 6.22 mM-1 y el tiempo 

de reacción [37] 

 
Preparación de extractos para WB 
 
Para la extracción de proteína total celular, las células HeLa en fase exponencial 

(90% confluencia), se lavaron y se centrifugaron a 2500 rpm por 3 minutos. El 

botón celular se resuspendió en 300 µL de buffer de lisis RIPA (PBS 1x, 1% 

IGEPAL NP40, SDS 25% y desoxicolato de sodio 0.05%) y 5 µL de inhibidor de 

proteasas. Los lisados celulares se centrifugaron a 10000 rpm x 30min a 4ºC, se 
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desechó el botón y el sobrenadante obtenido (~300 - 400 µl) se guardó a -20ºC 

hasta su uso. 

 

 
Inmunodetección de las proteínas por WB 
 

Las células de HeLa (60 µg de proteína celular total) se mezclaron con 5 µL de 

buffer de carga 3x SDS (Tris 1.8 mM, SDS 2 mM, 2-metamercaptoetanol 3 mM,  

etanol 98%, azul de bromofenol 0.02 mM, β-mercaptoetanol 5%) y se hirvió 

durante 5 minutos. Posteriormente el lisado celular se aplicó a geles 

desnaturalizantes de SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida. Las proteínas se 

transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno y se aplicó una carga de 

transferencia de 300 mA (15 volts) por 15-30 min.  Posteriormente, la membrana 

se incubó con 5% de leche libre de grasa y 0.1% de TWEEN-20 en TBS 1x (Tris-

Base 20 mM, NaCl 136 mM, pH 7.6) durante una hora. Las membranas se 

incubaron durante toda la noche en refrigeración con los siguientes anticuerpos 

policlonales de humano y a las siguientes diluciones: P-p53 y TIGAR (1:100); p53, 

PUMA, NOXA, HIF-1α, TIGAR, GLUT-3, HKI, HKII, PFK1, LDH-A, α-KGD, GA, 

NDI, COX IV (1:1000) y actina 1:1000, (Santa Cruz, CA, USA). 

 Posteriormente, las membranas se lavaron 4 veces durante 10 minutos con 

TBS 1x/TWEEN-20 y se incubaron con los anticuerpos secundarios 

correspondientes por una hora a temperatura ambiente y en agitación suave. Se 

lavaron 4 veces durante 10 minutos con TBS 1x/Tween-20, se añadieron 500 µL 

de la solución de quimioluminiscencia (Amerscham ECL Plus, GE Health carey); 

se revelaron en un cuarto obscuro utilizando papel fotográfico Carestream, Kodak, 

BioMax Ligh Film, Sigma Aldrich. Las bandas obtenidas se analizaron 

densitométricamente utilizando el programa Scion Image para Windows, Beta 

4.0.3 (Bethesda, MD).  Se realizó una doble normalización contra actina y contra 

HeLaWT. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1 Efecto de la mutación R248Q sobre los blancos canónicos de p53  

 

Las células HeLa con p53 no mutado es decir, HeLap53WT tiene varios 

blancos canónicos como son PUMA, NOXA y TIGAR cuya expresión aumenta de 

1.5–3 veces cuando p53WT se sobre-expresa [38] (Fig. 3).  

Para demostrar si la mutación R248Q en p53 modifica estas proteínas 

blanco, se determinó su contenido por WB y se comparó con las células 

HeLap53R248Q. En HeLap53R248Q las proteínas PUMA, NOXA y TIGAR 

disminuyeron significativamente (46-80%), mientras que la forma total (p53) y 

activa o fosforilada (p53-P) de p53 aumentó importantemente de 1-1.5 veces vs. 

HeLap53WT (Fig.3). Estos datos sugieren que la mutación R248Q en p53 pierde su 

capacidad de inducir sus propios blancos canónicos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3.  Western blot y Análisis densitométrico de los blancos canónicos de p53 
en HelaWT, HeLap53WT y HeLap53R248Q. Se muestra el promedio de los resultados 
± desviación estándar de al menos 3 muestras independientes *p≤0.05 
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4.2 Efecto de la mutación R248Q sobre la proliferación celular 
 

 Para evaluar el efecto de la mutación R248Q sobre la proliferación celular, 

se llevó a cabo una curva de crecimiento comparando HeLap53R248Q vs. HeLaWT y 

HeLap53WT durante 120 h a 37°C.  

 Durante los 5 días que transcurrió la curva de cultivo, las células 

HeLap53R248Q mostraron un lento crecimiento con una densidad generacional 

menor comparada con HeLaWT y HeLap53WT (2.5 vs. 3.6 y 3.5 generaciones 

totales, respectivamente).  Sin embargo, notamos que sólo en el sobrenadante del 

cultivo de las células HeLap53R248Q hubo un mayor número de células vivas 

(>99%) indicando que posiblemente, la mutación disminuye la adherencia al 

substrato sin promover muerte celular (Fig.4). Al determinar el crecimiento de 

células HeLap53R348Q adheridas + células vivas en suspensión, se obtuvo un 

tiempo de duplicación de 16 h y 4.5 generaciones totales a las 120 h. Los datos 

indican que la mutación R248Q ¿causa una disminución en el tiempo de 

duplicación y la capacidad de crecer en suspensión?, lo que no se observa en las 

otras líneas celulares. 

 
 

Figura 4.  Curva de crecimiento de células HeLaWT, HeLap53WT y HeLap53R248Q. 
Los puntos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 ensayos 
independientes.  
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4.3 Efecto de la mutación R248Q sobre proteínas de adhesión  

 
 

Para entender el mecanismo por el cual la proliferación celular más lenta en 

células adheridas en comparación con las células HeLap53WT, se evaluó el 

contenido de proteínas de adhesión y anclaje celular E-caderina, β-catenina, 

vimentina y del factor de transcripción Snail involucrado en la regulación negativa 

de algunas proteínas de adherencia como la vimentina [39].  Los resultados 

mostraron una disminución significativa (50-70%) en todas las proteínas de 

adhesión analizadas, excepto Snail en HeLap53R248Q  vs. HeLap53WT (Fig.5). Por el 

contrario, la proteína Snail aumentó 2 veces vs. HeLap53WT. Nuestros datos 

indican que (1) la disminución de las proteínas de adhesión y (2) el aumento de 

Snail pueden estar asociados con la adquisición de un fenotipo metastásico y 

maligno tal como se ha demostrado para células de cáncer de ovario (HGS-

OvCa). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Western blot y Análisis densitométrico de proteínas de adhesión y de 
Snail.  Las muestras se normalizaron contra actina y contra HeLaWT. Se muestra el 
promedio ± desviación estándar de al menos 3 ensayos independientes.*p ≥ 0.005 
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4.4 Efecto de la mutación R248Q sobre las proteínas de glucólisis y de 
la FO 

La mutación R248Q aumentó (1.5 - 3.5 veces) el contenido de las proteínas 

glucolíticas GLUT1, GLUT3, HKI y HKII, así como un factor transcripcional que 

modula positivamente a la vía, HIF-1α (Fig. 6).  La sobre-expresión de GLUT1 y 

HKII asociada con el aumento de HIF-1α correlaciona con lo reportado en la 

literatura en células tumorales de HeLa [37].  En paralelo al aumento de las 

proteínas glucolíticas, se encontró una disminución significativa (80%) del 

modulador negativo de la glucólisis TIGAR.   

Con respecto a la FO, la mutación R248Q disminuyó (40-80%) las proteínas 

de la cadena respiratoria NADH deshidrogenasa (NDI), citocromo c oxidasa 

(COXIV), del ciclo de Krebs (2OGDH, GA) y del sistema fosforilante (ATPasa) vs. 

HeLap53WT (Fig. 6).  Lo anterior indica que p53 mutado podría estar disminuyendo 

la función mitocondrial. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Western blot y Análisis densitométrico de factores de transcripción 
asociados con glucólisis y de proteínas glucolíticas.  Las muestras se normalizaron 
contra actina y contra HeLaWT. Se muestra el promedio ± desviación estándar de 
al menos 3 ensayos independientes. *p ≥ 0.005 
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4.5 Efecto de la mutación R248Q de p53 sobre los flujos de FO y 
glucólisis en HeLa 

 
 Pocos estudios han demostrado la correlación de p53 mutado y la 

dependencia de la glucólisis. Nuestros datos indican que el aumento en el 

contenido de factores transcripcionales que modulan positivamente a la glucólisis 

como HIF-1α  y el contenido de proteínas glucolíticas controladoras del flujo como 

GLUT1 y HKII podría correlacionar con un aumento substancial del flujo 

glucolítico.  Sin embargo, hemos documentado que no siempre se establece dicha 

correlación [29], por lo cual es indispensable medir la actividad de las mismas o en 

su defecto, medir el flujo de la vía. Es indispensable indicar que la mayoría de los 

estudios [40] solo muestran el contenido de lactato total como indicativo de 

glucólisis. Sin embargo esto es incorrecto ya que el lactato puede provenir de 

otras fuentes como del catabolismo de algunos aminoácidos, principalmente 

glutamina (Tabla 1), por lo tanto para descartar la participación de la 

glutaminólisis, los experimentos se realizaron en presencia de 2DOG, un inhibidor 

de la hexosa fosfato isomerasa y en consecuencia se detiene la producción de 

lactato inducido por glucosa exógena.  Por lo tanto, a la producción de lactato total 

se le resta aquella producción de lactato en presencia del inhibidor 2DOG 

(considerado como lactato proveniente de la glutaminólisis). Con este análisis, se 

encontró que la producción de lactato total fue muy similar al de HeLap53WT y al 

menos 2 veces mayor que el de HeLaWT.  Interesantemente, la glucólisis (lactato 

total menos lactato proveniente de la glutaminólisis y la degradación de 

glucógeno) de las células con la mutación R248Q fue el doble que el de las células 

HeLap53WT  y HeLaWT.  En términos de glutaminólisis, la mutación R248Q 

disminuyó significativamente la producción de lactato por la oxidación de 

glutamina indicando una menor funcionalidad mitocondrial. 

 Contrario a lo observado con la glucólisis, la mutación R248Q de p53 en  

HeLa disminuyó 60% el consumo total de oxígeno que representa el consumo de 

oxígeno mitocondrial y no mitocondrial así como 70%  la FO (oxígeno utilizado 

para la síntesis de ATP) vs. HeLap53WT (Tabla 1). Así mismo,  la capacidad 
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máxima de la cadena transportadora de electrones (respiración celular en 

presencia de cianuro) fue menor 63% vs. HeLap53WT. La disminución en el 

contenido de proteínas mitocondriales también correlacionó con una disminución 

de la actividad mitocondrial sugiriendo que la mutación está involucrada en una 

regulación negativa de la vía. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Western blot y Análisis densitométrico de proteínas de la FO.  Las 
muestras se normalizaron contra actina y contra HeLaWT. Se muestra el promedio 
± desviación estándar de al menos 3 ensayos independientes. *p ≥ 0.005 
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Tabla 1. Flujos de FO y glucólisis en células HeLa.  Los valores representan el 
promedio ± desviación estándar de al menos 3 ensayos independientes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

HeLaWT HeLap53wT HeLap53R248Q 

Consumo O2 total 16± 1.5 22± 3 9± 2* 
(ngA!O/min/mg de pro!) 

Fosforilación Oxidativa 10± 3 16± 2 5± 2 * 
(ngA!O/min/mg de pro!) 

Lactato total 17± 6 34± 9 35± 1 
(nmol de Lactato/min/mg de proteina) 

Glucólisis 16± 2 17± 3 34± 4* 
(nmol de Lactato/min/mg de proteina) 

Glutaminólisis 1± 0.4 17± 8 1± 1 * 
(nmol de Lactato/min/mg de proteina) 

--------~( )~--------



 
27 

4.6 Efecto de la mutación R248Q sobre la dependencia a la producción 
a la producción de ATP de la glucólisis y FO  

 
           Las vías de la glucólisis y FO son las que producen energía en cualquier 

tipo celular para establecer cuál de las dos vías contribuye principalmente al 

suministro de ATP tumoral, se determinó cuantitativamente el aporte de ATP 

tumoral se determinó cuantitativamente el aporte de ATP que proviene de cada 

vía, para la glucólisis se asumió que por cada molécula de lactato formado se 

sintetiza un ATP y para la FO se asumió que por cada nmol de oxígeno se 

producen 2.5 moles de ATP. Con este análisis se encontró que la mutación 

promueve mayor dependencia hacia la vía glucolítica 77%, mientras que la FO 

aporta el 23%. 

 

Tabla 2.  Distribución del aporte de ATP de la vía glucolítica y de FO en células 
HeLa.   
 

 
 

Los valores representan el promedio ± desviación estándar de al menos 3 ensayos 
independientes. 
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5. DISCUSION 

 

Se ha descrito que la presencia de mutaciones en p53 está relacionada con 

la ―ganancia‖ o adquisición de funciones fisiológicas de células cancerosas, como 

son el aumento en la velocidad de proliferación, el desarrollo de fenotipos 

metastásicos, mayor angiogénesis, invasión y quimio-resistencia a diferentes 

fármacos aniónicos [41]. Sin embargo, el metabolismo también es un blanco de la 

mutación.  Por ejemplo, la mutación R273H y R248Q en el gen p53 está asociado 

con una mayor actividad glucolítica en tumores de pulmón, en cáncer de mama 

SK-BR3 y MDA-MB468 [12, 42] 

En este trabajo se analizó el efecto de la mutación R248Q de p53 en 

células de cáncer de cérvix HeLa. En su condición tipo silvestre, p53  regula la 

expresión de PUMA, NOXA y TIGAR [38].  Sin embargo, esta activación de 

PUMA, NOXA y TIGAR en HeLap53WT no se observa en HeLap53R248Q  lo que se 

ha atribuido a una posible ―pérdida de su función‖ [43].  Por el contrario, la 

mutación de p53 promueve la adquisición de nuevos blancos moleculares y en 

consecuencia nuevas funciones fisiológicas.  Se ha descrito en la mutación R273H 

en células tumorales de tiroides, (WHO y FTC-133) y R248Q en células tumorales 

de mama MDA-MB468, promueven que p53 aumente su capacidad de interacción 

con otros supresores tumorales como PTEN y pequeñas proteínas GTPasa como 

RhoA, para ahora regular proteínas que sin mutación no son blanco directo de p53 

[44, 45, 46, 47, 48, 39, 49, 50, 51]. En nuestro caso, observamos que la mutación 

incrementó el contenido (2 veces) de el  factor de transcripción Snail, tal como se 

ha descrito en células de hepatoma Hep3b, Huh7, hepatoblastoma HepG2 y 239T 

[52, 53]. Snail es una proteína asociada a la activación de la invasión celular, 

transición epitelio mesenquima (EMT) y a la inducción metastásica [54]. Los 

niveles de Snail en HeLaWT y HeLap53WT son similares, en comparación a 

HeLap53R248Q lo que podría indicar que regula positivamente a Snail. 

A nivel de proliferación celular, la mutación disminuyó el número de 

generaciones y la velocidad neta de duplicación celular en las células adheridas 
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de HeLap53R248Q.  Este fenómeno correlacionó con una disminución significativa 

de proteínas de adhesión (E-caderina, β-catenina y vimentina).  En este sentido, 

se ha documentado en células de adenocarcinoma de endometrio HEC-50, células 

escamosas A431 y células tumorales de colon HT29 con p53 mutado en R273H 

presentan un cambio importante en la  morfología celular asociado a la pérdida de 

expresión de  E-caderina y aumento en la capacidad de invasión celular, e 

inducción metastásica [55, 56, 19]. También en células de cáncer de endometrio, 

la mutación de p53 en R248Q promovió transición epitelio mesénquima ligado a 

una sobreexpresión del factor de activación proteosomal,  REG el cual disminuye 

la expresión de E-caderina, e incrementa vimentina y Snail en la metástasis [57], y 

aumento en invasividad [39]. 

 

5.1 La mutación de p53 en R248Q bloquea la función mitocondrial  

 

A nivel de metabolismo energético, no existen reportes del efecto de la 

mutación de p53 en R248Q. Sin embargo, se ha descrito que aquellos tumores 

que sobre-expresan p53 sin mutaciones aparentes como son MCF-7, linfomas y 

algunos sarcomas mantienen una tasa de respiración celular total mayor que los 

que no sobre-expresan p53, lo que se ve reflejado en una mayor dependencia del 

suministro de ATP mitocondrial [39].  Estos resultados correlacionaron con datos 

de nuestro grupo donde la sobre expresión de p53 en el modelo de HeLaWT 

aumentó el contenido de proteínas mitocondriales 2-4 veces (ND1, COXIV, 

2OGDH, PDH, ANT, ATPasa), aumentó el potencial transmembranal mitocondrial 

40% y el flujo de FO 60% comparado con HeLaWT [30]. Además, p53WT no mutado 

aumenta el transcrito de proteínas mitocondriales como SCO2, COXIV, 2-OGDH y 

la GA a través de la unión de p53 con sus elementos de respuesta [39].  Nosotros 

encontramos que la mutación de p53 R248Q inhibió la respiración celular total y la 

fosforilación oxidativa bajando los niveles de las proteínas mitocondriales de NDI, 

COXIV, 2OGDH, GA, ATPasa de manera contraria a lo observado con los 

hallazgos encontrados en células p53WT 
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5.2 La mutación de p53 en R248Q favorece el efecto Warburg 

 
La mutación de p53 favoreció la glucólisis a diferentes niveles, promovió un 

aumento substancial 3.5 veces de HIF-1 y de sus genes glucolíticos blanco 

GLUT1, GLUT3, HKI y HKII. Incrementó el flujo glucolítico 50% y en consecuencia 

las células dependieron mayoritariamente de la glucólisis para la obtención de 

ATP (77%).  Por lo tanto, nosotros proponemos que la mutación favorece el efecto 

Warburg, una característica necesaria para la transformación celular [42]. Al 

respecto, se ha demostrado que la presencia de varias mutaciones de p53 en 

diferentes sitios (R175H, R248Q y R273H) estimula la captación de glucosa y la 

producción de lactato en células tumorales de pulmón H1299 a través de la 

estimulación de la translocación de GLUT1 a la membrana plasmática comparado 

con las células H1299 con p53 no mutado [57]. 

Nuestros datos sugieren que la mutación de p53 en la arg 248 no solo evita 

su papel como supresor tumoral, si no que promueve una ganancia de función 

aumentando el metabolismo glucolítico, provocando una transformación 

metabólica, que juega papel crucial en el mantenimiento del estado tumorogénico 

[58, 59]. 

Las células cancerosas utilizan la glucólisis, adoptando un programa 

metabólico que favorece la rápida producción de energía eficiente y conduce a 

una alta tasa de absorción de glucosa, esto se observa en la mayoría de los 

tumores malignos [60, 61, 62], esto correlaciona con lo encontrado en este 

proyecto. 

 

En un futuro se planea investigar la sensibilidad de las células con p53 

mutado a inhibidores de la glucólisis y de la FO.  Nuestra predicción es que la 

mutación incrementará su sensibilidad a los inhibidores glucolíticos en mayor 

proporción que a los inhibidores mitocondriales.  Estos resultados podrán ayudar 

en estrategias complementarias  anti-glucolíticas en contra de tumores que tengan 

mutaciones, o al menos mutaciones en la arginina 248, y que sean resistentes a la 

terapia convencional. 
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CONCLUSIONES 

 
La mutación de p53R248Q favorece el efecto Warburg es decir, disminuye la función 

mitocondrial y promueve una mayor dependencia de la glucólisis para la obtención 

de energía celular. 
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Apéndices 
 
Apéndice 1 
 

Medio “Dulbecco΄s modified Eagle΄s” (DMEM) 
 
Glucosa 4.5 g/L, rojo de fenol 15 mg/L, Hepes 6 g/L, glutamina 0.6 g/L, NaHCO3 

3.7 g/L, piruvato 110 mg/L.  

 
Apéndice 2 

 
Método de exclusión por azul tripano 
 

Se sembraron 5 x 105 cels/mL en cajas de Petri de 60 x 15 mm y se contabilizaron 

cada 24 h en un lapso total de 144 h. Para la cuantificación de la viabilidad por la 

incorporación de azul de tripano, se obtuvieron las células de la caja, se 

centrifugaron a 2500 rpm durante 3 minutos y el botón se resuspendió en 1 mL de 

medio DMEM enriquecido con 25 mM de glucosa.  Para la cuantificación de la 

densidad celular y viabilidad se tomaron 10 µl para una dilución 1:10 en medio 

Ringer- Krebs y se añadió 0.1% de azul tripano. Se utilizó la cámara de Neubauer 

para cuantificar las células viables en el microscopio de luz. 

 
 

Apéndice 3 
 
Cuantificación de proteína mediante el método de Biuret 
 

A partir de extractos totales celulares, se tomaron 20-50 µl de muestra y se 

añadieron 2 ml de reactivo de Biuret, posteriormente se determinó la absorbancia 

de las muestras a 540 nm en un espectrofotómetro. La concentración total en la 
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muestra (mg/ml) se determinó a partir de albúmina con concentración conocida 

mediante el cálculo de regresión lineal.  

 

 

Apéndice 4 
 

Ensayo de respiración celular en células de HeLaWT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El ensayo se realizó como se indica en la sección de Material y Métodos 
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Apéndice 5 
 

La determinación de lactato+piruvato se realizó por la cuantificación directa 

del NADH formado por la reacción de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en 

un medio de 2mL de hidracina 0.4 M y glicina 0.5 M pH 9.0, 1 mM de NAD+, 50 µL 

de una dilución 1:4 de LDH (28 U de LDH, de musculo de ratón, Roche). La 

reacción inició por la adición de 1-5 mg de proteína.  El NADH formado se midió 

espectrofotométricamente a 340 nm en un espectrofotómetro de diodos.  La 

velocidad de la glucólisis se calculó por la diferencia de absorbancia inicial y final, 

el coeficiente de extinción molar del NADH que corresponde a 6.22 mM-1y el 

tiempo de reacción [37] 

 
Reacción de la LDH 
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