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RESUMEN

p53 es un supresor tumoral que presenta diversas mutaciones en la
mayoria (aprox. 70%) de los canceres metastasicos. Este factor transcripcional
esta involucrado en procesos celulares importantes como la regulacion del ciclo
celular, induccién de muerte por apoptosis, estabilidad genética y metabolismo
intermediario. Las mutaciones de p53 alteran sus vias candnicas de supresion
tumoral causando tanto la pérdida de la funcién de la proteina como la adquisicion
de funciones relacionadas con la malignidad. Los residuos de arginina-248 y
arginina-273 del domino de unién al DNA son los aminoacidos con mayor indice
de mutabilidad en el 80% de los canceres malignos y metastasicos. Hasta el
momento, no se ha analizado el efecto de la mutacion de p53 sobre el
metabolismo energético, el cual es esencial para la transformacion y desarrollo del
tumor.
En nuestro grupo de trabajo, se evalud el efecto de p53 silvestre (p53"T) no
mutado sobre el metabolismo energético tumoral. Para lo anterior, se sobre-
expreso p53 en la linea de cancer cervicouterino humano estadio IV (HelLa), la
cual contienen niveles indetectables de p53 por su constante degradacion
mediada por la proteina viral E6. Esta linea cancerosa transformada y llamada
HelLa-H (o HelLa con p53 sobre-expresado) mostré un aumento en el contenido de
proteinas mitocondriales (2-4 veces), del flujo de la fosforilacién oxidativa (FO)
(60%) y del potencial transmembranal mitocondrial (40%); sin embargo, a pesar de
que p53 causa una disminucion significativa el algunas proteinas glucoliticas como
GLUT1 y GLUT3 (1-1.5 veces), el flujo no varié significativamente comparado con
HelLa-L (células carentes de p53). Recientemente se ha asociado la agresividad
de un tumor con la presencia de mutaciones de p53, por o que en este proyecto
se analizé el efecto de la sustitucion de la arginina-248 en p53, por glutamina
(R248Q) sobre el metabolismo energético de Hela. Nuestros resultados
mostraron que la mutacién R248Q (HelLap537?*®9) se asocia con una menor
expresion en los blancos candnicos, TIGAR, NOXA y PUMA. Con respecto a la

duplicacién celular, la mutacion promovié una disminucion significativa (1.3 veces)
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en el tiempo de duplicacion celular comparado con las HeLap53WT. Ademas, en el
sobrenadante de los cultivos de células HelLap53"***? se encontré una gran
cantidad de células viables, debido a la disminucion (60%) del contenido de
proteinas de adhesibn como E-caderina, B-catenina y vimentina. A nivel
energético, la mutacion promovié un aumento de 1.5-3 veces en el contenido de
proteinas glucoliticas GLUT1, GLUT3, HKI y HKII que correlacioné con un
aumento del flujo glucolitico del 70% vs. HeLap53"". En paralelo, la mutacién
disminuydé 40-80% el contenido de proteinas mitocondriales ND1, COXIV, 20DGH,
GA y ATPasa lo que correlacioné con una disminucion del 60% en el flujo de la
fosforilacion oxidativa y en el potencial transmembranal mitocondrial. En estas
condiciones, la mutacién de p53 promovié que la glucdlisis fuera la principal via de
produccion de ATP (77%) en condiciones aerdbicas, 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

glucolitico para la obtencién de ATP.
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1. INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia del cancer

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el
2012, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reportd 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 cancer con mal prondstico son los de pulmén
con el 9.7%; mama con 7.2%; préstata con 8.1%, cervicouterino con 6.1% asi

como colon y recto con el 6% [2]

1.2 Cancer

El cancer se define como un conjunto de enfermedades que involucra el
crecimiento acelerado de células malignas dentro de un dérgano o tejido,
comprometiendo su funcionalidad. Las células cancerosas presentan
caracteristicas que difieren de las normales y que les permite sobrevivir en
microambientes hostiles, entre ellas estan: 1) resistencia a la muerte celular; 2)
capacidad de invasion y metastasis; 3) angiogénesis; 4) cambios en el
metabolismo intermediario; 5) evasion del crecimiento; 6) inmortalidad; 7)
inestabilidad gendémica; 8) promocion de la inflamacion y 9) evasion del sistema
inmune. Estas caracteristicas se presentan como consecuencia de la sobre
expresion de oncogenes o bien, por la pérdida de genes supresores tumorales,

como p53 [3]
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1.3 Caracteristicas de P53

P53 es un supresor tumoral que pertenece al grupo de los factores de
transcripcion y codifica para una fosfoproteina de 53kDa [4]. P53 esta
involucrado en diversos procesos celulares importantes en la supresion tumoral,
como en la determinacién de la respuesta de las células a numerosos tipos de
estrés tales como dafo del DNA, la hipoxia, disminucidn nutricional, supervivencia
celular y la promocion de la muerte celular [5, 6, 7]. En la ultima década se han
propuesto nuevos blancos de p53 involucrados en la regulacion del metabolismo

energeético celular [4].

1.4 Estructura

p53 se compone de cinco dominios funcionales: un domino de
transactivacion (TA), donde se fosforilan las proteinas para su activacién; un
dominio rico en prolinas (PRD), involucrado en la regulaciéon de muerte celular por
apoptosis; un domino de unién al DNA (DBD), el cual tiene unién directa con los
elementos de respuesta de p53; un dominio de oligomerizacion (OD), donde se
lleva a cabo la unién de los monémeros de p53 para formar el tetramero activo, y
un dominio carboxilo terminal (CDT) donde se llevan a cabo las modificaciones

postraduccionales para la regulacién de la proteina [8] (Fig. 1).

DBD — TD

TAD: Dominio de Transactivacion
PRD: Dominio Rico de Prolinas
DBD: Dominio Union al DNA

TO: Dominio de Oligomerizacion
CDT: Dominio Carboxilo Terminal

Figura 1.Representacion de los 5 dominios de p53.




1.5 P53 mutado

Aunque parte de la investigacion se ha centrado en p53"", mas del 70% de los
canceres malignos presentan al menos una mutacion en p53, lo cual se ha
correlacionado con la mala prognosis en los tratamientos contra el cancer [9]. La
presencia de una sola mutacion en esta proteina altera sus vias candnicas de
supresion tumoral causando no solo la pérdida de la funcién, si no que adquiere
nuevas funciones relacionadas con la induccion de la transformacién celular [10,
11], asi como el incremento en la metastasis y malignidad celular [12, 13]. En
modelos bidimensionales, las mutaciones de p53 promueven migracion, invasion,
angiogénesis, supervivencia y quimioresistencia [12, 14, 15].

El 80% de las mutaciones de esta proteina se encuentran en el dominio
DBD (Fig. 2). Existen 6 mutaciones importantes divididas en dos categorias: (1)
mutaciones estructurales que causan desplegamiento de la proteina p53 (R175H,
G245S, R249S y R282W) y (2) mutaciones de contacto donde el cambio de un
aminoacido modifica la estructura de p53 (R248Q y R273H) [16, 17] (Fig. 2). En
este ultimo, la sustitucion de las argininas 248 y 273 son las de mayor frecuencia

[18, 19] en canceres con mayor malignidad y potencial metastasico.
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Figura 2. Mutaciones frecuentes en p53. El 80% de las mutaciones se encuentran
en el dominio de unién al DNA; las mas frecuentes son la sustitucion de arginina

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

Uno de los principales cambios metabodlicos observados en las células
tumorales es el aumento de la glucdlisis aun en condiciones aerobias, donde se
sobre-expresan oncogenes que activan la transcripcion de enzimas de la
glucdlisis. Este efecto en células tumorales es conocido como efecto Warburg.

A nivel de la glucdlisis se ha reportado que p53 disminuye el transcrito de
varias enzimas y transportadores de la glucdlisis 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 disminucién de fructosa-2,6-bisfosfato, el
activador fisiologico 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 inhibicién de la Piruvato
deshidrogenasa (PDH) [26]; (2) la SCO2 involucrada en la sintesis de novo de la
citocromo oxidasa de la cadena respiratoria (COXIV) y (3) la glutaminasa [25], que
cataliza la hidrdlisis de glutamina a glutamato, el cual se metaboliza hasta 2-
oxoglutarato, intermediario del ciclo de Krebs [27, 28].

Sin embargo, el analisis 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 mMRNA no es indicativo de la sintesis de una proteina
funcional; ya que ésta también puede presentar modificaciones covalentes y de
regulacion alostérica [29].

En un estudio integral y reciente de nuestro laboratorio en cancer de Hela

3WT

se demostr6 que p53 no mutado (p53~ ') afecta de manera importante el

metabolismo energético tumoral [30]. La presencia de p53"T
contenido de las proteinas mitocondriales COXIV, 20DGH y la ATPasa (2-4

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

aumento (1) el

mitocondrial (40-60%). Por el contrario, el flujo de la glucdlisis no se afecté a
pesar de que se observd una disminucién substancial (40-60%) en los
transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3 [30]. En este contexto, se cuantifico
el ATP derivado de ambas vias energéticas y se demostré que p53 promueve la

——
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dependencia energética del tumor hacia la mitocondria. Ademas se demostré 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
glucolisis acelerada es una caracteristica fundamental para la transformacion
celular [31]. Varios trabajos han estudiado la correlacion de p53 mutado y la
dependencia de la glucdlisis en células de cancer. Las mutaciones R248Q, R175H
y R273H en p53 de cancer de pulmén (H1299) aumentd el transcrito de proteinas
involucradas (RhoA) en la translocacién de los transportadores de glucosa del
citosol a la membrana plasmatica, lo cual promovié un aumento en la captacion de
glucosa (1.5 veces) vs. células H1299 con p53 no mutado [32]. Sin embargo, la
captacién de glucosa NO es sindbnimo de glucélisis, debido a que parte de la
glucosa internalizada es utilizada para la generacion de NADPH a través de la via
de las pentosas. En células de carcinoma folicular de tiroides humano FTC133, la
mutacién de p53 R273H promovié una disminucién en el transcrito del supresor
tumoral PTEN, involucrado en la activacion de enzimas glucoliticas como la PK2 y
PFKFB3 [33] y en la translocacién de GLUT1 a la membrana celular para la
captacion 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 esta enfocada en la
dilucidacion del papel de p53 mutado sobre la funcién mitocondrial del cancer de
HelLa. Para una mejor interpretacion de los resultados, se evalud en paralelo la
funcién glucolitica. Los resultados de este trabajo contribuiran en el mejor
entendimiento del papel del factor transcripcional p53 y la importancia que

representa la presencia de mutaciones en esta proteina sobre vias energéticas.
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2. JUSTIFICACION

Las mutaciones en p53 en los residuos de arginina-248 y arginina-273 del dominio
de unién al DNA promueven cambios en el fenotipo de malignidad celular [10], es
probable que dicha mutacién esté asociada también a cambios en el metabolismo

energético tumoral, caracteristica fundamental para la transformacion celular.

HIPOTESIS

La mutacién R248Q de p53 aumentara el flujo glucolitico y disminuira el flujo de la

fosforilacion oxidativa en células HelLa favoreciendo el fenotipo Warburg.

14
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OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar el efecto de p537?**® mutante sobre el metabolismo energético

tumoral

Objetivos particulares

3 R248Q 3WT

Evaluar el efecto de la mutacion p5 sobre los blancos de p5

3R248Q

Evaluar el efecto de la mutacion p5 sobre el crecimiento celular de

HelLa

Evaluar contenido de proteinas glucoliticas y mitocondriales en células
HelLap53R2484

Determinar los flujos de glucdlisis y fosforilacion oxidativa en células
HelLap53R#48Q

Determinar en las HelLap537?*9 |a via predominante en el suministro de
ATP celular
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3. MATERIALES Y METODOS

Cultivo y mantenimiento de células HeLap53~24%®

Las células de HeLap537?*¥Q se cultivaron (5 x 10° cels/mL) en cajas de
Petri (60 X 15 mm) en 5 mL de medio DMEM (-Bulbecco’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 CO;, y 95% de aire a 37°C
hasta la fase exponencial (72 h). La genotipificacion de esta clona coincidioé con la
clona de Hela original de la American Tissue Culture Collection (ATTC).

Curvas de crecimiento para HeLa p53%24@

HeLap5372489 (5 x 10° 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 CO, 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 KH,PO4 1.5 mM, NaCl 155 mM, NaH,PO4,7H,O 27 mM. La
separacion de las células se realizd quimicamente 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 determind la viabilidad con el método
de exclusion de azul de tripano al 0.1% como se describe en el (apéndice 2). Para

la determinacién del tiempo generacional se utiliz la siguiente ecuacion:

TDP =Tiempo de duplicacion poblacional

TDP= tiempo total transcurrido/ numero de generaciones
Tasa de duplicacion (r) = 3.32 (log Ny- log N1)/ (t2- t4)
TPD= 1/r (h)

donde...
Nn= numero de células cosechadas al final del experimento

N+1= numero de células sembradas al inicio del experimento

——
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to= tiempo final del experimento (h)

t1= tiempo inicial del experimento (h)

Medicion de los flujos energéticos

Para realizar la medicién de los flujos, se cultivaron células HelLap53724%9
(5 x 10 cels/mL) en cajas de Petri de (150 X 20 mm) con 15 mL de medio DMEM
(-Bulbecco’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, KCI 5 mM, HEPES 25 mM, KH,PO4 1 mM,
CaCl, 1 mM, MgCl, 1 mM). La separacion quimica se realizé 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 botdn celular se resuspendiéo en 1 mL de RK pH 7.4.
La proteina celular se cuantifico por el método de biuret (apéndice 3) [35]. Las
suspensiones celulares obtenidas se usaron inmediatamente para las mediciones

experimentales.
Fosforilacion oxidativa

La FO se determind polarograficamente con un electrodo tipo Clark
registrando del consumo de oxigeno total y el sensible a oligomicina a una
temperatura fisiolégica de 37°C. En un volumen final de 1.9 mL de RK se
afiadieron 4 mg de proteina celular/mL en presencia de 5 mM de glucosa
exogena; se registro el estado estacionario de respiracion celular total;
posteriormente se afiadié 4 uM de oligomicina para revelar el consumo de oxigeno
utilizado para la sintesis de ATP. El cero quimico de oxigeno se registré con
ditionita (apéndice 4).

Los calculos para determinar la velocidad de consumo de oxigeno 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 oxigeno disuelto en un

17
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mL de medio RK se ha calculado de 380 nanogramo atomos de oxigeno (ngAtO)
[36]

Glucolisis

En dos viales de plastico se colocaron 8 mg/mL de proteina celular en un
volumen final de 2 mL de RK, pH 7.4. Las células se incubaron y se mantuvieron
en agitacion constante en un bano de agitacion a 150 rpom y 37°C. Después de 10
minutos, al vial 1 se adiciond 5 mM de glucosa exdgena y al vial 2, 5 mM de
glucosa + el inhibidor de glucdlisis 2-desoxiglucosa (2DOG) a una concentracion
final de 10 mM. Esta correccion se realizé porque las células tumorales producen
lactato por la oxidacion de glutamina mitocondrial. Al minuto 15, 20 y 25 se detuvo
la reaccién con 10% de acido percldrico frio. Las muestras acidas se neutralizaron
con una solucion 3 M KOH y 0.1 M Tris y se congelaron a -70°C hasta su uso.

La glucolisis se determiné cuantificando el lactato-piruvato formado después
de la incubacion con glucosa exdgena. La deteccion de lactato - piruvato se
realizd espectrofotométricamente a 340 nm con un espectrofotometro de diodos.
El lactato-piruvato formado se acoplé a la generacion de NAD™ en una reaccion
catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (apéndice 4). La velocidad
de la glucdlisis se calculé por la diferencia de absorbancia inicial y final, el
coeficiente de extincién molar del NADH que corresponde a 6.22 mM™ y el tiempo

de reaccién [37]
Preparacion de extractos para WB

Para la extraccion de proteina total celular, las células HelLa en fase exponencial
(90% confluencia), se lavaron y se centrifugaron a 2500 rpm por 3 minutos. El
botdn celular se resuspendiéo en 300 uL de buffer de lisis RIPA (PBS 1x, 1%
IGEPAL NP40, SDS 25% y desoxicolato de sodio 0.05%) y 5 uL de inhibidor de

proteasas. Los lisados celulares se centrifugaron a 10000 rpm x 30min a 4°C, se
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desechd el botdn y el sobrenadante obtenido (~300 - 400 ul) se guardd a -20°C

hasta su uso.

Inmunodeteccion de las proteinas por WB

Las células de HelLa (60 ug de proteina celular total) se mezclaron con 5 pL 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, B-mercaptoetanol 5%) y se hirvid
durante 5 minutos. Posteriormente el lisado celular se aplico a geles
desnaturalizantes de SDS-PAGE al 10% de poliacrilamida. Las proteinas se
transfirieron a una membrana de fluoruro de polivinilideno y se aplicé una carga de
transferencia de 300 mA (15 volts) por 15-30 min. Posteriormente, la membrana
se incubd 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 refrigeracion con los siguientes anticuerpos
policlonales de humano y a las siguientes diluciones: P-p53 y TIGAR (1:100); p53,
PUMA, NOXA, HIF-1a, TIGAR, GLUT-3, HKI, HKII, PFK1, LDH-A, a-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 1IX/TWEEN-20 y se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes por una hora a temperatura ambiente y en agitacion suave. Se
lavaron 4 veces durante 10 minutos con TBS 1x/Tween-20, se afadieron 500 pL
de la solucién de quimioluminiscencia (Amerscham ECL Plus, GE Health carey);
se revelaron en un cuarto obscuro utilizando papel fotografico 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 realiz6 una doble normalizacion contra actina y contra

HelLa"".
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4. RESULTADOS

4.1 Efecto de la mutacion R248Q sobre los blancos canénicos de p53

Las células HeLa con p53 no mutado es decir, HeLap53" tiene varios
blancos candnicos como son PUMA, NOXA y TIGAR cuya expresion aumenta de

1.5-3 veces cuando p53""

se sobre-expresa [38] (Fig. 3).

Para demostrar si la mutacion R248Q en p53 modifica estas proteinas
blanco, se determind su contenido por WB y se comparé con las células
HelLap53®2*Q  En HelLap53™?*Q |as proteinas PUMA, NOXA y TIGAR
disminuyeron significativamente (46-80%), mientras que la forma total (p53) y
activa o fosforilada (p53-P) de p53 aumenté importantemente de 1-1.5 veces vs.
HeLap53"T (Fig.3). Estos datos sugieren que la mutacion R248Q en p53 pierde su

capacidad de inducir sus propios blancos canonicos.

Hela
kD WT  p53WT p53R248Q

053 53 e -‘ jl '
Ppo3 53 | ——

PUMA 24 L | —

[Tl Hera"
[IHeLap53%T

|
NOXA 15 - y————— Mg

L I ] —— —
Actina 43 |quED o> S

Figura 3. Western blot y Analisis densitométrico de los blancos candnicos de p53
en Hela"", HeLap53"" y HeLap53™?*%. Se muestra el promedio de los resultados
* desviacion estandar de al menos 3 muestras independientes *p<0.05
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4.2 Efecto de la mutacion R248Q sobre la proliferacion celular

Para evaluar el efecto de la mutacion R248Q sobre la proliferacion celular,

3R248Q s HeLa™Ty

se llevo a cabo una curva de crecimiento comparando HeLap5
HeLap53"" durante 120 h a 37°C.

Durante los 5 dias que transcurrio la curva de cultivo, las células
HelLap53~**¥9 mostraron un lento crecimiento con una densidad generacional

menor comparada con HelLa”™ y HelLap53"'

(2.5 vs. 3.6 y 3.5 generaciones
totales, respectivamente). Sin embargo, notamos que sélo en el sobrenadante del
cultivo de las células HeLap537?**¢ hubo un mayor nimero de células vivas
(>99%) indicando que posiblemente, la mutacion disminuye la adherencia al
substrato sin promover muerte celular (Fig.4). Al determinar el crecimiento de

células HelLap537348Q

adheridas + células vivas en suspension, se obtuvo un
tiempo de duplicacion de 16 h y 4.5 generaciones totales a las 120 h. Los datos
indican que la mutacion R248Q ¢causa una disminucién en el tiempo de
duplicacion y la capacidad de crecer en suspension?, lo que no se observa en las
otras lineas celulares.

9 -

=4=HeLawt
~@~Helap53WT

HeLap53R248Q

No. de celulas x 10°

=-0~-HeLap53R248Q sobrenadante

0 2 48 72 % 120
Tiempo (h)

Figura 4. Curva de crecimiento de células HeLa"", HeLap53"" y HelLap53R248<,

Los puntos muestran el promedio + desviacion estandar de al menos 3 ensayos
independientes.
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4.3 Efecto de la mutacién R248Q sobre proteinas de adhesion

Para entender el mecanismo por el cual la proliferacion celular mas lenta en
células adheridas en comparaciéon con las células HeLap53"'", se evalud el
contenido de proteinas de adhesion y anclaje celular E-caderina, (-catenina,
vimentina y del factor de transcripcion Snail involucrado en la regulacion negativa
de algunas proteinas de adherencia como la vimentina [39]. Los resultados
mostraron una disminucién significativa (50-70%) en todas las proteinas de
adhesién analizadas, excepto Snail en HeLap53R%*¥Q vs. HeLap53"" (Fig.5). Por el
contrario, la proteina Snail aumentd 2 veces vs. HeLap53"". Nuestros datos
indican que (1) la disminucion de las proteinas de adhesion y (2) el aumento de
Snail pueden estar asociados con la adquisiciéon de un fenotipo metastasico y
maligno tal como se ha demostrado para células de cancer de ovario (HGS-

OvCa).
Hela

kDa WT  p53WT p53R28Q

Snail 29 |- e GHD | EEEE———

E-caderina 80 ! --‘ _*_—I
B- catenina 92 -y - [ ] HeLap53*t
- —r

[l HeLap53R24a

Vimentina 57 “.. - F
*

Actina 43 o e g, 50 100 150 200 250

% vs. Hela
Figura 5. Western blot y Analisis densitométrico de proteinas de adhesion y de
Snail. Las muestras se normalizaron contra actina y contra HeLa"". Se muestra el
promedio * desviacion estandar de al menos 3 ensayos independientes.*p = 0.005
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4.4 Efecto de la mutacion R248Q sobre las proteinas de glucdlisis y de
laFO

La mutacion R248Q aumento (1.5 - 3.5 veces) el contenido de las proteinas
glucoliticas GLUT1, GLUT3, HKI y HKII, asi como un factor transcripcional que
modula positivamente a la via, HIF-1a (Fig. 6). La sobre-expresion de GLUT1 y
HKIl asociada con el aumento de HIF-1a correlaciona con lo reportado en la
literatura en células tumorales de HelLa [37]. En paralelo al aumento de las
proteinas glucoliticas, se encontr6 una disminucién significativa (80%) del
modulador negativo de la glucdlisis TIGAR.

Con respecto a la FO, la mutacion R248Q disminuyd (40-80%) las proteinas
de la cadena respiratoria NADH deshidrogenasa (NDI), citocromo c oxidasa
(COXIV), del ciclo de Krebs (20GDH, GA) y del sistema fosforilante (ATPasa) vs.

HeLap53"" (Fig. 6). Lo anterior indica que p53 mutado podria estar disminuyendo
la funcidén mitocondrial.
Hela

kDa WT p53WT p53R24sQ

HIFla 120 I

TIGAR 30

GLUT1 55

[IHeLap53*t

GLUT3 48 Il HeLap53R24ea

HKI 120

HKII 100

PFKI 85 b « ﬁ*

LDH-A 35

Actina 43 (D G S ° 100 200 300 400

% vs. Hela

Figura 6. Western blot y Analisis densitométrico de factores de transcripcion
asociados con glucdlisis y de proteinas glucoliticas. Las muestras se normalizaron
contra actina y contra HeLa"". Se muestra el promedio + desviacion estandar de
al menos 3 ensayos independientes. *p = 0.005
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4.5 Efecto de la mutacion R248Q de p53 sobre los flujos de FO y
glucdlisis en HelLa

Pocos estudios han demostrado la correlacion de p53 mutado y la
dependencia de la glucdlisis. Nuestros datos indican que el aumento en el
contenido de factores transcripcionales que modulan positivamente a la glucélisis
como HIF-1a y el contenido de proteinas glucoliticas controladoras del flujo como
GLUT1 y HKII podria correlacionar con un aumento substancial del flujo
glucolitico. Sin embargo, hemos documentado que no siempre se establece dicha
correlacion [29], por lo cual es indispensable medir la actividad de las mismas o en
su defecto, medir el flujo de la via. Es indispensable indicar que la mayoria de los
estudios [40] solo muestran el contenido de lactato total como indicativo de
glucdlisis. Sin embargo esto es incorrecto ya que el lactato puede provenir de
otras fuentes como del catabolismo de algunos aminoacidos, principalmente
glutamina (Tabla 1), por lo tanto para descartar la participacion de la
glutamindlisis, los experimentos se realizaron en presencia de 2DOG, un inhibidor
de la hexosa fosfato isomerasa y en consecuencia se detiene la produccién de
lactato inducido por glucosa exdgena. Por lo tanto, a la produccién de lactato total
se le resta aquella produccion de lactato en presencia del inhibidor 2DOG
(considerado como lactato proveniente de la glutamindlisis). Con este analisis, se
encontré que la produccién de lactato total fue muy similar al de HeLap53"'" y al
menos 2 veces mayor que el de HeLa"". Interesantemente, la glucdlisis (lactato
total menos lactato proveniente de la glutamindlisis y la degradacion de
glucdégeno) de las células con la mutacion R248Q fue el doble que el de las células
HeLap53"" y HeLa™'. En términos de glutamindlisis, la mutacién R248Q
disminuy6 significativamente la produccién de lactato por la oxidacion de
glutamina indicando una menor funcionalidad mitocondrial.

Contrario a lo observado con la glucdlisis, la mutacién R248Q de p53 en
HelLa disminuyé 60% el consumo total de oxigeno que representa el consumo de
oxigeno mitocondrial y no mitocondrial asi como 70% la FO (oxigeno utilizado

para la sintesis de ATP) vs. HelLap53"" (Tabla 1). Asi mismo, la capacidad
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maxima de la cadena transportadora de electrones (respiraciéon celular en
presencia de cianuro) fue menor 63% vs. HeLap53"". La disminucion en el
contenido de proteinas mitocondriales también correlaciond con una disminucién

de la actividad mitocondrial sugiriendo que la mutacion esta involucrada en una

regulacion negativa de la via.

Hela

kDa  WT p53WT p53R48Q
ND1 21 | - _* —
=

COXIV 17 |

20GDH 113 | W SN wue | = l
cA 3 | .- —

[IHeLap53*t

rssa st | D e T W

Actina 43 (MNP S0 O 0 50 100 150 200 250

%vs. Hela

Figura 7. Western blot y Analisis densitométrico de proteinas de la FO. Las
muestras se normalizaron contra actina y contra HeLa"". Se muestra el promedio
* desviacién estandar de al menos 3 ensayos independientes. *p = 0.005
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Tabla 1. Flujos de FO y glucdlisis en células HelLa. Los valores representan el
promedio * desviacion estandar de al menos 3 ensayos independientes

HeLaWT HeLap53WT HeLap53R248Q
Consumo O, total 16+ 1.5 22+ 3 9+ 2"
(ngAtO/min/mg de prot)
Fosforilacion Oxidativa 10+ 3 16+ 2 52"
(ngAtO/min/mg de prot)
Lactato total 17+ 6 34+ 9 35+ 1
(nmol de Lactato/min/mg de proteina)
Glucdlisis 16+ 2 17+ 3 34+ 4"
(nmol de Lactato/min/mg de proteina)
Glutamindlisis 1+ 0.4 17+ 8 1+ 1%
(nmol de Lactato/min/mg de proteina)
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4.6 Efecto de la mutacion R248Q sobre la dependencia a la produccion
a la produccion de ATP de la glucdlisis y FO

Las vias de la glucdlisis y FO son las que producen energia en cualquier
tipo celular para establecer cual de las dos vias contribuye principalmente al
suministro de ATP tumoral, se determin6é cuantitativamente el aporte de ATP
tumoral se determind cuantitativamente el aporte de ATP que proviene de cada
via, para la glucdlisis se asumié que por cada molécula de lactato formado se
sintetiza un ATP y para la FO se asumié que por cada nmol de oxigeno se
producen 2.5 moles de ATP. Con este anadlisis se encontré6 que la mutacion
promueve mayor dependencia hacia la via glucolitica 77%, mientras que la FO
aporta el 23%.

Tabla 2. Distribucion del aporte de ATP de la via glucolitica y de FO en células
Hela.

% de aporte de ATP

HeLa WT HeLap53WT HelLap53R248Q
Glucdlisis 4214 29110 7710
FO 6118 71£10 2315

Los valores representan el promedio * desviacion estandar de al menos 3 ensayos
independientes.
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5. DISCUSION

Se ha descrito que la presencia de mutaciones en p53 esta relacionada con
la —gnancia” o adquisicion de funciones fisiolégicas de células cancerosas, como
son el aumento en la velocidad de proliferacion, el desarrollo de fenotipos
metastasicos, mayor angiogénesis, invasion y quimio-resistencia a diferentes
farmacos anidnicos [41]. Sin embargo, el metabolismo también es un blanco de la
mutacion. Por ejemplo, la mutacion R273H y R248Q en el gen p53 esta asociado
con una mayor actividad glucolitica en tumores de pulmdn, en cancer de mama
SK-BR3 y MDA-MB468 [12, 42]

En este trabajo se analiz6 el efecto de la mutacién R248Q de p53 en
células de cancer de cérvix HeLa. En su condicion tipo silvestre, p53 regula la
expresion de PUMA, NOXA y TIGAR [38]. Sin embargo, esta activacién de
PUMA, NOXA y TIGAR en HeLap53" no se observa en HeLap53~?**¢ |o que se
ha atribuido a una posible pérdida de su funciéon” [43]. Por el contrario, la
mutacién de p53 promueve la adquisicion de nuevos blancos moleculares y en
consecuencia nuevas funciones fisioldgicas. Se ha descrito en la mutaciéon 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 interaccion
con otros supresores tumorales como PTEN y pequefias proteinas GTPasa como
RhoA, para ahora regular proteinas que sin mutacion no son blanco directo de p53
[44, 45, 46, 47, 48, 39, 49, 50, 51]. En nuestro caso, observamos que la mutacién
incrementd el contenido (2 veces) de el factor de transcripcion Snail, tal como se
ha descrito en células de hepatoma Hep3b, Huh7, hepatoblastoma HepG2 y 239T
[52, 53]. Snail es una proteina asociada a la activacion de la invasiéon celular,
transicion epitelio mesenquima (EMT) y a la induccidén metastasica [54]. Los
niveles de Snail en HeLa"" y HelLap53"" son similares, en comparacion a

HelLap537?*%Q|o que podria indicar que regula positivamente a Snail.

A nivel de proliferacion celular, la mutacién disminuyé el nuamero de

generaciones Yy la velocidad neta de duplicacién celular en las células adheridas
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de HeLap53Rf**¥Q, Este fenomeno correlaciond con una disminucién significativa
de proteinas de adhesién (E-caderina, B-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 morfologia celular asociado a la pérdida de
expresion de E-caderina y aumento en la capacidad de invasién celular, e
induccién metastasica [55, 56, 19]. También en células de cancer de endometrio,
la mutacion de p53 en R248Q promovio transicion epitelio mesénquima ligado a
una sobreexpresion del factor de activacion proteosomal, REGy el cual disminuye
la expresion de E-caderina, e incrementa vimentina y Snail en la metastasis [57], y

aumento en invasividad [39].

5.1 La mutacion de p53 en R248Q bloquea la funcién mitocondrial

A nivel de metabolismo energético, no existen reportes del efecto de la
mutacion 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 respiracion 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 expresién de p53 en el modelo de HeLa"V"
aumentd el contenido de proteinas mitocondriales 2-4 veces (ND1, COXIV,
20GDH, PDH, ANT, ATPasa), aumento el potencial transmembranal mitocondrial
40% vy el flujo de FO 60% comparado con HeLa"" [30]. Ademas, p53"" no mutado
aumenta el transcrito de proteinas mitocondriales como SCO2, COXIV, 2-OGDH y
la GA a través de la unién de p53 con sus elementos de respuesta [39]. Nosotros
encontramos que la mutacion de p53 R248Q inhibid la respiracion celular total y la
fosforilacién oxidativa bajando los niveles de las proteinas mitocondriales de NDI,
COXIV, 20GDH, GA, ATPasa de manera contraria a lo observado con los

hallazgos encontrados en células p53™""
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5.2 La mutacion de p53 en R248Q favorece el efecto Warburg

La mutacién de p53 favorecio la glucélisis a diferentes niveles, promovié un
aumento substancial 3.5 veces de HIF-1a y de sus genes glucoliticos blanco
GLUT1, GLUT3, HKI y HKII. Incrementd el flujo glucolitico 50% y en consecuencia
las células dependieron mayoritariamente de la glucolisis para la obtencion de
ATP (77%). Por lo tanto, nosotros proponemos que la mutacion favorece el efecto
Warburg, una caracteristica necesaria para la transformacion celular [42]. Al
respecto, se ha demostrado que la presencia de varias mutaciones de p53 en
diferentes sitios (R175H, R248Q y R273H) estimula la captacién de glucosa y la
produccion de lactato en células tumorales de pulmén H1299 a través de la
estimulaciéon de la translocacion de GLUT1 a la membrana plasmatica comparado
con las células H1299 con p53 no mutado [57].

Nuestros datos sugieren que la mutacion de p53 en la arg 248 no solo evita
su papel como supresor tumoral, si no que promueve una ganancia de funcion
aumentando el metabolismo glucolitico, provocando una transformacion
metabdlica, que juega papel crucial en el mantenimiento del estado tumorogénico
[58, 59].

Las células cancerosas utilizan la glucdlisis, adoptando un programa
metabdlico que favorece la rapida produccion de energia eficiente y conduce a
una alta tasa de absorcion de glucosa, esto se observa en la mayoria 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 glucdlisis y de la FO. Nuestra prediccion es que la
mutacién incrementara su sensibilidad a los inhibidores glucoliticos en mayor
proporcion que a los inhibidores mitocondriales. Estos resultados podran ayudar
en estrategias complementarias anti-glucoliticas 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 mutacion de p537?*%? favorece el efecto Warburg es decir, disminuye la funcion
mitocondrial y promueve una mayor dependencia de la glucdlisis para la obtencion

de energia 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, NaHCO;
3.7 g/L, piruvato 110 mg/L.

Apéndice 2

Método de exclusion por azul tripano

Se sembraron 5 x 10° 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 cuantificacion de la viabilidad por la
incorporacion de azul de tripano, se obtuvieron las células de la caja, se
centrifugaron a 2500 rpm durante 3 minutos y el botén se resuspendié en 1 mL de
medio DMEM enriquecido con 25 mM de glucosa. Para la cuantificacion de la
densidad celular y viabilidad se tomaron 10 pl para una dilucién 1:10 en medio
Ringer- Krebs y se anadié 0.1% de azul tripano. Se utilizé la camara de Neubauer

para cuantificar las células viables en el microscopio de luz.

Apéndice 3

Cuantificacion de proteina mediante el método de Biuret

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

afadieron 2 ml de reactivo de Biuret, posteriormente se determiné la absorbancia

de las muestras a 540 nm en un espectrofotometro. La concentracion total en la
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muestra (mg/ml) se determind a partir de albumina con concentracién conocida

mediante el calculo de regresion lineal.

Apéndice 4

Ensayo de respiracion celular en células de HeLa"'"

Adicién de
Oligomicina 2.4uM

Adicion de células
4mg

/

60

ngAtO
Adicion de Ditionita

100 sec

El ensayo se realiz6 como se indica en la seccion de Material y Métodos
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Apéndice 5

La determinacion de lactato+piruvato se realizé por la cuantificacion directa
del NADH formado por la reaccién 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 pL
de una dilucion 1:4 de LDH (28 U de LDH, de musculo de raton, Roche). La
reaccion inicio por la adicién de 1-5 mg de proteina. El NADH formado se midid
espectrofotométricamente a 340 nm en un espectrofotometro de diodos. La
velocidad de la glucdlisis se calculé por la diferencia de absorbancia inicial y final,
el coeficiente de extincién molar del NADH que corresponde a 6.22 mMy el

tiempo de reaccién [37]

Reaccion de la LDH

NAD™ NADH
COO~ COO~

HO—CH  ~—- /»o ¢

| |
CH., LDH CHa

Lactato Piruvato
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