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RESUMEN 
 

La regulación de la homeostasis celular está basada en la integración de diferentes vías de 

señalización, la vía Wnt es una de ellas y su desregulación contribuye al desarrollo de 

diferentes tipos de enfermedades como el cáncer. La activación canónica de la vía Wnt 

regula los niveles, estabilidad y localización de β-Catenina. Es bien conocido que la 

progresión maligna es consecuencia de la activación de oncogenes y/o la pérdida en la 

funcionalidad de supresores de tumores, en este sentido se ha reportado que TP53 es uno 

de los genes más frecuentemente mutados en los diferentes tipos de cáncer y más aún, la 

presencia de algunas mutaciones puede contribuir de manera importante a favorecer la 

activación de vías oncogénicas. Por ello, el objetivo del presente trabajo es evaluar los 

mecanismos a través de los cuales p53-wild type (p53-Wt) y p53 mutado (p53-Mut) pueden 

regular la activación de la vía Wnt dependiente de β-Catenina. Para ello, empleamos como 

modelo de estudio la línea celular derivada de cáncer de pulmón H1299, la cual es nula 

para p53, y realizamos ensayos de sobreexpresión de p53-Wt y las versiones mutadas p53-

R175H/p53-R273H. Observamos que la versión p53-Wt parece ejercer una regulación 

negativa sobre elementos de activación de la vía canónica Wnt, particularmente β-Catenina 

y el co-receptor LRP6, y que este mecanismo puede ser atribuido de manera específica a 

la inducción de miR-34a. El efecto de la sobreexpresión de p53 fue evaluado también en 

esta línea celular, en un modelo de generación de esferas. En estas condiciones 

observamos una disminución en la forma activa autofosforilada de GSK3β (Y216), así como 

un incremento en la actividad TCF/LEF. De manera interesante, en este modelo 

observamos que la sola presencia de p53-Mut promueve una ganancia de función que 

favorece la inactivación de GSK3β por su fosforilación en la Ser9. La inhibición 

farmacológica de la vía PI3K/AKT sugiere que el efecto de p53-Mut es regulado por AKT. 

Nuestros resultados destacan la importancia de p53-Wt y la ganancia de función de p53-

Mut en la regulación de vías de señalización asociadas a la progresión oncogénica. 
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ABSTRACT 
 

The canonical Wnt pathway regulates the cellular homeostasis by controlling the levels and 

localization of β-Catenin; its dysregulation contributes to development of different diseases, 

including cancer. It is well known that the TP53 tumour suppressor gene is frequently 

mutated in different types of cancer and even more, the presence of some mutants 

contributes to the malignant progress. Since different elements regulate the activity of the 

canonical Wnt pathway, we sought to determine the role of p53 as well as two of its mutants, 

p53-R175H and p53-R273H (p53-Mut). Thus, the aim of this work was to determine the 

effect of p53-Wt and p53-Mut in the regulation of the canonical Wnt pathway. We employed 

as study model the cell line derived from lung cancer H1299 which is null to p53, and 

transfection assays to express either p53-Wt or p53-Mut were done. We observed a 

negative regulation of β-Catenin and LRP6 by p53-Wt that can be attributed to the induction 

of miR-34a. When we measure the effect of expression of p53-Wt or p53-Mut in a spheroid 

model of these cells, we observed a decrease of the active form of GSK3β (Y216), and an 

increase of TCF/LEF activity. Interestingly, we observed that the sole presence of p53-Mut 

promotes a Gain of Function that favours the inactivation of GSK3β by phosphorylation at 

Ser9. The pharmacological inhibition of PI3K/AKT axis suggests that the effect of p53-Mut 

is regulated by AKT. These results highlight the importance of the functionality of p53-Wt 

and the gain-of-function of p53-Mut in the regulation of pathways associated to oncogenic 

progression. 
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ANTECEDENTES 
La constitución de los tejidos y órganos requiere de un balance y versatilidad celular que 

lleva en la mayoría de los tipos celulares a crecer y llevar a cabo procesos de división 

celular. Esta plasticidad y organización favorecen la autonomía y mantenimiento de los 

tejidos. Sin embargo, al corromperse esta homeostasis, se pueden favorecer procesos 

patológicos. A principios del siglo XX, el zoólogo alemán Thedor Boveri llegó a una 

conclusión fascinante para su época, al estudiar los huevos de erizo de mar, observó que 

las fecundaciones múltiples producen alteraciones en el desarrollo normal, y estas 

alteraciones en los cromosomas tendrían consecuencias importantes que podrían explicar 

parte de la transformación neoplásica. Con el estudio de los virus, los cuales algunos 

promueven la capacidad oncogénica esta teoría fue cobrando cada vez menos importancia, 

sin embargo, actualmente la teoría génica ha establecido que el cáncer es la consecuencia 

de eventos que involucran la activación de oncogenes y pérdida en la funcionalidad de 

genes supresores de tumores (Manchester, 1995). Una visión más actualizada ha permitido 

establecer los sellos o “Hallmarks” en los cuales se definen características y mecanismos 

comunes del cáncer independientemente del tejido en donde resida (Figura 1) (Boveri, 

2008; Hanahan y Weinberg, 2011). 

En este nuevo enfoque, se debe tomar en consideración que en el cáncer, no sólo son 

señales que promueven o inhiben la proliferación, sino que bajo estos procesos patológicos 

se debe entender cómo los genes llevan a la organización de las células en los tejidos. En 

este sentido, existe un conjunto de mecanismos desregulados en cáncer que favorecen la 

progresión maligna que no se limitan a receptores tipo tirosina cinasa. La homeostasis 

celular se regula en gran medida por el aumento en las señales de EGF, Wnt, la vía TGF-

β, Notch o Shh  (Edwards, 1999). Es bien conocido que este conjunto de señales no actúa 

de manera aislada, sino en algunos casos a manera de gradiente, regulando distintos 

procesos celulares. Por ello, el entender las bases moleculares y los mecanismos en que 

las alteraciones genéticas promueven el desbalance de estas señales es unos de los retos 

a entender en la oncología moderna. 

Biología del cáncer: epidemiología y definición 

Con base en los datos epidemiológicos recientes GLOBOCAN, se estimaron 18.1 millones 

de nuevos casos de cáncer en el año 2018. Su frecuencia en diagnóstico e incidencia es 

principalmente el cáncer de pulmón (11.6%), seguido por el cáncer de mama (11.6%), 

próstata (7.1%) y cáncer colorectal (6.1%) (Bray et al., 2018). En México, los nuevos casos 

considerando ambos sexos 
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se encuentran principalmente el cáncer de mama, próstata, colon, tiroides y cervicouterino. 

Es importante señalar que la incidencia lejos de disminuir se encuentra en incremento, por 

lo que representa la segunda causa de muerte a nivel mundial según la Organización 

Mundial de la Salud, 2015 (GICRD, 2015) (Figura 2). 

Desde el punto de vista celular y molecular, el cáncer se define como un conjunto de 

enfermedades caracterizadas por tener una proliferación sostenida, mismas que les 

confieren características de generar metástasis e invasión a tejidos distantes. Con base en 

esta definición, se ha establecido por Hanahan y Weinberg características o mecanismos 

comunes que favorecen el desarrollo de tumores. Estas características son compartidas 

independientemente del tejido del cual se estudie, e incluye mecanismos de proliferación 

sostenida, evasión a supresores de crecimiento, resistencia a la muerte celular por 

apoptosis, inducción de angiogénesis, activación de programas de invasión y metástasis e 

inmortalidad replicativa (Hanahan y Weinberg, 2011). En años recientes, se han agregado 

a estas características la reprogramación metabólica y la evasión del sistema inmune. 

Figura 1. Sellos distintivos del cáncer. Se proponen seis características biológicas 

que contribuyen al desarrollo de un tumor, ésto incluye un incremento en los 

mecanismos de proliferación, evasión a supresores de crecimiento, resistencia a la 

muerte celular por apoptosis, inducción de una actividad metastásica, angiogénesis y 

establecimiento de un programa replicativo que lleva al desarrollo macroscópico de un 

tumor (modificado de Hanahan and Weinberg, 2011). 
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Asimismo, se debe tomar en consideración que el estudio del cáncer no se debe abordar 

de manera aislada, sino considerando los elementos que contribuyen a generar un 

microambiente tumoral, que en conjunto favorecen al desarrollo de esta enfermedad. 

Esta desregulación implica un proceso reiterativo de expansión clonal y diversidad genética 

en el tejido donde se encuentra, por lo que un tumor puede estar constituido por diferentes 

subpoblaciones celulares a pesar de encontrarse en tejidos y microambientes específicos. 

Dentro de esta heterogeneidad, se encuentran las Células Troncales Cancerosas (CTC), 

las cuales comparten características comunes a las células troncales normales como la 

capacidad de autorrenovarse  y diferenciarse, en el caso de las CTC está subpoblación 

celular repercute en la capacidad de iniciar y sostener el crecimiento tumoral, generando 

metástasis y explicando en parte, el bajo pronostico clínico en pacientes con cáncer (Batlle 

y Clevers, 2017). 

Se ha atribuido a las CTC el generar la población celular que conforma la masa tumoral, 

esto debido a sus habilidades de tipo troncal compartida con las células troncales normales 

que les confieren capacidad de auto-renovación. Entre sus características funcionales, se 

incluye su resistencia a la radiación y quimioterapia (atribuida a la expresión de 

transportadores ABC), baja tasa de proliferación (debido a su mantenimiento en un estado 

Figura 2.  Datos epidemiológicos respecto a la prevalencia de cáncer en México. 

Número de nuevos casos en México en 2018. Recopilado de Bray et. al., 2018. 
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de quiescencia) y perdida de la homeostasis celular, lo que les permite sostener el 

crecimiento del tumor de manera continua (Clevers, 2016). 

Se ha establecido que las CTC poseen características plásticas que les lleva a adaptarse 

a diferentes condiciones celulares, parte de estas dependen de señales derivadas del 

microambiente tumoral. Asimismo, las CTC residen en nichos particulares cuya función es 

preservar las propiedades funcionales que facilitan su potencial de autorrenovación, sin 

embargo, también se ha señalado que poseen características que las hacen no depender 

de un nicho para su mantenimiento (Clevers, 2016; Seino et al., 2018). 

Funciones de p53 como supresor tumoral 

Las células deben poseer mecanismos que les permita a generar un recambio de las células 

defectuosas con el propósito de reestablecer y favorecer la homeostasis de los tejidos. En 

este sentido, la proteína p53, también conocido como el guardián del genoma  puede 

regular diferentes procesos con base en señales intrínsecas y extrínsecas en la célula, 

mismas que pueden incluir, daño al DNA, senescencia, señales de diferenciación, estatus 

energético, etc. (Bai y Zhu, 2006). 

Su descubrimiento se basó en la transformación celular ejercida por el virus tumoral SV40, 

mismo que al inyectarse a un ratón singénico, generaba en el hospedero una reacción 

inmune que le permitió generar anticuerpos hacia las células transformadas. Los viriones 

de SV40 al entrar al núcleo llevan a cabo diferentes procesos de splicing donde les lleva a 

producir 3 diferentes proteínas de antígeno T (con tamaños de 708, 174 y 135 aminoácidos). 

La transformación ocurre cuando el genoma viral se integra como consecuencia de la 

expresión del antígeno T grande. Cuando las células infectadas se inyectan en un ratón 

singénico (que posee el mismo trasfondo genético al de las células inyectadas), se genera 

en el hospedero una respuesta inmune donde se producen anticuerpos que reconocen las 

células transformadas, y por lo tanto se reconocen las proteínas presentes en el virus. De 

esta manera, el antígeno T pudo ser inmunoprecipitado y de manera adicional una proteína 

de 53 kDa. Posteriormente, se descubrió que este anti-suero producido podía reconocer a 

la proteína de 53 kDa presente en otros tipos celulares que no fueron infectados con SV40. 

Es decir, la proteína T expresada en las células transformadas tenía interacción con la 

nueva proteína p53 presente en las células (Pipas y Levine, 2001). 

Posteriormente, los estudios funcionales revelaron que la transfección de p53 podría 

favorecer, junto con el oncogen Ras el proceso de transformación maligna. Esto catalogó a 
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p53 como oncogen, sin embargo, el DNAc aislado era proveniente del RNAm de células 

cancerosas. Posteriormente, al evaluar este mismo efecto a partir de DNAc proveniente de 

células normales se observó que en realidad p53 contribuía a reprimir el proceso de 

transformación, por lo que los efectos promotores de la proliferación eran explicados por 

p53 mutado (p53-A135V) (Michalovitz et al., 1990). Por esta razón fue considerado a la 

proteína p53 como un supresor tumoral, el cual, al alterarse su función ejerce efectos 

promotores en la capacidad proliferativa (Figura 3). 

Mecanismos de inducción de p53 

Existe un gran número de señales que contribuyen a la activación de p53, estas incluyen 

estrés celular, daño al DNA, hipoxia, daño oncogénico, así como señales de diferenciación 

(Figura 4). La activación de p53 wild-type (p53-Wt), favorece señales proapoptóticas, de 

arresto celular, senescencia, etc. Desde el punto de vista estructural, la proteína p53 posee 

un dominio N-terminal de transactivación, un dominio rico en prolinas, un dominio de unión 

al DNA y un dominio regulatorio de oligomerización en el C-terminal (Freed-Pastor y Prives, 

2012; Humpton y Vousden, 2016). Existe un gran número de genes blancos regulados por 

p53, por ejemplo, aquellos implicados en arresto en el ciclo celular (p21, miR-34, etc.), 

Figura 3. Participación de p53 en la transformación oncogénica. El efecto de p53 se 

estudió en fibroblastos embrionarios. La sobreexpresión del oncogen Ras ocasiona que 
si existe una deleción en p53, favorece la capacidad de crecer de manera independiente 
de anclaje (izquierda), si se expresa una versión mutada de p53 (alanina a valina en la 
posición 135) a la par del oncogen Ras este efecto se incrementa, pero si se expresa la 
versión p53-Wt se genera un rescate en la transformación celular (derecha), lo que revela 
que la función p53 canónica tiene un efecto supresor tumoral. La imagen muestra el 
crecimiento de focos transformados teñidos con Giemsa (Modificado de Michalovitz, 
1990). 
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senescencia (PAI1, CDKN1A, etc.), apoptosis (PUMA, BAX, NOXA, etc.), procesos 

metabólicos (TIGAR, GLS, etc.). Si bien, la vida media de p53 es baja (~20 min), su 

estabilidad puede ser regulada a través las modificaciones postraduccionales generadas 

por diferentes tipos de señales (Bai y Zhu, 2006; Misso, 2014).  

Entre las señales de activación se encuentra el daño al DNA, ya que puede promover una 

respuesta de arresto en el ciclo celular, al favorecer la expresión de p21, el cual actúa como 

un inhibidor de cinasas dependientes de ciclinas (CDK). De esta manera, al acarrear 

mutaciones que llevan a la perdida en la funcionalidad canónica de p53, particularmente 

aquellas presentes en el dominio de unión al DNA puede disminuir su capacidad de 

Figura 4. Funciones asociadas a la activación canónica de p53. Se ha descrito 
ampliamente que los efectos asociados a la presencia de p53-Wt dependen del contexto 
celular, por ello entre los efectos más comúnmente descritos se encuentra el favorecer 
procesos pro-apoptóticos, arresto en el ciclo celular, diferenciación celular, adaptación a 

hipoxia, etc. (modificado de Weinberg, 2014). 
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responder ante señales de estrés y por lo tanto, favorecer la progresión del crecimiento 

celular (Kim et al., 2017). 

El incremento en los niveles fisiológicos de p53, puede regular la expresión de diferentes 

tipos de genes como MDM2, cuya proteína puede unirse directamente a p53, regular su 

salida del núcleo y favorecer su degradación en el proteosoma. Esto funciona como un loop 

de retroalimentación negativa que regula su propia actividad, contribuyendo a mantenerlo 

en niveles bajos, asegurando su degradación después de su síntesis (Figura 4). Entre las 

diferentes rutas que se encargan de regular la estabilidad de p53, estas incluyen las señales 

de respuesta por ruptura de doble cadena (DBS, por sus siglas en inglés), los cuales activan 

la vía ATM/ATR/Chk1, que conlleva al incremento en la actividad transcripcional de p53 

(Figura 4) (Honda y Yasuda, 2000).  

Es importante señalar que la activación de p53 es regulada por múltiples procesos y 

contextos celulares, ante estas señales p53 debe evitar su degradación por MDM2, con el 

propósito de favorecer su estabilidad. La fosforilación de p53 en parte, bloquea la capacidad 

de ser regulada por MDM2, en particular aquellas fosforilaciones presentes en el dominio 

de transactivación, una de ellas es generada por la proteína Chk1, misma que se activa 

como respuesta de daño al DNA. De esta manera, MDM2 antagoniza las funciones 

canónicas de p53 (Mendrysa y Perry, 2000; Terzian et al., 2008).  

 

Por otro lado, existen contextos celulares que permiten regular la participación de p53 en 

procesos de proliferación y supervivencia, por sus efectos ejercidos sobre MDM2. Se ha 

observado que la vía PI3K/AKT, puede regular la activación de MDM2 por su fosforilación 

en el residuo Ser183, favoreciendo la ubiquitinación de p53, resultando en la reducción en 

sus niveles proteicos y su actividad transcripcional. Esto puede explicar, por qué la 

desregulación de señales mitogénicas resultan, en parte en la pérdida de su funcionalidad 

canónica (Honda y Yasuda, 2000; Mendrysa y Perry, 2000). Asimismo, el microambiente 

hipóxico puede jugar un rol importante en la inducción de p53.  Se ha señalado que 

condiciones de estrés celular asociado a hipoxia puede favorecer la acumulación de p53, 

misma que parece ser dependiente del factor de trascripción Hif-1α, para esto se han 

propuesto diferentes modelos de activación. Por ejemplo, se ha sugerido que la función 

ejercida por Hif-1α radica en suprimir la regulación de ubiquitinación mediada por MDM2 

así como su exporte nuclear (Humpton y Vousden, 2016). Aunque gran parte de los estudios 

de esta interrelación se han centrado en MDM2, la evidencia apunta a que esta regulación 

resulta ser mucho más compleja. El eje ATR/Chk1 puede contribuir a la estabilización de 
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p53 por su fosforilación en la serina 15, activado bajo condiciones de hipoxia y procesos de 

re-oxigenación, asociado íntimamente a una respuesta de daño al DNA (Hammond et al., 

2003; Sermeus y Michiels, 2011).  La activación de Hif-1α se asocia a la disponibilidad de 

oxígeno, ante esto las enzimas PHD regulan su hidroxilación para favorecer su degradación 

proteosomal. De una manera consistente, datos recientes revelan que la PHD3 regula la 

hidroxilación directa de p53 en la prolina 359 (P359) y a partir de ésto su estabilidad por 

ubiquitinación, lo que destaca la importancia de la disponibilidad de oxígeno para favorecer 

las acciones supresoras de proliferación y apoptosis que no sólo se limita al efecto ejercido 

sobre los factores inducidos por hipoxia Hif1/2 α (Rodriguez et al., 2018). 

 

Se ha estudiado de manera importante la influencia de p53 como un regulador maestro de 

la actividad glucolítica y la fosforilación oxidativa, por lo que la desregulación de vías 

oncogénicas lleva a cambios en la reprogramación metabólica. Como consecuencia, las 

células en proliferación deben poseer mecanismos que favorezcan este proceso, en este 

sentido se ha observado que las células cancerosas sobreactivan vías glucolíticas (aun en 

condiciones aeróbicas). La proteína p53, siendo un supresor tumoral importante tiene 

influencia en la regulación de este proceso ya que actúa negativamente regulando la 

expresión de transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4, lo que contrarresta el “efecto 

Warburg”, sin embargo favorece la fosforilación oxidativa (Schwartzenberg-Bar-Yoseph 

et al., 2004). Este efecto se puede explicar debido a la regulación positiva sobre TIGAR 

(Regulador de glucolisis y apoptosis inducible por TP53), quien a su vez actúa 

disminuyendo la actividad de PFK-2/FBPasa (fosfofructocinasa y fosfatasa de fructosa 6 

fosfato) y de esta manera el flujo glucolítico se ve reducido (Bensaad et al., 2006; 

Hernández-Reséndiz et al., 2015). En el caso de la fosforilación oxidativa, p53 puede 

favorecer la utilización de oxígeno por la sobreactividad de COX (citocromo oxidasa) y en 

regular la glutaminasa, enzima que favorece la desaminación de glutamato, incrementa α-

cetoglutarato y la respiración mitocondrial. A partir de esto, pueden promoverse 

mecanismos de defensa antioxidante como parte de la sobreactivación de p53, 

incrementando los niveles de GSH (Glutatión reducido), que a su vez incrementa la 

protección frente a ROS (Puzio-Kuter, 2011). 

 

Adicionalmente, se ha señalado la existencia de señales extracelulares que pueden 

contrarrestar la activación de p53 a través del efecto ejercido sobre FAK (cinasa de 

adhesión focal, por sus siglas en inglés), donde de manera independiente a su actividad 
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cinasa, puede favorecer la degradación de p53 al promover la interacción de MDM2, 

específicamente a través del dominio FERM, presente en la proteína FAK. Así, gran parte 

del mantenimiento indiferenciado puede ser regulado a través del estado de agregación 

celular, por lo que este efecto resulta ser un elemento importante para el mantenimiento de 

células troncales embrionarias. De esta manera, los mecanismos de regulación de p53 no 

son limitados a la respuesta generada por estrés celular o daño al DNA. Los diferentes tipos 

celulares originados por un proceso de diferenciación a partir de células pluripotentes deben 

poseer mecanismos que regulen esta transición,  en este sentido, la acetilación de p53 en 

Lys373 puede estabilizar a p53 favoreciendo su acumulación y actividad a través de la 

inducción de miR-34 y miR-145, que actúan reprimiendo la actividad de los factores de 

transcripción Oct4 y Sox2, asociados estrechamente a pluripotencia (Jain et al., 2012; Lim 

et al., 2008; Wang et al., 2017). Asimismo, se ha evidenciado que p53 puede converger con 

la vía de TGF-β y Ras/MEK/ERK y de esta manera promover junto con la proteína Smad2 

procesos de diferenciación a través de la expresión de p21. Este proceso juega un rol 

importante para favorecer la supresión tumoral a través de señales extracelulares y así 

contribuir a la homeostasis de los tejidos (Cordenonsi et al., 2003, 2007). A partir de estos 

mecanismos, puede entenderse el papel de p53 ejerciendo efectos de represión del 

proceso indiferenciado y a su vez con un rol activo en promover diferenciación celular. 

 

Funciones oncogénicas atribuidas a p53 mutado (p53-Mut) 

 

A partir de estudiar p53, en sus primeros años la evidencia fue contradictoria ya que se 

pensaba que actuaba como un oncogén. Posteriormente se identificó que gran parte de los 

modelos estudiados eran provenientes de líneas celulares cancerosas, mismas que tenían 

una pérdida en la funcionalidad de esta proteína. Al estudiar células no transformadas, se 

observó que p53 es un supresor tumoral cuyas funciones favorecen gran parte de los 

efectos ya mencionados. Al estar inactivo p53, ya sea por deleción o mutación se pierde su 

capacidad supresora tumoral. Entre las principales se encuentran mutaciones puntuales y 

sustitución de pares de bases correspondientes a los aminoácidos R175, G245, R248, 

R273. Los sitios más frecuentemente mutados se encuentran en el dominio de unión al 

DNA, la adquisición de mutaciones puede ejercer un efecto de dominancia negativa que le 

lleva a la versión canónica de p53 de perder su función como supresor tumoral, y más aún, 

la adquisición de estas mutaciones puede contribuir a favorecer la capacidad proliferativa 

(Bai y Zhu, 2006; Freed-Pastor y Prives, 2012; Junk et al., 2008).  
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A pesar de que esta ganancia de función ha sido reportada, son pocos los trabajos que han 

revelado a nivel mecanístico este efecto. En el presente trabajo se ejemplificarán aquellos 

que revelan mecanismos de activación comunes y genéricos en base al microambiente 

tumoral, factores de crecimiento extracelulares y estatus energético. 

 

Figura 5. Ganancias de función relacionadas a la presencia de p53-Mut. Imagen 

representativa de los mecanismos moleculares en que p53-Mut favorece la activación 
oncogénica, entre los mecanismos descritos se incluye una redistribución de receptores 
con actividad tirosina cinasa, favorecer la expresión de enzimas glucolíticas (efecto 
Warburg), estabilización del complejo YAP/TAZ, favorecer la expresión de proteínas que 
degradan la matriz extracelular a través de Hif1α, así como en  promover la capacidad 
metastásica a través de la generación de complejos proteicos entre Smad/p53-Mut/p63. 
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Dentro de las ganancias de función asociadas a proliferación y supervivencia, se ha 

señalado que a partir de la presencia de p53-Mut (específicamente, R273H) se asocia con 

resistencia a muerte celular por anoicis, este efecto es explicado por la regulación negativa 

de la proteína BMF a través de la vía PI3K/AKT. La proteína BMF, favorece la disociación 

de BIM y BCL-XL, promoviendo la apoptosis a través de la mitocondria, lo que sugiere que 

p53-Mut disminuye la capacidad de promover muerte celular (Tan et al., 2015). Al 

incrementar p53-Mut vías asociadas a proliferación, existe una importante participación del 

receptor EGFR por las vías PI3K/AKT y MAPK/ERK. Consistente a esta evidencia, se ha 

estudiado que la presencia de p53-R273H favorece la represión de miR27, mismo que al 

expresarse regula negativamente EGFR en sus segmentos UTR 3´ (Wang et al., 2013). En 

complemento a esta sobreactivación de receptores, se ha destacado entre las funciones de 

p53-Mut el favorecer el reciclaje de integrinas y EGFR a través de la proteína RCP. Este 

efecto parece ser regulado porque la presencia de p53-Mut favorece la interacción de RCP 

con integrinas y a partir de esta interacción los receptores de tipo tirosina cinasa (RTK) son 

translocados a la membrana (Muller et al., 2009). Asimismo, se ha estudiado que la 

ganancia de función de p53-Mut lleva al incremento de WIP, que en parte puede favorecer 

la estabilización de YAP/TAZ y al establecimiento de un fenotipo maligno. A partir de la 

presencia de WIP, se puede favorecer la activación de la isoforma de AKT2, el cual regula 

la translocación de receptores a la membrana (Escoll et al., 2017). Esta evidencia, en parte 

puede explicar la existencia de vías de proliferación asociadas a factores de crecimiento 

presentes en tumores con un estatus p53-Mut. 

 

Por otro lado, a pesar de que la presencia de p53-Mut se ha evidenciado ampliamente, el 

efecto de estas mutaciones en el metabolismo energético no se ha descrito en su totalidad. 

La presencia de p53-Wt es un elemento importante para favorecer la fosforilación oxidativa, 

sin embargo, cuando la concentración de oxígeno disminuye como consecuencia del 

microambiente, la tasa glucolítica y de fosforilación oxidativa disminuye, lo que incrementa 

la autofagia a través del efecto de p53. De manera interesante, p53-Mut reduce la tasa de 

fosforilación oxidativa e incrementa la glucolisis, es decir favorece el efecto Warburg 

(Hernández-Reséndiz et al., 2015, 2019). Este efecto puede deberse al incremento en la 

tasa glucolítica dado por una translocación de transportadores glucosa GLUT1, al parecer 

la presencia de p53-Mut incrementa la actividad de la vía Rho/ROCK, necesaria para su 

translocación (Zhang et al., 2013). 
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Los mecanismos dinámicos de proliferación celular requieren de un balance anabólico 

(consumo de ATP y síntesis de macromoléculas) y catabólico (degradación de 

macromoléculas para producir ATP). La presencia de p53-Mut ha permitido la adaptación a 

este proceso, una manera de regular esta homeostasis metabólica recae en la proteína 

AMPK, la cual permite sensar los niveles de ATP:AMP. Su activación estimula vías 

catabólicas. En este sentido, se ha observado que una manera de favorecer la proliferación 

y la ganancias de función oncogénica por parte de p53-Mut recae en inhibir la activación de 

AMPK a través del dominio de unión al DNA (Zhou et al., 2014). Consecuencia de esto, 

incrementa la capacidad glucolítica y la producción de lípidos, elementos importantes para 

promover el crecimiento celular. Además, se ha evidenciado que parte del comportamiento 

maligno asociado a p53-Mut es explicado por la sobreactividad de la ruta del mevalonato, 

la cual es esencial para promover vías lipogénicas que podrían explicar parte de las 

modificaciones postraduccionales asociados a proteínas G monoméricas (Ras, Rho, etc.) 

cuyos eventos de prenilación resultan indispensables para promover su actividad (Ingallina 

et al., 2018; Parrales et al., 2018). 

 

Asimismo, la influencia del microambiente hipóxico puede reflejarse en una participación 

dual p53-Mut/Hif-1α. Esto se asocia a un incremento en la expresión de proteínas de la 

matriz extracelular como Colágena VIIa1 y Laminina- γ2. Este efecto de ganancia de función 

llevado a cabo en condiciones de estrés por hipoxia contribuye a favorecer la capacidad 

tumorigénica (Amelio et al., 2018; Kamat et al., 2007). Consistentemente, esta alta 

capacidad proliferativa se relaciona con la inhibición de la formación de vesículas 

autofágicas e incremento en la vía mTOR. Funcionalmente, las implicaciones de la 

inhibición de la autofagia incrementan su daño al DNA por rupturas de doble cadena 

sugiriendo que el rol de la autofagia permite en parte disminuir el daño al DNA y en reducir 

procesos oncogénicos. Asimismo, el efecto de p53-Mut posee mayor sensibilidad al efecto 

de inhibidores de mTOR (Cordani et al., 2016). 

 

Existen diferentes elementos que regulan la homeostasis y los programas de proliferación 

y arresto celular. De una manera importante, la presencia de p53-Mut puede romper esta 

homeostasis. Un ejemplo de esto puede deberse a la interacción que ejerce p53-Mut con 

las señales de TGF-β. Esta vía regula diferentes programas de diferenciación y arresto 

celular, teniendo una participación como supresor tumoral, el grupo de trabajo de Stefano 

Piccolo ha realizado contribuciones importantes en este sentido. Por ejemplo, se ha 
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observado una interacción con p63, la cual es una proteína que coordina la inhibición de la 

metástasis, sin embargo en presencia de TGF-β y p53-Mut se generan complejos proteicos 

entre Smad/p53-Mut/p63 que le lleva a perder su funcionalidad y por lo tanto se promueva 

metástasis (Adorno et al., 2009). Además, se ha observado que la actividad canónica 

Smad2/Smad3 puede atenuarse a través de la interacción directa de p53-Mut con el 

dominio MH2 de Smad3, sin que se afecte su fosforilación (Adorno et al., 2009; Ji et al., 

2015). Esto destaca, no sólo la naturaleza pleiotrópica de la vía TGF-β en contextos no 

tumorales y tumorales, sino también que la ganancia de función oncogénica de p53-Mut no 

parece limitarse a los efectos sobre RTK (Figura 5).  

 

Participación de la vía Wnt como regulador de la homeostasis celular 

 

La regulación de los tejidos requiere de un constante balance de procesos que implican, 

diferenciación, generación de patrones, organogénesis, regeneración, mantenimiento de 

células troncales, etc. La vía Wnt permite regular gran parte de estos procesos, y su 

desbalance en los mecanismos que la rigen puede favorecer diferentes tipos de 

enfermedades, cáncer es una de ellas. Existen diferentes mutaciones en esta vía en genes 

como Axina, APC y β-Catenina (CTNNB1), cuyas proteínas promueven su sobreactivación, 

lo que lleva al incremento en la estabilidad de β-Catenina y favorece su translocación 

nuclear para promover procesos de proliferación (Clevers y Nusse, 2012).  

 

La vía Wnt fue descubierta por Roel Nusse, a partir de esto se han descrito numerosos 

efectos biológicos en los que participa, el establecimiento de la polaridad celular, motilidad, 

especificación de los ejes embrionarios, etc. Los ligandos Wnts, se refieren a una serie 

conservada de glicoproteínas de ~40 kDa. Una de las modificaciones más importantes es 

la adición de ácido palmítico, el cual resulta indispensable para su maduración. Esta 

modificación resulta uno de los puntos más importantes en las señales Wnt, el cual es 

llevado a cabo por la proteína Porcupina en el retículo endoplásmico. Un ligando prototipo 

de vía canónica dependiente de β-Catenina es el ligando Wnt3a. Se sabe que la perdida 

de Porcupina lleva a su retención en el retículo endoplásmico, lo que genera defectos en 

su secreción en especies como Drosophila melanogaster (Janda et al., 2012). 

 

Este tipo de ligandos liberados se asocian con diferentes respuestas biológicas en las 

células sobre las que actúa. Existen 19 diferentes tipos de ligandos en mamíferos los cuales 
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son expresados en diferentes tejidos. Los ligandos se unen a los receptores Frizzled (Fzd) 

que pertenecen a la superfamilia de los receptores acoplados a proteínas G, de los cuales 

han sido descrito 10 en humanos (Clevers, 2006; Willert y Nusse, 2012). El reconocimiento 

de Fzd a los respectivos ligandos depende de un dominio rico en cisteínas presente en la 

región N-terminal de los receptores. Entre los tipos de respuestas en las células efectoras 

se encuentra la vía “canónica”, cuyo efecto recae en regular los niveles, estabilidad y 

localización de β-Catenina, mientras que las vías “no canónicas” se encuentra la Polaridad 

Celular Planar (PCP) y la movilización de calcio. Actualmente, se ha establecido que estas 

respuestas producidas dependen del tipo de receptores y co-receptores expresados. Para 

llevar a cabo las respuestas prototípicas dependientes de β-Catenina se encuentra el efecto 

ejercido sobre el co-receptor LRP5/6, mientras que para las vías no canónicas depende de 

co-receptores alternos como Ryk o ROR2 (Green et al., 2014; Minami et al., 2009). 

Asimismo, se encuentran proteínas cuyos efectos son antagónicos, ya que interactúan con 

los ligandos directamente como Dickkopf (DKK) y Kremen (Krm). 

 

Señalamiento canónico dependiente de β-Catenina 

 

El mecanismo de señalización Wnt dependientemente de β-Catenina (comúnmente 

denominado canónico) recae en regular su estabilidad y localización (Valenta et al., 2012). 

La proteína β-Catenina regula una gran cantidad de procesos celulares fisiológicos, entre 

ellos favorecer adhesión celular y actuar como co-activador transcripcional en la 

señalización Wnt. Parte de la generación de complejos de adhesión celular dependen de la 

interacción que tiene β-Catenina con las proteínas γ-Catenina y α-Catenina. Su estructura 

la constituye 781 aminoácidos, su dominio central posee 12 repeticiones armadillo, estas 

repeticiones le permiten su unión no sólo a diferentes Cadherinas y Cateninas, sino también 

a diferentes factores transcripcionales. Se ha establecido que muchas de las proteínas de 

unión a β-Catenina interactúan a través de las repeticiones “armadillo”, que incluyen 

cadherinas, TCF/LEF, Axina o el inhibidor transcripcional ICAT (Cruciat, 2014; Mosimann 

et al., 2009). Asimismo, existen diferentes modificaciones postraduccionales que, a nivel de 

fosforilación, regulan la capacidad de que β-Catenina forme parte de complejos de adhesión 

celular. Por ejemplo, las fosforilaciones en el C-terminal se asocian generalmente con un 

incremento en la actividad transcripcional ya que reducen su afinidad a los complejos de 

adhesión. Se han identificado diferentes tipos de cinasas que se encargan de regular esta 

afinidad, entre ellas las proteínas PKA y AKT que fosforilan las serinas 675 y 552 
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respectivamente (Fang et al., 2007; Hino et al., 2005). A partir de estas fosforilaciones se 

puede favorecer su capacidad de actuar como co-activador transcripcional, en el caso de 

la S675  incrementando su importación nuclear, mientras que la S552 por su interacción 

con 14-3-3ζ, una proteína de andamiaje implicada en favorecer su estabilización (Figura 6) 

(Tian et al., 2004).  

Para entender la base molecular de la vía Wnt canónica dependiente de β-Catenina, es 

necesario tomar en consideración los mecanismos que regulan la estabilidad de β-Catenina 

Figura 6. Distribución de β-Catenina en células cancerosas. A. La proteína β-
Catenina tiene una expresión constitutiva y en condiciones no cancerosas se encuentra 
generalmente en la membrana celular favoreciendo las uniones adherentes con E-
Cadherina y α-Catenina, sin embargo, al perderse las uniones adherentes durante la 
progresión maligna, su distribución tiende a favorecerse en citoplasma y en el núcleo, 
donde bajo diferentes señales, su estabilidad incrementa evitando su degradación 
proteosomal. B. La presencia de señales Wnt u otros factores de crecimiento regulan la 

estabilidad de β-Catenina a nivel de sus modificaciones postraduccionales que le 
favorecen su capacidad de actuar como co-activador transcripcional (modificado de 
Weinberg, 2014). 

A 

B 
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cuando hay una ausencia de ligandos Wnt. Existen diferentes componentes que regulan su 

estabilidad, para ello existe un complejo multiprotéico que se encarga de favorecer su 

degradación. Mutaciones en estos componentes pueden llevar a una activación aberrante 

de la actividad basal de β-Catenina. Entre las proteínas que constituyen este complejo se 

encuentra CK1 (caseína cinasa 1), Axina, APC, GSK3β y la proteína E3 ubiquitin ligasa. 

Las modificaciones por fosforilación en el N-terminal de β-Catenina regulan su degradación, 

por ejemplo, la proteína CK1 lleva a la fosforilación de la Ser45, la cual favorece la 

fosforilación adicional de los residuos 41, 37 y 33 por GSK3β. A partir de esta secuencia de 

fosforilaciones se genera un sitio de unión a β-TrCP (proteína que contiene repeticiones β-

transducina) que lleva a su degradación proteosomal (Acebron y Niehrs, 2016; Beurel et al., 

2015). 

 

Los ligandos Wnt se unen a los receptores Frizzled y al co-receptor LRP5/6, ante esta unión 

se recluta la proteína Dishevelled (Dvl) la cual es fosforilada como consecuencia de la unión 

ligando-receptor. Después de esta fosforilación, el complejo Axina-GSK3β se recluta a la 

membrana a través del dominio DIX presente en Dvl. Posteriormente, como parte de la 

activación basal constitutiva la proteína GSK3β fosforila la cola citoplásmica del LRP (Piao 

et al., 2008). Ante este evento, el conjunto de proteínas Axina, GSK3β, CK1 y APC son 

reclutados a la membrana plasmática, llevando a la disociación del complejo proteico que 

lleva a la degradación de β-Catenina. Este mecanismo lleva a favorecer su acumulación y 

por lo tanto puede entrar al núcleo, donde dependiendo del contexto celular, puede actuar 

como co-activador transcripcional de la familia de factores transcripcionales TCF/LEF. Los 

genes blanco típicos que son regulados como consecuencia del incremento de la actividad 

transcripcional mediada por β-Catenina son aquellos involucrados en procesos de 

proliferación, autorrenovación, migración, etc., tales como c-myc, ciclina D, entre otros 

(Mosimann et al., 2009) (Figura 7).   

 

Asimismo, se ha establecido que la presencia de vías no canónicas pueden ejercer un 

efecto antagónico sobre la actividad dependiente de β-Catenina, esto puede ser explicado 

por una regulación ejercida por PKCα. Se ha reportado que los sitios Ser33/Ser37/Ser45 

de β-catenina son fosforilados por esta enzima, estos sitios lo marcan para llevar a 

degradación, lo que explica la regulación negativa ejercida PKCα sobre su actividad 

transcripcional (Gwak et al., 2006). Esta evidencia resulta distinta al efecto ejercido ante la 

ausencia de ligando, donde su degradación es dependiente de la actividad de GSK3β. 
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Figura 7. Mecanismos generales de activación de la vía Wnt. En ausencia de 

ligandos Wnt, β-Catenina es blanco de fosforilación por parte del complejo de 
degradación que inducen su ubiquitinación y degradación al protesoma (izquierda). En 
presencia del ligando Wnt, se induce la disociación del complejo de degradación de β-
Catenina y a partir de esto, se acumula y transloca al núcleo activando a la familia de 
factores de transcripción de la familia TCF/LEF y promueve la expresión de genes blanco 

(derecha) (modificado de Mosimann, 2009). 
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Figura 8. Mecanismos que regulan el estado de activación de GSK3β. A. Vías de 
señalización que regulan la actividad de GSK3. B. Imagen representativa de la enzima 

GSK3 unida a los sustratos previamente fosforilados sobre los que generalmente actúa. 
C. Inactivación de GSK3 por señales generadas por factores de crecimiento implicadas 
en favorecer la progresión del ciclo celular, entre ellas la fosforilación de la serina 9 

(modificado de Maurer, 2014). 
 
 
 
 
 

C 

A B 

Ser9 
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De esta manera, resulta interesante recalcar que por sí misma β-Catenina no posee 

actividad catalítica, sino que ejerce diferentes funciones dependiendo de su distribución 

celular. Experimentalmente, la co-expresión de β-Catenina/TCF favorecen su localización 

nuclear, mientras que la co-expresión β-Catenina/Axina la distribuye en citoplasma, por lo 

que los mecanismos que rigen esta distribución pueden llevar a efectos específicos (Bilic 

et al., 2007; Faux et al., s. f.; Tolwinski y Wieschaus, s. f.; van de Wetering et al., s. f.). Una 

de los efectos principales a los que lleva las señales Wnt/LRP es favorecer la inactivación 

de GSK3β, este efecto parece regular y reclutar al 70% de la actividad de GSK3β, el cual 

está unido a la enzima Axina, lo que sirve como un elemento común requerido para las 

señales Wnt (Acebron y Niehrs, 2016) (Figura 8).  

 

Una de la consecuencias principales de las señales Wnt/LRP6 es favorecer la progresión 

del ciclo celular a través de múltiples niveles, por lo que su señalización aberrante dado a 

diferentes niveles no sólo favorece procesos de proliferación, sino que bajo este contexto, 

le lleva a favorecer una inestabilidad cromosómica, la cual es uno de los “hallmarks” 

característicos en cáncer (Acebron y Niehrs, 2016).  

 

Regulación de GSK3β 

 

Un punto de convergencia en las señales Wnt es su efecto inhibitorio sobre la proteína 

GSK3β. Para entender las funciones pleiotrópicas favorecidas por la vía Wnt se deben 

conocer los mecanismos que regulan la actividad de esta cinasa, dado los múltiples 

sustratos sobre los que actúa. La proteína GSK3 (Glucógeno sintasa cinasa) fue 

inicialmente descrita como un regulador negativo de la enzima que favorece la formación 

de glucógeno. Su caracterización se basó en el efecto de la insulina, y de la participación 

de receptores de tipo tirosina cinasa, los cuales llevan a la inactivación de esta enzima. 

GSK3 tiene dos isoformas α y β (51 y 47 kDa respectivamente) codificada con dos genes 

distintos. Se ha establecido una gran cantidad de blancos sobre los que actúa esta cinasa, 

un número atípico respecto a las cinasas convencionales (Kim y Kimmel, 2006; McCubrey 

et al., 2014). Asimismo, diferentes autores revelan que hasta un 20% de las proteínas 

totales podrían ser blanco de regulación por esta enzima. Dada su promiscuidad para poder 

actuar sobre múltiples sustratos, la especificidad se ve regida por diferentes fosforilaciones, 

tanto en GSK como en los blancos sobre los que actúa, lo que va a determinar la 

localización subcelular de GSK. Funcionalmente, para regular su actividad esta enzima 
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posee un dominio de unión al sustrato previamente fosforilado sobre el cual actuará y el 

dominio cinasa que llevará a cabo la fosforilación. GSK3 fosforila 4 residuos  hacía la región 

N-terminal adyacentes a una fosforilación previa (S/T-X-X-X-S/T) (Maurer et al., 2014). Las 

acciones de GSK3 pueden regularse por sus fosforilaciones inhibitorias que regulan la 

habilidad de reconocer sustratos. En el caso de la isoforma α, es su fosforilación en la serina 

21, mientras que en la β en la serina 9. Esta modificación le lleva a actuar como un sustrato 

previamente fosforilado y así a inhibir su propia actividad (Figura 8) (Beurel et al., 2015).  

 

La inactivación por esta fosforilación es regulada por diferentes tipos de cinasas asociadas 

con la activación de factores de crecimiento. Asimismo, para una competa activación de 

esta enzima se requiere no sólo de la ausencia de la fosforilación GSK3β en ser9, sino de 

la presencia del residuo Y216 fosforilado, que se da por una autofosforilación ya que a partir 

de esta, se aumenta la actividad enzimática de esta cinasa hasta 100 veces (Beurel et al., 

2015). De esta manera, parte del efecto ejercido por las señales Wnt tiende a 

malinterpretarse, ya que es bien conocido que el efecto de GSK3 sobre sus sustratos va a 

depender de su unión a la proteína Axina. Gran parte de la capacidad de reconocer un 

sustrato particular se determina por el complejo proteico unido a estos sustratos. En el caso 

de β-Catenina es su proximidad a la proteína APC y la proteína de andamiaje Axina, 

asimismo, quien determina su estado pre-fosforilado es la proteína CK1α. (Cruciat, 2014) 

Sin embargo, se han descrito sustratos adicionales de GSK3β unidos a Axina, ya que este 

último actúa favoreciendo su proximidad, entre ellos se encuentran proteínas como Smad3, 

TSC1/2 o TAZ (Guo et al., 2008; Huang et al., 2012; Inoki et al., 2006). 

 

En necesario recalcar que la participación de esta enzima y la especificidad en la regulación 

de las múltiples vías sobre las cuales actúa dependen del tipo de complejo proteico al cual 

se encuentra unido, en el caso de la regulación de β-Catenina, es por su unión a APC y 

Axina. En los últimos años, se ha propuesto que una de las respuestas principales a lo que 

lleva la señal Wnt/LRP radica en la inactivación de GSK3β. Sin embargo, el mecanismo con 

que se lleva a cabo esta inactivación es controversial. Parte de esta evidencia se ha basado 

en que la evaluación de la actividad enzimática de GSK3 aún se sigue observando en 

lisados que contienen el detergente Triton X-100, donde de manera sorpresiva la actividad 

enzimática no se inhibe. Este efecto es explicado porque como parte la unión del ligando 

Wnt al co-receptor LRP, incrementa el proceso de microautofagia que lleva al secuestro y 

falta de accesibilidad de GSK3/Axina a sus sustratos por su mantenimiento en cuerpos 
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multivesiculares. Por tal motivo, los sustratos sobre los que generalmente actúa ya no son 

regulados, entre ellos β-Catenina (Acebron y Niehrs, 2016; Taelman et al., 2010).  

 

La vía Wnt como regulador de la estabilidad de proteínas 

A partir del estudio de la vía Wnt en diferentes modelos experimentales se ha podido 

establecer que el efecto del señalamiento de esta vía no se limita a las acciones sobre β-

Catenina, sino a un efecto generalizado en el aumento de la estabilidad en las proteínas 

ocasionado por la inhibición/reclutamiento de GSK3β. ¿Cómo entender la naturaleza 

pleiotrópica de las señales Wnt?, a continuación se ejemplifica la evidencia experimental 

sobre algunos de los efectos generados por la regulación de GSK3. 

 

Se ha observado que el efecto en la progresión del ciclo celular generado por las señales 

Wnt incrementa de manera importante el tamaño de las células y aumenta la estabilidad 

generalizada de las proteínas durante las fases G2/M, lo que prepara a las células para la 

división celular. Una de ellas es c-Myc, un blanco transcripcional típico de la vía Wnt 

canónica y blanco importante de GSK3β para su ubiquitinación. A este efecto se le ha 

denominado en años recientes como Wnt/STOP (Acebron et al., 2014; Acebron y Niehrs, 

2016; Kim et al., 2015). 

 

Asimismo, en el contexto de señales mitogénicas y crecimiento celular, se ha observado 

que las señales Wnt incrementan la vía TSC2-mTOR y favorece la síntesis de proteínas. 

La activación de este eje es dependiente de GSK3 porque la activación de mTOR es 

regulado por el estado de activación de TSC2. El complejo mTOR puede ser activo por la 

proteína Rheb, ya que actúa como una GTPasa que la lleva a un estado inactivo. La 
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regulación y activación de TSC2 involucra una regulación dual de AMPK (que lleva a un 

estado pre-fosforilado) y GSK, de esta manera TSC2 se activa y lleva a la inhibición de 

mTOR. Como parte de las señales Wnt/LRP6 se inactiva GSK3 y por lo tanto TSC no ejerce 

su función, por lo que incrementa la actividad de mTOR y por lo tanto el crecimiento celular 

y síntesis de proteínas (Figura 9) (Inoki et al., 2006).  

 

Figura 9. Regulación de la vía Wnt sobre GSK3. Las señales Wnt inactivan a GSK3 
por su reclutamiento en cuerpos multivesiculares(MVB). Como consecuencia se ha 
definido que la respuesta de las señales Wnt/LRP6 promueven la estabilización de 
diferentes proteínas que regulan la proliferación celular, entre ellas incrementa la 
actividad transcripcional de β-Catenina, favorecer la síntesis de proteínas por la vía 
mTORC1 así como de diferentes blancos implicados en la regulación del ciclo celular. 

Modificado de Acebrón, 2016. 
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Adicionalmente, entre los sustratos descritos se ha señalado a Smad4 como uno de los 

elementos regulados directamente por GSK3, esto a través de las señales conjuntas de 

FGF. Esta evidencia establece que la señal Wnt al inactivar GSK3 potencia las funciones 

de Smad4 y por lo tanto reduce su capacidad de actuar como supresor de la proliferación. 

En la embriogénesis de Xenopus, este mecanismo tiene una relevancia importante por el 

efecto antagónico ejercido por la señal Wnt/TGF-β (Demagny et al., 2014; Demagny y De 

Robertis, 2016). 

  

Otro de los blancos regulados negativamente por GSK3 se encuentra el transductor TAZ, 

una proteína que, en respuesta a diferentes elementos, como la adhesión celular permite 

regular el crecimiento de los órganos y tejidos por su translocación nuclear. De manera 

interesante, se ha observado que diferentes cinasas pueden regular su estado de activación 

debido a sus fosforilaciones previas ejercidas (entre ellas por LATS) que pueden ser 

reconocidas por GSK3  para favorecer su degradación (Huang et al., 2012). En condiciones 

donde existen mutaciones que llevan a la sobreactivación de PI3K o en PTEN, se puede 

inactivar GSK3 y por lo tanto a favorecer la transducción de TAZ. 

 

Asimismo, las señales Wnt no sólo se limita a β-Catenina, un ejemplo de esto se ha 

comprobado en la maduración de espermatozoides, donde los ligandos Wnt liberados como 

exosomas por el epidídimo llevan a la estabilización de proteínas reguladas por GSK3, entre 

ellas, Septina 4 y a partir de este efecto, se promueve su estabilidad y capacidad de 

motilidad espermática (De Robertis y Ploper, 2015; Koch et al., 2015). 

 

Uno de los efectos principales generados por las señales Wnt implica el favorecer la 

actividad del complejo de transporte endosomal (ESCRT) que lleva al secuestro de GSK3, 

de manera sorprendente el incremento en la estabilidad de proteínas dado por la 

inactivación de GSK3 favorece la poliubiquitinación en Lys48 de diferentes proteínas, tales 

como β-Catenina, Smad1 y Smad4. Esto las lleva a su transporte endolisosomal, lo que 

sugiere que los ligandos Wnt constituyen un punto de regulación importante para favorecer 

procesos de microautofagia (Kim et al., 2015). De esta manera, las señales Wnt pueden 

ejercer roles fisiológicos a través de mecanismos que controlan la estabilidad de proteínas, 

esto incluye, la elección fisiológica de degradación lisosomal y proteosomal (Figura 9). 
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Relación entre la vía Wnt y p53 

 

Uno de los trabajos que ha señalado la existencia de una interrelación entre la vía Wnt y 

p53 es sobre la diferenciación celular. En el modelo de Xenopus se ha reportado que la 

activación canónica de la vía Wnt dependiente de β-Catenina constituye un elemento 

importante en el centro organizador de Spemann, donde actúa como un gradiente donde 

se generan células indiferenciadas mismas que llevan a la formación del eje embrionario 

en la porción dorsal (Kim et al., 2011). La proteína p53-Wt es considerada maestra de la 

diferenciación y constituye un elemento central para antagonizar el efecto sobre células 

poco diferenciadas y así, en conjunto con las señales de TGF-β y FGF promueve la 

diferenciación al mesodermo (Cordenonsi et al., 2003, 2007). Además, resulta interesante 

señalar que gran parte del estado indiferenciado de las células durante la gastrulación en 

Xenopus laevis depende de la capacidad de ser regulado por p53 (Kim et al., 2011; Q. 

Wang et al., 2017). Funcionalmente, la vía Wnt canónica dependiente de β-Catenina se ha 

evaluado en ensayos de duplicación del eje embrionario, donde la estimulación de la vía 

Wnt canónica en el polo contrario al centro organizador de Spemann (ventral) genera 

células indiferenciadas que pueden llevar a la formación de un nuevo eje. De manera 

particular, se ha establecido que la capacidad de promoverse este proceso de 

diferenciación depende de p53 y su efecto ejercido sobre miR-34a, así la vía Wnt canónica 

se reprime y promueve la diferenciación celular. En este sentido, diferentes elementos como 

TCF/LEF4, Wnt1, Wnt3, LRP6 y β-Catenina poseen en sus segmentos UTR 3´sitios de 

unión a miR-34a (Kim et al., 2011). Este mecanismo destaca que el miR-34a, además de 

ser un blanco transcripcional de p53 puede regular el establecimiento indiferenciado de las 

células. Por ejemplo, se ha señalado que la división que determina la autorrenovación de 

células troncales de cáncer de colon depende de la ausencia de miR-34a, ya que al 

expresarse este microRNA se suprimen vías implicadas en la autorrenovación (Bu et al., 

2013a). Además, evidencia reciente reporta que la presencia de p53 puede suprimir el 

proceso de transformación de células de cáncer de colon dado por la pérdida del supresor 

tumoral APC (Jiang y Hermeking, 2017). Por ello, la presencia de miR-34a constituye un 

elemento importante en la regulación de la vía Wnt canónica, sin embargo, aún no está 

completamente establecido su relevancia en el proceso de transformación, ya que la vía 

Wnt posee diferentes mecanismos de activación que dependen del tipo de modelo de 

cáncer en estudio.   
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Planteamiento del problema 

  

El entendimiento de los mecanismos en que se puede regular la activación de la vía Wnt es 

un campo que no está completamente entendido. Básicamente, una de las respuestas 

principales a las que lleva la vía Wnt canónica es favorecer procesos que implican 

proliferación celular, pero también el mantenimiento del estado indiferenciado, a medida 

que las células llevan a cabo procesos de diferenciación celular, la dependencia a esta vía 

puede disminuir. Es necesario recalcar que la vía Wnt y el mecanismo de activación 

dependiente de β-Catenina puede poseer mecanismos de activación que no se limitan a la 

distribución de receptores Frizzled y del co-receptor LRP, sino que existen mecanismos de 

regulación adicional que se encargan de modular la activación de la vía Wnt (Acebron y 

Niehrs, 2016).  En este trabajo nos propusimos entender los mecanismos de p53 para 

regular la activación de la vía Wnt dependiente de β-Catenina. Es bien conocido que p53 

es un supresor tumoral importante, que además entre sus múltiples funciones se encuentra 

reprimir el estado indiferenciado de las células. Por ejemplo, la presencia de p53 puede 

actuar de manera antagónica a la autorrenovación de células troncales, activando 

programas inductores de la diferenciación celular (Bu et al., 2013a; Kim et al., 2011). Sin 

embargo, en cáncer existe una pérdida en la homeostasis celular favorecida por un proceso 

de transformación, lo que ocasiona una pérdida en la funcionalidad canónica de p53 dado 

por la acumulación de diferentes tipos de mutaciones. Intrínsecamente, esto le implica las 

células transformadas la readquisición de propiedades asociadas a las de las células 

indiferenciadas y más aún, que la presencia de estas mutaciones en p53 son elementos 

permisivos para promover la actividad oncogénica. Sin embargo, los mecanismos en que 

se puede favorecer esta participación no están completamente entendidos (Muller et al., 

2009). Por ello, el objetivo del presente trabajo es entender los mecanismos en que 

p53/p53-Mut pueden regular la activación de la vía Wnt dependiente de β-Catenina. 
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HIPOTESIS 
 

Existirá una señalización opuesta entre la vía de señalización Wnt canónica con la actividad 

de p53 y p53-Mut, misma que podría correlacionar con la activación de vías implicadas en 

promover la progresión maligna. 

 

OBJETIVO GENERAL 
 

Estudiar los mecanismos en que p53-Wt y p53-Mut pueden modular el señalamiento Wnt 

dependiente de β-Catenina y sus posibles consecuencias funcionales. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 

 Evaluar si la sobreexpresión de la versión p53-Wt y sus mutantes p53-R175H/p53-

R273H ejercen efectos sobre elementos de la vía Wnt en cultivos de monocapa de 

la línea celular H1299 (nula para p53). 

- Determinación del efecto sobre la viabilidad celular por el método de MTT. 

- Evaluación de la expresión de las proteínas p53, β-Catenina, LRP6 y p21 

mediante western blot. 

- Evaluación de la localización celular de p53-Wt y p53-Mut por 

inmunofluorescencia. 

 

 Evaluar el efecto de p53-Wt/p53-Mut sobre un modelo de generación de esferas y 

su regulación en la vía Wnt. 

- Participación de la vía Wnt en un modelo de generación de esferas. 

- Estudiar el rol ejercido sobre elementos moduladores de la vía Wnt, 

particularmente sobre GSK3β y su estado de activación. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

 

A. Cultivo de monocapa 

 

B. Cultivo de esferas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
MATERIALES Y METODOS 
 

Cultivo de células en monocapa 

 

Se utilizó como modelo de estudio la línea celular H1299 derivada de cáncer de pulmón 

humano, la cual es una línea inmortalizada que posee una deleción parcial homocigótica 

en el gen TP53 (c.181C>A) que lleva como resultado a la no expresión de la proteína p53. 

Esta línea fue cultivada en medio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute). Esta línea 

celular fue suplementada con Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% y antimicótico al 1% de (100 

Figura 10. Estrategia experimental para estudiar el efecto de p53-Wt/p53-Mut en la 

regulación de la vía Wnt canónica. Diseño planteado para sobreexpresar p53/p53-Mut 

en la línea celular H1299 nula para p53. A) Metodología propuesta para la 

sobreexpresión de p53 y sus mutantes en modelos de monocapa y técnicas evaluadas 

en este modelo experimental. B) Metodología para generar cultivos de esferas que 

sobreexpresan p53 y p53-Mut, la evaluación de las diferentes técnicas fueron evaluadas 

al tercer día de crecimiento. 
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Unidades/mL Penicilina G, 100 μg/mL Estreptomicina y 25 μg/mL Anfotericina B, Thermo 

Fisher Scientific). Las células se cultivaron a una temperatura de 37°C con una atmósfera 

de 5% de CO2 y 95% aire. El sembrado de esta línea celular se realizó retirando el medio 

de cultivo, y lavando con PBS 1X, posteriormente, las células fueron tripsinizadas con una 

solución al porcentaje 0.05% por 3 minutos e inactivadas con la adición de medio 

suplementado. Las células fueron centrifugadas a 3000 rpm por 3 minutos, el sobrenadante 

se retiró y se resuspendieron en medio suplementado para su posterior manipulación en 

experimentos correspondientes en monocapa o esferas.  

Para los ensayos de transfección, las células se sembraron con el propósito de obtener una 

confluencia ideal del 60%, mientras que, para ensayos farmacológicos, la densidad cercana 

antes del tratamiento fue de 60-80%. 

 

Formación de esferas 

 

El ensayo de formación de esferas fue realizado a partir de células H1299 provenientes de 

cultivos en monocapa partiendo de una confluencia aproximada de 60-75%. En el caso de 

las células transfectadas, el ensayo fue realizado a partir de cajas p35 en monocapa, 

mismas que se transfectaron por un periodo de 24 horas. Se usaron placas de baja 

adherencia, mismas que fueron preparadas previamente usando 2-hydroxietil metacrilato, 

poly (HEMA). Las células se crecieron en medio MammoCult Human Medium Kit (Stem Cell 

Technologies) con suplemento proporcionado por el kit al 10% y 4 μg/mL de heparina. La 

densidad celular empleada para el sembrado fue de 8000 cel/mL y el tiempo en que se 

evaluaron los ensayos correspondientes fue al tercer día de crecimiento. Las esferas 

generadas se cultivaron a 37°C en 5% de CO2 y humedad del 70%.  Al ser cosechadas, las 

células fueron centrifugadas a 4000 rpm por 4 minutos, se retiró el sobrenadante y se 

lavaron con PBS 1X. Se realizó nuevamente la centrifugación a 4000 rpm por 4 minutos, el 

PBS removido y las células se emplearon para análisis posteriores.  

En el caso de la generación de esferas transfectadas con los plásmidos de interés, las 

células se transfectaron en la condición de monocapa por 24 horas y se realizó el sembrado 

correspondiente. 

Ensayo de viabilidad celular por el método de MTT 

 

Para la evaluación de la viabilidad celular se realizó por el método de MTT en cajas de 

cultivo de 12 pozos a las cuales se les removió el medio y se lavaron 2 veces con PBS 1X. 
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Posteriormente, se agrega 1 mL de PBS y 100 μl de solución MTT (5 mg/ml). Se incubó a 

37°C por un periodo de 2 hrs y a partir de ello se agregó 1 mL de DMSO con el propósito 

de resuspender. La lectura se realizó en espectrofotómetro a 570 nm. 

 

Tratamiento farmacológico 

 

Se realizó la inhibición de la vía PI3K/AKT mediante el tratamiento con wortmanina (Sigma 

#19545-26-7), este fue realizado en el modelo de esferas utilizando una concentración de 

150 nM, que fue agregado al medio al momento en que las células fueron sembradas, como 

control se agregó DMSO. La evaluación de los blancos regulados por el eje PI3K/AKT fue 

realizada al tercer día, las células se incubaron en estas condiciones a 37°C, con 5% de 

CO2 y 70% de humedad. 

 

Ensayo de Western Blot  

 

Las células fueros lisadas usando buffer de lisis (50 mM Tris Base, 5 mM EDTA, 133 mM 

NaCl, 1 mM PMSF, 1% Triton X-100 e inhibidor de fosfatasas 1X) y fueron mantenidos a -

70°C hasta su utilización. Posteriormente, los lisados fueron centrifugados a 12,000 rpm 

durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y cuantificado mediante el 

reactivo comercial Pierce™ BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific). Para la 

electroforesis, se cargaron de 20-50 μg de proteína en un gel de poliacrilamida de 8-12% 

SDS-PAGE, posteriormente se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa. La 

membrana fue bloqueada durante 1 hora a temperatura ambiente con leche libre de grasa 

TBS/Tween/Leche (Tris HCl 10 mM, pH 7.5, NaCl 0.5 M, Tween-20 al 0.05% v/v, 5% de 

leche). La incubación con el anticuerpo primario fue a su dilución respectiva en 

TBS/Tween/Leche durante toda la noche a 4°C. Al término de la incubación, las membranas 

fueron lavadas 3 veces con TBS/Tween durante 5 minutos cada una en agitación 

moderada. Posteriormente se incubó con el anticuerpo secundario preparado en 

TBS/Tween durante 1 hora. Al término de esta incubación, las membranas se lavaron 3 

veces con TBS/Tween. El revelado se realizó usando el sustrato Immobilon 

quimioluminicente de HRP (Millipore) y la detección fue mediante el equipo C-DiGit (Li-COR 

Biosciences). La cuantificación densitométrica fue llevada a cabo mediante el software 

ImageJ. 
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La condiciones de dilución de los anticuerpos fueron las siguientes: p53 DO1 (sc-126) a 

1:1000, LRP6 (GTX 62901 GeneTex) a 1:500, β-Catenina activa (Cell Signalling #8814) a 

1:2000, β-Catenina (14-2567-82 eBioscience) a 1:3000, p-AKT1/2/3 ser-473 (sc-7965) a 

1:200, AKT total (sc-1618) a 1:1000, p-GSK3β  (sc-373800) a 1:200, GAPDH (sc-48167) a 

1:5000, GSK3α/β Y279/216 (sc-135653) a 1:1000, SQSTM1/p62 (abcam #56416) a 1:1000, 

LC3 (NB100-2220 Novus) a 1:1000, p21WAF1/Clip1 (Dako #SX118) a 1:500. En el caso de 

los anticuerpos secundarios utilizados fueron anti-Rabbit IgG-HRP (sc-1313) a 1:5000, anti-

Mouse IgG (sc-2005) a 1:3000, anti-Goat IgG-HRP (sc-2020) a 1:10,000. La abreviación sc 

hace referencia a Santa Cruz Biotechnology.  

 

Evaluación de la actividad ALDH 

 

La medición de la actividad ALDH se realizó utilizando el kit ALDEFLUOR™ (Stem Cell 

Technologies). Las células se cosecharon, lavaron y contaron para mantenerlas a una 

densidad celular de 1x106 células/mL en el amortiguador. Para 1x106 células se adicionó 

2.5 μM del sustrato de ALDEFLUOR e inmediatamente se tomó la mitad de volumen para 

agregar 2.5 μM de DEAB, un inhibidor de ALDH (control negativo). Ambas condiciones se 

incubaron por 45 minutos a 37°C en obscuridad. Después, las células fueron centrifugadas 

a 4000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en 300 μl de amortiguador 

ALDEFLUOR. El análisis se realizó en el citómetro BD FACSCalibur con 10,000 eventos 

registrados. 

 

Inmunofluorescencia 

 

Las células fueron sembradas en portaobjetos y fueron transfectadas al alcanzar una 

confluencia de 60%. A las 72 horas postranfección se fijaron con paraformaldehído al 4% 

durante 5 minutos y se realizaron lavados con PBS y 3 lavados con PBS /BSA al 0.1%. 

Cada lavado fue en agitación leve durante 5 minutos.  Después, las células fueron 

permeabilizadas y bloqueadas con solución de bloqueo (PBS/BSA 0.1%/SFB al 10%). La 

dilución para p53 DO1 (sc-126) fue de 1:100 durante un periodo de 12 horas en cámara 

húmeda a 4°C. 

 

Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS/SFB al 10% en 

agitación moderada. El anticuerpo secundario fue diluido en PBS/BSA 0.1%/SFB al 10% 
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manejando una dilución de 1:200 para Fluorescein Horse anti-Mouse IgG Antibody (No. FI-

2000, Vector Laboratories Inc.). La tinción de núcleos se realizó incubando en una solución 

de 0.5 μM de ioduro de propidio durante 5 minutos a temperatura ambiente. La captura de 

imágenes fue en el Microscopio Confocal Nikon A1R+STORM. 

 

Ensayos de transfección y evaluación de actividad luciferasa 

 

Los plásmidos usados en el presente trabajo fueron p53-Wt, p53-R175H, p53-R273H 

donados generosamente por el Dr. Daniel Menendez (NIH). Los ensayos de transfección 

se realizaron usando Lipofectamina 3000 (Invitrogen) y Opti-MEM (Gibco) en base a las 

condiciones dadas por el protocolo, 3.75 μl de Lipofectamina y 7.5 μl de P3000 para cajas 

de formato p35.  Se sembraron 2x105 células, después de 24 horas se realizó la 

transfección. Las concentraciones de DNA empleadas fueron 1, 2.5 y 5 μg en cajas de 

cultivo p35. El medio de cultivo fue cambiado 24 horas después, y el procedimiento de 

lisado fue realizado en los tiempos especificados más adelante.  

 

Para el caso de la transfección del reportero TopFlash/FopFlash, se realizó en cajas p35 

usando concentraciones de TopFlash o FopFlash y β-Galactosidasa (200 ng y 40 ng 

respectivamente), mismas que en el caso de las esferas generadas, fueron utilizadas para 

realizar el ensayo de formación de esferas en base al protocolo descrito. Para el caso de 

monocapa, esta se realizó en cajas de 24 pozos transfectando 40 y 10 ng de TopFlash o 

FopFlash y β-Galactosidasa. La actividad luciferasa evaluada en los lisados fue utilizando 

el protocolo Luciferase Reporter System (Promega). El lisado fue realizado agregando 

buffer de lisis 1X, incubando durante 10 minutos, posteriormente fue raspado, recuperado 

y mantenido a -70°C hasta su utilización. Las muestras fueron descongeladas, vortexeadas 

por 15 segundos y centrifugadas 2 min a 12,000 rpm, y el sobrenadante fue recuperado. 

Posteriormente, se agregaron 30 μl de lisado a cada pozo de lectura y se agregó 30 μl del 

sustrato. La actividad fue evaluada mediante el programa GLIOMAX. Posteriormente se 

agregó 50 μl del sustrato Galacton y se incubó durante 20 minutos. Se agregó 50 μ l de 

solución aceleradora y el equipo fue programado para la evaluación de la actividad β-

Galactosidasa. 
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Extracción de RNA 

 

Se retiró el medio de cultivo y el lisado se realizó mediante el uso de TRIzol (200 μ l para 

una caja p35). Las células fueron despegadas mediante pipeteo, se transfirió a un tubo 

eppendorf y se dejó incubar a temperatura ambiente por 5 minutos, posteriormente se 

agregó 40 μl de cloroformo. Se mezcló por vortex durante 15 segundos y después se dejó 

incubar a temperatura ambiente por 5 minutos. La mezcla fue centrifugada a 13,000 rpm a 

4 °C por 15 minutos, donde se obtuvieron 3 fases. La fase acuosa fue transferida a un nuevo 

tubo y posteriormente se agregó 100 μl de isopropanol, la muestra fue mezclada por 

inversión y se incubó durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó 

nuevamente a 13,000 rpm a 4°C. El sobrenadante se desechó y se lavó 3 veces con etanol 

100% y 80% para posteriormente mezclar y centrifugar por 10,000 rpm en cada lavado. El 

sobrenadante fue desechado y el tubo se secó y resuspendió en H2O. El RNA obtenido fue 

cuantificado con el equipo NanoDrop.  

 

Reacción de transcripción reversa 

 

En base a las condiciones establecidas en el protocolo Applied Biosystems, se utilizó 10 ng 

de RNA para un volumen de cDNA de 15 μl. Los componentes de kit TaqMan MicroRNA 

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems No. 4366596) se descongelaron y usaron 

por muestra las cantidades siguientes:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

El volumen final se mezcló gentilmente y centrifugó. Posteriormente se incubó durante 5 

minutos en hielo. Las condiciones de transcripción reversa en el termociclador fueron 30 

minutos a 16°C, 30 minutos a 42°C, 5 minutos a 85°C y finalmente ∞ a 4°C. 

Componente de reacción Volumen 

utilizado 

100 mM dNTPs 0.15 μl 

MultiScribe Reverse Trascriptase (50 U/uL) 1.0 μl 

10x Reverse Transcriptor Buffer 1.5 μl 

RNAse inhibitor (20 U/μl ) 0.19 μl 

Agua libre de nucleasas 4.16 μl 

Oligonucleotidos 3.0 μl 

Muestra de RNA  5.0 μl 



35 
 

PCR en tiempo real (qPCR) 

 

Una vez obtenida la retrotranscripción, se descongelaron los componentes de reacción 

correspondientes al Kit TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, No. 

4304437). 

 

 

 

Componente de reacción Volumen 

TaqMan RNA assay (20X) 1.0 μl 

Producto RT 1.33 μl 

TaqMan 2X Universal Master mix NoAmp 10.0 μl 

H2O libre de RNAsas 7.67 μl 

Volumen final 20.0 μl 

 

 

Las condiciones de amplificación fueron las siguientes en base a los parámetros AmpliTaq 

Gold Enzyme Activation PCR. La cantidad de ciclos 40, 10 minutos de desnaturalización 

inicial a 95°C, extensión 60 segundos a 60°C con 15 segundos  de desnaturalización a 95°C 

entre cada ciclo. 

 

Análisis estadístico 

 

Los datos graficados representan la media ± error estándar de la media de cada grupo 

experimental. Para el análisis de PCR  tiempo real, se realizó mediante el método 2-ΔCt, 

siendo ΔCt la diferencia de los valores Ct de miR-34 – Ct de U6 de referencia (Schmittgen 

y Livak, 2008). Se graficó el número de veces de cambio normalizando respecto al grupo 

no transfectado. En los ensayos con el reportero la actividad se reportó mediante el 

consciente de unidades obtenidas del reportero sobre las unidades de β-galactosidasa, el 

grupo Fop permitió la normalización. Para la comparación de 3 o más grupos de utilizó un 

ANOVA de una vía seguida de la prueba post hoc de Bonferroni, así como la prueba post 

hoc de Dunnet cuando se consideró pertinente. En el caso de la comparación de 2 grupos 

se utilizó la prueba t de Student. Valores de p<0.05 fueron considerados estadísticamente 

significativos, para ello se utilizó el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, EUA). 
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RESULTADOS 
 

Ensayos de sobreexpresión de p53-Wild type y p53-Mutado  

 

Como un primer paso para evaluar la relevancia de p53 en la regulación de la señalización 

canónica de la vía Wnt, se realizaron ensayos de sobreexpresión de p53-Wt y p53-Mut, 

para ello y con el objetivo de discernir el posible efecto de la vía con la presencia endógena 

de p53, se empleó la línea celular H1299 (nula para p53), la cual es una línea inmortalizada 

derivada de carcinoma de pulmón y además, posee una deleción parcial homocigóta en 

p53, por lo que no produce su proteína. En base a las condiciones de transfección 

establecidas, se realizó una curva dosis respuesta (1 a 5 μg) de la versión p53-Wt y se 

evaluó el efecto ejercido sobre dos proteínas clave en la señalización canónica de la vía 

Wnt, β-Catenina y LRP6 (co-receptor del ligando Wnt) mediante Western Blot. Como grupo 

control se empleó el vector vacío (referido en adelante como Empty) en estas mismas 

concentraciones, así como un correspondiente grupo no transfectado (N/T). El efecto de 

esta sobreexpresión fue evaluado 72 horas postransfección.  Como consecuencia de esta 

sobreexpresión se observa una marcada disminución en los niveles de cambio de la 

proteína LRP6 y β-Catenina (p<0.05), lo que apunta a una regulación negativa sobre estos 

dos elementos que participan en la activación canónica de la vía Wnt (Figura 11A). Es 

importante recalcar, que, pese a que la transfección por si misma genera una reducción en 

los niveles de estas dos proteínas, el efecto de p53-Wt fue notorio a diferencia de su control 

Empty en esa misma concentración cuando se realizó el análisis densitométrico (Figura 

11B). 

 

Con el objetivo de establecer si esta regulación negativa era ejercida de manera particular 

por p53-Wt, se transfectaron bajo la concentración de 5 μg los plásmidos de p53-Mut, 

correspondientes a p53-R175H y p53-R273H. Bajo estas condiciones se evaluó el efecto 

ejercido sobre β-Catenina posterior a 72 horas de transfección, y de igual manera se 

observa la regulación negativa sobre sus niveles totales, mismo que fue significativo 

respecto a las condiciones Empty y N/T (p<0.05 y p<0.01 respectivamente) (Figura 12A-B). 

Las formas mutadas de p53 no ejercen esta regulación negativa, asimismo, se evaluó p21, 

uno de los blancos clásicos de p53-Wt y se corroboró su expresión en el caso de la 

sobreexpresión de p53-Wt, lo que sugiere la especificidad del mecanismo ejercido por p53-

Wt. 
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Figura 11. La sobreexpresión de p53-Wt ejerce una disminución de 

elementos regulatorios de la vía Wnt canónica . A. Western Blot representativo 

de las proteínas LRP6, β-Catenina y p53 evaluado 72 horas postransfección, como 

control de carga se utilizó la proteína GAPDH. B-D. Densitometría de las proteínas p53, 

LRP6 y β-Catenina normalizando las unidades de cambio respecto al control no 

transfectado (N/T) y utilizando como control la proteína GAPDH. En los gráficos 

representados se observa la media ± D.E. (n=3), el análisis estadístico empleado 

consistió en una comparación de medias por t de student de cada concentración 

empleada (p53-Wt vs Empty). p<0.05 fue considerado significativo (*). 
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De manera consistente, se evaluó el efecto ejercido sobre la viabilidad celular por el método 

de reducción de MTT, donde de manera consistente se observó menos viabilidad por parte 

de la sobreexpresión de p53-Wt evaluado posterior a 72 horas de transfección, el efecto de 

la transfección por si misma tiende a afectar la viabilidad celular (p<0.05), por lo que la 

comparación incluida fue respecto al grupo Empty, mismo que tiende a mostrar niveles 

similares a p53-Mut, el hecho de que exista menor viabilidad por parte de p53-Wt es 

consistente con los efectos a los que generalmente se le asocia la presencia de p53, 

incluyendo disminución de la viabilidad celular, arresto del ciclo celular, apoptosis, etc.  Con 

el objetivo de establecer el punto de tiempo en que se ejerce la disminución en los niveles 

totales de β-Catenina se realizó una comparación en dos puntos de tiempo distintos 

postranfección, 24 y 72 horas, donde se observa una reducción significativa en los niveles 

totales de β-Catenina a las 72 horas (p<0.05), ya que a las 24 horas, los niveles son 

similares respecto al grupo Empty (72 horas) y al no transfectado es decir, esta reducción 

no parece ser inmediata (Figura 12C). 
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Posteriormente, con el objetivo de entender los mecanismos que nos permitan explicar la 

regulación negativa ejercida sobre la vía Wnt, se evaluó la expresión miRNA-34a, 

íntimamente señalado su desregulación con funciones supresoras de la proliferación 

celular. En primer lugar, se evaluó por PCR en tiempo real la expresión de miRNA-34a 

empleando como control la expresión endógena del microRNA U6, como constitutivo. Se 

empleó el método de cuantificación ΔCt comparativo entre las condiciones experimentales 

no transfectado, Empty, p53-Wt, p53-R175H, p53-R273H. Pese a tratarse de una línea nula 

para p53, existen niveles endógenos de miRNA-34a cuya expresión podría explicarse por 

mecanismos independientes de p53, el efecto en estos niveles de expresión fue evaluado 

72 horas postransfección (al igual que el efecto evaluado para proteínas) (Figura 13 A-B). 

Se observa que la versión p53-Wt incrementa de forma significativa los niveles de expresión 

de miRNA-34a, efecto no observado por parte de los grupos Empty, p53-R175H y en menor 

medida p53-R273H. Adicionalmente, se realizó una co-transfección de p53-Wt con un anti-

miR34a empleado a una dosis de 200 nM, donde se observa que no se afecta la presencia 

en los niveles de expresión de este microRNA.  Con el objetivo de evaluar si una co-

transfección de p53-Wt y anti-miRNA34a restablece los niveles de β-Catenina y LRP6, se 

emplearon 2 concentraciones distintas de transfección de anti-miRNA34a (150 nM y 200 

nM), donde se observa  una tendencia a restablecer los niveles de LRP6 y  β-Catenina, 

Figura 12. La versión p53-Wt pero no las versiones p53-Mut (p53-R175H y 

p53-R273H) reducen los niveles de cambio de elementos asociados a la 

activación canónica de la vía Wnt. A. Se observa el Western Blot representativo 

de las proteínas β-Catenina, p53 y p21 evaluadas 24 y 72 horas postransfección, como 

control de carga se utilizó la proteína GAPDH usando 5 μg de plasmido para cada 

condición experimental. B. Densitometría de β-Catenina normalizando las unidades de 

cambio respecto al control no transfectado (N/T) y utilizando como control la proteína 

GAPDH. En el grafico se observa la media ± D.E. (n=5), el análisis estadístico empleado 

consistió en un análisis de varianza (ANOVA) de una vía seguida de una prueba post-

hoc de Bonferroni. C. Densitometría comparativa del tiempo efectuado sobre β-Catenina 

normalizando las unidades de cambio respecto al control no transfectado (N/T) y 

utilizando como control la proteína GAPDH. En el gráfico representado se observa la 

media ± D.E. (n=3), el análisis estadístico empleado consistió en una comparación de 

medias por t de student (p53-Wt 24 hrs vs p53-Wt 72 hrs). p<0.05 fue considerado 

significativo (*). D. Grafica que señala el efecto de Emp/p53-Wt/p53-Mut sobre la 

viabilidad celular evaluada por el método de reducción de MTT, se observa la media ± 

D.E. (n=3), el análisis estadístico empleado consistió en un ANOVA de una vía seguida 

de una prueba post-hoc de Dunnet. Valores de p<0.05 fue considerado significativo (*) 

y p<0.01 (**). 
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este efecto no fue significativo con una n=3, por lo que son necesarios más ensayos para 

observar un efecto evidente en el análisis densitométrico, sin embargo es evidente el efecto 

ejercido sobre sus blancos, pese a que no se observan cambios en el microRNA. Asimismo, 

se observa que la co-transfección de p53-Wt+AntimiRNA no afecta los niveles de p53 

(Figura 13D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. La presencia de p53-Wt ejerce una regulación negativa sobre 

LRP6 y β-Catenina a través del microRNA34a. A. Análisis del microRNA34a 

evaluado 72 horas postransfección de Empty, p53-Wt y p53-Mut, la gráfica señala el 

número de veces de cambio normalizado al grupo N/T, el microRNA U6 fue empleado 

como control constitutivo. B. Western Blot representativo de LRP6 y β-Catenina donde 

se analizan los grupos Empty, p53-Wt y una cotransfección p53-Wt+antimiRNA34a (150 

nM y 200 nM). C-D. Análisis densitométrico de LRP6 y β-Catenina donde se grafican las 

unidades relativas de cambio normalizado respecto al grupo no transfectado (n=3). 
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Es importante recalcar que existen diferencias en los niveles evaluados de p53-Wt y p53-

Mut al evaluar su efecto 72 horas postransfección. Con el objetivo de discernir entre los 

efectos ejercidos sobre la regulación canónica de la vía Wnt sea explicado por el efecto 

particular de la versión p53-Wt y no por la diferencia en sus niveles totales, se realizó un 

análisis de 2 diferentes puntos de tiempo, 24 y 72 horas postransfección. 

 

En la figura 14 A-B se observa su comparación, misma que a las 24 horas muestran niveles 

similares en su presencia p53-Wt y p53-Mut, mientras que al evaluar su presencia 72 horas 

postransfección se muestra mayor estabilidad por parte de las versiones p53-Mut, mismas 

que fueron significativas (p<0.05), lo que señala que muestran mayor estabilidad a través 

del tiempo. Adicionalmente, se realizó el análisis de su localización celular por 

inmunofluorescencia, donde de manera evidente se señala un efecto localizado en el 

núcleo, mientras que p53-Mut se encuentra tanto en núcleo como citoplasma (Figura 14C).  

 

Participación de vía Wnt canónica en el modelo de monocapa vs esferas 

 

Evaluamos el efecto de p53-Wt y p53-Mut en un modelo de estudio de generación de 

esferas en medio Mammocult, el cual es ampliamente reportado para el establecimiento de 

un fenotipo con características asociadas al “stemness”. 

 

Como una primera aproximación para el estudio de la activación de la vía Wnt dependiente 

de β-Catenina, se realizó una comparación en los niveles totales de β-Catenina en el 

modelo de monocapa vs esferas, donde se observa una disminución que no fue significativa 

al realizar el análisis densitométrico en la presencia de β-Catenina en las esferas del día 3 

y 5 de crecimiento. Adicionalmente, se analizó la presencia de la proteína p21 (blanco de 

p53), misma que está presente en el modelo de esferoides respecto a su monocapa, lo que 

apunta a que el modelo de generación de esferas incrementa su expresión de manera 

Figura 14. Existe mayor presencia de p53-Mut respecto a p53-Wt. A-

B. Análisis densitométrico de p53-Wt y p53-Mut evaluada 24 y 72 horas postransfección 

donde se grafican las unidades relativas de cambio considerando como control de carga 

a la proteína GAPDH, se realizó un análisis de varianza ANOVA de una vía con post 

hoc de Dunnet considerando como control al grupo p53-Wt, el valor p<0.05 fue 

considerado significativo. C. Localización intracelular de p53-wt y p53-Mut evaluada por 

microscopia de fluorescencia en la línea celular H1299 72 horas postransfección, la 

tinción nuclear con IP se observa en rojo y p53 en verde.  
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independiente de p53 (p<0.05), sugiriendo la existencia de elementos que generan una 

disminución en su capacidad proliferativa, ya que p21 está implicada generar un arresto del 

ciclo celular. La línea celular MCF-7 (con estatus p53-Wt) fue empleado como control de 

p53 y p21 (Figura 14 A-C). Al evaluar la actividad transcripcional de β-Catenina mediante 

el reportero Top/Fop Flash, que posee los sitios de unión al factor de transcripción TCF/LEF 

Figura 15. Presencia de elementos de regulación dependiente de β -

Catenina en un modelo de monocapa y esferas.  A-B. Análisis densitométrico 

de β-Catenina y p21 en el modelo de monocapa y esferas en dos puntos de tiempo 

distintos de crecimiento, día 3 y día 5, la línea celular MCF7 fue considerada como 

control de presencia de las proteínas p53 y p21, se grafican las unidades relativas de 

cambio considerando como control de carga a la proteína GAPDH, se realizó un análisis 

de varianza ANOVA de una vía con post hoc de Bonferroni. C. Western Blot 

representativo de la presencia de β-Catenina, p53, p21 y GAPDH como control de carga. 

D. Se grafica la actividad luciferasa representada en las unidades relativas de luz en las 

condiciones de monocapa y esferas, el control Fop fue empleado como control negativo 

de actividad., se empleó una comparación de medias por t de student (TOP monocapa 

vs TOP esferas). p<0.05 fue considerado significativo (*). 

* 

A. B. 

C. D. 
   kDa 

     53- 

     92- 

     37- 

     21- 
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se observa un incremento en la actividad luciferasa, misma que fue significativa en el grupo 

de esferas respecto a la monocapa, el control Fop, que posee los sitios de unión TCF/LEF 

mutados, por lo que no incrementa su actividad en ambas condiciones. La actividad de β-

Galactosidasa fue empleado como control de transfección normalizado en cada condición. 

En las gráficas se señala las unidades relativas de luz correspondiente a la actividad 

luciferasa (Figura 15C). Una de las enzimas involucradas en la regulación de β-Catenina 

es la enzima GSK3, misma que lleva a su hiperfosforilación y consecuente degradación al 

proteosoma. Determinamos tanto en el modelo de monocapa como de esferas la presencia 

de una forma activa de GSK3α/β Y270/216, estrechamente relacionada con la capacidad 

de reconocer sustratos previamente fosforilados sobre los cuales actúa. Observamos una 

marcada disminución en el modelo de esferas, tanto en su versión fosforilada α y β así como 

en sus niveles totales (p<0.001), lo que es consistente con el efecto reflejado en el 

incremento en la actividad transcripcional dependiente de β-Catenina (Figura 16 A-B).  

Aunado a esto, se llevó a cabo la evaluación de células con alta actividad enzimática ALDH, 

el cual ha sido asociado con procesos como “stemness”, bajo pronostico y alta capacidad 

proliferativa, así como bajo diferentes modelos se ha implicado su regulación como un 

blanco de actividad mediada por β-Catenina. Se observa que en el modelo de esferoides 

esta población celular con alta actividad se ve incrementada, sugiriendo la importancia en 

la activación ejercida bajo este tipo de modelo de estudio (Figura 17 A-B). 

Figura 16. El modelo de esferoides posee bajos niveles de GSK3α/β 

Y270/216 activo. A. Western Blot representativo de la presencia de GSK3α/β 

Y270/216 activo, y GSK3α/β total, la proteína GAPDH fue utilizada como control de carga 

B. Análisis densitométrico de GSK3α/β Y270/216 activo, se grafican las unidades 

relativas de cambio considerando como control de carga a la proteína GAPDH, se 

empleó una comparación de medias por t de student (Monocapa vs Esferas), n=3. 

p<0.001 (***). 

A. B. 
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Efecto de p53-Wt y p53-Mut en el modelo de generación de esferas 

 

Con el objetivo de evaluar el posible efecto de p53-Wt y p53-Mut sobre elementos 

regulatorios de la vía Wnt canónica, se realizó la transfección de células en monocapa, las 

cuales a partir de esta transfección fueron realizados los ensayos convencionales de 

generación de esferas a una densidad de 8000 células/mL usando el medio comercial 

Figura 17. El modelo de esferoides posee alta actividad ALDH.  A-B. 

Diagrama de comparación del modelo de monocapa vs cultivo de esferas evaluado por 

citometría de flujo. Se utilizó el inhibidor DEAB como control de fluorescencia basal de 

cada condición. Los valores en el diagrama representan las células con alta actividad 

ALDH. SSC. Dispersión lateral. 

A. B. 
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Mammocult. En primer lugar, se observó su efecto en el tamaño de las esferas generadas 

en aquellas condiciones donde las células fueron transfectadas, estas muestran un 

promedio menor en su tamaño respecto a la condición no transfectada, en el caso de 

aquellas que sobreexpresan p53-Wt, su tamaño se ve reducido de manera significativa 

respecto a las condiciones Empty, p53-R175H y p53-R273H (p<0.001). Para propósito del 

presente ensayo, se considera esfera a aquellas generadas con un tamaño superior a 50 

μm (Figura 18 A-B). 

 

Posteriormente, se evaluó al día 3 de cultivo la presencia de p53 y β-Catenina por Western 

Blot. La presencia de p53 fue corroborada, misma que muestra una presencia mayor en el 

caso p53-Mut respecto a p53-Wt, este efecto no fue significativo, sin embargo, apuntan a 

una estabilidad mayor por parte de p53-Mut, un efecto similar a lo observado en monocapa. 

En el caso de la evaluación de los niveles totales de β-Catenina, no existen cambios 

Figura 18. La proteína p53-Wt reduce la capacidad de formar esferas . 

A. Imagen representativa de las esferas generadas a partir de células transfectadas p53-

Wt y p53-Mut (R175H y R273H), el grupo Empty es considerado como control. B. Grafica 

del tamaño de esferas generadas en las diferentes condiciones experimentales Empty, 

p53-Wt, y p53-Mut (R175H y R273H), la condición no transfectada (N/T) representa el 

grupo no transfectado, se realizó un análisis de varianza ANOVA de una vía con post 

hoc de Bonferroni. La línea punteada representa el promedio mínimo necesario para que 

se considere esfera.  p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***). 

A. 

B. 
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significativos entre las condiciones experimentales como consecuencia de la 

sobreexpresión de p53-Wt y p53-Mut (Figura 19 A-C). 

 

Con el propósito de entender el efecto de p53-Wt y p53-Mut sobre elementos de regulación 

de β-Catenina, nos interesamos en estudiar el efecto ejercido sobre la forma activa no 

fosforilada de β-Catenina, así como en el estado de regulación de p-GSK3β ser9, cuya 

versión está asociada a un estado inactivo de esta enzima. Siendo esta enzima un punto 

de regulación importante al favorecer el estado hiperfosforilado de β-Catenina, es un 

elemento de regulación clave ya que su inactivación por fosforilación se relaciona con el 

estado de activación de β-Catenina y su translocación nuclear.  

Figura 19. Presencia de p53-Wt y p53-Mut en el modelo de generación de 

esferas. A. Western Blot representativo de la presencia de β-Catenina y p53, la 

proteína GAPDH fue utilizada como control de carga. B-C. Análisis densitométrico de β-

Catenina y p53, se grafican las unidades relativas de cambio considerando como control 

de carga a la proteína GAPDH. Los valores fueron normalizados respecto a los grupos 

no transfectado y p53-Wt para β-Catenina y p53 respectivamente. 

A. B. 

C. 
kDa 

92- 

53- 

37- 
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 p53-Mut ejerce un efecto de ganancia de función a través de la vía PI3K/AKT. 

Como parte del análisis de estas proteínas, en la imagen representativa del ensayo 

realizado por Western Blot se observa una disminución en los niveles de la forma activa no 

fosforilada de β-Catenina en aquellas células que expresan la versión p53-Wt (datos 

preliminares). Las versiones p53-R175H y p53-R273H muestran niveles similares en su 

presencia respecto al control Empty ya que no muestran cambios significativos entre los 

grupos. De manera interesante, cuando se analizó la presencia de p-GSK3β ser9, esta 

incrementó de manera significativa respecto al control Empty, sugiriendo de manera 

interesante una ganancia de función favorecida por la presencia de p53-Mut (Figura 20 A). 

 

 Asimismo, es de hacer notar que se observan bajas unidades de cambio en el grupo Empty, 

lo cual apunta a una baja inactivación basal de GSK3β (Figura 20 A). Existen diferentes 

elementos que llevan a la inactivación de GSK3β, las funciones de esta enzima son 

múltiples, por lo que es un punto de convergencia de diferentes vías de señalización 

implicadas en proliferación celular. Su inactivación resulta un elemento importante para 

promover la activación de diferentes vías de señalización. Una de las proteínas mejor 

descritas en este proceso es AKT. Dado que se observa una presencia de p-GSK3β, nos 

propusimos identificar si esta inactivación se contrasta con la presencia de p-AKT ser473 

así como en sus niveles totales. La presencia de p53-Mut no tiene efectos claros en los 

niveles de p-AKT ser473, pero si se observan cambios en AKT total normalizando respecto 

a su control de carga GAPDH (Figura 20 B). Esto podría explicar, en parte la presencia de 

la forma inactiva de GSK3β observada en el modelo de generación de esferas. Los 

resultados apuntan a una posible ganancia de función reflejada en la inactivación de GSK3β 

por su fosforilación en serina 9. Para explicar si este mecanismo es regulado por la vía 

PI3K/AKT, se llevó a cabo un tratamiento con wortmanina, un inhibidor de la vía PI3K/AKT. 

El efecto de este tratamiento reduce de manera importante la presencia de p-AKT ser473 

(p<0.01), sin embargo, este efecto es más notorio en el caso de p53-Mut (p53-R175H y 

p53-R273H) (p<0.001). Esto apunta a que la presencia de p-AKT en estos casos es 

predominantemente regulado por a sobreactivación de receptores asociados a factores de 

crecimiento que a través de la vía PI3K/AKT explicaría la presencia activa de AKT en el 

caso de p53-Mut. Además, el efecto de la inhibición del eje PI3K/AKT llevó a la reducción 

de la presencia de p-GSK3β ser9, por lo que permite comprobar que la ganancia de función 

en la que participa p53-Mut se correlaciona con la presencia de la activación de AKT en 

este tipo de modelo (Figura 21 A-B). 
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Como parte del análisis de estas proteínas, en la imagen representativa del ensayo 

realizado por Western Blot se observa una disminución en los niveles de la forma activa no 

fosforilada de β-Catenina en aquellas células que expresan la versión p53-Wt. Las 

versiones p53-R175H y p53-R273H muestra niveles similares en su presencia respecto al 

control Empty ya que no muestran cambios significativos entre los grupos. De manera 

interesante, cuando se analizó la presencia de p-GSK3β ser9, esta incrementó de manera 

significativa respecto al control Empty, sugiriendo de manera interesante una ganancia de 

función favorecida por la presencia de p53-Mut. 

 

 Asimismo, es de hacer notar que se observan bajas unidades de cambio en el grupo Empty, 

lo cual apunta a una baja inactivación basal de GSK3β (Figura 20 A). Existen diferentes 

elementos que llevan a la inactivación de GSK3β, las funciones de esta enzima son 

múltiples, por lo que es un punto de convergencia de diferentes vías de señalización 

implicadas en proliferación celular. Su inactivación resulta un elemento importante para 

promover la activación de diferentes vías de señalización. Una de las proteínas mejor 

descritas en este proceso es AKT. Dado que se observa una presencia de p-GSK3β, nos 

propusimos identificar si esta inactivación se contrasta con la presencia de p-AKT ser473 

así como en sus niveles totales. La presencia de p53-Mut no tiene efectos claros en los 

niveles de p-AKT ser473, pero si se observan cambios en AKT total normalizando respecto 

a su control de carga GAPDH (Figura 20 B). Esto podría explicar, en parte la presencia de 

la forma inactiva de GSK3β. Los resultados apuntan a una posible ganancia de función 

reflejada en la inactivación de GSK3β por su fosforilación en serina 9, para explicar si este 

mecanismo es regulado por la vía PI3K/AKT, se llevó a cabo un tratamiento con 

wortmanina, un inhibidor de la vía PI3K/AKT. El efecto de este tratamiento reduce de 

manera importante la presencia de p-AKT ser473 (p<0.01), sin embargo, este efecto es 

más notorio en el caso de p53-Mut (p53-R175H y p53-R273H) (p<0.001).   Esto apunta a 

Figura 20. La presencia de p53-Mut en esferas incrementa la inactivación 

de GSK3β. A. Gráfica y western blot representativo de p-GSK3β y β-Catenina no 

fosforilada, la proteína GAPDH fue utilizada como control de carga. B. Gráfica y western 

blot representativo de p-AKT ser473 y AKT total, la proteína GAPDH fue utilizada como 

control de carga. En el análisis densitométrico de las gráficas se observan las unidades 

relativas de cambio normalizando respecto al grupo Empty, n=5. Se realizó un análisis 

de varianza ANOVA de una vía con post hoc de Dunnet considerando como control al 

grupo Empty, el valor p<0.05 fue considerado significativo p<0.05 (*), p<0.01 (**). 
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que la presencia de p-AKT en estos casos es predominantemente regulado por a 

sobreactivación de receptores asociados a factores de crecimiento que a través de la vía 

PI3K/AKT explicaría la presencia activa de AKT en el caso de p53-Mut. Además, el efecto 

de la inhibición del eje PI3K/AKT llevó a la reducción de la presencia de p-GSK3β ser9, por 

lo que permite comprobar que la ganancia de función en la que participa p53-Mut se 

correlaciona con la presencia de la activación de AKT en este tipo de modelo (Figura 21 A-

B). 

 

Los resultados apuntan a la sobreactivación de vías oncogénicas como parte de la 

presencia de p53-Mut, mismas que se reflejan al menos en p-GSK3β ser9. Sin embargo, 

queda por definirse si esta presencia en este modelo experimental lleva a promover 

procesos implicados en el incremento de la capacidad proliferativa o bien el incremento de 

la supervivencia celular. La activación de la vía PI3K/AKT tiene funciones importantes en 

promover la progresión del ciclo celular, síntesis de proteínas y en el favorecer mecanismos 

que lleven a cabo las señales de construcción necesarias que intrínsecamente las células 

necesitan en este proceso. Actualmente, se ha definido que la activación de la 

macroautofagia (referido en adelante como autofagia) como un proceso catabólico en que 

se degradan macromoléculas vía lisosoma con el propósito de mantener la homeostasis 

celular. La generación de estos productos de degradación (nucleótidos, ácidos grasos y 

aminoácidos) constituyen las bases de construcción que promueven señales anabólicas 

necesarias para favorecer este proceso constante de proliferación.  
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Con el objetivo de obtener una aproximación en nuestro modelo que permita definir el efecto 

ejercido sobre la autofagia como parte de la sobreexpresión de p53-Wt y p53-Mut, se 

evaluaron las proteínas p62/SQSTM1 y la escisión de LC3 (referido como LC3-I y LC3-II), 

ambas utilizadas ampliamente para monitorear el proceso de autofagia. 

 

Observamos que como parte de la presencia de p53-Mut se ejerce un incremento en las 

proteínas p62, así como en la presencia de LC3 respecto a las condiciones p53-Wt y Empty, 

la presencia de LC3, fue reducida como parte del tratamiento con wortmanina (Figura 22). 

Estos resultados apuntan a que el incremento en la vía PI3K/AKT dado por la presencia de 

p53-Mut podría ejercer procesos implicados en incremento de la autofagia basal como un 

posible mecanismo asociado a supervivencia.  

Figura 21. La presencia de p53-Mut favorece la inactivación de GSK3β a 

través de la vía PI3K/AKT. A. Gráfica y western blot representativo de p-AKTser473 

en condiciones Empty, p53-Wt, p53-Mut y su tratamiento con 150 nM de wortmanina, la 

proteína GAPDH fue utilizada como control. B. Gráfica y western blot representativo de 

p-GSK3β ser9 en condiciones Empty, p53-Wt, p53-Mut y su tratamiento con 150 nM de 

wortmanina. En el análisis densitométrico de las gráficas se observa el cociente  de las  

unidades relativas de cambio  de la proteína de interés y el control de carga GAPDH. 

n=3. Se realizó un análisis de varianza ANOVA de una vía con post hoc de Dunnet 

considerando como control al grupo Empty. p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001 (***), en el 

caso de # se refiere a la comparación con el grupo p53-Wt. 

Figura 22. La presencia de p53-Mut incrementa la presencia de proteínas 

involucradas en el establecimiento de autofagia. A. Western Blot de un solo 

ensayo de las proteínas p62/SQTM1 y de LC3-I y LC3-II es esferas trasfectadas con 

Empty, p53-Wt y p53-Mut (p53-R175H y p53-R273H). La proteína GAPDH fue utilizada 

como control de carga. n=2  
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DISCUSIÓN 
 

Regulación de la vía Wnt canónica por p53 

 

Partiendo de la importancia de la vía Wnt en la regulación de la homeostasis celular, en una 

primera aproximación decidimos explorar el efecto que tiene p53-Wt en concentraciones 

crecientes sobre elementos de la vía Wnt canónica, particularmente β-Catenina y la 

proteína LRP6 (co-receptor del ligando Wnt). Actualmente se ha definido que los elementos 

que llevan a determinar el mecanismo de activación dependiente de β-Catenina es la 

fosforilación de la cola citoplasmática del co-receptor LRP6 (MacDonald y He, 2012). A 

partir de esta modificación, las proteínas accesorias que generalmente llevan a degradar a 

β-Catenina son reclutadas a la membrana celular, por lo que este complejo de degradación 

se disocia. Los resultados obtenidos señalan una disminución importante en los niveles 

totales de β-Catenina y LRP6 como consecuencia de la sobreexpresión de p53-Wt, lo que 

apunta a una regulación negativa por parte de p53-Wt sobre la vía canónica. Este efecto no 

es ejercido por parte de p53-Mut (p53-R175H/p53-R273H). Estos resultados son 

consistentes con la capacidad supresora tumoral de p53-Wt, misma que se contrasta con 

la viabilidad celular, ya que al regular negativamente la vía Wnt canónica, podría constituir 

un punto de control importante para evitar su sobreactivación ante vías oncogénicas.  

Nuestros resultados señalan al micro-RNA34a como un elemento importante que lleva a la 

supresión de la vía Wnt canónica, ya que parece disminuir los niveles totales de β-Catenina 

y LRP6. En concordancia con los experimentos de diferenciación celular asociado a p53-

Wt, es bien sabido que la vía Wnt canónica lleva además de la proliferación celular al 

establecimiento indiferenciado de las células. Funcionalmente, la vía Wnt canónica 

dependiente de β-Catenina se ha evaluado en ensayos de duplicación del eje embrionario, 

donde la estimulación de la vía Wnt canónica en el polo contrario al centro organizador de 

Spemann (ventral) genera células indiferenciadas que pueden llevar a la formación de un 

nuevo eje. De manera particular, se ha establecido que la capacidad de promoverse este 

proceso de diferenciación depende de p53 y su efecto ejercido sobre miR-34a, así la vía 

Wnt canónica se reprime y promueve la diferenciación celular. En este sentido, diferentes 

elementos como TCF/LEF4, Wnt1, Wnt3, LRP6 y β-Catenina poseen en sus segmentos 

UTR 3´sitios de unión a miR-34a (N. H. Kim et al., 2011). Este mecanismo destaca que el 

miR-34a no sólo resulta ser un blanco adicional de p53 al igual que los ya conocidos 
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implicados en supresión y arresto celular, sino que gran parte del establecimiento 

indiferenciado radica en su falta de capacidad de ser regulado por p53.  

En diversos estudios han señalado que en muestras de tejido de cáncer como mama, 

glioblastoma o colon existe una subexpresión de miR-34a, esto se correlaciona con una 

sobreactividad de vías de señalización como Wnt y Notch (Li et al., 2017; Liu et al., 2017; 

Yin et al., 2013). Por ejemplo, se ha señalado de manera particular que en las células de la 

base de la cripta del colon existe una división celular asimétrica que determina procesos 

que implican diferenciación celular, aquellas células donde miR34a se silencia, se 

incrementa la capacidad de autorrenovación de células cancerosas con características de 

troncalidad (Bu et al., 2013b, p. 34, 2016). Este mecanismo en el cual miR-34a está 

involucrado dicta la represión de vías de señalización asociadas con el establecimiento 

desdiferenciado de las células. 

Estos resultados, en acorde a la lo reportado en diferentes estudios destacan la capacidad 

supresora tumoral de p53, en este caso sobre la vía de señalización Wnt canónica evaluada 

sobre LRP6 y β-Catenina, sin embargo, deben tomarse en cuenta diferentes puntos de 

control. Si bien, se comprueba por la co-tranfección de p53-Wt y anti-miR-34a que existe 

una regulación negativa de p53-Wt sobre estos dos elementos, aún queda por definir si 

parte de las funciones canónicas en las cuales p53-Wt está involucrado dependen de la 

presencia de este micro-RNA, ya que los estudios de embriogénesis definen que la 

diferenciación del mesodermo no puede llevarse a cabo si no se poseen los sitios de unión 

al miR-34a, aun cuando p53 está presente, esto resulta interesante por definir ya que p53-

Wt en conjunto con los factores de transcripción Smad, pueden promover la expresión de 

genes blanco implicados en diferenciación celular, incluyendo p21 (Cordenonsi et al., 2007). 

De manera similar a la embriogénesis, en nichos particulares de condiciones no cancerosas 

como la cripta del colon, las vías Wnt canónica (presente en las células troncales de la 

base) y TGF-β ejercen efectos opuestos, por lo que p53 puede jugar un papel clave en la 

activación y supresión de estas vías implicadas en el establecimiento desdiferenciado. En 

cáncer, existen hits oncogénicos que promueven la progresión maligna, uno de ellos es la 

perdida de la funcionalidad de p53, de esta manera al perderse esta capacidad supresora 

de la proliferación su ausencia podría ser determinante y explicaría en parte, la razón por 

la cual la vía Wnt tiene una participación preponderante en diferentes tipos de modelos 

experimentales (Nakayama y Oshima, 2019).  
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Sin embargo, en diferentes tipos de cáncer se sabe que la vía Wnt está desregulada, 

particularmente en colon el supresor tumoral APC (Poliposis coli adenomatosa) se 

encuentra mutado, esta proteína forma parte del complejo de degradación de β-Catenina lo 

que lleva a la sobreactivación de la vía Wnt canónica (Gaspar y Fodde, 2004a; Powell et al., 

1992). Particularmente, este es uno de los genes más frecuentemente mutados en 

pacientes con este tipo de cáncer (54% aproximadamente) (Gaspar y Fodde, 2004b). 

Posteriormente, se adquieren otras mutaciones como KRAS, SMAD4 y TP53, si bien en 

este punto p53 resulta importante en la progresión oncogénica, en lo que respecta a su 

funcionalidad, queda por definir si la capacidad regulatoria y supresora tumoral de miR-34a 

sería suficiente para contrarrestar los efectos de aquellas mutaciones que promueven la 

activación constitutiva de la vía Wnt.  

Modelo de monocapa vs esferas 

El efecto de la sobreexpresión p53-Wt y p53-Mut fue extrapolado a un modelo de 

generación de esferas. Los resultados obtenidos en la comparación de los niveles totales 

de β-Catenina resultan en una disminución de su promedio de cambio en el modelo de 

esferas respecto a la monocapa. Esto resulta en un punto interesante, ya que actualmente 

se ha definido que la comparación de los niveles totales de β-Catenina no es 

necesariamente un sinónimo de su actividad. Bajo esta premisa, los elementos que podrían 

llevar a esta disminución podrían explicarse en dos niveles. En primer lugar, la regulación 

del transcrito de β-Catenina ya que, si bien se trata de una proteína constitutiva, los cambios 

generados podrían explicarse desde aquellos elementos que regulan su expresión 

constitutiva. En segundo lugar, se encuentran las modificaciones postraduccionales que 

regulan su estabilidad. En condiciones adherentes β-Catenina y su interacción con α-

Catenina y E-Cadherina promueven la adhesión célula-célula, sin embargo, al tratarse de 

un modelo en suspensión existe una pérdida de la polaridad celular que llevaría a su 

degradación proteosomal o bien a favorecer su actividad como co-activador transcripcional, 

lo que podría explicar el incremento en la actividad transcripcional de los TCF/LEF evaluado 

mediante el reportero (Mosimann et al., 2009). En esto último, existen modificaciones 

postraduccionales directas que regulan la estabilidad de β-Catenina en el residuo de 

ser552, siendo en este caso regulado por AKT o bien en ser675 llevada a cabo por PKA 

(Fang et al., 2007).  

El empleo del modelo de esferas a través el uso del medio comercial Mammocult ha sido 

ampliamente utilizado para enriquecer a células con características de troncalidad, 
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asociando su actividad con vías de señalización asociadas un fenotipo maligno (Hassan 

et al., 2013). De manera interesante, en el modelo de generación de esferas se observa la 

presencia de p21, el cual es regulado de manera independiente de p53. Estos resultados 

apuntan a que la tasa de proliferación entre una condición y otra es distinta, además de la 

presencia de elementos que llevan y explican la expresión de p21, entre estos podría 

apuntar a la vía de TGF-β. Se ha reportado que esta expresión podría ser regulada por el 

señalamiento canónico de esta vía, el cual a través de los factores p-Smad3/5 contribuirían 

a la expresión de genes asociados a la supresión de la proliferación, entre ellos p27 o p21. 

Sin embargo, debe tomarse con precaución sobre la posible participación de TGF-β en este 

modelo, ya que las respuestas biológicas asociadas a su activación son duales en lo que 

respecta a condiciones cancerosas y no cancerosas (Adorno et al., 2009; Brown et al., 

2017; Budi et al., 2017). 

Adicionalmente, se evaluó en ambos modelos una forma activa fosforilada de GSK3α/β en 

el residuo de tirosina 270/216. Esta se trata de una forma autofosforilada que reconoce 

sustratos previamente fosforilados para así, promover las fosforilaciones secuenciales que 

regulan su actividad, entre ellos a β-Catenina (Beurel et al., 2015). En los resultados se 

observa una disminución en esta forma activa y total de GSK3α/β. Esto en parte podría 

explicar el incremento en la actividad transcripcional observada sobre los factores TCF/LEF. 

Si bien, estos resultados no reflejan directamente que la actividad sea explicada por señales 

Wnt, apuntan a que en el modelo de esferas existe un incremento en la actividad 

transcripcional de β-Catenina.  

El estudio de la enzima GSK3α/β es de particular importancia en cáncer, ya que constituye 

un punto de regulación importante de diferentes vías de señalización por sus modificaciones 

postraduccionales que regulan su actividad. Las señales Wnt, por los mecanismos 

previamente descritos apuntan a que su efecto principal no es limitado a β-Catenina, sino 

a la inactivación de GSK3β. Esta inactivación radica en el reclutamiento de GSK3α/β en 

cuerpos multivesiculares para así evitar la acción sobre sus sustratos, este efecto parece 

ser observado a partir de 20 minutos después de la estimulación con señales Wnt (Taelman 

et al., 2010). Pese a la importancia de este mecanismo, existen señales mediadas por 

factores de crecimiento que favorecen la inactivación de GSK3β y cuyas consecuencias 

radican en el incremento de la actividad transcripcional mediada por β-Catenina, por lo que 

no debe excluirse la posibilidad de que elementos adicionales como aquellos regulados a 

través de receptores tipo tirosina cinasa podrían participar regulando la actividad de GSK3β 
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(Fuentealba et al., 2007). En estos resultados, la disminución p-GSK3α/β Y270/216 podría 

implicar la promoción de vías de señalización dependientes de esta enzima, entre ellas 

aquellas asociadas al proceso indiferenciado y de autorrenovación. Sin embargo, queda 

por definir las vías y mecanismos presentes es este tipo de modelo experimental. 

Adicionalmente, se observó que en el modelo de generación de esferas existe un 

incremento de células con alta actividad ALDH. Las proteínas ALDH constituyen una familia 

de enzimas que convierten aldehídos endógenos y exógenos a ácidos carboxílicos. Esto 

podría indicar procesos asociados a la detoxificación y quimioresistencia presentes en este 

tipo de modelo experimental, sin embargo, no está bien definido los mecanismos que 

regulan esta actividad (Toledo-Guzmán et al., 2019). 

Efecto de p53-Mut en el modelo de generación de esferas 

En este trabajo se realizaron ensayos de sobreexpresión de p53-Wt y p53-Mut observando 

su efecto en el modelo de generación de esferas. En el modelo de monocapa al igual que 

en la generación de esferas, se observa una mayor presencia de p53-Mut respecto a la 

versión p53-Wt. Esto apunta a una mayor estabilidad temporal por parte de las versiones 

mutadas de p53. Es necesario recalcar que la vida media de p53 es corta (20 minutos), es 

bien conocido que su estabilidad se ve regida por la interacción con la proteína MDM2, que 

es una ligasa de ubiquitina que lleva a degradar a p53. Esta interacción se lleva a cabo en 

el dominio de transactivación en la región N-terminal, sin embargo esto no se observa en 

mutaciones presentes en el dominio de unión al DNA (Freed-Pastor y Prives, 2012). 

En nuestros resultados no se observa un efecto claro sobre los niveles de β-Catenina total, 

a diferencia de lo observado en el modelo de monocapa. Sin embargo, debe tomarse en 

cuenta que el estudio de sus niveles totales no es reflejo de su actividad. Además, la 

expresión de β-Catenina es constitutiva, por lo que, pese a que puede existir la regulación 

negativa sobre elementos de la vía Wnt canónica, sus efectos no podrían ser totalmente 

reflejados en sus niveles totales. Debe tomarse en consideración que los efectos 

observados en el modelo de esferas son 72 horas después de haber sido sembradas. 

Además, la presencia de p21 en caso de la monocapa mostró niveles mayores a las 24 

horas respecto a las 72 horas postrasfección, lo que indica que pese que se observa la 

presencia proteica de p53, la regulación de sus blancos transcripcionales tiende a reducirse. 

Esto podría explicar la ausencia de efecto sobre los niveles totales de β-Catenina.   

Se decidió usar un anticuerpo que detecta una forma activa (no fosforilada) de β-Catenina 

así como su efecto ejercido sobre GSK3β. En los resultados se observa una menor 
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presencia de la forma activa de β-Catenina en aquellas que expresan p53-Wt que son 

acordes a la regulación negativa de la vía Wnt y que refuerzan su capacidad de actuar como 

supresor tumoral. De manera interesante, la presencia de p53-Mut en nuestras condiciones 

genera una ganancia de función que recae en promover la inactivación de GSK3β por su 

fosforilación en la ser9. Es bien sabido que este residuo fosforilado lleva a su inactivación, 

mismo que en diferentes reportes se asocia con el incremento en la actividad transcripcional 

mediada por β-Catenina. Es necesario hacer notar que la actividad de esta enzima es 

constitutiva, la regulación de sus sustratos dependerá de sus modificaciones 

postraduccionales. A través de su fosforilación en ser9 de GSK3β se puede ejercer su 

inactivación. Se han identificado diferentes mecanismos que pueden promover este efecto, 

las cuales son activadas como consecuencia de la presencia de factores de crecimiento, 

entre ellas se encuentra CaMKII, PKA y la vía PI3K/AKT (Beurel et al., 2015; Fang et al., 

2007; Song et al., 2010). 

Asimismo, se observa que esta ganancia de función en la cual p53-Mut es participe radica 

en favorecer la sobreactivación de la vía PI3K/AKT, ya que la inhibición de este eje reduce 

de manera importante p-GSK3β ser9. Lo que apunta a que la presencia de p53-Mut 

favorece mecanismos independientes de Wnt que llevan a inactivar a GSK3β. Este es un 

elemento importante a tomar en cuenta, porque es bien conocido que las señales Wnt y el 

mecanismo ejercido a través del receptor Fzd, LRP6 y su señalización consecuente no lleva 

a inactivar a GSK3β por fosforilación en ser9. Además, actualmente se sabe que a pesar 

de que GSK3β regula, en diferentes niveles la activación de vías de señalización implicadas 

en promover proliferación celular, es bien conocido que las señales Wnt únicamente 

inactivan a GSK3β unida a la proteína adaptadora Axina2 (Dajani, 2003; McManus et al., 

2005).  

En los análisis mostrados en este trabajo no se observa un incremento evidente en p-AKT 

ser473, a pesar de que se observa p-GSK3β ser9, sin embargo, incrementan los niveles 

totales de AKT. Existen de dos sitios fosforilados de AKT que regulan su actividad, p-AKT 

ser473 y p-AKT thr308. La regulación ejercida por factores de crecimiento vía RTK ejerce 

un efecto directo sobre p-AKT thr308, por lo que para entender si existe una regulación 

directa sobre receptores RTK sería necesario considerar esta fosforilación. Pese a esta 

discrepancia, la inhibición del eje PI3K/AKT permite explicar la ganancia de función ejercida 

por p53-Mut (Abraham y O’Neill, 2014).  
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Los mecanismos en que p53-Mut pueden ejercer una ganancia de función son una 

interrogante y podrían actuar a varios niveles. Aquellos que podrían explicar la activación 

del eje PI3K/AKT/GSK3-β radican en que la presencia de mutantes de p53 favorecen la 

movilización de receptores a factores de crecimiento a la membrana. Además, se ha 

estudiado de p53-Mut (p53-R273H) regula negativamente a miR27, el cual es un regulador 

negativo de EGFR (W. Wang et al., 2013). Lo que podría explicar una mayor capacidad 

responsiva sobre EGF. Asimismo, la distribución de receptores se ha visto potenciada en 

aquellos tumores con p53-Mut (Muller et al., 2009).  

Los presentes resultados apuntan a la existencia de una ganancia de función comprobado 

en la activación de la vía PI3K/AKT, sin embargo y en concordancia a lo que se ha señalado 

en diferentes trabajos no debe omitirse la participación del incremento de otras vías 

asociadas a proliferación y particularmente a aquellas cuyo efecto radique la inactivación 

de GSK3β, ya que la inhibición de PI3K realizada en este trabajo no excluye la posibilidad 

de generar efectos inespecíficos sobre otras enzimas que regulen la actividad de GSK3β.  

Finalmente, observamos que p53-Mut incrementa los niveles de p62 así como de la 

proteína LC3. Estas proteínas están implicadas en el establecimiento de autofagia, 

actualmente se sabe que sabe que la autofagia es un proceso catabólico en que se 

degradan macromoléculas y organelos en el lisosoma con el propósito de promover la 

adaptación a condiciones microambientales como el estrés. El rol de la autofagia es 

complejo ya que se ha reportado que gran parte de los procesos dinámicos de proliferación 

celular requieren de la autofagia con un mecanismo protumorigénico y de supervivencia 

(Yang et al., 2017). Se evaluó p62/SQTM1, la cual es una proteína de andamiaje necesaria 

para la formación del autofagososma, en nuestros resultados se observa su incremento en 

la condición que sobreexpresa p53-Mut, se sabe que esta proteína es degradada como 

parte del proceso de autofagia, lo que podría apuntar a un posible incremento de autofagia 

basal. Este efecto se contrasta con LC3, el cual es un marcador biológico que constituye la 

membrana autofagosomal, en la degradación LC3-I se conjuga con la fosfatdiletanolamina 

y forma LC3-II, de tal manera que el radio LC3-II/LC3-I se asocia con el aumento en la 

autofagia (Santana-Codina et al., 2017).  

En los resultados se observa que basalmente existe LC3-II/LC3-I, lo que sugiere que en el 

modelo de esferas existe una autofagia basal reflejada en la escisión de esta proteína, la 

presencia de p53-Mut aumenta los niveles de LC3, apuntando al incremento basal de la 

autofagia coincidiendo con p62, sin embargo visualmente existe menor nivel de LC3-II en 
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el caso de p53-Mut, lo que apunta a que los mecanismos asociados a promover 

proliferación asociados a la perdida en la funcionalidad de p53 reprimen el establecimiento 

de autofagia, siendo concordantes con p62 ya que esta proteína es blanco de degradación 

por autofagia (Bellot et al., 2009). Este efecto parece depender de la ganancia de función 

de p53 ejercida sobre la vía PI3K/AKT. Esto último resulta interesante por describir, ya que 

los mecanismos que involucran una proliferación sostenida requieren de la evaluación del 

status energético para que se promueva la progresión en el ciclo celular, esto implica 

evaluación del radio ATP/AMP, disponibilidad de oxígeno, disponibilidad de aminoácidos, 

etc. (Bar-Peled y Sabatini, 2014). 

CONCLUSIÓN 

 

 

 

Figura 23. Esquema general del efecto de p53 en la regulación de la vía Wnt. Las 

flechas indican el efecto ejercido como parte de la expresión p53-Wt y p53-Mut. En 

cursiva se señalan los efectos ejercidos por el Anti-miRNA34a y el inhibidor de PI3K 

wortmanina. Los resultados apuntan a una regulación negativa ejercida por p53-Wt 

sobre elementos de la vía canónica Wnt, β-catenina y LRP6 mientras que p53-Mut 

favorece la inactivación de GSK3-β a través de la vía de PI3K/AKT. 
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El entendimiento de los mecanismos que rigen la activación de la vía Wnt canónica fue uno 

de los objetivos del presente trabajo, la funcionalidad de p53 constituye un punto importante 

para regular su activación. 

- La proteína p53 genera una regulación negativa sobre elementos que forman parte de la 

activación canónica de la vía Wnt, como β-Catenina y el co-receptor LRP6. Este efecto es 

regulado por el micro-RNA34a y de una manera específica por p53-Wt, ya que p53-Mut no 

genera ejerce esta regulación negativa.  

- Se observa una mayor presencia de p53-Mut, apuntando a una mayor estabilidad respecto 

a la versión p53-Wt. 

- El modelo de generación de esferas muestra elementos asociados a la activación 

canónica de la vía Wnt, entre ellos una disminución de la fosforilación activadora de GSK3β 

(Y216) y un aumento en la actividad transcripcional mediada por β-Catenina. 

- La versión p53-Wt reduce la capacidad de generar esferas. 

- La presencia de p53-Mut lleva a una ganancia de función reflejada en la inactivación de 

GSK3β por su incremento en la fosforilación en ser9, este efecto depende de la vía 

PI3K/AKT demostrado a través de la inhibición farmacológica de esta vía.  

 

En conjunto, estos resultados destacan la importancia del estudio de p53 y su funcionalidad 

en la regulación de vías de señalización asociadas a la proliferación y supervivencia celular. 

 

PERSPECTIVAS 
 

Pese a que los resultados evidencian la importancia del estudio de la funcionalidad de p53 

en la regulación de vías de señalización, existen diferentes elementos por tomar en 

consideración: 

 

A) Comprobar la especificidad del mecanismo de la vía Wnt dependiente de β-Catenina en 

el modelo de generación de esferas, corroborando no sólo su localización y presencia 

nuclear. Para ello el empleo de células estables con el reportero de TCF/LEF permitiría 

definir de manera fehaciente la actividad ejercida de β-Catenina. 

B) Analizar si las funciones canónicas como apoptosis o arresto celular en que p53-Wt está 

involucrado dependen del efecto ejercido por miR-34a. Para ello es necesario analizar 

blancos transcripcionales asociados a su actividad. 
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C) Definir si la ganancia de función ejercida sobre p-GSK3β ser9 se correlaciona con el 

incremento en la actividad transcripcional ejercida por β-Catenina. 

D) Explicar los mecanismos en que p53-Mut podría explicar en el presente modelo la 

activación de la vía PI3K/AKT, así como definir temporalmente el punto de tiempo en que 

se llevaría a cabo la inactivación de GSK3β. 

E) Determinar si la presencia de p53-Mut tiene un efecto funcional en la capacidad 

proliferativa, supervivencia o resistencia a muerte celular por apoptosis.  

F) Estudiar si p53-Mut podría ser un elemento importante en el establecimiento de un 

fenotipo troncal-tumoral. 
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