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RESUMEN 

La proteína p53 es un factor transcripcional involucrado en procesos de 

estabilidad genética y reparación del ADN. Sin embargo, en la mayoría de los tumores 

se encuentra mutado, lo que le confiere mayor quimioresistencia, evasión de la 

apoptosis y mayor capacidad de migración e invasión a las células. Una de las 

mutaciones más frecuentes en los tumores malignos, es en el residuo 273 donde se 

intercambia una arginina por cisteína (R273C). En nuestro grupo hemos demostrado 

que en los tipos de cáncer que expresan p53 mutado (R248Q) la glucólisis es la 

principal vía de aporte de ATP (>80%). Con el objetivo de evaluar si la redistribución del 

metabolismo energético hacia un fenotipo glucolítico se conserva en diferentes 

mutaciones, se estudió el efecto de la mutación p53R273C sobre el metabolismo 

energético y procesos dependientes de energía (crecimiento tumoral y resistencia a 

fármacos) en cáncer cervicouterino de HeLa. 

En este estudio se analizaron los tipos de cáncer de HeLaWT  (sin p53) y de HeLa 

p53R273C. El tiempo de duplicación celular fue similar entre las dos líneas celulares. La 

mutación evitó la expresión en el nivel de proteína de los blancos canónicos de p53WT: 

PUMA y NOXA; pero TIGAR y H-RAS aumentaron su expresión (4 veces) 

significativamente contra  HeLaWT. El contenido de proteínas glucolíticas (GLUT1, GLUT 

3, HKI, HKII, PFK-1 y LDH) y mitocondriales (2OGDH, GA, NDI y COXIV) así como el 

flujo de glucólisis (~10 nmol de lactato/min/mg de proteína) fue similar entre ambas 

líneas celulares; sin embargo, la fosforilación oxidativa (FO) y el potencial 

transmembranal mitocondrial disminuyeron (64-86%) en HeLa p53R273C. En la línea 

celular con el p53 mutado la contribución de ATP por parte de la glucólisis fue de 60%. 

Para validar estos resultados, se determinó la IC50 de dos compuestos que inhiben el 

metabolismo energético.  Para inhibir a la función mitocondrial se utilizó el anti-

inflamatorio no esteroideo celecoxib, que ha demostrado ser un potente inhibidor del  

complejo II de la cadena transportadora de electrones; para inhibir la glucólisis se utilizó  

el gosipol  un inhibidor de las enzimas deshidrogenasas de la glucólisis. La proliferación 

celular de HeLa p53R273C  fue más sensible al gosipol (IC50= 38±10 µM) que la línea 
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parental (IC50=178±35 µM).  Por otro lado,  la línea HeLaWT fue más sensible al 

celecoxib (43±9 µM) que la línea con la mutación en p53 (IC50= 117±45 µM). En 

conclusión, la mutación en p53R273C favorece al metabolismo glucolítico promoviendo el 

llamado efecto Warburg contrario a lo reportado en tumores con p53 sin mutaciones; 

por lo tanto,  la terapia anti-glucolítica podría  ser propuesta  como una nueva estrategia 

terapéutica alternativa para disminuir el crecimiento tumoral de canceres con p53 con 

mutaciones R273C.  
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CAPÍTULO I                                         INTRODUCCIÓN 

 

1.1  Cáncer 

El Cáncer es un conjunto de enfermedades que se caracteriza por la 

proliferación acelerada de las células. Esta transformación involucra procesos 

derivados, en parte, por una serie de mutaciones al azar donde se alteran los 

“checkpoints” del ciclo celular.  En paralelo, algunos genes supresores de tumor como 

son P53, BRCA1 y BRCA2 pierden su función y los proto-oncogenes (C-MYC, H-RAS Y 

K-RAS) se activan, [López et al., 2001; Ríos y Hernández, 2001]. Cuando las células 

exceden los límites tisulares (lámina basal) del órgano e invaden zonas adyacentes se 

inicia un proceso denominado metástasis [OMS, 2018]. 

En 2019, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó 8.8 millones de 

defunciones relacionadas con el cáncer, siendo la tercera causa de muerte a nivel 

mundial en ambos géneros. En México, el Instituto Nacional de Estadística y Geografía 

(INEGI) reportó que la población femenina de 30 a 59 años padece cáncer 

cervicouterino, por lo que se le ha asignado como la segunda causa de muerte por 

neoplasias malignas en mujeres en edad reproductiva (Figura 1).  

 

Figura 1. Causas principales de mortalidad en la población femenina mexicana. Cada color 

representa los principales tipos de cáncer, así como sus porcentajes de mortalidad [INEGI, 

2019]. CaCu, cáncer cervicuterino. 
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1.2 p53WT como supresor tumoral 

La proteína codificada por el gen supresor tumoral TP53, es una fosfoproteína 

(proteína unida covalentemente a un grupo fosfato) tetramérica que al ser activada se 

localiza en el núcleo celular y juega un papel central en el ciclo celular y su regulación 

(Figura 2A), [López et al., 2001].  El daño en el ADN o la activación de oncogenes son 

señales de estrés celular que promueven una cascada de señalización requerida para 

la activación de la proteína p53.  En consecuencia, incrementa la expresión de la 

proteína y del mRNA de diferentes genes blanco de p53 para  iniciar la reparación del 

ADN o modificar vías de señalización asociadas a la activación de oncogenes. Los 

genes blancos  del  p53 no mutado (p53wt) modulan diferentes vías celulares  

importantes como son  la senescencia, la angiogénesis, la autofagia, y la regulación 

metabólica (Figura 2B), [Vousden y Prives, 2009].  

 

Figura 2. Activación de la proteína p53 y sus procesos celulares blanco.  A) Señales de estrés 

(recuadros rojos) que activan indirectamente a p53wt, posteriormente se transloca al núcleo. B) 

Procesos celulares (recuadros morados) activados por p53wt. 
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1.3 Estructura de la proteína p53WT 

La proteína de p53wt se divide estructuralmente en 4 dominios funcionales: 1) El 

dominio amino terminal (N-terminal), que contiene un sub-dominio de transactivación 

(TAD, por sus siglas en inglés Transactivation Amino Domain) que activa 

transcripcionalmente a los genes blanco y un sub-dominio rico en prolina (PRD, por sus 

siglas en inglés Proline Rich Domain) relacionado con la regulación de la apoptosis 

[Chang et al., 1995]; 2) El dominio de unión al ADN (DBD, por sus siglas en inglés DNA 

Binding Domain),  utilizado  para el reconocimiento y unión del p53 con secuencias 

específicas del ADN localizadas en las regiones promotoras de sus genes blanco [Wei 

et al., 2006], 3) El dominio de tetramerización (TD, por sus siglas en inglés 

Tetramerization Domain), responsable de la conformación tetramerica y más funcional 

de p53 [Chène et al., 2001], 4) El dominio del carboxilo terminal (CD, por sus siglas en 

inglés Carboxyl Domain) constituido por  múltiples sitios de regulación covalente  

(ubiquitinación, fosforilación, acetilación y glicosilación) [Appella et al., 2001] (Figura 3).   

 

Figura 3. Estructura de la proteína de p53 y sus diferentes dominios. El dominio de 

transactivación N-terminal (TA) se muestra en color amarillo; la región rica en prolina (PR) se 

muestra en color verde; el dominio de unión al ADN (DBD) se muestra en color azul; el dominio 

de tetramerización (TD) se muestra en rosa y  el dominio del carboxilo terminal (CD) se muestra 

en morado. 

 

1.4 Mutaciones en la proteína p53  

           La proteína p53 se encuentra mutada en más del 80% de los tipos de cáncer 

malignos.  La mayoría de las mutaciones (> 50%) se localizan en el dominio de unión al 

ADN inactivando las funciones importantes de p53 [Leroy et al., 2014]. La incidencia de 

las mutaciones de p53 es variable y depende del tipo de cáncer y de la etapa de 

malignidad en la que se encuentre. Por ejemplo, el cáncer cervicouterino (CaCu) en 
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estadio IV o altamente metastásico presenta un p53 altamente mutado (38%) (Figura 

3), [IARC, 2019].   El cáncer colorectal, cerebro y esófago tienen una mayor incidencia 

de mutaciones en el DBD de p53, relacionándose con una mayor quimioresistencia en 

estas células. Por lo tanto, aumenta la malignidad tumoral y los pacientes tienen una 

baja prognosis en la enfermedad [Joerger y Fersht, 2007]. 

 

Figura 3. Gráfica de la incidencia de mutaciones en la proteína de p53 en diferentes tipos de 

tumores malignos 

 

Las mutaciones causan efectos a nivel estructural y funcional del p53 [Cho et al., 

1994] y se dividen en: a) mutaciones de contacto (eliminación de los sitios de 

interacción con el ADN) y b) estructurales (disminución de la  estabilidad del ADN), 

[Bullock et al., 2000]. Las mutaciones de contacto más frecuentes (97%) se dan en tres 

residuos de arginina (Arg) que son  248, 273 y 280, donde la Arg se intercambia por 

glutamina, cisteína ó triptófano, respectivamente, ocasionando una pérdida de 

reconocimiento del p53 a una secuencia específica de ADN, un cambio en su actividad 

transcripcional ó una pérdida de su función canónica [Joerger y Fersht, 2007], (Figura 

4).  
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Figura 4. Gráfica que muestra  las principales mutaciones que presenta la proteína p53 en el 

sitio de unión al ADN. Las mutaciones más comunes se ubican en los residuos 175, 220, 248, 

273 y 282 del dominio e unión al ADN (DBD).  

 

Las mutaciones de p53 donde se sustituye arginina por  glutamina, cisteína ó 

triptófano en los residuos 175, 248 y 273 son las más frecuentemente (> 70%) 

encontradas en los cánceres malignos, siendo  la  mutación en el residuo 273  la de 

mayor recurrencia (26%) [Selivanova y Wiman, 2007] (Figura 5A).  La Arg 273 puede 

ser intercambiada eficientemente por la cisteína (Cys, 40%) ó por la histidina (His, 37%) 

(Figura 5B) en algunos canceres malignos como mama, cerebro y hueso, [IARC, 2019].  

De hecho, ambas  mutaciones estimulan  la malignidad tumoral porque ambas 

promueven la proliferación, la formación de colonias, la invasión y la migración celular.  

Además, ambas mutaciones aumentan la resistencia celular a la apoptosis inducida por 

la radiación ultravioleta (UV) y la radiación ionizante (IR), [Kang et al., 2018].  

 

Figura 5. Porcentaje de incidencias de mutaciones: A) Mutaciones más comunes en el dominio 

de unión al ADN; B) Mutaciones con mayor incidencia en el residuo Arg 273. 
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1.5 Metabolismo energético tumoral 

              La reprogramación del metabolismo energético es una característica 

importante de los cánceres malignos [Vander et al., 2009]. En 1956, Otto Warburg 

demostró que la mayoría de los tumores malignos mantienen una glucólisis aeróbica 

acelerada comparada con las células normales (10 veces) lo que hizo suponer que la 

mitocondria estaba dañada [Warburg, 1956], sin haberse demostrado 

experimentalmente.  Recientemente mi grupo de investigación y otros hemos 

demostrado que la mitocondria es funcional y la fosforilación oxidativa (FO) aporta más 

del 60% del ATP requerido para procesos altamente demandantes de energía.  En el 

caso de HeLa, la FO aporta más del 70% del ATP celular [Zu y Guppy, 2004; 

Rodríguez-Enríquez et al., 2007; Hernández- Reséndiz et al., 2015].  Por lo anterior, 

hemos propuesto que esta vía puede ser considerada como un blanco potencial 

terapéutico alternativo en el tratamiento del cáncer de cérvix [Moreno-Sánchez et al., 

2007]. 

   

1.6 Regulación del metabolismo energético mediado por p53 no mutado 

(p53WT) y p53 con la mutación R248Q 

La proteína p53WT y las isoformas que conservan mutaciones modulan el 

metabolismo energético (glucólisis y fosforilación oxidativa, FO) [Hernández- Reséndiz 

et al., 2015, 2018]. 

En mi grupo de investigación, se demostró que el p53 no mutado (p53WT) 

aumenta (2 veces)  el contenido de enzimas mitocondriales (ND1 y COX IV), el flujo de 

FO (1.6 veces) y por lo tanto, el suministro mitocondrial de ATP (>80%)  en células de 

cáncer de cérvix (HeLa). Por el contrario, la mutación de  p53 en el residuo R248Q 

(remplazo de arginina por glutamina) causó un aumento en la glucólisis (74%) y en el 

contenido de  GLUT1, GLUT3, HKI y HKII (>2 veces) que correlacionó con una 

disminución del 40-70% en el (a) contenido de varias proteínas mitocondriales (ND1 y 

COX IV);  (b) del flujo de la FO y un aumento substancial del 70% en la degradación 

mitocondrial (mitofagia).  A nivel subcelular, esta mutación en p53 promovió que varios 
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factores transcripcionales blanco de p53WT (PUMA, NOXA y TIGAR) fueran inactivos; 

mientras que en otros (NF‐kB y c-MYC) hubo ganancia de función. La mutación 

p53R248Q favoreció el efecto Warburg, ya que la glucólisis suministró más del 80% de 

ATP celular [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

En la literatura no hay mucha información acerca del papel de otras mutaciones 

(R273C y R273H,) de p53 sobre el metabolismo energético.  En carcinoma H1299 de 

pulmón humano  se evaluó el efecto de la mutación R273H (intercambio de arginina por 

histidina) sobre la glucólisis. La mutación promovió un aumento en la glucólisis (1.5 

veces) comparado con el p53wt [Zhang et al., 2013; Erickson et al., 2017]. Sin embargo, 

en este estudio, la glucólisis se analizó midiendo la acidificación del medio extracelular, 

que no podría ser resultado exclusivo de la activación de la vía porque otros procesos 

metabólicos, como la producción de CO2 por el ciclo de Krebs, pueden cambiar el pH 

del medio extracelular [TeSlaa y Teitell, 2014].  También solo se analizó la producción 

de lactato total, es decir, no se utilizaron inhibidores para descartar la producción de 

lactato proveniente de otras vías como la glucogenólisis y la glutaminólisis.  Finalmente, 

en dicho estudio, tampoco se determinó el aporte de ATP, para lo cual debían de haber 

analizado a la otra vía productora de energía: la fosforilación oxidativa.  

Los antecedentes claramente indican que la mutación R248Q y parcialmente la 

R273H en p53 conllevan la activación del metabolismo glucolítico (efecto Warburg), 

pero no es claro cuál es su efecto sobre el metabolismo mitocondrial. Por lo tanto, fue 

de nuestro interés analizar de manera sistemática e integral el efecto de la mutación de 

p53 en R273H sobre el metabolismo energético para proponer que la mutación conlleva 

de manera generalizada al efecto Warburg.   

 Actualmente en la clínica, no existen fármacos aprobados por la FDA para 

tumores que tienen p53 mutado, sin embargo, existen tratamientos experimentales que 

tienen como objetivo reactivar p53wt. Los tratamientos propuestos son: a) terapia 

génica a través de virus o   nanopartículas y b) usando PRIMA-1 o su análogo PRIMA-

1MET, fármacos que pueden restaurar las proteínas mutantes a una conformación 

p53wt, aumentando la expresión (20-60%) de Puma, Noxa y Bax. Estas nuevas 

estrategias terapéuticas proponen ser específicas y sin efectos secundarios, sin 
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embargo, esto no se ha determinado en modelos in vitro con células no tumorales o in 

vivo con animales [Blandino y Agostino, 2018].Por lo tanto, el estudio del metabolismo 

central energético con las mutaciones en p53 permitirá en un futuro, proponer 

alternativas complementarias a las ya existentes contra los cánceres malignos que 

tengan mutaciones de p53 y cuyas alternativas de tratamiento no son del todo exitosas. 
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CAPÍTULO ll 

 

2.1 JUSTIFICACIÓN 

 

La mayoría de los tumores malignos de alta recurrencia en México como 

colorrectal, mama y cerebro  mantienen al factor transcripcional p53 en un estado 

mutado.  Por lo tanto, la dilucidación de la vía principal de suministro de ATP ya sea la 

glucólisis o la fosforilación oxidativa en modelos de cánceres con p53 mutado permitirá 

proponer estrategias alternativas a las ya existentes para disminuir el crecimiento de 

estos tipos de cáncer.   
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2.2 HIPÓTESIS 

 

La mutación p53R273C promueve que la vía glucolítica sea el principal aporte de ATP 

requerido para procesos altamente demandantes de energía.
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2.3 OBJETIVOS 

 

l) Objetivo general 

● Evaluar el efecto de la mutación de p53R273C sobre el metabolismo energético 

tumoral. 

 

II) Objetivos particulares 

● Determinar el efecto de la mutación HeLa p53R273C sobre la proliferación vs 

HeLaWT 

● Determinar contenido de proteínas glucolíticas y mitocondriales en células HeLa 

p53R273C vs HeLaWT 

● Determinar los flujos de glucólisis y fosforilación oxidativa en células HeLa 

p53R273C vs HeLaWT 

● Determinar el aporte de ATP de ambas vías energéticas 

● Determinar la concentración inhibitoria 50 (IC50) de fármacos anti-mitocondriales, 

anti-glucolítico y antineoplásicos canónicos sobre las células HeLa p53R273C vs 

HeLaWT 
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CAPÍTULO III                           MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 Cultivo celular 

Las células HeLa p53R273C y HeLaWT se obtuvieron de la American Type Culture 

Collection (ATCC). El análisis de genotipificación del Instituto Nacional de Medicina 

Genómica (INMEGEN) demostró que la línea HeLaWT comparte 14 de los 16 alelos 

(anexo 1), y HeLa p53R273C tuvo 12 de 16 alelos (anexo 2) comparados con las línea 

parentales de la  ATCC. 

Las células HeLaWT se cultivaron en 20 mL de DMEM (Dulbecco-MEM, 

Dulbecco’s modified Eagle´s Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino 

(SFB) y 10, 000 unidades de penicilina/estreptomicina en placas de cultivo celular (20 x 

150 mm) a 37°C, 5% CO2 y 95% aire. 

 

3.2 Sobreexpresión de p53 mutado (R273C)  

La línea celular de HeLa con la sobreexpresión de p53R273C fue donada 

amablemente por el Dr. Patricio Gariglio Vidal del Centro de Investigación y de Estudios 

Avanzados (CINVESTAV). Las células se cultivaron en 20 mL de DMEM (Dulbecco-

MEM, Dulbecco’s modified Eagle´s Medium) suplementado con 10% de suero fetal 

bovino (SFB), 10, 000 unidades de penicilina/ estreptomicina en placas de cultivo 

celular (20 x 150 mm) a 37°C, 5% CO2 y 95% aire.  Para mantener estable el estado de 

transfección de las células, se añadió el antibiótico G418 (16 µg/mL) a cada cultivo 

celular [Hernández-Reséndiz et al., 2019]  
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3.3 Curva de crecimiento 

  Las células (10,000 células totales) se sembraron en placas de 96 pozos 

(SARSTEDT, Alemania) en 100 µl de medio DMEM (HeLaWT) o DMEM +G418 (HeLa 

p53R273C) y se incubaron por 6 días en 5% de CO2 y 95% de aire a 37°C. Los cultivos 

celulares se lavaron con un buffer de fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés: Phosphate 

Buffer Saline) a pH 7.2 cada 24 horas. La separación de las células adheridas al 

sustrato de la placa de cultivo se realizó incubando a las células con tripsina / EDTA 

0.25% por 3 minutos. Posteriormente, las células se centrifugaron a 2600 rpm por 3 

minutos a temperatura ambiente. El conteo del número de células se realizó en una 

cámara de neubauer con un microscopio invertido (Carl Zeiss, México). 

El tiempo de duplicación se determinó con la siguiente fórmula matemática 

[McAtter y Davis, 1994]: 

 

Donde: 

Nf, representa el número de células cultivadas al final la fase de crecimiento 

Ni, representa el número de células al inicio de la curva de crecimiento  

tf, es el tiempo final al cual las células fueron tripsinizadas 

ti, es el tiempo inicial de cultivo. 

 

3.4 Extracción de proteína  

Las células se resuspendieron en 200 µl de buffer de lisis (RIPA, PBS 1x pH 7.2 

1% IGEPAL NP40, SDS 25%, deoxicolato de sodio 0.05%), 5 µL de inhibidor de 

proteasas (PMSF), con una jeringa de insulina (1 mL) durante 10 minutos. Los lisados 

se centrifugaron a 10,000 rpm x 30 min a 4ºC. La cuantificación de la proteína del 

sobrenadante obtenido se realizó por el método de Lowry. [Lowry et al., 1951] 
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3.5 Inmunodetección de las proteínas celulares por el método de Western 

Blot  

El extracto celular (50 µg proteína) se incubó con 25 µL de buffer de carga que 

contiene 10% de SDS, 1% de glicerol,  y 5% de β-mercaptoetanol y se hirvió por 1 

minuto.  Posteriormente todo el extracto se cargó en geles desnaturalizantes de SDS-

PAGE al 10% de poliacrilamida.  La muestra se transfirió  a una membrana de PVDF 

aplicando una electroforesis de 300 mA, 15 volts por 15 minutos en un buffer de 

transferencia que contiene Tris 48 mM, SDS 1mM y glicina 39 mM, posteriormente se 

incubó con 10 ml de  leche libre de grasa al 0.5% y tween-20 al 0.1% en TBS (Solución 

salina de Tris, que contiene 200 mM de Tris y 500 mM de NaCl) 1x por una hora. Las 

membranas se incubaron a 4ºC con los respectivos anticuerpos monoclonales de 

humano: p53, p-p53, PUMA, NOXA, H-RAS, K-RAS HIF-1α, TIGAR, GLUT-3, HKI, PFK, 

GA, COX-IV, y anticuerpos policlonales: p-p53, GLUT-1, HKII, LDH-A, 2-OGDH y NDI 

(Santa Cruz, EUA); usando como control de carga β-actina (Santa Cruz, EUA) en 

dilución 1:500 y 1:2000. Posteriormente, las membranas se lavaron durante 1 hora (con 

cambios cada 15 minutos) con TBS 1x/Tween-20 y se incubaron con los anticuerpos 

secundarios correspondientes por una hora a temperatura ambiente y en agitación 

suave. Los lavados fueron realizados durante 1 hora con cambios cada 10 minutos con 

TBS 1x/Tween-20.  Al término se adicionó 500 μL de la solución de quimioluminiscencia 

(GE Healthcare, EUA) y se reveló utilizando papel fotográfico (Carestream, USA).  Las 

bandas obtenidas se analizaron densitométricamente utilizando el programa 

ScionImage para Windows [Gallardo-Pérez et al., 2017]. 

 

3.6 Determinación del flujo glucolítico  

La glucólisis se determinó midiendo el contenido de lactato+piruvato con un 

ensayo enzimático como se describe a continuación. En tres viales se colocaron 3 mg 

de proteína celular/vial en un volumen total de 2 ml de Krebs Ringer (KR) con 5mM de 

glucosa y se mantuvieron en agitación constante (150 rpm) a 37°C. Al primer vial no se 

le añadió nada.  Al segundo vial se le adicionó 20 mM de 2-desoxiglucosa (2-DOG) y al 

tercer vial se le añadió 2-DOG/rotenona (1 μM), para descartar la producción de lactato 
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proveniente del glucógeno y de la glutaminólisis. Al minuto 0, 10 y 15 se detuvo la 

reacción con 10% de ácido perclórico frío. Las muestras ácidas obtenidas se 

neutralizaron con una solución de 3 M de KOH y 0.1 M Tris. El lactato formado se 

cuantificó espectrofotométricamente a 340 nm como la generación de NADH en una 

reacción catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) a una concentración de 

25 U/mg. La velocidad de la glucólisis se calculó por la diferencia de absorbancias, el 

coeficiente de extinción molar del NADH (6,22x 10 3 cm-1 M -1) y el tiempo de reacción 

[Marín-Hernández et al., 2006]. 

 

3.7 Determinación del flujo de la Fosforilación Oxidativa (FO)  

La FO se determinó polarográficamente mediante el registro del consumo de 

oxígeno sensible a oligomicina (5 µM) con un oxígrafo de respirometría de alta 

resolución (Oroboros, Austria). En 2 ml de Ringer Krebs se añadió 1 mg de proteína, 

una vez obtenido el estado estacionario de respiración celular total se adicionó 5 µM de 

oligomicina para revelar la FO y 1 mM de KCN para revelar la respiración 

extramitocondrial. El cero químico se obtuvo reduciendo todo el oxígeno molecular con 

ditionita. El oxígeno disuelto en la cámara de reacción fue de 380 nanogramos átomo 

de oxígeno (ngAtO) que corresponde al valor calculado a la altura de la Ciudad de 

México a 37°C  [Rodríguez-Enríquez et al., 2019]. 

 
3.8 Determinación del potencial transmembranal mitocondrial 

La determinación de la diferencia de potencial transmembranal mitocondrial se 

determinó utilizando el indicador fluorescente rodamina 6G.  En 2 mL de medio KR se 

añadió 0.25 μM de rodamina 6G  a 37°C. Posteriormente, se añadieron  0.5 mg de 

células HeLaWT ó HeLa p53R273C. Una vez obtenido el registro,  se añadió 5 μM del 

desacoplante m-clorocarbonilcianuro fenilhidrazona (CCCP)  para establecer la 

magnitud total de la señal de fluorescencia [Rodríguez-Enríquez et al., 2019]. 
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3.9 Determinación del aporte de ATP en la línea celular de HeLaWT y HeLa 

p53R273C 

La determinación del aporte de ATP por la glucólisis se asumió una 

estequiometria de 1 lactato/piruvato por ATP sintetizado; para la FO se asumió que por 

cada  ngAtO consumido por la vía se establece una relación P/O de 2.5 ATP 

[Nakashima et al., 1984]. 

 

3.10 Determinación de la concentración de inhibidor que provoca una 

inhibición del 50% sobre la proliferación celular (IC50)  

Los inhibidores utilizados en este estudio fueron el gosipol (inhibidor de varias 

deshidrogenasas), el celecoxib (inhibidor del complejo II de la cadena respiratoria 

mitocondrial) y el cisplatino (intercalante del ADN) utilizado como antineoplásico 

canónico contra el cáncer de cérvix [Granchi y Minutolo, 2012; Dasari y Tchounwou, 

2014; Pritchard et al., 2018].  Para estos ensayos se utilizaron a parte de HeLaWT y 

HeLa p53R273C, otras dos líneas celulares más, HeLa p53WT (que tiene a p53 no mutado 

sobreexpresado) y a HeLa p53R248Q (que tiene a p53 mutado en los residuos indicados).  

Todas las líneas celulares se sembraron a una densidad final de 1 x 104 células totales 

en cajas de cultivo de 96 pozos.  Cada inhibidor/droga se adicionó en concentraciones 

logarítmicas crecientes (1, 10, 100 μM y 1 mM) al día 2 que correspondió a la fase de 

crecimiento exponencial de cada línea celular.  Después de 24 horas,  el número de 

células se determinó colorimétricamente con el ensayo de MTT incubando 2 mM de 

bromuro de 3- (4, 5 dimetiltiazolil-2) -2, 5-difeniltetrazolio por 3 horas a 37°C, 5% CO2 y 

95% aire [Van-Meerloo et al., 2011].  Los cristales de formazan se disolvieron en 100 μL 

de dimetilsulfóxido. La absorbancia se detectó a 595 nm en un lector de placas 

Varioskan Lux (Thermo Fisher Scientific, Massachussetts). 
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3.13 Análisis estadístico  

A partir de los resultados obtenidos se calcularon las medias y las desviaciones 

estándar. La significancia (p< 0.05) se determinó por la prueba t de Student y por el 

análisis de ANOVA/post hoc Scheffle [Klockars et al., 2000; Krzywinski y Altman, 2014]. 
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CAPÍTULO IV                                     Resultados 

4.1 Efecto de la mutación R273C sobre la proliferación celular 

Este estudio se enfocó en el análisis de las dos líneas celulares HeLaWT y HeLa 

p53R273C.  Sin embargo, para el análisis global de los resultados que involucró el efecto 

de la mutación p53 sobre el metabolismo energético, incorporé en mi análisis los 

resultados de HeLa p53WT y de HeLa p53R248Q que fueron publicados por mi grupo de 

investigación en [Hernández-Reséndiz et al., 2019].   

La mutación R273C no afectó el tiempo generacional y la velocidad de 

proliferación de las células de HeLa. El tiempo generacional fue de 24 ± 0.8 y 28 ± 4 

horas, en HeLa p53WT y HeLa p53R273C, respectivamente (Figura 6A, Tabla 1).  Estos 

resultados coinciden con lo reportado anteriormente para la línea celular HeLaWT y la 

mutación p53R248Q donde la velocidad de proliferación y el tiempo generacional no 

tuvieron diferencias significativas entre las líneas celulares [Hernández-Reséndiz et al., 

2019] (Figura 6B, Tabla 1).  

 

Figura 6. Curva de crecimiento de (A) HeLaWT (■) y HeLa p53R273C  (●) y (B) HeLaWT (■), HeLa 

p53WT (▲) y HeLa p53R248Q (○) publicado en [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. *P < 0.01 vs. 

HeLa WT y HeLa p53WT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Los datos muestran el promedio ± 

desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. 
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Tabla 1. Tiempo generacional de las diferentes líneas celulares de HeLa 

Línea celular HeLaWT #HeLa p53WT HeLa p53R273C Hela p53R248Q 

Tiempo 
generacional 

(h) 
28 ± 6 24± 0.8 28±4 27 ± 1.5# 

Los datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. # 

reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

 

4.2 Expresión del contenido total de p53 y de su forma fosforilada en la 

mutante HeLa p53R273C 

El contenido de la proteína p53 total y de su forma fosforilada en el residuo de 

serina 15 se analizó en HeLaWT y en HeLa p53R273C y se comparó con el contenido de 

p53 total y fosforilado ya reportado [Hernández-Reséndiz et al., 2019] (Figura 7).  La 

presencia de fosforilación en la proteína p53 indica que el factor transcripcional se 

encuentra activo en las 3 líneas que tienen p53 (Figura 7) [Ashcroft et al., 1999; 

Loughery et al., 2014].  El contenido de la proteína total de p53 y de su forma fosforilada 

aumentó 80 veces en HeLa p53R273C vs. HeLaWT y 50% en HeLa p53R273C vs. HeLa 

p53WT indicando que la proteína en la línea HeLa mutante se encuentra activa (Figura 

7).  Este dato coincide con lo reportado en p53R248Q donde hubo un aumento del 50% 

en el contenido de la proteína total y fosforilada en comparación con HeLa p53WT 

(Figura 7). 
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Figura 7. Contenido de la proteína p53 en su forma total y fosforilada (p-p53) en HeLaWT, HeLa 

p53R273C, HeLa p53WT y HeLa p53R248Q. *P < 0.01 vs HeLaWT, análisis de ANOVA/post hoc 

Scheffé. Los datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 2-3 experimentos 

independientes. # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019].  

 

4.3 Efecto de la mutación de p53R273C sobre la expresión de factores 

transcripcionales canónicos reguladores de p53WT 

Las mutaciones en p53 permiten que la proteína gane o pierda funciones [Oren 

et al., 2010; Rivlin  et al., 2011].  La mutación en p53R273C disminuyó la expresión de 

varios factores transcripcionales como PUMA y NOXA que son blancos canónicos de la 

forma no mutada de p53 (p53WT) (Figura 8).  Este efecto fue observado para la 

mutación de p53R248Q donde la expresión de PUMA y NOXA disminuyó 

significativamente >50% vs. HeLa p53WT (Figura 8).  Por el contrario, la expresión del 

oncogen H-Ras, que no está presente en HeLaWT, aumentó 3 veces en p53R273C. El 

oncogen H-Ras es un blanco directo del p53 mutado en P223L y en V274F en cáncer 

de mama MCF-7 y de próstata DU-145 [Omerovic et al., 2007].  Sin embargo, el 

oncogen K-Ras no se observó en HeLaWT ni en p53R273C (Figura 8).  Para demostrar 
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que nuestro anticuerpo anti K-Ras es funcional se utilizó como control positivo a MCF-7 

donde la expresión del oncogen K-Ras es evidente (Anexo 3). 

 

Figura 8. Contenido de algunos factores de transcripción canónicos, blancos de p53WT y de p53 
mutante en las células de HeLaWT, p53R273C, p53WT y HeLa p53R248Q. Los datos muestran el 
promedio ± desviación estándar de al menos 2-3 experimentos independientes. # reportado por 
[Hernández-Reséndiz et al., 2019]. *P < 0.01 versus HeLaWT análisis de ANOVA/post hoc 
Scheffé.  
 
 

4.4 Efecto de la mutación p53R273C sobre proteínas del metabolismo 

energético. 

Analicé el efecto de la mutación p53R273C sobre algunos factores 

transcripcionales (FT) que regulan al metabolismo energético.  Primero se analizaron 

dos FT que regulan la glucólisis como TIGAR y HIF-1α.  La presencia de la mutación 

p53R273C promovió un aumento substancial de 40 veces en TIGAR, mientras que HIF-1α 

se mantuvo constante comparado con HeLa p53WT.  De hecho, todas las enzimas 

glucolíticas analizadas y que son blanco directo de HIF-1α no aumentaron 

importantemente (su contenido aumentó de 0.2 a 0.5 veces) en HeLa p53R273C en 

comparación con HeLa p53WT y HeLaWT (Figura 9).  Por el contrario, en la mutación 

p53R248Q hubo un incremento importante de HIF-1α, que correlacionó con un aumento 
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substancial (1- 6 veces) de todas las proteínas glucolíticas analizadas vs. HeLa p53WT 

(Figura 9).   

 

Figura 9. Contenido de algunos factores transcripcionales que regulan el metabolismo 

glucolítico y de proteínas glucolíticas en HeLaWT, HeLa p53R273C, HeLa p53WT y HeLa p53R248Q. A 

la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteína analizada comparada contra el 

control de carga β-actina; a la derecha se muestra el análisis densitométrico. Los datos 

muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes. *P < 

0.01 versus HeLa p53WT. Análisis de ANOVA/post hoc Scheffé. # reportado por [Hernández-

Reséndiz et al., 2019].   

 

En HeLa p53R273C las proteínas 2-OGDH, GA y ND1 disminuyeron su expresión 

(10-50%), mientras que la proteína COXIV disminuyó un 10% en comparación con 

HeLa p53WT y HeLaWT. La intensidad de carga de estas proteínas fue menor (40-80%) a 

lo reportado para la mutación p53R248Q (Figura 10). 
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Figura 10. Contenido de proteínas  mitocondriales en HeLaWT, HeLa p53R273C; HeLa p53WT y 

HeLa p53R248Q.  A la izquierda se muestra el WB representativo de cada proteína analizada 

contra el control de carga (β-actina), a la derecha se muestra el análisis densitométrico.  Los 

datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes, 

*P < 0.01 versus HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Análisis de ANOVA/post hoc 

Scheffé.   # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

 

4.5 Efecto de la mutación p53R273C sobre los flujos del metabolismo 

energético en las células HeLa 

La expresión de proteínas no revela el efecto sobre la función en los procesos 

celulares [Moreno- Sánchez et al., 2016], por lo tanto, se determinó la producción total 

de lactato, la glucólisis, glutaminólisis, el consumo total de oxígeno y la FO en las líneas 

celulares de HeLa para revelar el efecto de la mutación sobre la función energética. 

Primero se analizaron los flujos energéticos totales, es decir, el flujo total de 

consumo de oxígeno y la producción total de lactato.  Estos flujos no representan los 
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flujos reales de fosforilación oxidativa ni de glucólisis porque tanto la producción de 

lactato o el consumo de oxígeno pueden provenir otras vías que integran el 

metabolismo general de la célula; en el caso del lactato, éste puede ser generado por la 

degradación de glucógeno o de la glutaminólisis y el consumo de oxigeno puede 

provenir de enzimas altamente consumidoras de oxigeno como son los citocromos 

P450.  Para descartar el metabolismo no asociado a glucolisis o a la fosforilación 

oxidativa se utilizaron inhibidores específicos para cada vía.  Para revelar el flujo de la 

fosforilación oxidativa se utilizó oligomicina y para revelar la respiración no mitocondrial 

se utilizó cianuro de potasio (KCN).  Para revelar el flujo de la glucólisis se utilizó la 2-

desoxiglucosa (2-DOG) y rotenona para descartar la producción de lactato proveniente 

del glucógeno y de la glutaminólisis [Marín-Hernández et al., 2006; Rodríguez-Enriquez 

et al., 2019].   

La mutación p53R273C disminuyó 50% el consumo total de oxígeno y la FO, en 

comparación con HeLaWT y HeLa p53WT coincidiendo con lo reportado para la mutación 

de p53R248Q (Figura 11).  

 

Figura 11. Flujos del consumo total de oxígeno y fosforilación oxidativa en las cuatro líneas 

celulares de HeLa.  Los datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 

experimentos independientes, *P < 0.05 versus HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

Análisis de ANOVA/post hoc Scheffé.   # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 
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En HeLa p53R273C, la producción total de lactato disminuyó un 75% en 

comparación con HeLa p53WT; sin embargo, no hubo diferencia significativa con 

respecto a la línea sin p53 (HeLaWT).  La glucólisis y la glutaminólisis disminuyeron 50-

80% en p53R273C vs. HeLa p53WT.  Por el contrario, el flujo glucolítico en p53R248Q 

aumentó 9 veces vs HeLa p53R273C  (Figura 12). 

 

 

Figura 12. Flujos energéticos en las diferentes líneas celulares de HeLa.  Los datos muestran el 

promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes, *P < 0.01 versus 

HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Análisis de ANOVA/post hoc Scheffé.   # reportado 

por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

 

4.6 Efecto de la mutación de p53R273C sobre el potencial transmembranal 

mitocondrial (Δᴪm) 

Las mutaciones p53R273C y p53R248Q disminuyeron 40-80% el potencial 

transmembranal mitocondrial (Δᴪm) comparado con HeLa p53WT (Figura 13, Tabla 2).  

Lo anterior indica que las mutaciones independientemente de donde se encuentren 

afectan la función termodinámica de la fosforilación oxidativa. 
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Figura 13. Efecto de la mutación de p53R273C sobre el potencial mitocondrial transmembranal 
(Δᴪm).  Se muestra un trazo representativo en células HeLa p53R273C y HeLaWT utilizando 
rodamina 6G.  Las flechas señalan el momento en que las células y el desacoplante CCCP 
fueron añadidos al medio de reacción.  Los datos muestran el promedio ± desviación estándar 
de al menos 3 experimentos independientes, *P < 0.05 versus HeLaWT [Hernández-Reséndiz et 
al., 2019]. Análisis de ANOVA/post hoc Scheffé.   # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 
2019].  UAF, Unidades arbitrarias de flourescencia.  

 

Tabla 2. Valores de potencial mitocondrial transmembranal de las diferentes líneas celulares de 

HeLa  

Los datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos 

independientes, *P < 0.05 versus HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Análisis de 

ANOVA/post hoc Scheffé.   # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 

 

 

 

 Líneas celulares  

 HeLaWT #HeLa p53WT HeLa p53R273C #HeLa p53R248Q 

Δᴪm 95±1 170±9* 13±1* 60±10* 
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4.7 Efecto de la mutación de p53R273C sobre el aporte de ATP en la línea 

celular de HeLa  

A partir de los valores obtenidos experimentalmente de cada flujos energéticos 

se calcularon los aportes de ATP celular proveniente de cada vía energética asumiendo 

que por cada lactato generado se obtiene estequiométricamente una molécula de ATP 

y para la fosforilación oxidativa (FO) se asumió que por cada ngAtO consumido por la 

vía se forman 2.5 moléculas de ATP [Nakashima et al., 1984].  

En HeLaWT y HeLa p53WT el mayor aporte energético fue proporcionado por la FO 

(70 y 82%, respectivamente).  Por el contrario, para la mutación R273C, la glucólisis fue 

la vía que proporcionó más del 50% del ATP.  Este resultado correlacionó con lo 

reportado para la mutación R248Q donde la glucólisis fue la  principal vía energética 

[Hernández-Reséndiz et al., 2019] (Figura 14).   

 

Figura 14. Contribución de ATP por la glucólisis y fosforilación oxidativa en las células de 

HeLaWT y HeLa p53R273C.  Los datos muestran el promedio ± desviación estándar de al menos 3 

experimentos independientes, *P< 0.05 vs. HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Análisis 

de ANOVA/post hoc Scheffé.   # reportado por [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. 
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4.8 Determinación de la concentración requerida para inhibir el 50% la 

proliferación celular (IC50) de diferentes inhibidores metabólicos y canónicos en 

HeLa 

HeLaR273C y HeLaR248Q mostraron mayor sensibilidad (4-5 veces) al inhibidor 

glucolítico gosipol comparado con HeLa p53WT y HeLaWT, con valores de IC50 en el 

orden micromolar (Tabla 3).  Por el contrario, el celecoxib cuyo blanco no canónico es la 

función mitocondrial [Pritchard et al., 2018] afectó mayormente el crecimiento de 

HeLaWT y de HeLa p53WT.  Las células HeLa con las mutaciones fueron menos 

sensibles al celecoxib debido en parte a que no dependen del ATP mitocondrial.  Las 

células HeLa p53WT y ambas mutantes de p53 mostraron alta resistencia al cisplatino 

vs. HeLaWT (Tabla 3). 

 

Tabla 3. Valores de IC50 de los inhibidores metabólicos sobre HeLa 

Compuestos Líneas celulares 
 

HeLa 
WT

 HeLa p53
WT

 HeLa p53
R273C

 HeLa p53
R248Q

 

Anti-glucolítico 

Gosipol (μM) 178±35 125±12 38±10* 16±5* 

Anti-mitocondrial 

Celecoxib (μM) 43±9 30±8 117±45* 202±25* 

Antineoplásico 

Cisplatino (μM) 13±3 98±17* 69±28* 78±29* 

Los inhibidores ensayados se añadieron a las células de HeLa en fase exponencial y se 

incubaron por 24 h.  Las concentraciones ensayadas son: gosipol (10, 100 μM, 1 mM), 

celecoxib (1, 10, 100, 500 μM) y cisplatino (1, 10, 100, 500 μM).  Los datos muestran el 

promedio ± desviación estándar de al menos 3 experimentos independientes, *P< 0.05 vs. 

HeLaWT [Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Análisis de ANOVA/post hoc Scheffé.    
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CAPITULO V                              DISCUSIÓN 

La presencia de la forma no mutada de p53WT favorece al metabolismo mitocondrial 

[Hernández-Reséndiz et al., 2015].  Sin embargo, más del 80% de los cánceres 

metastásicos tienen a p53 con alto índice de mutabilidad lo que promueve que su 

proliferación celular, grado de invasión, metástasis y resistencia a los fármacos sea mayor 

que en células que no tienen p53 o que expresan la isoforma no mutada del gen supresor 

[Dittmer et al., 1993; Petitjean et al., 2007; Kandoth et al., 2013].  La proteína p53 juega un 

papel importante en el metabolismo energético y en su regulación.  En un trabajo previo se 

demostró que la mutación R248Q en p53 favoreció el metabolismo glucolítico proveyendo 

más del 80% del ATP celular [Hernández-Reséndiz et al., 2019].  En nuestro grupo de 

trabajo nos interesó determinar si esta redistribución del metabolismo energético 

observada en el fenotipo mutante R248Q se conserva en otros tipos de células con 

mutaciones en aminoácidos diferentes como la R273C.  La identificación de la vía 

energética que provee la mayor cantidad de ATP requerido por la célula tumoral para llevar 

a cabo sus procesos dependientes de energía como proliferación celular, biosíntesis de 

lípidos, migración e invasión celular [DeBerardinis et al., 2008] permitirá proponerla como 

un potencial sitio terapéutico en los tumores que presentan p53 con isoformas mutantes, 

que además, son los tipos de cáncer más agresivos [Eldar et al., 2013].  

 

5.1 Efecto de p53 mutado sobre el metabolismo energético de HeLa 

La hipótesis de Warburg sostiene que las células tumorales utilizan primordialmente 

a la glucólisis como fuente de energía incluso en condiciones aeróbicas.  Esta aseveración 

dio lugar a la propuesta de que la mitocondria tumoral está dañada, sin haberse evaluado 

experimentalmente [Warburg, 1956].  

La mayoría de los estudios que analizan el efecto de p53 y de sus isoformas 

mutadas sobre el metabolismo energético no son concluyentes debido que sólo se evalúa 

a la glucólisis sin profundizar en la función mitocondrial.  Nuestro grupo de trabajo ha sido 

pionero en demostrar que la mitocondria sí es funcional en diferentes tipos de tumores 

malignos.  Derivado de ello, hemos propuesto a la terapia anti-mitocondrial como una 

estrategia potencial para disminuir el crecimiento tumoral y aquellos procesos de alta 

dependencia energética en el tumor como son proliferación, migración e invasión celular. 
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El efecto de p53WT sobre el metabolismo energético ya ha sido explorado por varios 

grupos de investigación incluyendo el nuestro [Zhang et al., 2013; Hernández- Reséndiz et 

al., 2015; Eriksson et al., 2017].  Sin embargo, pocos trabajos han sido publicados 

analizando el efecto de p53 con alguna mutación sobre la producción de energía global del 

tumor; es decir, analizando ambas vías energéticas [Hernández- Reséndiz et al., 2018].   

Existen múltiples estudios que señalan que las mutaciones en p53 aceleran la 

glucólisis.  Por ejemplo, el cáncer de pulmón H1299 o el cáncer de colon HCT116 con 

mutaciones R175H, R248Q, R248W o R273H en p53 tienen un consumo de glucosa y 

producción de lactato más elevado que su contraparte no mutada [Zhang et al., 2013; 

Eriksson et al., 2017].  De manera similar, yo encontré en este trabajo que el cáncer de 

cérvix HeLa con p53 mutado en R273C mantiene un aumento en la expresión de las 

proteínas y del flujo glucolítico comparado con HeLa p53 no mutado.  Mis datos 

correlacionaron con lo reportado para la mutación p53R248Q [Hernández-Reséndiz et al., 

2019] donde también la glucólisis aumentó favoreciendo el efecto Warburg. 

En los dos tipos de HeLa mutado analizados en este estudio se encontró una 

diminución de la fosforilación oxidativa más del 50%.  Esto indica que el efecto Warburg 

prevalece en las células tumorales que presentan un p53 mutado independientemente del 

tipo de mutación presente.  Además este resultado sugiere que (1) la mutación de p53 

puede estar ligada a un remodelaje metabólico y (2) la glucólisis podría proponerse como 

blanco terapéutico en estos tipos de canceres con p53 mutado.  

 

5.2 Efecto de la mutación de p53 sobre la resistencia a fármacos 

antineoplásicos en HeLa 

Las mutaciones de p53 disminuyen la toxicidad de varios fármacos antineoplásicos 

como el cisplatino, el carboplatino y el paclitaxel provocando resistencia [Chuaire-Noack et 

al., 2008; Brachova et al., 2014].  Entre los mecanismos propuestos se encuentran la 

sobre-expresión de las glicoproteínas tipo P, la promoción de la supervivencia celular, la 

inhibición de la apoptosis y autofagia, la reparación del ADN y la inducción de un fenotipo 

tipo stem en las células tumorales [He et al., 2017].  Por lo tanto, es imperativo encontrar 

nuevos blancos terapéuticos que eviten la recurrencia del tumor en los pacientes con 

cáncer. 
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En este estudio evalué las concentraciones de algunos inhibidores metabólicos que 

disminuyen la proliferación del tumor al 50% (IC50) en HeLaWT y en sus tres isoformas de 

p53. 

Las isoformas de HeLa que presentaron alguna de las dos mutaciones en p53 

analizadas, fueron significativamente más sensibles al inhibidor glucolítico gosipol a 

concentraciones atractivas para el sector clínico (IC50 <40 μM) y mostraron alta resistencia 

al inhibidor mitocondrial celecoxib debido a que estas células dependen principalmente del 

metabolismo glucolítico (>60%) y no del mitocondrial.  Sin embargo, se reconoce que el 

gosipol no es un inhibidor específico para las deshidrogenasas glucolíticas (LDH y 

GAPDH), ya que bloquea inespecíficamente a otras deshidrogenasas mitocondriales (PDH, 

SDH, 2OGDH, IDH o de la β-oxidación) [De Peyster y Wang, 1993].  Por ello, se están 

realizando experimentos en combinación con gosipol que a bajas dosis pudiera bloquear la 

glucólisis más efectivamente.  Las células HeLaWT y HeLa p53WT fueron muy sensibles al 

celecoxib como se ha demostrado en otros tipos de cáncer como el de mama triple 

negativo (MDA-MB-231 y MDA-MB-468) y el de HeLa [Pacheco-Velázquez et al., 2018; 

Pritchard et al., 2018].  De hecho, todos estos tipos celulares dependen más de la 

fosforilación oxidativa que de la glucólisis para sostener la proliferación, migración e 

invasión celular [Pacheco-Velázquez et al., 2018; Pritchard et al., 2018].  Además, se 

demostró que el celecoxib no tiene efecto aparente en las células sanas (fibroblastos de 

ratón, 3T3 y células epiteliales de tejido mamario humano, MCF-10A) a concentraciones 

similares a las determinadas en este estudio (1-20 µM) [Pacheco-Velázquez et al., 2018].  

El cisplatino (fármaco canónico usado para disminuir el crecimiento del cáncer 

cervicouterino) tuvo un efecto potente en las células que no tienen p53 ni en su forma 

mutada tal como se ha publicado en otras células cancerosas carentes de p53 [Robledo-

Cadena et al. 2020, manuscrito en revisión].  Las IC50 para cisplatino calculadas en HeLa 

p53WT y en las dos mutantes fue muy similar y no se reportó diferencia significativa entre 

ellas indicando que la presencia de la mutación no influye en la sensibilidad del cisplatino 

en HeLa.  En comparación con los inhibidores metabólicos celecoxib y gosipol, el cisplatino 

mostró alta toxicidad en las células HeLaWT vs. HeLa p53WT y HeLa p53 mutado.  Esto 

coincide con reportes anteriores donde se ha determinado una mayor resistencia a los 
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fármacos antineoplásicos cuando p53 está presente ya que aumentan la expresión de las 

glicoproteínas tipo P [He et al., 2017]. 

La evaluación citotóxica de diferentes inhibidores anti-metabólicos sobre diferentes 

tipos celulares dependiendo de la expresión de p53 es un campo poco estudiado.  Mi 

trabajo marca un precedente importante sobre el efecto que tiene p53 y sus mutaciones 

sobre la resistencia a fármacos antineoplásicos del cáncer cervicouterino.  Aunque los 

fármacos ensayados disminuyeron la proliferación tumoral, algunos de ellos como el 

cisplatino tienen efectos secundarios disminuyendo la función cardiovascular y hepática 

[Harder y Rosenberg, 1970].  El celecoxib afecta al riñón y al tracto gastrointestinal, e 

incluso causa hemorragias gástricas [Goldstein et al., 2000].  El gosipol provoca 

hipocalcemia, fatiga muscular, toxicidad renal y hepática, infertilidad permanente y causa la 

destrucción gradual y progresiva del miocardio [Dalefield, 2017].  Es por ello que la 

implementación de una terapia combinatoria podría ser esencial contra estos tumores con 

p53.  Al respecto, en mi grupo de trabajo se encontró que el celecoxib aumentó la potencia 

de cisplatino, paclitaxel y doxorrubicina sin afectar la proliferación y viabilidad de las células 

sanas (fibroblastos de ratón 3T3 y fibroblastos de piel HFF-1) [Robledo- Cadena et al., 

2020, manuscrito enviado a Frontiers in Oncology].  
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CAPITULO VI                              

 

6.1 Conclusión 

 

La mutación en p53R273C promueve el efecto Warburg y la terapia anti- glucolítica podría ser 

una nueva estrategia terapéutica para disminuir el crecimiento de canceres que tienen p53 

mutado.  
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6.3 ANEXO 1   Genotipificación de HeLawt 
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6.4 ANEXO 2    Genotipificación de HeLa p53R273C 
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6.5 ANEXO 3    Contenido de la proteína K-Ras 

 

Contenido de la proteína K-Ras en las células de HeLaWT, p53R273C y MCF-7. A la izquierda se 

muestra el WB representativo de cada proteína analizada contra el control de carga (β-actina), a 

la derecha se muestra el análisis densitométrico de la misma [Omerovic, et al., 2007]. 
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