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RESUMEN 

En células no cancerosas el factor transcripcional p53 regula diferentes 

procesos como la reparación del ADN, el metabolismo energético y el estrés 

oxidante. Este factor transcripcional se encuentra mutado en más del 50% de los 

tumores metastásicos y una de las mutaciones más frecuentes es la R273C 

(sustitución de arginina por cisteína). Estudios anteriores de nuestro grupo de 

trabajo, demostraron que en condiciones de normoxia, la sobreexpresión nativa de 

p53 (p53WT) en células de cáncer de cérvix HeLa (HeLa-H) incrementa la 

fosforilación oxidativa (FO) 1.6 veces vs. HeLa wild-type (e.g., sin p53, HeLa-L); 

mientras que la expresión de p53WT no tuvo un efecto relevante sobre la glucólisis 

tumoral.  Por el contrario, en células HeLa con la mutante R273C, la FO disminuyó 

40-69% vs. HeLa-H, favoreciendo el efecto Warburg (e.g., incremento de la 

glucólisis en presencia de oxigeno por la disfunción mitocondrial). Nuestra hipótesis 

es que la disminución en la FO observada en la mutante de p53 posiblemente 

aumenta a las especies reactivas de oxígeno (ERO), ya que está establecido que la 

baja actividad de la cadena respiratoria correlaciona con un aumento substancial en 

los niveles de ERO. El manejo de los ERO esta regulado por el sistema antioxidante. 

Esta reportado que la sobreexpresión de un p53 mutado (e.g. R273H, R273C, 

R248Q, etc.) regula a la baja la expresión y/o actividad de ciertas enzimas del 

sistema antioxidante. En consecuencia, se propone que la presencia de la mutación 

R273C promueve un mecanismo antioxidante deficiente comparado con celulas 

HeLa p53 que no presenten la mutación. Por lo tanto, se propuso como objetivo 

general de este estudio, determinar de manera global el efecto de p53WT y p53R273C 

sobre el sistema antioxidante del cáncer de cérvix HeLa midiendo (I) el contenido 

de proteína de enzimas del sistema antioxidante; (II) el contenido de proteína de 

factores transcripcionales que regulan al sistema antioxidante (e.g. Nrf2, FoxO); (III) 

el contenido de metabolitos antioxidantes como glutatión y cisteína; y (IV) la 

velocidad de producción de ERO.  

Para este estudio se utilizaron las células de cáncer de cérvix HeLa sobre-

expresantes de p53WT y la mutante p53R273C. El contenido de las proteínas 
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estudiadas se determinó por Western blot y los contenidos de cisteína y glutatión 

(total y reducido) se determinaron por HPLC en extractos celulares.  El contenido 

intracelular de ERO se determinó en células intactas con el indicador fluorescente 

dihidroetidio. 

Como resultados, la mutación R273C no modificó la tasa de duplicación (0.74 

± 0.04 días-1) y el tiempo generacional (23 ± 2.7 hrs) vs. HeLa p53WT (HeLa-H; 0.77 

± 0.18; 22 ± 4.5) indicando que ésta mutación no afecta la proliferación celular. El 

contenido de proteína de los factores transcripcionales responsables de la 

activación del sistema antioxidante y blancos de p53: Nrf2, FoxO 1 y FoxO 3a, así 

como sus isoformas fosforiladas, incrementó de 1.4 a 7.5 veces en HeLa p53R273C 

vs. HeLa H. Esta mutante también promovió un incremento de 1.5 a 42 veces en el 

contenido de las enzimas involucradas en el sistema antioxidante (CuZnSOD, 

MnSOD, CAT, GPx4, GR y TxrR 2) vs. HeLa-H. Por otro lado, el contenido de 

cisteína y glutation reducido incrementó 2 - 4 veces en HeLa p53R273C (3 ± 1.6 nmol 

equivalentes de cisteína; 8.3 nmol equivalentes de cisteína) vs. HeLa-H (0.82 ± 0.7; 

4.7 ± 2.7 nmol equivalentes de cisteína); sin embargo, el contenido de glutatión 

oxidado (GSSG) aumentó 12 veces (5.5 nmol equivalentes de cisteína, n=2) y la 

relación GSH/GSSG fue 4 veces menor (4 nmol equivalentes de cisteína, n=2) en 

HeLa p53R273C vs. HeLa-H (0.46 ± 33; 17 ± 3.8). Por último, se determinó contenido 

total y la velocidad de producción de ERO. En HeLa p53R273C el contenido total de 

ERO (2.24 ± 0.18) y su velocidad de producción (0.016 ± 0.0018) incrementaron 1.2 

veces vs. HeLa-H (1.7 ± 0.3; 0.013 ± 0.005), aunque estos incrementos no fueron 

significativos.  

Los datos anteriores indican que, contrario a la hipótesis propuesta, la 

mutación p53R273C favorece un incremento en el sistema antioxidante de las células 

HeLa, lo cual le permite un manejo más eficiente de las ERO en condiciones en los 

que la FO está fuertemente abatida.  
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ABSTRACT  

In non-cancer cells, the transcriptional factor p53 regulates several processes 

involved in DNA repairing, energy metabolism and oxidative stress.  In cancer cells, 

p53 is frequently mutated favoring metastatic phenotype in most (<50%) of 

malignant cancers, being the R273C mutation (arginine replaced by cysteine) the 

most frequently found in metastatic cancers. Previous studies revealed that in 

normoxic conditions, the p53 wild-type overexpression in human cervical HeLa 

carcinoma (HeLa-H), increases the oxidative phosphorylation (OxPhos) by 1.6-fold 

whereas glycolytic metabolism keep without change vs. wild-type HeLa cells (HeLa-

L).  On the contrary, in HeLa cells containing p53R273C mutation (HeLa-R273C), the 

OxPhos decreased by 40-69% vs. HeLa-H favoring Warburg effect (i.e., glycolysis 

activation in aerobic conditions induced by mitochondrial impairment). The 

hypothesis driven in this work is that the low OxPhos flux observed in HeLa-R273C 

may be connected with an increment in reactive-oxygen species (ROS) because it 

has been widely established that the low respiratory chain activity correlates with a 

substantial increase in ROS level.  Mutations in p53 as R273H decreases expression 

and activity of several antioxidant system enzymes. Consequently, it is proposed 

that p53 R273C mutation promotes a deficient antioxidant system compared to 

HeLa-H. Thus, the overall goal in this study is the systematic determination of p53WT 

and p53R273C effect on HeLa cancer cells antioxidant system.  For this purpose (I) 

the content of proteins and transcriptional factors (i.e., Nrf2, FoxO), (II) the content 

of metabolites as glutathione and cysteine involved in the antioxidant system; and 

(III) ROS rate production.  

The cells used in this study were HeLa-L, HeLa-H and HeLaR273C. The protein 

content was assayed by Western-blot, the glutathione (reduced and total) and 

cysteine contents were determined by HPLC. The ROS content was determined by 

using fluorescent dihydroethidium dye in intact cells. 

As results, R273 mutation did not affect duplication rate (0.74 ± 0.04 days-1) 

and doubling time (23 ± 2.7 hours) vs. HeLa-H (0.77 ± 0.18 days-1; 22 ± 4.5 hours, 

respectively) indicating that p53 mutation does not affect cellular proliferation. The 
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protein level of transcriptional factors Nrf2, FoxO 1 and FoxO 3a associated with 

antioxidant system activation and their phosphorylated isoforms increased 1.4-7.5-

times in HeLa-R273C vs. HeLa-H.  Mutation also promoted an increment of 42-times 

in the level of CuZnSOD, MnSOD, CAT, GPx4, GR y TxrR 2 vs. HeLa-H.  In parallel, 

the cysteine and reduced glutathione contents increased by 2-4 times in HeLa-

R273C (3 ± 1.6 nmol cysteine equivalents and 8.3 nmol cysteine equivalents, 

respectively) vs. HeLa-H (0.82 ± 0.7 nmol cysteine equivalents and 4.7 ± 2.7 nmol 

cysteine equivalents, respectively); however, the total content of oxidized glutathione 

(GSSG) increased by 12-times promoting a significant lowering by 4-times in the 

GSH/GSSG ratio in HeLa-R273C vs HeLa-H (0.46 ± 33 nmol cysteine equivalents y 

17 ± 3.8 nmol cysteine equivalents, respectively).  Lastly, the intracellular ROS 

content and production rate was slightly higher in HeLa-R273C vs. HeLa-H but 

without significant difference. 

In conclusion, and on the contrary to proposed hypothesis, p53R273C mutation 

encourages antioxidant system for ROS efficient management under conditions in 

which OxPhos is strongly impaired in HeLa cells. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 p53 COMO PROTEÍNA SUPRESORA DE TUMORES   

La proteína supresora de tumores p53, codificada por el gen TP53 

localizado en el cromosoma 17p13.1. [Maillet & Pervaiz, 2012], es un factor 

transcripcional homotetramérico conocido como “el guardián del genoma”, ya que 

regula múltiples procesos celulares como son la reparación de ADN, el ciclo celular, 

las vías energéticas (e.g. glucólisis, fosforilación oxidativa, FO), apoptosis, necrosis, 

autofagia y respuesta antioxidante [Robbins & Zhao, 2012; Kastenhuber & Lowe, 

2017; Simabuco et al., 2018; Rodríguez-Enríquez et al., 2019; Shamloo & Usluer, 

2019; Kumutina et al., 2021]. Cada monómero que constituye a p53 se encuentra 

dividido en 4 dominios: N-terminal o dominio de transactivacion, que además 

contiene un sitio rico en prolina; dominio de unión a ADN; dominio de 

oligomerización; y C-terminal o dominio de regulación (Figura 1) [Kumutina et al., 

2021].  

 

Figura 1. Dominios de la proteína p53. TA: dominio de transactivación; PRD: dominio rico en 
prolina; DBD: dominio de unión al ADN; OD: dominio de oligomerización: CDT: dominio carboxilo 

terminal. 

 

La estabilidad y funcionalidad de p53 es controlada por diferentes 

modificaciones post-traduccionales como fosforilación, acetilación o ubiquitinación 

[Meek, 1998; Bode & Dong, 2004; Dai & Gu, 2010; Shi et al., 2021]. En condiciones 

de no estrés, p53 es blanco de ubiquitinización en diferentes residuos de lisina 

(K370, K372, K373, K381, K382 y K386) por la proteína MDM2 (murine double 

minute-2), favoreciendo su exportación del núcleo al citosol, para así ser degradado 

en el proteosoma [Dai & Gu, 2010; Joerger & Fersht, 2016]. Otra proteína implicada 

en la degradación de p53 es MDMX (MDM4), la cual no presenta actividad de 
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ubiquitin-ligasa pero favorece la unión de MDM2 a p53 [Joerger & Ferscht, 2016]. 

Por otro lado, está documentado que el estrés celular (e.g. hipoxia severa 0.1 %O2 

o crónica 0.5 - 1% O2; rupturas de doble hebra del ADN; activación oncogénica; 

estrés oxidativo entre otras) (Figura 2) favorece la fosforilación y acetilación de p53 

permitiendo su estabilización, traslocación, acumulación y tetramerización en 

núcleo para activar/inactivar diferentes genes blanco [Shieh et al., 1997; Levine & 

Oren, 2009; Maillet & Pervaiz, 2012; Joeger & Ferscht, 2016; Rodríguez-Enríquez 

et al., 2019]. La fosforilación de p53 se lleva a cabo principalmente en los residuos 

de serina y treonina localizados en los dominios N-terminal y de unión al ADN (Ser 

6, 9, 15, 20, 33, 37, 46, 149, 315 y 292 y Thr 18, 81, 150 y 155) (Figura 3). Diferentes 

proteínas cinasas (PK) como ATM, ATR, p38, CDK, PKC, ERK, participan en el 

proceso de fosforilación de p53. Las PK son activadas por diferentes procesos de 

estrés promoviendo el arresto de ciclo celular o muerte por apoptosis (e.g. ATM es 

activado por daño al ADN y fosforila Ser 15 para inducir apoptosis; ATR es activado 

por radiacion g y luz UV, fosforilando Ser 15 y 37 para inducir apoptosis; ERK es 

inducido por doxorrubicina y fosforila Thr 55 incrementando la actividad de p53) 

[Bode & Dong, 2004]. En paralelo a la regulación de p53 por fosforilación, su 

acetilación, mediada por p300/CBP, permite la estabilización y acumulación de p53 

porque inhibe su interacción y unión con MDM2; además, promueve el reclutamiento 

de diferentes cofactores asociados al incremento en su actividad transcripcional [Dai 

& Gu, 2010].  

Aunque p53 actúa principalmente en el  núcleo, se ha descrito que p53 está 

presente en  otros organelos como la mitocondria en la cual participa en varios 

procesos celulares. Por ejemplo, p53 puede unirse a BCL-2 y favorece la liberación 

del citocromo c, activando la apoptosis intrínseca [Bode & Dong, 2004].  También, 

al parecer, se une a la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD) 

y disminuye su actividad, lo que conlleva a un aumento en los niveles de ERO y al 

daño celular [Robbins & Zhao, 2012] sobre todo en células malignas.   
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Figura 2. Activación de p53. Tomado y modificado de Levine & Oren, 2009.  

 

 

Figura 3. Sitios de fosforilación en p53. Tomado de Bode & Dong, 2004. ATM: Ataxia 
Telangiectasia Mutada; ATR:  Ataxia Telangiectasia y proteína asociada con Rad 3; AURKA: 
Aurora cinasa; CDK: ciclina dependiente de cinasa; CK: caseína cinasa; CSN-K: complejo de 

cinasa sociado a signalosoma COP9; DNA-PK: cinasa dependiente de ADN; ERK: cinasa regulada 
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por señal extracelular; GSK3b: glicogeno sintasa cinasa 3b; HIPK2: proteína cinasa que interactúa 
con el homeodominio 2; p38: p38 cinasa; PKC: proteína cinasa C. Tomada de Bode & Dong, 2004. 

 

1.2 MUTACIONES EN p53: GANANCIA Y PÉRDIDA DE FUNCIONES   

El gen TP53 se encuentra mutado en más del 50% de cánceres malignos 

como son el de mama, el de pulmón o el colorectal [Joerger & Ferscht, 2016; 

ICGC/TCGA, 2020; Alexandrov et al., 2020; Rheinbay et al., 2020; Gerstung et al., 

2020]. A nivel de proteína, estas modificaciones promueven la pérdida de las 

funciones canónicas de p53WT como gen supresor de tumores [Petitjean et al., 2007] 

y, en la mayoría de los casos, proporcionan nuevas características (ganancia de 

funciones; e.g. activación oncogénica) que conducen al desarrollo de un fenotipo 

maligno [Dittmer et al., 1993; Alvarado-Ortíz et al., 2021]. Hasta la fecha, se han 

reportado más de 2000 mutaciones en p53, de las cuales más del 80% se 

encuentran en el dominio de unión al ADN (e.g. R175H, Y220C, G245S, R248Q/W, 

R249S, R273C/H y R282W) (Figura. 4) [Joerger & Ferscht, 2016; Hernández-

Reséndiz et al., 2019].  De ellas,  la mutación R248Q (sustitución de arginina por 

glutamina) y la mutación R273C (sustitución de arginina por cisteína) son las  

mutaciones más frecuentes [Dong et al., 2013; Hanel et al., 2013] y a las cuales se 

les ha asociado un desarrollo del fenotipo  de malignidad tumoral [Li et al., 2014; 

Joerger & Ferscht, 2016; Hernández-Resendiz et al., 2019].  
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Figura 4. Mutaciones más frecuentes en la proteína p53. La figura muestra la posición de los 
residuos mas frecuentemente mutados en cáncer (e.g. posición 175, 248 y 273 corresponde a 

cambio de una arginina por otro aminoácido). Tomado de Miguel-Báez, 2016. Licenciatura. 
 

 

Así como en p53WT, la estabilidad y actividad de p53R248Q y p53R273C también 

depende de los tipos de modificación post traduccional que presenten, ya sea 

fosforilación, acetilación o ubiquitinación [Bode & Dong, 2004]. Se ha reportado una 

hiperfosforilación e hiperacetilación de diferentes mutantes de p53 (e.g. p53R248Q y 

p53R273H) en cánceres como cerebro, pulmón o páncreas, lo que conlleva a una 

fuerte inhibición en la actividad de MDM2 debido a que p53 mutante forma una 

asociación estable con Hsp90, impidiendo ser blanco de ubiquitinización y 

degradación [Bode & Dong, 2014; Allende-Vega & Villalba, 2019].  Por lo tanto, la 

fosforilación y acetilación son mecanismos que permiten la estabilización, 

acumulación y tetramerización de las formas mutantes de p53 promoviendo  su 

actividad oncogénica [Bode & Dong, 2014; Allende-Vega & Villalba, 2019; 

Mantovani et al., 2019].  

La ganancia y pérdida de funciones inducidas por las mutaciones  p53R248Q 

y p53R273C ya ha sido reportada anteriormente. En general, ambas mutaciones 

pierden la habilidad activar la transcripción de p21, PUMA, NOXA o p53AIP1, todos 

blancos de p53WT,  inhibiendo el control del ciclo celular y la apoptosis [Igarashi et 

al., 2014; Hernández-Reséndiz et al., 2019]. Por otro lado, incrementan la formación 

de colonias, resistencia a drogas antineoplásicas, expresión de P-glycoproteína, 

reparación de daño al ADN, proliferación, invasión y metástasis, [Chan & Lung, 

2004; Igarashi et al., 2014; Li et al., 2014; Wang et al., 2015; Garg et al., 2020], 

además de modificar el metabolismo energético y la respuesta antioxidante 

[Eriksson et al., 2017; Kalo et al., 2012; Liu et al., 2017; Hernández-Reséndiz et al., 

2019]. 

 

 



 
 

10 

1.3 p53 EN EL METABOLISMO ENERGÉTICO.         

La modificación del metabolismo energético es considerado una 

característica distintiva del cáncer [Hannahan & Weinberg, 2011]. En un principio se 

pensó que en todos los tipos de cáncer, el aumento en el flujo glucolítico (hasta 60 

veces comparado con su tejido de origen) era consecuencia de una disfunción 

mitocondrial a lo que se le llamó “efecto Warburg”.  En consecuencia se concluyó 

que la glucolisis proporcionaba la mayor cantidad de ATP celular, sin que este hecho 

se hubiera demostrado experimentalmente [Warburg, 1956]. Actualmente, varios 

grupos de trabajo, incluyendo el nuestro, hemos demostrado que aunque  la 

glucolisis es mayor en células tumorales vs. células no tumorales (Figura 5) 

[Moreno-Sánchez et al., 2007; Moreno-Sánchez et al., 2009], la mitocondria 

proporciona más del 70% del ATP en células metastásicas (Figura. 6) [Mandujano-

Tinoco et al., 2013; Moreno-Sánchez et al., 2014, Pacheco-Velázquez et al., 2018; 

Rodríguez-Enríquez et al., 2021] para promover procesos altamente dependientes 

de energía [Pacheco-Velázquez et al., 2018; Moreno-Sánchez et al., 2023].  
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Figura 5. Glucólisis en células no tumorales (izquierda) y en células tumorales (derecha). Tomado 
de Moreno-Sánchez et al., 2007.  

 

Figura 6. Metabolismo energético mitocondrial en células tumorales. Tomado de Rodríguez-
Enríquez et al., 2011. 

 

La actividad de p53WT como regulador del metabolismo energético tumoral 

depende de la concentración de O2 celular disponible. En normoxia (21% O2), la 

sobre expresión de p53WT disminuyó el ARNm y contenido de proteina de GLUT 1, 

3, y PGAM; sin embargo, el flujo de la glucólisis permaneció sin cambio en 

fibroblastos transformados, células de osteosarcoma (Saos-2) y en cáncer de cérvix 

HeLa [Chipuk & Green, 2006; Kawauchi et al., 2008; Hernández-Reséndiz et al., 

2015]. Por otro lado, la sobre-expresión de p53WT en cáncer de cérvix HeLa 

incrementó el contenido de proteína de 2OGDH, GA y ANT, el flujo de fosforilación 

oxidativa -FO- (1.6 veces)  vs. HeLa sin p53 (wild-type),.  Por el contrario,  en hipoxia 

(0.1% O2) la sobreeexpresión de p53WT en células HeLa sólo incrementa el 

contenido de GLUT 1 (>2 veces) vs. normoxia; sin embargo, el flujo glucolítico 

disminuyó 40% vs. normoxia [Hernández-Reséndiz et al., 2015].  En esta condición, 



 
 

12 

el contenido de proteína de enzimas de la cadena respiratoria (ND1 y COX IV), ciclo 

de Krebs (2OGDH y PDH) y sistema fosforilante (ATPs y ANT), así como el flujo de 

FO  disminuyeron significativamente 30 - 93% vs. HeLa wild type.  Estos resultados 

revelaron que independientemente del nivel del oxígeno celular, p53WT tiene como 

blanco directo a la fosforilación oxidativa , pero no a la vía glucolítica [Hernández-

Reséndiz et al., 2015].   

Por el contrario, las mutaciones en p53 disminuyen el metabolismo 

mitocondrial y favorecen el efecto Warburg.  En células H1299 de cáncer de pulmón 

y en células cáncer de cérvix HeLa, la sobreexpresión de p53R175H, p53R273H y 

p53R248Q incrementan el contenido de proteína de GLUT1 y 3, HK I y II, las cuales 

son considerados sitios de control del flujo glucolítico en células cancerosas [Marín-

Hernández et al., 2006], lo que repercute en un aumento en el flujo glucolítico >70% 

vs. HeLa o H1299 wild type [Eriksson et al., 2017; Hernández-Reséndiz et al., 2019], 

mientras que la sobreexpresión de las mutantes de p53 H179R, R181H, S241F, 

R249S, R273H, C275Y, R280K, D281G, R273C y R248Q, disminuyeron el 

contenido de proteínas mitocondriales (ND1, COX IV, ATPs, GA y 2OGDH) y el flujo 

de FO (40-70%) vs. HeLa o H1299 wild type [Eriksson et al., 2017; Hernández-

Reséndiz et al., 2019; Blanco-Carpintero, 2020].  

 

1.4 p53 EN EL SISTEMA ANTIOXIDANTE  

El oxígeno es un diradical ya que en el nivel 2π* tiene dos electrones 

desapareados y dependiendo del spin que presenten estos electrones se puede 

clasificar en oxígeno triplete (mismo spin) o singulete (spin contrario), donde este 

último es el más reactivo de los dos [Halliwell & Gutteridge, 2015]. Sin embargo, la 

toxicidad del oxígeno radica en las especies reactivas (ERO) que se producen 

durante el metabolismo celular (radical superóxido -O2●-, peróxido de hidrógeno -

H2O2- y radical hidroxilo -●OH-). Los niveles intracelulares de ERO dependen de dos 

factores: el sistema productor de ERO (llamado sistema pro-oxidante) y el sistema 

consumidor de ERO (llamado sistema antioxidante) (Figura 7). El sistema pro-
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oxidante está integrado por diferentes enzimas como son la xantina oxidasa (XO), 

la NADPH oxidasa (NOX) o los citocromos p450 [Halliwell & Gutterridge, 2015; He 

et al., 2017; Rodic & Vincent, 2018]. Sin embargo, la principal fuente de producción 

de ERO intracelular es la mitocondria [Staniek & Nohl, 2000; St Pierre et al., 2002; 

Nathan & Cunningham-Bussel, 2013], ya que un bloqueo  o inhibición del transporte 

electrónico en los complejos I, II y III de la cadena transportadora de electrones, 

genera que los electrones circulantes se acumulen e interactúen con el oxígeno 

molecular que se encuentra en la vecindad de dichos complejos y en consecuencia 

formen ERO [Moreno-Sánchez et al., 2013]. La regulación de la FO por parte de 

p53WT, p53R248Q y p53R273C ya ha sido descrito anteriormente [Hernández-Reséndiz 

et al., 2015; Hernández-Reséndiz et al., 2019; Blanco-Carpintero, 2020].  

 

Figura 7. Producción y consumo de especies reactivas de oxígeo (ERO). 

 

En el sistema antioxidante participan dos factores transcripcionales: Nrf2 

(nuclear factor erythroid 2–related factor 2, por su siglas en inglés) y FoxO 

(Forkhead box clase O) [Dinkova-Kostova & Abramov, 2015; Klotz et al., 2015]. 

Estos factores se transcriben constitutivamente pero son regulados negativamente 
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por diferentes proteínas (e.g Nrf2 es regulado por Keap 1) y su activación esta 

mediada por un incremento en el estrés oxidativo (e.g. aumento en los niveles de 

ROS). La principal función de estos factores transcripcionales es incrementar el 

contenido de metabolitos antioxidantes como el glutatión (GSH) [Narayanankutty et 

al., 2019], aminoácidos como la cisteína y el mARN y el contenido de proteína de 

las enzimas del sistema antioxidante como la superóxido dismutasa (SOD), la 

catalasa (CAT), la glutatión peroxidasa (GPx) y la tioredoxina reductasa (TrxR), que 

permiten a la célula mantenerse en un estado de homoeostasis. Recientemente se 

ha propuesto que el p53WT regula la transcripción, estabilidad y actividad de Nrf2 y 

FoxO (isoformas 1 y 3a) [You & Mak, 2005; Klotz et al., 2015; Tonelli et al., 2018]. 

En fibroblastos embrionarios de ratón (MEF), p53WT aumenta el contenido del 

ARNm de FoxO 3a  2 veces comparado vs. MEF p53-/- [Renault et al., 2011], 

mientras que en células de cáncer de cólon HCT-116, el p53WT aumenta 2-4 veces 

el contenido de ARNm de los blancos canónicos de Nrf2, NQO1 y HO-1 vs. HCT-

116 p53-/- [Kalo et al., 2012].  Los datos anteriores sugieren que en células 

cancerosas, el p53WT controla positivamente la expresión y  activación de Nrf2 y 

FoxO, así como de sus proteínas blanco. Sin embargo, poca información ha sido 

publicada en cuanto al efecto de p53 sobre las enzimas del sistema antioxidante. 

En este sentido, se publicó que la sobreepresión de p53WT disminuye el ARNm y la 

actividad (>40%) de la MnSOD comparada vs. HeLa mock (p53-/-) disminuyendo su 

resistencia a paraquat, adriamicina y privación de suero en células de cáncer de 

cérvix HeLa [Pani et al., 2000]. Por otro lado, en células de leucemia mieloide aguda 

NB-4 y de cáncer de pulmón A549 se reportó que p53WT incrementa el contenido de 

MnSOD (1.5 - 4 veces) como mecanismo de protección contra el estrés oxidante 

causado por una intoxicación con  selenito de sodio o 2 desoxiglucosa [Li et al., 

2010; Sinthupibulyait et al., 2010].  Lo anterior claramente indica que existen 

reportes contradictorios en cuanto el efecto de p53WT sobre la MnSOD.  Además, 

no existen reportes publicados donde se demuestre la regulación de p53WT sobre 

otras enzimas del sistema antioxidante, sobre sus actividades o sobre el nivel de los 

metabolitos antioxidantes como son el glutatión y la cisteína. Al respecto, solo se ha 

reportado es que la sobre-expresion de p53WT en células de cáncer de pulmón 
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H1299 disminuyen los niveles de ERO (60%) vs. H1299 wild-type [Eriksson et al., 

2017].  

Con respecto al estudio del metabolismo antioxidante en células 

cancerosas con p53 que exprese alguna mutación existe poca literatura al respecto. 

Por ejemplo, en células de cáncer mama triple negativo MDA-MB-231, la sobre 

expresión de p53R280K (sustitución de arginina por lisina) incrementa los niveles de 

ARNm del factor transcripcional Nrf2 (6 veces) comparados con células no 

tumorales de mama MCF10A [Lisek et al., 2018]. Por el contrario, en células de 

cáncer de pulmón H1299 o colorectal HCT116 la sobreexpresión de p53R273H 

(sustitución de arginina por histidina), p53R248Q (sustitución de arginina por 

glutamina) o p53R175H (sustitución de arginina por histidina) disminuye (2-7 veces) 

vs. células cancerosas p53-/-  los niveles de ARNm y el contenido de proteína de 

algunos blancos directos de Nrf2 como son SLC7A11, NQO1 y HO-1 indicando que 

las mutaciones en p53 afectan la actividad de Nrf2 [Kalo et al., 2012; Liu et al., 2017]. 

Hasta la fecha, se desconoce si otros factores transcripcionales reguladores del 

sistema antioxidante como FoxO son blancos directos de p53 mutado. En cuanto a 

la regulación de las enzimas del sistema antioxidante mediado por un p53 mutado, 

algunos reportes han demostrado  que la sobre-expresión de p53R175H y p53R273H en 

células de cáncer colorectal HCT-116, incrementan el contenido de proteína de 

MnSOD (2 veces) y disminuyen los niveles de ERO (>70%) comparados vs. HCT-

116 p53-/- aunque no se determinó 1) la actividad de la enzima; y 2) si este 

incremento mediado por p53 mutado era directo sobre la enzima o era por un 

aumento en el contenido de proteína/actividad de algún factor transcripcional (e.g. 

Nrf2, FoxO), además, no se evaluó ninguna otra enzima parte del sistema 

antioxidante (Tabla 1). Hasta la fecha no se ha llevado a cabo ningún estudio 

sistemático y global que analice los niveles de metabolitos antioxidantes (GSH y 

cisteína) así como el contenido de proteína y las actividades de las enzimas que 

forman parte del sistema antioxidante además de su función directa: la producción 

de ERO en células de cáncer con  mutaciones en p53. Lo anterior toma relevancia 

porque está reportado que el análisis individual de los contenidos de ARNm no 
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siempre refleja la contenido de las proteínas y mucho menos su actividad [Moreno-

Sánchez et al., 2016]. 

Por lo tanto, este estudio pretende analizar de manera sistemática y global 

al sistema antioxidante en células HeLa con sus sobre-expresantes de p53WT y 

p53R273C en condiciones basales de crecimiento (21% de O2, 25 mM glucosa y 5% 

CO2) determinando el contenido de proteína de Nrf2, FoxO (1, P-1, 3a y P-3a), 

MnSOD, CuZnSOD, CAT, GR, GPx1, GPx4 y TrxR2, los niveles de GSH, cisteína y 

la producción de especies reactivas de oxígeno. 

 

Tabla 1. Efecto de p53 mutante sobre el sistema antioxidante en células tumorales. 

p53 Línea celular Efecto general Referencia Conclusión 
 

p53C277F 
p53R248Q 

 
 

p53R273H 
p53R175H 

Cáncer esófago 
• FLO-1 
• OACM5.1 

Cáncer de 
pulmón 

• H1299 

 

  SLC7A11 
mRNA y 
proteína vs p53 -
/-. 
    
   NQO1, 
PRDX1, 
OGGIN1, 
HMOX1, 
KEAP1, 
SLC3A2: mRNA 
2 - 4.5 veces 
con siRNA p53-
mut.  
 

Nat Commun. 
2017, 8: 14844 

 

No favorece 
respuesta 

antioxidante 
 

 
 

p53R273H 
 

Cáncer 
colorectal 

• HCT-116 

   NQO1, HO-1: 
mRNA (60%) en 
estrés con 
diethylmaleate 
vs HTC-116 sin 
mutación.  
   Proliferación y 
formación de 
colonias (2.5 
veces) al ser 
incubadas con 
DEM vs. HCT-
116 sin p53-mut. 

J Cell Sci. 2012, 
125: 5578-5586. 

 

No favorece 
respuesta 

antioxidante 
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p53R273H 
p53R248Q 

Cáncer de 
pulmón 

• H1299 

 

   NQO1, HO-1: 
mRNA (60%) en 
estrés con 
diethylmaleate 
vs H1299 sin 
mutación. 

J Cell Sci. 2012, 
125: 5578-5586. 

 

No favorece 
respuesta 

antioxidante 
 

 
 

p53R280K 
 

Cáncer de 
mama 

• MDA-MB-
231 

 

   Nrf2 en 
núcleo.  
   Viabilidad (100 
y 500 µm de 
H2O2) vs MDA-
MB-231 siTP53-
mutante. 
   mRNA TXN, 
TXNRD1, PSMC 
y GCLM vs 
MDA-MB-231 
siTP53-mutante 
   mRNA HMOX, 
SLC7A11, 
ABCC3 (0.5 
veces) vs MDA-
MB-231 siTP53-
mutante 
 

Oncotarget. 
2018, 9: 20508. 

 

Si favorece 
respuesta 

antioxidante 
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2. JUSTIFICACIÓN 

Existe poca literatura que demuestre el papel regulador de p53 con mutaciones 

sobre el sistema antioxidante en cánceres metastásicos. Lo anterior toma relevancia 

porque no es claro si las mutaciones de p53 favorecen o no al sistema antioxidante 

en células cancerosas.  Conocer los mecanismos a través de los cuales el cáncer 

maneja el estrés de los ERO, puede ser útil para el desarrollo de terapias 

complementarias contra este tipo de cánceres.  
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3. HIPÓTESIS 

La mutación p53R273C promueve un sistema antioxidante deficiente lo que conlleva  

a un aumento substancial de ERO comparado con p53WT en células de cáncer de 

cérvix HeLa. 
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4. OBJETIVO GENERAL 

Determinar el efecto de p53WT (HeLa-H) y p53R273C sobre el sistema antioxidante 

del cáncer de cérvix HeLa.  

 

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES 

Determinar el efecto de p53WT y p53R273C sobre: 

• El crecimiento celular. 

• Los contenidos de proteína de p53 y de su análogo fosforilado P-p53.  

• Los niveles de proteína de los factores transcripcionales FoxO 1, P-FoxO 1, 

FoxO 3a, P-FoxO 3a y Nrf2. 

• El contenido de proteínas involucradas en el sistema antioxidante 

(CuZnSOD, CAT, MnSOD, GR, GPx 1, GPx 4 y TrxR 2). 

• Los niveles de glutatión y de cisteína total y en su estado reducido. 

• El contenido total y la producción de especies reactivas de oxígeno. 
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

5.1 SOBREEXPRESIÓN DE p53WT Y p53R273C 

La línea celular de HeLa con la sobreexpresión de p53WT y p53R273C fueron 

proporcionadas por el Dr. Patricio Gariglio Vidal del Departamento de Biología y 

Genética Molecular del Centro de Investigación y de Estudios Avanzados 

(CINVESTAV).  Las células de HeLa-L, HeLa-H y HeLa p53R273C comparten 14 de 

16 alelos con la línea reportada por la ATCC (INMEGEN, México).  

La línea celular de cáncer de cérvix HeLa (estadio IV, morfología epitelial), no 

contiene a p53 debido a que la proteína E6 del virus del papiloma humano (VPH) 

interacciona con él y promueve su ubiquitinación y posterior degradación 

proteosomal [Thomas et al. 1999]. Para este trabajo se definió a la línea tumoral  

HeLa wild type (sin plásmido añadido) como HeLa-Low o HeLa-L. Esta misma línea 

celular fue transfectada con 0.5µg del plásmido pCMV-Neo-Bam utilizando un kit de 

transfección celular comercial (SA Biosciences; Ontario, Canada) [Hernández-

Reséndiz et al., 2015], siguiendo las instrucciones del fabricante, que contiene (1) 

p53 sin mutación (llamada HeLa-High o HeLa-H) y (2) p53 con la mutación 273 (R: 

CGT por C: TGT). Para mantener estable la transfección en estas células, se 

añadieron 1200 µg/ml de antibiotico G418 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 

[Hernández-Reséndiz et al. 2019]. La presencia de la mutación puntual requerida 

de p53 se verificó mediante secuenciación de ADN.   

 

5.2 CULTIVO CELULAR  

Las células HeLa (WT, p53WT y p53R273C) fueron cultivadas en medio Dulbecco-MEM 

modificado (DMEM, Sigma-Aldrich, MO, USA), suplementado con 10% de suero 

fetal bovino (Biowest, México) y 10,000 unidades de penicilina/estreptomicina 

(Sigma-Aldrich, MO, USA) en placas de petri a 37°C, 5% CO2 y 95% aire. 
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5.3 CURVAS DE CRECIMIENTO 

Las células (5x103 células/100 µL) fueron cultivadas en placas de 96 pozos. Los 

cultivos se lavaron con buffer PBS (NaCl 155 mM, KH2PO4 1.5 mM, y NaH2PO4 2.7 

mM, pH 7.2) y fueron separadas con tripsina por 3 minutos. Las células se 

centrifugaron (3200 rpm x 3 min) y contaron en una cámara de Neubauer con un 

microscopio invertido (Carl Zeiss, México). El tiempo de duplicación se determinó 

utilizando la siguiente fórmula matemática [McAtter & Davis, 1994]:  

 

Donde:  

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

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

Tf es el tiempo final a la cual las células fueron tripsinizadas 

Ti es el tiempo inicial de cultivo 

 

5.4 EXTRACCIÓN E INMUNODETECCIÓN DE PROTEÍNAS POR WESTERN 
BLOT 

Para la evaluación del sistema antioxidante se sembraron células HeLa (1x106 

cells/mL) en cajas Petri de 150x20 mm (Sarsted, México).  Después de 7 días de 

cultivo, tiempo al que se obtiene la mayor densidad celular (viabilidad >95%) 

[Hernández-Reséndiz et al., 2015; 2019] las células se cosecharon y se incubaron 

en 200 µL de buffer de lisis RIPA (PBS 1x pH 7.2, IGEPAL NP40 al 1%, SDS al 25% 

y desoxicolato de sodio al 0.05%) plus 5 µL de PMSF (phenyl methanesulfonyl 

fluoride) y una tableta inhibidora de proteasas (Roche, Mannheimm, Germany). Los 

extractos celulares se centrifugaron a 10,000 rpm x 30 min a 4ºC. La determinación 

de proteína se realizó con el método de Lowry [Lowry et al. 1951]. Posteriormente, 

las muestras (50 µg de proteína) se resuspendieron en buffer de carga (β-
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mercaptoetanol 5%) y se cargaron en geles desnaturalizantes de SDS-PAGE al 12 

o 15% de poliacrilamida. Las proteínas se transferieron a una membrana de PVDF 

(BioRad, Hercules, CA, USA) y se bloquearon con leche libre de grasa al 5% con 

tween-20 al 0.1% en TBS 1x (NaCl 5M y Tris base 2M, pH 7.2) durante una hora. 

Las membranas se incubaron por >12 h a 4ºC con anticuerpos monoclonales (Santa 

Cruz Biotechnology, Cambridge, MA, USA) de humano (p53, p53-P, CuZnSOD, 

CAT, GR, MnSOD, GPx 1, GPx 4, TrxR 2, FoxO 1, FoxO 1-P, FoxO 3a, FoxO 3a-P, 

Nrf2 y actina (dilución 1:1000-1:500).  Los anticuerpos fueron revelados con su 

correspondiente anticuerpo secundario (anti-ratón, -cabra o -conejo) conjugado con 

peroxidasa de rábano (dilución 1:2000) (Santa Cruz Biotechnology, Cambridge, MA, 

USA). Las bandas obtenidas se analizaron densitométricamente utilizando el 

programa Scion Image para Windows (Scion Corp., Frederic, MD, USA) [Gallardo-

Pérez et al., 2017]. 

 

5.5 DETERMINACIÓN DE GLUTATIÓN Y CISTEÍNA 

Para la determinación de glutatión y cisteína, las células se tripsinizaron, se lavaron 

y se resuspendieron en un buffer PBS. Las células (2-13 mg proteína/mL) se 

incubaron con Triton X-100 0.1% a temperatura ambiente por 15 min. Después, las 

muestras fueron mezcladas con ácido perclórico al 2.7% por 1 min y centrifugadas 

14 rpm x 3 min a 4°C. Los niveles de CysRed y GSHRed fueron determinados en 

ausencia o presencia de 1mM de ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, MO, USA). Los 

sobrenadantes fueron filtrados utilizando un filtro Millex-Milipore de 0.45µM de 

diámetro y analizados por HPLC (Waters 1525, Milford, MA, USA) equipado con un 

columna de simetría de fase inversa C-18 con un tamaño de partícula de 3.5µm y 

4.6mm x 75mm (Symmetry, Waters, MA, USA). La columna fue equilibrada con 99% 

de ácido tricloroacético en 0.1% de agua ultra pura y 1% de acetonitrilo en fase 

móvil a una tasa de flujo 1mL/min. La derivatización de las muestras post-columna 

se realizó en 0.1mM de ácido 5´5-dithiobis(2-nitro-benzoico) / 0.1mM KH2PO4 a pH 
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8. El glutatión y la cisteína fueron detectados a 412nm en un espectofotómetro 

UV/visible (Waters 2489, Mildford, MA) [Rodríguez-Enríquez et al., 2019].  

 

5.6 DETERMINACIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO 

Las células (5x103 células/100 µL) fueron cultivadas en placas de 96 pozos. En el 

día 7, se expusieron a dihidroetidio (DHE) (Sigma-Aldrich, MO, USA) 25 μM durante 

2 horas para la detección de ERO.  La fluorescencia de DHE fue medida a una 

longitud de onda de 518 nm de excitación y 605 nm de emisión con un lector de 

placa para fluorescencia (Varioskan Lux, Thermo Fisher Scientific, MA, EE. UU). 

Para verificar el funcionamiento de la sonda de detección de ERO, se llevaron a 

cabo experimentos control en presencia de (I) el “scavenger” (i.e., atrapador de 

ERO) N- acetil cisteína (5 mM) (control positivo) [Hussain et al., 2004]; y (II) en 

presencia de H2O2 (500 µM) (control negativo) [Ericksson et al., 2017].  

 

5.7 ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

Los datos representan el promedio ± la desviación estándar (D.S) de al menos 3 

experimentos indipendientes, a menos que se indique lo contrario. Para la detección 

de diferencias significativas entre grupos experimentales, se utilizó el análisis de 

ANOVA / posthoc Scheffé [Klockars & Hancock, 2000; Krzywinski & Altman, 2014]. 

Para la determinación de diferencias significativas entre muestras no pareadas, se 

tomó un valor de P < 0.05.   
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6. RESULTADOS 

6.1 SOBREEXPRESIÓN DE p53WT Y p53R273C EN CÉLULAS HELA. 

En este estudio se determinó el efecto de p53WT (p53 sin mutación) y p53R273C (p53 

con la mutación R sustituida por C en la región 273) en células de cáncer de cérvix 

HeLa. Se refiere a HeLa-L a la línea celular de HeLa wild-type; como HeLa-H a la 

línea de HeLa sobre-expresante de p53WT; y como HeLaR273C a la línea de HeLa 

sobre-expresante de p53R273C. Para determinar la presencia de p53 se evaluó el 

contenido de proteína y se comparó vs. HeLa-L. En efecto, el contenido de p53 y de 

su forma activa (e.g., p53 fosforilado) fue detectado en HeLa-H y HeLa p53R273C 

(Figura 8), confirmando que la sobre expresión de p53WT y p53R273C fueron capaces 

de superar la inhibición por parte del VPH presente en células HeLa [Thomas et al., 

1999].   

 

Figura 8. La sobreexpresión de p53 se encuentra presente en células HeLa-H y HeLa p53R273C. 
n=2.  
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6.2 EFECTO DE p53WT Y p53R273C SOBRE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 

Para dilucidar si la sobreexpresión de p53 en HeLa-H y HeLaR273C modifica la 

duplicación de las células HeLa debido a que p53 es un regulador de ciclo celular 

[Chen, 2016; Hernández-Reséndiz et al., 2019; Rodríguez-Enríquez et al., 2019], se 

evaluaron I) la tasa de duplicación y II) el tiempo generacional de HeLa-H y HeLa 

p53R273C vs. HeLa-L. La presencia de p53WT o la mutación R273C no afectaron 

ningún parámetro de la  proliferación celular (Figura 9, Tabla 1). Los resultados 

obtenidos coinciden con lo reportado anteriormente por nuestro grupo de trabajo 

[Hernández-Reséndiz et al., 2015; Blanco-Carpintero, 2020].  

Debido a que la determinación de los parámetros bioenergéticos de HeLa-L, HeLa-

H, y HeLa p53R273C reportados por nuestro grupo se llevaron a cabo cosechando a 

las células en el día máximo de crecimiento [Hernández-Reséndiz et al., 2015; 

Hernández-Reséndiz et al., 2019; Blanco-Carpintero, 2020], los experimentos 

posteriores en este estudio se llevaron a cabo en células cosechadas al día 7 de 

cultivo.  

A) 
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Curvas de crecimiento de A) HeLa-L y HeLa-H; y B) HeLa p53R273C. La viabilidad en los 
tres cultivos fue >95%. n=3 ± D.S.. Análisis ANOVA / posthoc Scheffé reportó no diferencia 

significativa en ningún punto de la curva.  

 

 

Tabla 1. Tiempo de proliferación y tasa de duplicación en HeLa-L, HeLa-H y HeLaR273C.  

Línea celular Velocidad de 
proliferación (µ) (días-1) 

Tiempo de 
duplicación (hrs) 

Número de 
células 

HeLa-L 0.62 ± 0.12 27 ± 5.4 173750 ± 27119 
 

HeLa-H 0.77 ± 0.18 22 ± 4.5 137500 ± 31225 
 

HeLaR273C 0.74 ± 0.04 23 ± 2.7 177500 ± 41307 
 

Los datos representan 3 experimentos independientes ± D.S.  Análisis ANOVA / posthoc Scheffé 
reportó no diferencias significativas entre las células evaluadas. 
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6.3 EFECTO DE p53WT Y p53R273C SOBRE EL CONTENIDO DE FACTORES 
TRANSCRIPCIONALES Y PROTEÍNAS DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE 

El sistema antioxidante en células cancerosas y no cancerosas se encuentra 

regulado principalmente por los factores transcripcionales Nrf2 y FoxO (isoformas 

1, 3a, 4 y 6). Sin embargo, p53 regula únicamente la transcripcion de Nrf2, FoxO 1 

y FoxO 3a, además de la actividad de Nrf2 sobre sus genes blanco [Klotz et al., 

2015; Tonelli et al., 2018]. En HeLa-H, el contenido de proteína de Nrf2, FoxO 1 y 

FoxO 3a fue similar al de HeLa-L, pero en HeLa p53R273C el contenido de éstos 

incrementó de 1.4 a 7.5 veces vs. HeLa-L y HeLa-H (Figura 10). Está descrito que 

la actividad de FoxO 1 y FoxO 3a está regulada por modificaciones 

postraduccionales como fosforilación/ desfosforilación. La fosforilación de FoxO 1 

en el residuo de serina 256 (S256) incrementa su interacción con otros factores 

transcripcionales y su capacidad de aumentar la transcripción de sus genes blanco, 

es decir, su actividad [Asada et al., 2007]. En HeLa-L, solo el 30% de la proteína 

total de FoxO 1 se encuentra fosforilada pero la presencia de p53, ya sea en su 

forma no-mutada o mutada, incrementó el contenido de FoxO 1 fosforilado (1.4 y 3 

veces respectivamente) (Figura 10). Por otro lado, la fosforilacion de FoxO 3a en el 

residuo de serina 253 (S253) disminuye su actividad transcripcional [Asada et al., 

2007]. En HeLa-L y HeLa-H el 80-84% del contenido total de FoxO 3a se encuentra 

fosforilado, pero la presencia de p53R273C incrementa a P-FoxO 3a (1.2 veces) vs. 

HeLa-H (Fig. 10). Estos resultados indican que la mutación p53R273C podría tener 

una ganancia de función al incrementar el contenido y actividad de FoxO 1, mientras 

que, a pesar del incremento en el contenido FoxO 3a, su actividad se ve 

severamente disminuida. 

Como resultado de un aumento en los contenidos de los factores transcripcionales 

Nrf2 y FoxO, se evaluaron las enzimas del sistema antioxidante citosólicas: 

superóxido dismutasa dependiente de cobre zinc (CuZnSOD o SOD1), catalasa 

(CAT), glutatión reductasa (GR) y glutatión peroxidasa 1 (GPx 1); y mitocondriales: 

superóxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD o SOD 2), tioredoxina 

reductasa 2 (TrxR 2) y glutatión peroxidasa 4 (GPx 4) en los tres tipos celulares de 
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HeLa. En HeLa-H, el contenido de proteína de SOD 1, SOD 2, CAT, GPx1 y GPx 4 

fue similar vs. HeLa-L, y las enzimas TrxR2 y GR aumentaron 1.5 y 2.5 

respectivamente vs. HeLa-L (Figura 11). Mientras que en HeLa p53R273C , el 

contenido de las enzimas GR y TrxR2 fue similar vs. HeLa-H. SOD 1, SOD 2, CAT 

y GPx 4 incrementaron significativamente (3.5 a 42 veces) vs. HeLa-H; y la GPx 1 

no fue detectada (Figura 11).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

P-FoxO 1 / FoxO 1 

(%) 

P-FoxO3a / FoxO 3a 

(%) 

HL 30 80 

HH 42 84 

p53R273C 87 94 

 

Figura 10: Contenido de factores transcripcionales relacionados con el sistema antioxidante en 
células HeLa-L, HeLa-H y HeLa p53R273C. n=3; *P < 0.05 vs. HeLa-H. ANOVA / posthoc Scheffé. 
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Figura 11: Contenido de enzimas del sistema antioxidante en células HeLa-L, HeLa-H y HeLa 
p53R273C. n=3; *P < 0.05 vs. HeLa-H. ANOVA / posthoc Scheffé. 

 

6.4 EFECTO DE p53WT Y p53R273C SOBRE EL CONTENIDO DE GSH Y CISTEÍNA 

El contenido de glutatión y cisteína, 2 metabolitos implicados en el sistema 

antioxidante, fue determinado en HeLa-L, HeLa-H y HeLa p53R273C en presencia o 

ausencia de 1 mM de ditiotreitol (DTT), compuesto que reduce al glutatión oxidado 

(GSSG) a glutatión reducido (GSH) y de Cistina a Cisteína, lo que permite obtener 

lo niveles totales de estos metabolitos [Ates et al., 2009]. En HeLa-H, los contenidos 

de Cystotal (+DTT) y Cysreducida (-DTT) incrementaron 2 veces vs. HeLa-L; y en HeLa 

p53R273C incrementaron 2.7-3.6 veces vs. HeLa-H (Tabla 2). Por otro lado, los 

contenidos de GSH (-DTT) y glutatión total (+DTT) en HeLa-H disminuyeron 30% 

vs. HeLa-L, y en HeLa p53R273C incrementaron 1.8 - 4 veces vs. HeLa-H (Tabla 2). 

A pesar de la disminución en el contenido de GSH en HeLa-H, los niveles de GSSG 

y la relación GSH/ GSSG fue similar vs. HeLa-L. Contrario a HeLa-H, en HeLa 
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p53R273C a pesar del incremento en los niveles de GSH y glutatión total, el contenido 

de GSSG incrementó 12 veces y la relación GSH/ GSSG disminuyó 77% vs. HeLa-

H (Tabla 2).  

 

Tabla 2. Contenido de metabolitos antioxidantes en células HeLa-L, HeLa-H y HeLaR273C. 

 Cys GSH GSSG GSH/G
SSG 

 -DTT +DTT -DTT +DTT   
HeLa-L 0.44 ± 0.3 

(5) 
 

0.5 ± 
0.16 
(3) 

 

6.3 ± 2 
(7) 

7.4 ± 1.7 
(6) 

 

0.51 ± 0.36 
(5) 

 

14.3 ± 
9.8 
(4) 

 
HeLa-H 

 
0.82 ± 0.7 

(5) 
1.04 ± 
0.5 (3) 

4.7 ± 2.7 
(4) 

5.5 ± 3 
(5) 

0.46 ± 0.3 
(3) 

17 ± 3.8 
(4) 

HeLaR273C 3 ± 1.6* 
(3) 

2.8 (2) 8.3 (2) 22.8 (2) 5.5 (2) 4 (2) 

El contenido de metabolitos está expresado en nmol equivalentes de Cys/ mg de proteína.  Los datos 
representan el promedio ± D.S. *P < 0.05 vs. HeLa-H utilizando ANOVA / posthoc Scheffé .  
 

 

6.5 EFECTO DE p53WT Y p53R273C SOBRE EL CONTENIDO DE ESPECIES 
REACTIVAS DE OXÍGENO (ERO) 

Se determinó el contenido intracelular de ERO utilizando la sonda fluorescente 

dihidroetidio (DHE). Para verificar que la fluorescencia producida es específica para 

ERO, se adicionó un atrapador de radicales libres o “scaveger” (N-acetil cisteína, 

NAC) o un pro-oxidante (H2O2). En HeLa-L, la incubación con H2O2 (500 μM, 5 min), 

incrementó la velocidad de producción de ERO (1.4 veces) vs. control (HeLa-L sin 

H2O2), mientras que al ser incubada con NAC (5mM, 24h), disminuyó la velocidad 

de producción de ERO (60%) vs. control (HeLa-L sin NAC) (Figura 12A). Para HeLa-

H, la incubación con H2O2 incrementó significativamente la velocidad de producción 

de ERO (2 veces) vs. control (HeLa-H sin H2O2) y la incubación con NAC disminuyó 
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15% vs. control (HeLa-H sin NAC) (Figura 12B). Por último, la incubación de HeLa 

p53R273C con H2O2 incrementó la velocidad de producción de ERO (2 veces) vs. 

control (HeLa p53R273C sin H2O2), mientras que la incubación con NAC disminuyó 

20% la producción de ERO vs. control (HeLa p53R273C sin NAC) (Figura 12C), 

demostrando que, en las tres líneas celulares la fluorescencia obtenida corresponde 

a un nivel basal de ERO. El incremento en los niveles intracelulares de ERO esta 

principalmente asociado con una inhibicion en la función mitocondrial [Staniek & 

Nohl, 2000; St Pierre et al., 2002; Nathan & Cunningham-Bussel, 2013]. En HeLa-

H, donde la fosforilación oxidativa (FO) se encuentra incrementada [Hernández-

Reséndiz et al., 2015], la velocidad de producción de ERO disminuyó >40% vs. 

HeLa-L, sin embargo, en HeLa p53R273C, donde la FO se encuentra severamente 

disminuída [Blanco-Carpintero, 2020], la velocidad de producción fue similar a 

HeLa-H (Figura 13). El contenido total de ERO en HeLa-L y HeLa-H fue similar, 

mientras que en HeLa p53R273C incrementó (1.2 veces), aunque este incremento no 

fue significativo (Figura 14).  
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C) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efecto antioxidante de NAC (5mM, 24h) o prooxidante de H2O2 (500 μM, 5min) en A) 
HeLa-L; B) HeLa-H y C) HeLa p53R273C. Los datos muestran el promedio ± D.S. n=3. ANOVA / 

posthoc Scheffé reportó no diferencias significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Velocidad de producción de ERO en HeLa-L, HeLa-H y HeLa p53R273C. Los datos 
muestran el promedio ± D.S n=3. ANOVA / posthoc Scheffé reportó no diferencias significativas. 
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Figura 14. Contenido total de ERO en HeLa-L, HeLa-H y HeLa p53R273C al punto final (120 min de 
incubación con DHE). El 100% de fluorescencia corresponde a 1.9 ± 0.26 AFU. Los datos 

muestran el promedio ± D.S n=3. ANOVA / posthoc Scheffé reportó no diferencias significativas. 
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7. DISCUSIÓN 

7.1 LA SOBREEXPRESIÓN DE p53WT Y p53R273C NO MODIFICA LA 
PROLIFERACIÓN CELULAR  

La sobreexpresion de p53WT no modificó la proliferación en celulas HeLa vs. HeLa-

L (Tabla 1). Lo anterior toma relevancia debido a que este factor transcripcional es 

un inhibidor de la proliferación celular ya que tiene como blanco a p21, la cual es 

una proteína inhibidora de CDK2 y CDK4 [Kastan et al., 1995], así como de la cinasa 

activadora de cdk´s  (CAK) [Schneider et al., 1998], por lo que la presencia de p53 

debería estar afectando negativamente el crecimiento del cáncer. Sin embargo, está 

reportado que la glucosa a concentraciones encontradas en los medios de cultivo 

como el Dulbecco-MEM (e.g., 25 mM)  promueve la activación de las vías de 

señalización (EGFR) y la transcripción de genes involucrados en la activación del 

ciclo celular (ciclina A, cliclina E y el factor transcripcional E2F) [Masur et al., 2011; 

Hou et al., 2017; Lee et al., 2021]. Además, la línea celular de HeLa contiene 

integrado el genoma del virus del papiloma humano 18 (VPH 18) [Thomas et al., 

1999], que sobre-expresa las oncoproteínas E6 y E7, las cuales contribuyen en la 

proliferación celular [Hao et al., 2020; Pal & Kundu, 2020] y posiblemente en su 

metabolismo. Para el caso de HeLa con la mutación p53R273C, la tasa de 

proliferación y el tiempo de duplicación tampoco se modificaron vs. HeLa-L (Tabla 

1). Es posible entonces, que el aumento en la concentración de glucosa y la sobre-

expresión de las oncoproteínas E6 y E7, bloqueen el efecto inhibitorio de p53 sobre 

la proliferación celular. Además , algunas mutaciones (i.e., R175H, R248Q, R273H) 

incluyendo la estudiada en este trabajo (R273C), inhiben la expresión de p21 

[Eriksson et al., 2017] y en consecuencia la actividad de las ciclinas CDK2 y CDK4 

se restaura favoreciendo la proliferación celular [Schneider et al., 1998].  
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7.2 p53R273C INCREMENTA EL CONTENIDO DE FACTORES 
TRANSCRIPCIONALES Y ENZIMAS DEL SISTEMA ANTIOXIDANTE 

En este trabajo se encontró que p53WT no tiene efecto sobre los niveles 

intracelulares de los factores transcripcionales responsables de la activación del 

sistema antioxidante: Nrf2, FoxO 1 y FoxO 3a. Sin embargo, está reportado por  

Klotz et al. (2015) y Tonelli et al. (2018) que p53WT aumenta directamente la 

expresión de FoxO 1 y FoxO 3a o indirectamente Nrf2 (a través de p21), lo que 

puede explicarse por las modificaciones epigenéticas reportadas en sus genes 

[Ilango et al., 2020]. Hasta la fecha no se ha reportado la regulación transcripcional 

por p53 mutado sobre  la transcripcion de Nrf2 o sobre alguna isoforma de FoxO.  

Por lo tanto, este estudio es pionero en proponer que la mutacion p53R273C 

incrementa el contenido de proteína de estos factores transcripcionales (1.5 - 7 

veces) vs. HeLa-H (c.f. Figura 10) sugiriendo una posible ganancia de función [Oren 

& Rotter, 2010; Yue et al., 2017; Alvarado-Ortíz et al., 2021]. Con respecto a las 

modificaciones postraduccionales, está reportado que  la activación de FoxO está 

ligada a su fosforilación [Asada et al., 2007].  La fosforilación de FoxO 1 en el residuo 

de serina 256 (S256) promueve  su interacción con otros factores transcripcionales 

como Ets-1 y la transcripción de genes relacionados con la defensa antioxidante 

(e.g. MnSOD, CAT y TrxR 2) [Greer & Brunet, 2005; Asada et al., 2007].  De manera 

contraria,  la fosforilacion de FoxO 3a en el residuo de serina 253 (S253) inhibe su 

actividad [Asada et al., 2007]. Nuestros resultados muestran que el contenido de 

proteína fosforilada/total de FoxO 1 en HeLa-L y HeLa-H fue similar (30% y 42 % 

respectivamente), mientras que en HeLa p53R273C la fosforilación de FoxO 1 

incrementó 2 veces vs. HeLa-H o HeLa-L, indicando que la activación de FoxO1 es 

a dos niveles: aumentando el contenido de proteína y la actividad.  

Por otro lado, el contenido de proteína fosforilada/total de FoxO 3a fue similar en 

HeLa-L y HeLa-H (80% y 84%, respectivamente), mientras que en HeLa p53R273C 

incrementó 1.2 veces vs. HeLa-H o HeLa-L, lo que indicaría que este factor 

transcripcional se encuentra inactivado. Este efecto puede deberse a que, FoxO 3a 

no solo regula el sistema antioxidante, sino también es un potente regulador del 
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ciclo celular y la apoptosis en células cancerosas y no cancerosas [Medema et al., 

2000; Hu et al., 2004; Seonane et al., 2004], por lo que su inactivación en algunos 

tipos de cáncer como es el carcinoma mamario correlaciona con una mala prognosis 

[Hu et al., 2004].  

Además, el incremento en el contenido de Nrf2 y en el contenido / actividad de FoxO 

1 en HeLa p53R273C correlaciona con el aumento de las enzimas del sistema 

antioxidante (CuZnSOD, MnSOD, CAT, GPx 4 y TrxR2) observada en este estudio 

(c.f. Figura 11) lo explica por qué algunos tipos de cáncer como mama, pulmón, 

páncreas o colorectal presentan  mayor resistencia a drogas antineoplásicas [Goto 

et al., 2008], inductoras de ERO [DeAtley et al., 1999; Siomek et al., 2006; Dougan 

et al., 2008]. En el caso de la GPx 1, no fue detectada en HeLa p53R273C, lo cual 

puede estar relacionado con la regulación que ejercen ciertas mutaciones de p53 

(R273H, C177F, R175H) sobre la actividad de Nrf2 [Lisek et al., 2018; Kalo et al., 

2012; Liu et al., 2017].  

 

7.3 LA PRESENCIA DE p53R273C INCREMENTA LOS NIVELES DE CISTEÍNA Y 
GLUTATIÓN  

El glutatión es el principal metabolito que se produce en respuesta a un estrés 

oxidativo en células de mamífero, además, es cofactor de algunas enzimas del 

sistema antioxidante como la GPx [Ribas et al., 2014]. En células HeLa-H, el 

contenido de GSH y glutatión total disminuyó 1.7 veces vs. HeLa-L, mientras que 

en HeLa p53R273C incrementó 1.8 - 4 veces vs. HeLa-H (Tabla 2), indicando que esta 

mutante de p53 estimula la síntesis de este metabolito demostrando nuevamente 

una ganancia de función [Oren & Rotter, 2010; Yue et al., 2017]. En células no 

cancerosas, la síntesis de GSH depende de la cantidad de cisteína (Cys) disponible 

[Bannai & Tateishi, 1986; Ishii et al., 1987]; y de la actividad de la enzima γ-glutamyl-

cisteína sintetasa (γ-GCS) que condensa al L-glutamato + L-cisteína en gamma-

glutamil cisteína en una reacción dependiente de ATP + [Wild & Mulcahy, 2000]. El 

nivel de Cystotal en HeLa-H fue similar comparado vs. HeLa-L, incluso el nivel de 
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Cysreducida fue 2 veces mayor vs. HeLa-L (Tabla 2) lo que indica que ,el contenido de 

Cys no podría  ser un factor limitante en el bajo contenido de glutatión detectado en 

HeLa-H. Para el caso de las mutaciones de p53, está documentado que  las 

mutaciones C277F, R248Q, R273H, R175H inhiben la expresión y el contenido del 

transportador de cisteína/glutamato SLC7A11, disminuyendo el contenido 

intracelular de Cys  utilizado para la formación de GSH; en consecuencia,  las 

células cancerosas con p53 mutado presentan mayor sensibilidad al estrés [Liu et 

al., 2017].  Al contrario de lo observado anteriormente, mi estudio reveló que  la 

mutacion p53R273C incrementa los niveles de Cystotal y Cysreducida (2.7 y 3.6 

respectivamente) vs. HeLa-H (Tabla 2), correlacionando con un incremento en el 

conteido de glutatión total e indicando que tal vez, esta mutación no afecta la 

expresión de SLC7A11; sin embargo, hacen falta más estudios para comprobar 

esto. La variación en los niveles de GSH encontrados en  HeLa-H (disminuido vs. 

HeLa-L) y en HeLa p53R273C (aumentado vs. HeLa-L) podría estar regulado por la 

actividad de la enzima γ-GCS.  Está establecido que Nrf2 estimula la transcripción 

de γ-GCS [Forman et al., 2009], por lo que los altos niveles de Nrf2 encontrados en 

la mutante p53R273C podrían explicar mecanísticamente porqué el nivel de GSH es 

mayor en este tipo celular.  Además, está reportado que en células de cáncer de 

mama triple negativo (MDA-MB-231) con sobre-expresantes de p53R280K (sustitución 

de arginina por lisina), los niveles de ARNm de γ-GCS se encuentran incrementados 

(5 veces) vs. MCF10A (linea no tumoral de mama) [Lisek et al., 2018], apoyando la 

propuesta de que algunas mutaciones podrían favorecer la transcripción y actividad 

de la γ-GCS por lo que su posterior análisis podría tomar relevancia en el aspecto 

clínico.  

El análisis de los niveles de GSH reveló que  en HeLa-H el GSH es menor  vs. HeLa-

L.  Sin embargo, el nivel de glutatión oxidado (GSSG) y el cociente GSH/GSSG fue 

similar en ambas líneas celulares. El cociente GSH/GSSG intracelular revela 

fisiológicamente como se encuentra el estado de glutatión reducido/oxidado 

[Navarro et al., 1999] indicando que ambas líneas celulares se encuentran con la 

misma disponibilidad de GSH.  En  HeLa p53R273C donde  se registró un incremento 

substancial de GSH, el nivel de GSSG fue mayor (12 veces) promoviendo que la 



 
 

40 

relación GSH/GSSG disminuyera significativamente (77%) vs. HeLa-H, lo que nos 

indica que la mutación en p53 1)  promueve que la célula se encuentre en un estrés 

mayor inducido por  la producción masiva de  ERO [Navarro et al., 1999] asociado 

principalmente a la disfunción mitocondrial; y 2) induce una disminución en la 

actividad de la  GR, debido a que esta enzima la cual se encarga de la regeneración 

del glutatión (GSSG a GSH) utilizando el NADPH como donador de electrones 

[Meister & Anderson, 1983].  

 

7.4 LA SOBREEXPRESIÓN DE p53R273C NO ALTERA LOS NIVELES DE ERO EN 
CÉLULAS HELA  

En las células de mamífero, el manejo de las ERO se lleva a cabo por la acción 

concertada de diferentes enzimas del sistema antioxidante [Matés et al., 1999; Lee 

et al., 2013].  p53WT es un factor transcripcional que se encarga de regular la 

transcripción de FoxO y Nrf2 reponsables de la activación del sistema antioxidante 

[You & Wak, 2005; Klotz et al. 2015; Tonelli et al. 2018], y de la sobre expresión de 

algunas enzimas del sistema antioxidante como son MnSOD y GPx [Pani et al., 

2000; Hussain et al., 2004; Li et al., 2010; Sinthupibulyait et al., 2010]. En ciertos 

tipos de cáncer como pulmón, esófago y colorrectal, la presencia de un p53 mutado 

(e.g. C277F, R248Q, R273H, R175H) disminuye los niveles de ARNm de algunas 

enzimas del sistema antioxidante [Kalo et al., 2012; Liu et al., 2017] sugiriendo un 

aumento en los niveles de ERO. En células HeLa-H solo las enzimas TrxR2 y GR 

incrementaron vs. HeLa-L, sin embargo; la velocidad de producción de ERO 

disminuyó 40% vs. HeLa-L (Figura 13). Esta diferencia se ha observado en otras 

líneas celulares de cáncer de pulmón (H1299) y cáncer colorrectal (HCT-116) donde 

la sobreexpresión de un p53WT (p53+/+) disminuye los niveles de ERO (>50%) vs. 

H1299 y HCT-116 p53-/- [Eriksson et al., 2017] y este efecto principalmente es 

atribuido a una alta tasa de FO, ya que está establecido que una disminución en la 

función mitocondrial se asocia a un incremento en los niveles de ERO [Halliwell & 

Gutterridge, 2015; Dunn et al., 2015; Nolfi-Donegan et al., 2020]. Por otro lado, en 

HeLa p53R273C, contrario a lo descrito, los factores transcripcionales y las enzimas 
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del sistema antioxidante incrementaron significativamente vs. HeLa-H (Figura 10 y 

Figura 11), excepto la TrxR2 y GR ya que sus niveles fueron similares a HeLa-H, y 

la GPx 1 la cual no fue detectada (Figura 10 y Figura 11). Esto repercutió en 1) la 

velocidad de producción de ERO ya que se mentienen en niveles similares a HeLa-

H, y 2) en el contenido total de ERO que incrementó 1.2 veces vs. HeLa-H, aunque 

esto no fue significativo, sugiriendo que la esta mutación, al tener ganancia de 

funciones, activa al sistema antioxidante evitando que exista una producción masiva 

de ERO en células donde la mitocondria se encuentra fuertemente inhibida [Blanco-

Carpintero, 2020], manteniendo los niveles basales muy similares a HeLa p53WT. 
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8. CONCLUSIÓN 

Los datos obtenidos en este estudio, muestran que la mutación p53R273C (Figura 11; 

Tabla 2) en células de cáncer de cervix HeLa, favorece el sistema antioxidante a 

diferentes niveles: incrementando I) el contenido de proteína de los factores 

transcripcionales Nrf2, FoxO 1 y FoxO 3a; II) de enzimas antioxidantes (SOD 1, 

SOD 2, CAT, GPx4, GR y TrxR2); y III) de los niveles de cisteína y glutatión total.  

En consecuencia, la velocidad de producción de ERO  disminuye vs. HeLa-L y se 

mantienen en niveles similares vs. HeLa-H (Figura 16). Lo anterior puede dar una 

explicación mecanística de porqué  células cancerosas son resistentes a terapias 

antineoplásicas cuyo objetivo sea la producción masiva de ERO [Goto et al., 2008].  

 

 

Figura 15: Esquema de fosforilación oxidativa en HeLa-H y HeLa p53R273C comparada vs. FO en 
HeLa-L y niveles de ERO en HeLa p53R273C comparados vs. ERO en HeLa-L y HeLa-H.  
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9. PERSPECTIVAS 

Los datos anteriores indican que el sistema antioxidante fue favorecido en presencia 

de la mutación p53R273C.  Un paso siguiente es la  caracterización cinética del 

sistema antioxidante mediada por un p53 mutado. Lo anterior permitirá identificar a 

la enzima/enzimas que se encuentren controlando esta vía metabólica utilizando el 

enfoque de la teoría de Control Metabólico [Fell, 1997; Moreno-Sánchez et al., 2008] 

y así proponerlas como un blanco terapéutico.  
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