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RESUMEN

En la actualidad se han descrito distintas alteraciones en la fisiologia celular
responsables de la generacion de un genotipo y fenotipo canceroso, entre las que
se encuentra la reprogramacion del metabolismo energético celular. Recientemente
se ha reportado que la proteina WTp53 puede revertir la reprogramacion metabdlica
en células cancerosas al regular distintos genes involucrados en este proceso, tales
como: SLC2A1 (GLUT1), SLC2A4 (GLUT4), SLC16A1 (MCT1), SLC16A4 (MCT4),
ENO-1A, PDK2, PDH y AIFM1; ademas de la regulacion del contenido del DNA
mitocondrial (MtDNA). Asimismo, se han descrito 12 isoformas de la proteina p53
(WTp53 0 p53a, p53B, p53y, A40p53a, A40p533, A40p53y, A133p53a, A133p534,
A133p53y, A160p53a, A160p533, A160p53y); mismas que han sido reportadas y
asociadas con procesos carcinogénicos. Sin embargo, hasta el momento no existe
evidencia del papel que juegan estas isoformas sobre el metabolismo energético o
si se encuentran expresadas en tejidos tumorales de individuos mexicanos. Por tal
motivo, el objetivo del presente trabajo fue evaluar in vitro el papel que juegan las
isoformas A40p53a, A133p53a sobre el metabolismo energético; asi como un
estudio piloto sobre la asociacion de estas isoformas y el niumero de copias del
MtDNA con las caracteristicas clinicas y haplogrupos mitocondriales de una
poblacién de mujeres mexicanas con cancer de mama.

El efecto de las isoformas sobre el metabolismo energético se evalu6 mediante el
estudio de la expresion de las isoformas A40p53a y A133p53a en la linea celular
H1299. Ademas, se midieron los niveles de glucosa y lactato por colorimetria; los
niveles proteicos de GLUT1, GLUT4, MCT1, MCT4, ENO-1A, PDK2, PDH-Ela, AlF
por inmunoblot, y el nimero de copias del mtDNA por gPCR en tiempo real. Los
resultados mostraron que la isoforma A40p53a disminuye el consumo de glucosa al
disminuir la expresion de GLUT1, ademas reduce la expresion de MCT1. Enrelacion
a la isoforma A133p53a, no se observd ningun efecto en la regulacion de los
metabolitos, proteinas, ni el nimero de copias del mtDNA. Por otra parte, la
expresion de A40p53a fue menor en tejido normal adyacente (TNA) en comparacion
al tejido de cancer de mama (TCM); contrariamente, la expresion de A133p53a es
mas alta en TCM en comparacion al TNA, ademas de asociarse con la edad y el
IMC. También se observo una disminucion en el contenido del mtDNA en TCM
comparado con TNA en mujeres mayores a 50 afios, con un IMC elevado y con
cancer ductal invasivo. Finalmente, después de secuenciar la regién D-loop del
MtDNA vy la cuantificacién del mtDNA, se detect6 una disminucion en el contenido
del mtDNA en muestras con haplogrupos B2 y C1 y en muestras que contienen las
variantes A249del, A290del, A291del y C16327T; por el contrario, se observo un
aumento del contenido del mtDNA en muestras con las variantes C16111T,
G16319Ay T16362C.



ABSTRACT

Currently, different alterations in cellular physiology essential for the generation of a
cancerous phenotype are well defined, including reprogramming of cellular energy
metabolism. It has recently been reported that the WTp53 protein can reverse
metabolic reprogramming in cancer cells by regulating different genes involved in
this process; such as SLC2A1 (GLUT1), SLC2A4 (GLUT4), SLC16A1 (MCT1),
SLC16A4 (MCT4), ENO-1A, PDK2, PDH and AIFM1; in addition to the regulation of
the mitochondrial DNA (mtDNA) content. On the other hand, 12 isoforms of the p53
protein have been described (WTp53 or p53a, p5383, p53y, A40p53a, A40p534,
A40p53y, A133p53a, A133p53B3, A133p53y, A160p53a, A160p53B, A160p53y),
which have been reported andlq associated with some carcinogenic processes.
However, so far there is no evidence of the role that these isoforms play on cellular
energy metabolism or if they are expressed in tumor tissues of Mexican individuals.
For this reason, the objective of the present work was to evaluate in vitro the role
that the A40p53a, A133p53a isoforms play on cellular energy metabolism; as well
as a pilot association study of these isoforms and mtDNA content with clinical
features and mitochondrial haplogroups in a Mexican population of women with
breast cancer.

The evaluation of the effect of isoforms on energy metabolism was evaluated by
studying expression of the A40p53a and A133p53a isoforms in the H1299 cell line.
This was done by measuring glucose and lactate levels by colorimetry; protein levels
of GLUT1, GLUT4, MCT1, MCT4, ENO-1A, PDK2, PDH-Ela, and AIF by
immunoblot and mtDNA copy number by gPCR in real time. The results showed that
the A40p53 isoform decreases glucose consumption by decreasing GLUT1
expression, and also reduces MCT1 expression. While the A133p53a isoform had
no effect on the regulation of metabolites, proteins, or mtDNA content. On the other
hand, by immunoblot assays was observed that the expression of A40p53a is lower
in normal adjacent tissue (NAT) compared to breast cancer tissue (BCT). On the
contrary, the expression of A133p53a is higher in BCT compared to NAT, in addition
to being associated with high age and BMI. Furthermore, a decrease in the mtDNA
content in BCT was found compared to NAT in women older than 50 years, with high
BMI and with invasive ductal carcinoma. Finally, through sequencing and mtDNA
guantification, a decrease in mtDNA content was detected in BCT from samples with
haplogroups B2 and C1; and in samples containing variants A249del, A290del,
A291del and C16327T; while an increase was detected in samples with variants
C16111T, G16319A and T16362C.



I. INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas del cancer

Después de la creciente evidencia de que el cancer es una enfermedad compleja 'y
que la tumorigénesis en humanos es un proceso multifactorial, Hanahan y Weinberg
en el ano 2000 publicaron una importante revision titulada “Hallmarks of cancer”, en
la cual se menciona que existen seis alteraciones en la fisiologia celular esenciales
para la generacion de un genotipo y fenotipo canceroso: 1) mantenimiento de la
sefalizacion proliferativa, 2) evasion de los supresores de proliferacion, 3) evasion
de muerte programada de células, 4) inmortalidad replicativa, 5) angiogénesis
sostenida e 6) invasion y metastasis [1]. Subsecuentes avances en la investigacién
de esta enfermedad han servido para clarificar y modificar la propuesta original, y
se han incluido nuevas caracteristicas del cancer: evasion de la destruccién por el
sistema inmune, inestabilidad genomica y mutacion, inflamaciéon promotora de
tumores y reprogramacion del metabolismo energético celular (Figura 1) [2].

Evasion de
apoptosis

eAnesldal
pepijeyowu]

Figura 1. Caracteristicas del cancer. Caracteristicas adquiridas por la mayoria de los tipos
de cancer durante su origen y desarrollo. Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011.



1.2 Reprogramacion metabdlica de células cancerosas

Como se ha mencionado anteriormente, la reprogramacion del metabolismo
energético es una caracteristica distintiva del genotipo y fenotipo tumoral, a la cual
se le ha puesto suma atencién en los recientes afios; sin embargo, esta hipétesis
fue revisada y propuesta por Otto Warburg y colaboradores en la década de 1920.
Ellos identificaron que en células cancerosas se observa un metabolismo de glucosa
aberrante al que ahora se le conoce como efecto Warburg [3,4].

Para entender el efecto Warburg, es importante conocer el metabolismo en las
células normales. Como es bien sabido, la glucosa es la principal fuente de energia
y carbon para las células de mamiferos, que ademas de proveer energia en forma
de ATP proporciona metabolitos para varias vias anabdlicas [5]. En este proceso, la
glucosa es tomada por las células a través de transportadores de glucosa,
posteriormente es metabolizada a piruvato en el citosol a través de un proceso
multipasos conocido como glucdlisis, en el cual se produce una pequefia cantidad
de ATP (2 ATPs). Asimismo, el piruvato derivado de la glucdlisis es
predominantemente importado a la matriz mitocondrial donde es oxidada en acetil
coenzima A (CoA) por el complejo piruvato desidrogenasa (PDH). El acetil CoA
alimenta el ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA) seguido por la fosforilacion oxidativa
(OXPHOS) dando como resultado una eficiente generacion de ATPs ([3].

Por el contrario, en el efecto Warburg o glicélisis aerobia, las células cancerosas
muestran alteraciones en el consumo del metabolismo de glucosa. Comparado con
células normales, se ha reportado que una gran cantidad células cancerosas sufren
una reprogramacion del uso de OXPHOS a glucdlisis. Estas células tipicamente
exhiben un incremento drastico en el consumo de glucosa y tasa glucolitica. El
incremento en el consumo de glucosa genera muchos metabolitos, intermediarios
glucoliticos y una significante actividad de ATP via glucdlisis. Por otra parte,
después de la glucdlisis, la mayor parte del piruvato es convertido en lactato en el
citoplasma por accion de la enzima lactato desidrogenasa (LDH), posteriormente es
secretado fuera de la célula en lugar de ser oxidado en acetil CoA. Este fendmeno
puede ocurrir incluso en presencia de suficiente oxigeno para llevar a cabo la
respiracion mitocondrial [6].

Actualmente se ha sugerido que los mecanismos responsables para el desarrollo
del efecto Warburg son: microambiente tumoral y estabilizacién de HIF, alteraciones
mitocondriales en células cancerosas, mutaciones del DNA nuclear, cambios
epigenéticos, MiRNAS, metabolismo de  glutamina, modificaciones
postraduccionales, activacidon oncogénica y pérdida de genes supresores de
tumores (Figura 2) [7].
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Figura 2. Mecanismos responsables del efecto Warburg. Modificado de Upadhyay,
2013.

1.3 La proteina supresora de tumor p53 y efecto Warburg

La proteina canonica de 53 kD p53 (también conocida como WTp53, p53, FLp53
[full length], p53a o0 TAp53a), es la principal y mas abundante forma codificada por
el gen TP53 que consta de 11 exones, de los cuales el primero no es codificante
(Figura 3A). La proteina p53 esta formada por 393 amino acidos y posee 7 dominios
funcionales. El dominio de transactivacion esta compuesto de dos partes (TAD-1y
TAD-2), que son necesarios para inducir la regulacion de subconjuntos distintos de
genes que son blanco de WTp53. También contiene un dominio rico en prolina
(PXXP) y un dominio de union a DNA (DBD). Finalmente, el dominio C-terminal
abarca un dominio de oligomerizacion (OD) que contiene un dominio de sefal de
localizacion nuclear y un dominio de regulacion negativa (Figura 3B) [8].

La proteina p53 es regulada rapidamente en células normales no estresadas
principalmente por accion de la ligasa tipo 3 MDM2, la cual promueve la poli
ubiquitinacién y degradacion proteosomal de WTp53 [9]. Esta proteina también es
regulada en respuesta a varios tipos de estrés celular a nivel transcripcional y
traduccional por diferentes modificaciones postraduccionales como fosforilaciones,
acetilaciones, nedilaciones, sumoilaciones y metilaciones. Estas modificaciones
definen el futuro de WTp53, asi como su localizacion subcelular, degradacion e
interaccidén con otras proteinas dando como resultado una respuesta después del
estrés celular [10].

En relacién a la funcion de p53, se sabe que esta proteina es una importante
supresora de tumores que se activa en respuesta a alteraciones de la homeostasis



celular normal como la activacion oncogénica, estrés ribosomal, dafio al DNA,
erosion de telémeros, privacion de nutrientes, choque térmico, infeccion viral,
cambios de pH e hipoxia [11]. Después de su activacion, p53 se une a secuencias
de DNA especificas llamadas elementos responsivos a p53 en sus genes blanco
para regular la expresion de los mismos [12]. Finalmente, se desencadena un
namero de respuestas celulares importantes en las que se incluye la apoptosis,
arresto del ciclo celular, supervivencia, reparacion del DNA, mantenimiento de
estabilidad gendmica, senescencia y regulacion metabdlica [11,13].

Recientes estudios han revelado que la regulacién metabdlica es una nueva e
importante funcion de WTp53. Este factor de transcripcion regula diferentes
aspectos del metabolismos celular como glucdlisis, fosforilacion oxidativa
mitocondrial, via de las pentosas fosfato, sintesis de acidos grasos y oxidacion [14].

Se ha observado que la glucdlisis se encuentra aumentada y desacoplada del ciclo
del acido tricarboxilico (TCA) y OXPHOS en tumores solidos y lineas celulares de
cancer [3]; sin embargo, distintas investigaciones han demostrado que la proteina
WTp53 puede reducir y contrarrestar el desacople metabdlico por distintos
mecanismos. Por una parte , se sabe que con la finalidad de disminuir el consumo
de glucosa que es requerido en la glucdlisis, la activacion de WTp53 inhibe
directamente la transcripcion de los genes SLC2A1 (GLUT1) y SLC2A4 (GLUT4) e
indirectamente a SLC2A3 (GLUT3) por la via IKK-NF-kB [15,16].

De forma adicional, WTp53 puede inducir la expresion de TIGAR (regulador de
apoptosis y glucolisis inducido por WTp53) el cual actia como una fructosa-2,6-
bisfosfatasa que reduce la concentraciéon intracelular de fructosa-2,6-bisfosfato,
resultando en una reduccion de la glucdlisis y desvio del catabolismo de glucosa a
la via pentosa fosfato [17]. La proteina WTp53 también tiene la habilidad de inducir
la ubiquitinacién e inactivacion de la enzima glucolitica fosfoglicerato mutasa (PGM,
enzima que cataliza la octava reaccion de la glucdlisis) y asi reprimir la via glucolitica
y promover la respiracion celular [18]. Otra enzima glucolitica clave que es regulada
por WTp53 para la disminucién de la tasa glucolitica es ENO-1A, la cual se encarga
de catalizar la deshidratacion de 2-D-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato, [19].

Otra caracteristica del efecto Warburg es el incremento en el la produccion de
lactato y excrecion del mismo al medio extracelular. Se ha determinado que la
lactato deshidrogenasa A (LDHA), una subunidad de lactato deshidrogenasa (LDH),
juega un papel importante en la regulacién glucolitica al catalizar el piruvato a lactato
en el paso final de la glucdlisis [20]. En distintos tumores sélidos se ha observado
una sobreexpresion de LDHA en varios tipos de cancer asociados con un mal
prondstico [21,22]. Posteriormente, el lactato es excretado al medio extracelular por
una sobreexpresion de transportadores de lactato (monocarboxylate transporters,



MCTs, por sus siglas en inglés) [23], resultando en una acidificacion del
microambiente tumoral, la cual favorece procesos carcinogénicos como metastasis,
angiogénesis e inmunosupresion [24]. Se ha observado que la proteina WTp53 es
capaz de revertir el efecto Warburg al regular la sobreexpresiéon de la enzima LDHA
para disminuir la produccibn de lactato [25], ademas de reprimir
transcripcionalmente al transportador de lactato MCT1 con la finalidad de disminuir
la secrecion de lactato al medio extracelular [26].

También se ha observado que WTp53 contrarresta el metabolismo glucolitico al
promover el metabolismo oxidativo mitocondrial por la disminucion de la expresién
de PDK2 (piruvato desidrogenasa cinasa 2), con lo cual se favorece la conversion
de piruvato en acetil-CoA en lugar de lactato [27]; ademas, p53 induce la expresién
del transportador de cobre SCO2 (Sintesis de citocromo ¢ oxidasa 2), mismo que
es necesario para el ensamble y correcto funcionamiento de citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V) en la cadena de transporte de electrones [28] y se ha observado que
tras alteraciones en el gen SCO2 en células de cancer humano deficientes de
WTp53, se induce un cambio metabdlico de OXPHOS a glucdlisis [28].
Adicionalmente, se sabe que niveles basales de WTp53 son suficientes para la
expresion de AIF (factor inductor de apoptosis), el cual reside en la membrana
mitocondrial ayudando a mantener una funcion respiratoria mitocondrial éptima y
protege a las células de las consecuencias del dafio oxidativo; y por otra parte, bajo
condiciones de estrés excesivo se induce una disfuncién mitocondrial culminando
en apoptosis independiente de caspasas por la translocacion de AIF de la
mitocondria al nucleo, provocando una fragmentacion del DNA a gran escala [29].

Asimismo, se ha observado que después de la activacion de WTp53, este se une al
promotor del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) para inducir un
incremento en el nimero de copias del DNA mitocondrial (mtDNA), de esta forma
se puede favorecer el uso de OXPHOS, mientras que una reducida expresion de
WTp53 provoca una reduccion de TFAM y una disminucion en el nUmero de copias,
resultando en una deficiente OXPHOS [30-32].

Por otra parte, recientemente se han caracterizado nuevas isoformas de p53,
mismas que son expresadas en algunos tipos de tumores. En relacion a éstas,
algunos investigadores han estudiado su posible papel en el desarrollo y progresion
del cancer; sin embargo, a la fecha no se ha descrito su funcién sobre el
metabolismo energético de células cancerosas; por tal motivo, el presente trabajo
busc6é abordar esta tematica. A continuacion se describen las caracteristicas y
funciones que se conocen acerca de las isoformas de la proteina p53.



1.4 Isoformas de p53y sus funciones

En los afos recientes se ha descrito que al menos 12 isoformas son codificadas por
el gen TP53 (p53a 0 WTp53, p53p3, p53y, A40p53a, A40p53[3, A40p53y, A133p53a,
A133p53B, A133p53y, A160p53a, A160p53B, A160p53y). Estas isoformas son
obtenidas a través de inicio de la traduccion alternativo, uso de promotores
alternativos, y procesamiento alternativo (Figura 3) [8].

Se ha identificado que WTp53 contiene un promotor interno (P2) de forma adicional
a su promotor proximal (P1). El promotor proximal controla la expresion de p53 (a,
By v); adicionalmente, la completa exclusion del intrén 9 de WTp53 genera la forma
a que contiene el dominio candnico C-terminal con un OD funcional, mientras que
una parcial retencion del intrén 9, también llamado exén 9b y exdn 9g da lugar a las
formas B y y respectivamente generando 2 diferentes proteinas humanas truncadas
(Figura 3A). EI OD completo es remplazado por 10 y 15 aminoacidos en las
isoformas B y y respectivamente, esto como resultado de la presencia de un codon
de paro en los exones 9b y 9g (Figura 3) [8]. EI dominio OD de WTp53 es muy
importante para la regulacién de la proteina debido a que contiene un sitio de
ubiquitinacién para la mayoria de las ligasas de ubiquitina como MDM2 [33,34].

1.4.1 Isoformas p53B y p53y

En el aspecto funcional, existes estudios que muestran que la isoforma p533 se
puede unir especificamente a promotores responsivos a WTp53 en una manera
dependiente de promotor. Por ejemplo, p53B se une preferencialmente al promotor
Bax (un gen proapoptotico), pero pobremente al promotor Mdm2 (una ligasa de
ubiquitina de la proteina p53), mientras que en WTp53 la afinidad es contraria.
También se ha mostrado que esta isoforma induce senescencia celular replicativa
cuando es coexpresada con WTp53 en fibroblastos humanos normales [35,36]. En
células de carcinoma renal, el RNA mensajero (mMRNA) de la isoforma p53f3 se
encuentra significativamente sobreexpresado y asociado con un estadio tumoral
avanzado [37].

La isoforma p53y se expresa en tejidos normales humanos tanto en el nucleo como
en citoplasma, se sabe que esta isoforma regula la expresion de genes
independientes de WTp53 asi como sensibilizar células nulas de WTp53 a
guimioterapia [38,39]. En carcinoma seroso uterino, p53y se ha asociado con una
reducida supervivencia sin progresion [40].

1.4.2 Isoformas A40p53a, By y

La isoforma A40p53a (también conocida como p47 o ANp53) es generada por
procesamiento alternativo del intron 2 y/o un inicio de la traduccioén alternativo. Se
sabe que la retencién de una parte del intrén 2 (i2) da origen a un codon de paro
entre el exdn 2 y 3 en la posicién p53i2 del mMRNA originando un inicio de la



traduccion en AUG40. Por otra parte, se han identificado dos sitios de entrada de
ribosoma interno (IRES) en el mRNA de p53, los cuales permiten su traduccién en
una forma independiente de cap bajo condiciones de estrés citotoxico y estrés del
reticulo endopldsmico. Como resultado, esas secuencias IRES contribuyen al inicio
de la traduccién alternativa en el codén AUG40 en lugar de AUG1 conduciendo a la
expresion de A40p53 [36]. La isoforma A40p53 carece de los primeros 39 amino
acidos y por lo tanto del principal dominio de transactivacion de p53 (TAD1); sin
embargo, conserva el segundo dominio de transactivacion (TAD2) (Figura 3B) [8].

Se ha observado que al cotransfectar A40p53a y WTp53 se induce una reduccién
en la poliubiquitinacion y degradacion de p53 mediada por Mdm2, y este efecto se
asocio también con un incremento en monoubiquitinacion y exporte de WTp53 al
ndcleo [41]. Estudios en modelos animales indican que ratones heterocigotos
(p53/A40p53) son menos propensos a desarrollar cancer en comparaciéon con
heterocigotos p53*- [42]. En carcinoma seroso de ovario y carcinoma mucinoso de
ovario, el incremento en la expresion del mMRNA de A40p53a se asocia con un menor
grado tumoral y mejor supervivencia libre de recaida [43,44]. En células de
melanoma, se ha observado que después de la transfeccién de A40p53a se induce
apoptosis para la supresion del crecimiento celular e inducir senescencia [45] y
arresto en G1 en células de carcinoma hepatocelular [46].

En cuanto al efecto metabdlico, un estudio realizado en ratones transgénicos
A40p53 (p44tg) mostré desarrollo de hipoinsulinemia e intolerancia a la glucosa a
los 3 meses de edad, efecto que empeora en ratones mayores. Adicionalmente se
observa una baja expresion de ciclina D2 y Pdx1 (dos reguladores clave de la
proliferacion), mientras que se da un incremento del inhibidor del ciclo celular
p21[47].

Por otra parte, a pesar de que se han detectado las isoformas endégenas A40p53f3
y A40p53y en lineas celulares, sus funciones biolégicas aun no han sido
investigadas [36].

1.4.3 Isoformas A133p53a, By y

Se ha demostrado que el promotor interno P2 de WTp53 humano (intron 4) es
transactivado directamente por WTp53 en respuesta a estrés genotoxico,
conduciendo a la induccién de la isoforma A133p53. Esta isoforma inicia su
traduccion en el codon 133 perdiendo los dos dominios de transactivacion (TAD1y
TAD2); asi como el dominio PXXP como se muestra en la figura 3B [8].

La expresion de A133p53a regula la expresion de genes en manera dependiente e
independiente de WTp53; por ejemplo, A133p53a causa una inhibicién de la
apoptosis dependiente de WTp53 y arresto en G1 sin inhibir el arresto de G2



dependiente de WTp53 en células humanas U20S y H1299 [38,48]. Por otra parte,
la expresion de A133pS53a inhibe la senescencia replicativa y promueve la
proliferacion celular de fibroblastos humanos normales por medio de la inhibicion de
la expresion de p21. De forma adicional, A133p53a reprime la expresion de miR-
34a para regular la senescencia mediada por WTp53 [35]. Experimentos in vitro e
in vivo han demostrado que esta isoforma también promueve la migracién de células
endoteliales, angiogénesis, y metastasis al regular la expresion de genes
angiogénicos independientemente de WTp53 [49]. Asimismo, recientemente se ha
reportado que la expresion de A133p53 es inducida por irradiacion gamma y
promueve vias de reparacion de rompimiento de DNA de doble cadena, por lo que
se sugiere que la expresién de esta isoforma confiere a las células tumorales
tolerancia a tratamiento por radioterapia en pacientes con cancer [50]. También se
ha mostrado que la interaccién de la bacteria Helicobacter pylori con células
epiteliales gastricas induce la expresion de A133p53a en células humanas, una vez
expresada esta isoforma, inhibe las actividades de p53 y p73 e induce a NF-kB con
lo cual se incrementa la supervivencia de las células infectadas [51].

En estudios clinicos, se ha encontrado que la isoforma A133p53a es expresada en
pacientes con cancer de ovario avanzado y p53 mutado [44] y también se ha
asociado con baja supervivencia de individuos con colangiocarcinoma [52].
Ademas, en un modelo de ratén transgénico A133p53, se observd un decremento
en la supervivencia con un fenotipo de tumoral mas agresivo comparado con
ratones nulos de WTp53, ademas del desarrollo de tumores, estos ratones
mostraron un fenotipo proinflamatorio con un incremento en las concentraciones de
interleucina 6 en suero y agregacion de linfocitos en pulmén e higado [53]. Con
relacion a las isoformas A7133p53B y A133p53y, se ha determinado que la
coexpresion de A7133p538 o0 A133pb53y con WTp53 no altera la actividad
transcripcional de WTp53 sobre los promotores p21, Bax ni en la apoptosis mediada
por WTp53. También se ha observado que A133p538 0 A133p53y son expresadas
en tejidos humanos normales, mientras que estudios clinicos indican una
sobreexpresion de las mismas en carcinoma renal y de mama invasivo [38,54].

10



1.4.5 Isoformas A160p53a, By y

Recientemente se han caracterizado las isoformas A760p53a, A160p53B vy
A160p53y, las cuales carecen de los primeros 159 aminoacidos de WTp53. También
se sabe que estas isoformas son codificadas por los mMRNAs A160p53a, A160p533
y A160p53y respectivamente a través de un inicio de la traduccion alternativo en
ATG 160. Estudios de estas isoformas reportan una baja expresion de A160p538 y
una expresion estable de A160p53a durante la diferenciacion eritride de células
K562 [55].

A
B
ATGq TAD1 TAD2 PXXP DED NLS oD Neg MW
p53a (p53) | | [ ] 53 kD
ATG40

A40p53c | | [ ] 47 kD
A133p53a ATG133 | | | | 35 kD
A160p53a ATE180) [ [] 31w
p53p [ 1 . | | DQTSFQKENC 47 kD
A40p53B | | | paTsFakeNc 42 kD
A133p53p | | | DQTSFQKENC 29 kD
A160p53B | | | bQTsFQKENC 26 kD
p53y [T [ | MLLDLRWCYFLINSS 48 kD
A40p53y [ I [ | MLLDLRWCYFLINSS 42 kD
A133p53y | | | MLLDLRWCYFLINSS 29 kD
A160p53y | | | MLLDLRWCYFLINSS 26 kD

Figura 3. Representacion esquematica de las isoformas codificadas por el gen TP53.
(A) Estructura del gen WTp53. El gen WTp53 comprende 11 exones y codifica distintas
isoformas de p53 usando promotores alternativos ( >), sitios de procesamiento alternativo
(n), sitios de inicio de la traduccion alternativos (1). (B) Isoformas de p53 humanas. La
proteina WTp53 canonica (p53a) tiene dos dominios de transactivacion (TAD1,
aminodcidos del 1-42 y TAD2, aminoacidos del 43-63), un dominio rico en prolina (PXXP,
aminoacidos del 64-92), un dominio de unién a DNA (DBD, aminoacidos del 102-306), un
dominio de localizacion nuclear (NLS, aminoacidos del 316-325), un dominio de
oligomerizacion (OD, aminoacidos del 307-355), y un dominio de regulacién negativa (Neg,
aminodcidos del 364-393). MW, peso molecular; kD, kilo Dalton. Surget et al., 2013.
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1.5 Efecto del numero de copias del mtDNA con el desarrollo de cancer

De manera adicional a las alteraciones en el genoma nuclear, desde la década de
1920, Otto Warburg observé que en células de cancer existia una fermentacion de
glucosa en presencia de oxigeno, lo que sugeria que defectos en la respiracion
mitocondrial pueden ser una causa del desarrollo y progresién del cancer [56].

El genoma mitocondrial consta de multiples copias de moléculas de DNA circular de
doble cadena (16.6 kb en humanos), el cual codifica para 13 polipéptidos esenciales
del sistema de OXPHOS, y la maquinaria de RNA necesaria para la traduccion (2
rRNAs y 22 tRNAs) como se muestra en la figura 4 [57].

La mitocondria puede contribuir a transformacion maligna por distintas alteraciones
genéticas. Estos mecanismos incluyen mutaciones del mtDNA, eliminaciones,
alteraciones en el numero de copias, asi como polimorfismos determinantes de
haplogrupos [58—-61]. Aunque todo el genoma mitocondrial puede estar sujeto a
mutaciones somaticas, la region D-loop es conocida como un hot spot mutacional
en cancer humano. Estas mutaciones en la region D-loop pueden influir
significativamente en el numero de copias del mtDNA [58]. Se ha observado que en
estadios avanzados de carcinoma hepatocelular, gastrico y colorectal existe una
asociacion entre mutaciones en la region D-loop y una disminucion significativa en
el nimero de copias del mtDNA [62]. Por otra parte, en distintos tipos de cancer se
ha reportado una disminucion significativa en el nUmero de copias en tejidos
tumorales comparado con sus pareados tejidos normales adyacentes [60].

Se sabe también que la proteina WTp53 regula la transcripcion del factor TFAM al
unirse a su promotor y que la expresion de TFAM puede incrementar el nimero de
copias del mtDNA, mientras que la baja expresion de WTp53 y TFAM reducen el
namero de copias del mtDNA al menos in vitro [30]. Se ha demostrado que la
disminucién en el nimero de copias afecta directamente la expresion de genes y la
sintesis de proteinas dando como resultado una alteracion de OXPHOS en células
cancerosas [63]. Reportes indican que la pérdida de funcionalidad de OXPHOS se
encuentra asociada con un efecto antiapoptético en una linea celular derivada de
osteosarcoma humano, mientras que una eficiente actividad de OXPHOS induce la
activacion de las proteinas Bax y Bak provocando muerte celular en las lineas
celulares MCF-7 y HepG2 [64,65].
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Figura 4. Genoma mitocondrial y mutaciones asociadas con DMT2. El genoma
mitocondrial codifica 37 genes: 13 polipéptidos, 22 tRNAs, 2 rRNAs. Los polipéptidos son
constituyentes de los complejos de la cadena respiratoria: 7 subunidades del complejo |
(NADH desidrogenasa), una subunidad del complejo Ill, (Ubiquinol: Citocromo c
oxidorreductasa), 3 subunidades del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) y, 2 subunidades
del complejo V (ATP sintasa). Los genes para los tRNAs son representados como simbolo
de letras correspondientes al aminoacido que transporta durante la traduccion. Las
mutaciones asociadas a la DMT2 son representadas en los cuadros blancos. Tomada de
Maechler and Wollheim, (2001).

1.6 Efecto de haplogrupos mitocondriales con el desarrollo de cancer

El andlisis del mtDNA ha sido una potente herramienta para el entendimiento de la
evolucion humana, debido a sus caracteristicas como el nimero de copias, aparente
nula recombinacion, alta tasa de mutacién (~ 0. 017 x 10°° sustituciones/sitio/afio) y
modelo maternal de herencia. La mayoria de los estudios de evoluciéon humana se
basan en el andlisis de la secuencia de la region D-loop del mtDNA, la cual
constituye menos del 7 % del genoma mitocondrial (~1100 pb), y posee dos
regiones hipervariables (RHV) (=~ 0.075 — 0.165 x 10 sustituciones/sitio/afio), las
cuales son RHVI que abarca de la region 16024 a 16365 y RHVII que abarca de la
region 073 a 340 [66,67].
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Por las caracteristicas antes mencionadas, se sabe que desde que las mujeres
migraron fuera de Africa hacia los diferentes continentes hace 130,000 — 200,000
afos atras, acumularon mutaciones en el mtDNA que hoy en dia se consideran de
alta frecuencia y son polimorfismos especificos de continentes o de etnias. Esos
polimorfismos son asociados a haplotipos (conjunto de variaciones en el DNA que
se heredan como un bloque) y haplogrupos (grupo de haplotipos similares que
comparten un ancestro en comun y tiene los mismos SNPs en todos los haplotipos)
del mtDNA [68]. De esta forma se conoce la distribucion y migracion de los
principales haplogrupos alrededor el mundo.

De acuerdo con diversos estudios, se ha reportado que el haplogrupo mitocondrial
D4a se encuentra asociado con un incremento en el riesgo de desarrollar cancer de
tiroides en una poblacion China; mientras que los haplogrupos K, My D5 son factor
de riesgo al desarrollo de cancer de mama en pacientes asiaticos y europeos-
americanos [69—71]. Los mecanismos por los cuales los haplogrupos mitocondriales
se asocian con el riesgo a desarrollar cancer aun no han sido descritos
completamente. En un estudio se demostro que el haplogrupo D5 puede promover
tumorigénesis a través de la sobreactivacion de AKT mediada por el incremento de
ROS, asi como una reducida funcién de OXPHOS debido a una baja actividad de
los complejos 1y Il [70].
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Il. JUSTIFICACION

Debido a que en lineas celulares cancerosas y tumores soélidos se ha encontrado el
metabolismo glucolitico y mitocondrial alterado, y dado que existe un escaso
conocimiento acerca de las funciones metabdlicas de las isoformas de la proteina
p53y el contenido del mtDNA en el desarrollo y progresion del cancer, es necesario
investigar como estas regulan el metabolismo glucolitico y mitocondrial de lineas
celulares cancerosas y como se asocian con tumores sélidos.

1. HIPOTESIS

Si se ha reportado que isoformas de p53 y el contenido del mtDNA se encuentra
asociado en procesos carcinogénicos; entonces, se encontrard un desbalance
energético celular provocado por la presencia de isoformas de p53 y el contenido
en el numero de copias del mtDNA en la linea celular H1299 y tumores solidos de
cancer de mama.
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IV. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto de las isoformas A40p53a, A133p53a y el contenido del mtDNA
sobre el metabolismo energético de células H1299 y su asociacion con tumores
sélidos de cancer de mama.

4.2 Particulares
e Determinar si las isoformas A40p53a y A133p53a regulan el consumo de
glucosa y secrecion de lactato en la linea celular H1299.

e Estudiar si las isoformas A40p53a y A133p53a regulan cambios en la
expresion de proteinas del metabolismo glucolitico (GLUT1, GLUT4, MCT1,
MCT4, ENO-1A) y mitocondrial (PDK2, PDH-E1a y AIF) en la linea celular
H1299.

e Evaluar el efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre el cambio en
el namero de copias del mtDNA en la linea celular H1299.

e |dentificar las isoformas A40p53a, A133p53a, p53B/y en tejido de cancer de
mama y su correspondiente tejido normal adyacente.

e Cuantificar el nUmero de copias del mtDNA en tejido de cancer de mamay
su correspondiente tejido normal adyacente.

e Determinar el haplogrupo mitocondrial de las pacientes en estudio.

e Determinar la asociacion de las variables en estudio provenientes de
pacientes mexicanas con cancer de mama.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo celular

Se utilizo la linea celular humanas H1299, la cual es derivada de cancer de pulmén
con una delecion parcial homocigota del gen p53 que ocasiona una pérdida de la
expresion de la proteina p53. Esta linea celular se mantuvo en medio RPMI 1640
(RPMI/Gibco) suplementada con suero bovino fetal al 10% (FBS) (Gibco/Lifes
Technologies), 100 unidades/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina. En
todos los experimentos las células se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2, y la
atmésfera del aire al 95% dentro de placas tipo Petri.

También se trabajaron las lineas celulares de cancer de mama MCF7 y T-47D.
MCF7 fue mantenida en medio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM, Gibco),
suplementado con suero bovino fetal al 10% (FBS) (Gibco/Lifes Technologies), 100
unidades/mL de penicilina y 100 pug/mL de estreptomicina. La linea celular T-47D
fue mantenida en medio RPMI-1640 (RPMI/Gibco) suplementado con suero bovino
fetal al 10% (FBS) (Gibco/Lifes Technologies), 100 unidades/mL de penicilinay 100
pHg/mL de estreptomicina y adicionalmente con 0.2 unidades/ml de insulina bovina.
Ambas lineas se mantuvieron a 37°C, 5% de CO2, y la atmodsfera del aire al 95%
dentro de placas tipo Petri.

Dentro de una campana de flujo laminar, a las células en crecimiento en placas de
cultivo se les retir6 el medio de cultivo y se lavé dos veces con 2.5 mL de tampon
fosfato salino (PBS 1X, por sus siglas en inglés) y retirando el tampon en cada
lavada; posteriormente se adicionaron 500 L de tripsina (cuidando no dejar actuar
por mas de 10 min.), después de que se desprendieron las células, la tripsina se
inactivo adicionando 500 pL de medio con suero y la solucidén se pasé a un micro
tubo de 1.5 mL y se centrifug6 a 3000 rpm por 2 minutos y medio, después se retird
el sobrenadante cuidadosamente y se resuspendio la pastilla celular en 1 mL de
medio con suero. Posteriormente, se tomaron y mezclaron 20 pL de la suspension
celular con 20 pL de solucion de azul de tripano, subsecuentemente se tomaron 10
UL de esta solucion y se cargaron en una camara neubauer para contar la densidad
celular. Finalmente se realizé un calculo para conocer la cantidad necesaria para
sembrar una densidad celular de 400,000 células en placas P60 para los posteriores
experimentos.

6.2 Muestras de tejido de pacientes con cancer de mama

Se colectaron 92 muestras de tejido de cancer de mama (TCM) y su
correspondiente tejido normal adyacente (TNA) en la Unidad Médica de Alta
Especialidad, Hospital de Ginecobstetricia niumero 3, Centro Médico Nacional La
Raza del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), registrados en los proyectos
con numero 2015-785-016 y 2017-785-071. Las muestras fueron clasificadas de
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acuerdo a edad, indice de masa corporal (IMC), subtipo histolégico, estatus de
receptores, estatus de menopausia, consumo del alcohol y consumo de cigarro.
Ninguno de los pacientes a los que pertenecen las muestras recibié tratamiento
previo antes de la extraccion de los tejidos. Este estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Comision Nacional de Etica del IMSS. El estudio se realizo siguiendo
las normas establecidas en el acuerdo de Helsinki. Todos la

s pacientes fueron debidamente informados y dieron su consentimiento para que
los tejidos e informacion clinica fueran usados en el presente estudio.

6.3 Caracteristicas clinicas de las pacientes con cadncer de mama

Las pacientes incluidas en este estudio fueron mujeres con un promedio de edad
de 56.5 (x10.64) afios, y un promedio de IMC de 29.47 (£4.82). Los subtipos
histologicos que se registraron fueron carcinoma ductal invasivo | (CDI-1) en un 54
%, carcinoma ductal invasivo Il (CDI-Il) en un 10 %, carcinoma ductal invasivo grado
[1l (CDI-1l) en un 17 % y carcinoma lobular invasivo (CLI-I) en un 17 %. En relacion
a los receptores hormonales, 84 %, 78 %y 5 % fueron positivos para el receptor de
estrogeno (RE), receptor de progesterona (RP), receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano 2 (HER2 por sus siglas en inglés), respectivamente; mientras
que las pacientes clasificadas como cancer de mama triple negativo (CMTN)
corresponden al 16 %. En el estatus de menopausia, 18 % fueron clasificadas en
premenopausia y 82 % en posmenopausia. Finalmente también se reporté que el
12 % de las pacientes eran fumadoras, mientras que el 6 % consumian alcohol.

6.4 Transfeccion

Para la expresion de las proteinas WTp53, A40p53a y A133p53a se utilizaron los
plasmidos cmvp530k, svp53Imm y cmvd133, respectivamente (Figura 6). Se utilizo
un vector vacio (cmvp53_v) como control negativo, mientras que el vector cmvp53ok
funcioné como nuestro vector positivo de expresion de la forma silvestre WTp53,
esto debido a que ya se ha demostrado el efecto de WTp53 en la regulacion de
proteinas y metabolitos involucrados en el metabolismo energético celular. Los
vectores svp53lmm y cmvdl33 expresan nuestras isoformas problema en el
presente trabajo (A40p53a y A133p53a, respectivamente). Los plasmidos fueron
donados por el Dr. Jean-Christophe Bourdon del departamento de medicina celular
de la escuela de medicina de la Universidad de Dundee, Escocia.

Las transfecciones con los diferentes plasmidos se realizaron a una confluencia del
80 %. En primer lugar se prepar6 la solucion A (Tabla 1) e incub6 15 minutos a
temperatura ambiente, después de 12 minutos se prepard la soluciéon B (Tabla 1) y
se mezclaron ambas soluciones dejandolas incubar 15 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se retird el medio de cultivo de las placas y se lavo dos
veces con PBS 1X, subsecuentemente se adicionaron 5 mL (placas P100) 0 2.5 mL
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(placas P60) de medio sin SFB. Enseguida se adiciond la mezcla A-B e incub6 por
4 horas a 37°C y 5% de CO2. Pasadas las 4 horas se realizé la recuperacion
agregando 7 mL (placas p100) o 3 mL de medio (placas P60) con 10% de SFB +
antibiodtico. Los cultivos se dejaron incubar por 24 h para evaluar los efectos de

interés.
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Figura 6. Plasmidos de expresion de las isoformas de la proteina p53. A) cmbp53ok
expresa la proteina p53WT bajo el control del promotor temprano del citomegalovirus. B)
svp53Imm expresa la proteina A40p53a bajo el promotor del virus del simio 40. C) cmvd133
a expresa la proteina A133p53a bajo el promotor temprano del citomegalovirus.

Tabla 1. Preparacion de las soluciones Ay B para transfeccion.

Solucién A
Reactivo Placa P100 Placa P60 Placa P35
Medio sin SFB y 750 pL 450 pL 262.5 L
sin antibidtico
Reactivo Plus 10 pL 6 uL 3.5 uL
GIBCO
Plasmido 4 ug 2 ug 1 g
Solucién B
Medio sin suero y 750 pL 450 pL 262.5 L
sin antibidtico
Lipofectamina LTX 12 pL 7.5 uL 4.2 uL
GIBCO
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6.5 Extraccion de proteinas e inmunoblot

Después de las transfecciones, las células se lavaron dos veces con PBS 1X y
posteriormente se le adicionaron 500 pL (placas P100) o 250 uL (placas P60) de
buffer de lisis RIPA (0.1% SDS, 1% NP-40, 0.5% DCA, 1 mM EDTA, 0.2 mg/mL
RNasa, 0.2 mg/mL DNasa, 1mg/mL de inhibidor de proteasas) dejandolas incubar
por 10 minutos en hielo. Después las células se recuperaron raspando las placas
con un scraper y se recuperaron en un tubo de 1.5 mL. Finalmente, se centrifug6 a
10,000 rpm a 4°C, el sobrenadante se recuperé en tubos de 1.5 mL para ser usado
inmediatamente o almacenados a -80°C.

Las proteinas totales de los tejidos fueron extraidos a partir de 100 mg de tejido
tumoral o normal adyacente con el Kit Sample Grinding de acuerdo a las
instrucciones de manufactura (GE 80-6483-37, GE Healthcare Life Science, New
Jersey, USA) en un buffer que contiene 7M de Urea, 2M de tiourea, 4% de CHAPS
(p/v), 30 mM de tris-HCL pH 8.5y 50 mM de DTT. El buffer fue complementado con
el coctel de inhibidores de proteasas Complete™ 1X (Roche, Mannheim, Germany).
El lisado fue incubado en agitacion a temperatura ambiente por 1 hora y
centrifugado a 13,000 rpm. La concentracion de proteinas se determino usando el
kit 2-D Quant de acuerdo a las instrucciones de manufactura (GE 80-648356, GE
Healthcare Life Science, New Jersey, USA). Las muestras fueron alicuotadas y
almacenadas a -80°C.

Una vez cuantificadas las proteinas, se tomaron 50 pg de cada una y se mezclaron
con buffer de carga. Posteriormente se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida. Las proteinas separadas se transfirieron en membranas de
nitrocelulosa. Después se realizo el bloqueo con leche 0% grasa con agitacion
suave. Subsecuentemente, se incubd con los respectivos anticuerpos primarios de
interés: anti-p53 (HR231 y DO-1), anti-Glutl (A-4), anti-Glut4 (IF8), anti-MCT1 (H-
1), anti-MCT4 (D-1), enti-ENO-1A, anti-PDH-E1a (D-6) anti-PDK2 (3F2D7), anti-AlF
(B-9) y anti-a-actina (1A4) como control interno de carga: Las incubaciones se
hicieron a 4°C por toda la noche. Transcurrido el tiempo, se realizaron 3 lavados de
10 minutos con TBS 1X-T20, enseguida se incub6é con anticuerpos secundarios
conjugados con peroxidasa de rdbano por 1 h a temperatura ambiente,
posteriormente se lavo 2 veces con TBS 1X-T20y 1 lavado con TBS 1X. Finalmente
las bandas se visualizaron con sustrato luminol.

6.6 Ensayo de consumo de glucosa

La cuantificacion del consumo de glucosa se realizé con ensayos colorimétricos con
ayuda de un kit comercial (Abcam, ab65333) después de la transfeccion de los
plasmidos en los cultivos celulares. En este ensayo se utilizO una mezcla de
enzimas de glucosa, las cuales oxidan la glucosa para generar un producto para
generar un color (A =570 nm), donde el color generado es proporcional a la cantidad
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de glucosa presente en la muestra. Los ensayos se realizaron de acuerdo a las
instrucciones de manufactura.

6.7 Ensayo de secrecion de lactato

Con ayuda de un kit comercial (Abcam, ab65331), se realizaron ensayos
colorimétricos para determinar los niveles de lactato en los cultivos celulares
después de ser transfectados. En este ensayo, el lactato es oxidado
enzimaticamente y el producto generado reacciona con una sonda lactato y emite
fluorescencia a EX'Em]= 535/587. Las células fueron incubadas por 48 h, después
se colectaron 500 pL del medio y se determiné el nUmero de células. Las muestras
de medio fueron procesadas de acuerdo a las instrucciones de manufactura y la
fluorescencia se midi6 usando un lector de microplacas. Finalmente la
concentracion de lactato se normaliz6 por el nimero de células.

6.8 Extraccién de DNA

El DNA gendmico se obtuvo a partir de 40 mg de TCM o TNA. Cada tejido fue
colocado en un microtubo de 1.5 mL con 15 pg de buffer de lisis del kit Puregene
Blood Core C y 15 ul de proteinasa K a 56°C incubando toda la noche, y
posteriormente se continué el protocolo de acuerdo a las instrucciones de
manufactura.

6.9 Amplificacion de laregién D-loop por PCR y secuenciacion

La region D-loop del mtDNA fue amplificada usando el par de iniciadores: sentido
L15996 (5°-CTCCACCATTAGCACCCAAAGC-3") y antisentido H408 (5'-
CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3’) descritos previamente [72]. La amplificacion
por PCR se realiz6 de acuerdo al protocolo de High Fidelity Polymerase (PCR-204L,
Jena Bioscience GmbH, Jena, Germany) con las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 3 min, seguido por 35 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 50 s, alineamiento a 59 °C por 50 s, elongacion de
cadena a 68 °C por 1 min y extension final a 68 °C por 3 min. Todos los productos
de amplificado fueron purificados con SAP-Exo (PP-218L, Jena Bioscience GmbH,
Jena, Germany) y posteriormente secuenciados con los iniciadores sentido y
antisentido en reacciones separadas usando el kit de secuenciacion BigDye
Terminator v3.1 Cycle (cat. no. 4337456, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) en
el equipo ABI PRISM® 3130xI Genetic Analyzer (PE Applied Biosystem, Foster City,
CA. USA).

6.10 Determinacién de haplogrupos mitocondriales

Las secuencias fueron comparadas con la secuencia de referencia de Cambridge
(rCRS) [73]. Los haplogrupos mitocondriales fueron clasificados de acuerdo a la
nomenclatura reportada previamente [74-77] y comparadas con la herramienta
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bioinforméatica en linea Mitomaster
(https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/WebHome).

6.11 Cuantificacion del numero de copias del mtDNA

Se determind la relacion del mtDNA con respecto al DNA nuclear para representar
el numero de copias relativo de mtDNA. Los ensayos se realizaron por PCR en
tiempo real en un sistema de PCR en tiempo real StepOne (Thermo Fisher
Scientific) utilizando SYBR® Green qPCR Mastermix (cat. No. 4309155, Applied
Biosystems, Warrington, Reino Unido). Las reacciones de PCR en tiempo real se
realizaron por triplicado con cada iniciador mitocondrial y nuclear: mtADN humano
(tRNA humano leucina 1 + terminador de transcripcién + secuencia similar a 5S) y
ADN nuclear humano (ADN ribosémico de 18 segundos) como se ha descrito
anteriormente [70]. Las condiciones de la reaccion fueron: paso de activacion de
Hot Start por 5 min a 94 °C seguido por 40 ciclos de 30 sa 94 °C,30sa 60 °C,y
30 s a 72 °C. Los valores promedio de los ciclos threshold (Ct) de mtDNA y nDNA
se obtuvieron para cada caso. El contenido fue calculado usando el delta Ct (ACt)
del promedio Ct de mtDNA y nDNA (ACt = Ct nDNA — Ct mtDNA) en el mismo pozo
como un exponente de 2 (2 2¢) como se ha reportado previamente [78]. La eficiencia
de los iniciadores fue cuantitativamente determinada y estuvo entre 95 %y 110 %.

6.12 Anélisis estadistico

Con la finalidad de determinar las diferencias estadisticamente significativas, los
datos provenientes de los resultados postransfeccion de los plasmidos cmvp530k,
svp53Imm y cmvd133 en la linea celular H1299 (niveles de expresion de proteinas,
niveles de consumo de glucosa, niveles de secrecion de lactato y cambio en el
numero de copias del mtDNA) fueron analizados por comparacion de medias por
medio de una ANOVA de una sola via.

Los datos provenientes de los resultados obtenidos del andlisis de las muestras de
tejidos tumorales y normales adyacentes fueron analizados en primer lugar por la
prueba Kolmogorov-Smirnov para determinar su distribucion. Como el resultado
distribucion indicé que los datos no siguen una distribucién normal, las variables
fueron analizadas mediante pruebas no paramétricas. Las diferencias entre las
medias fueron comparadas usando la prueba de Mann-Whitney U para comparar
dos grupos, y con la prueba de Kruskal-Wallis para comparar tres o0 mas grupos.
Cuando se determinaron diferencias entre los grupos, se realizaron pruebas pos
hoc para determinar las diferencias especificas. La correlacion entre las variables
se realizé mediante la prueba de correlacion de Sperman. Todas las pruebas fueron
de dos colas considerando un valor de p significativo < 0.05. Los analisis se
realizaron con los programas GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA)
e IBM SPSS Statistics 23 (IBM Corp. Released 2015. IBM SPSS Statistics for
Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
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VII. RESULTADOS

7.1 Transfeccion y expresion de las isoformas WTp53, A40p53a y A133p53a
en células H1299

Con la finalidad de determinar si los plasmidos cmvp53_v, cmvp530k, svp53Imm y
cmvdl33a (descritos en materiales y métodos) expresaban las respectivas
isoformas, se procedio a realizar transfecciones en la linea celular H1299 seguido
de ensayos de inmunoblot. Se utilizé la linea celular H1299 como modelo de estudio
de las isoformas de la proteina p53, debido a que esta linea celular tiene una
delecion parcial homocigota del gen WTp53 y como resultado no expresa la proteina
p53. Esta caracteristica convierte a la linea celular H1299 en un modelo ideal para
el estudio de variantes de la proteina p53.

Las transfecciones se realizaron con 1 ug de plasmido y 24 h postransfeccion se
extrajo la proteina para realizar los ensayos de inmunoblot de acuerdo a lo reportado
por Marcel et al., 2013 [79]. Se utilizo el anticuerpo primario monoclonal p53 HR231
gue reconoce el epitopo 371-380. Como se esperaba, en la figura 7 se observa que
el vector vacio (cmvp53_v) no expresa ninguna proteina, mientras que los
plasmidos cmvp530k, svp53Imm y cmvd133a expresan las isoformas WTp53 (53
kDa), A40p53a (47 kDa) y A133p53a (35 kDa), respectivamente.
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Figura 7. Detecciéon de isoformas de la proteina p53 por inmunoblot. Células H1299
fueron transfectadas con vectores que expresan las isoformas WTp53, A40p53a y
A133p53a. Las proteinas se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12 %, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se revelaron con el anticuerpo HR231 24 h postransfeccion.
La banda correspondiente a la isoforma WTp53 se localiza cerca de los 53 kDa, la isoforma
A40p53a se localiza cerca de los 47 kDa vy la isoforma A133p53a se localiza cerca de los
35 kDa. cmvp53_v: vector vacio; cmvp530k: vector que expresa la isoforma p53 silvestre;
svp53Imm: vector que expresa la isoforma A40p53a y cmvd133a: vector que expresa la
isoforma A133p53a; kDa: kilodalton.
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7.2 Evaluacién del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre el
consumo de glucosa en células H1299

Debido a que un elevado consumo de glucosa es una caracteristica del efecto
Warburg, se procedi6 a evaluar silas isoformas A40p53a y A133p53a ejercen algun
efecto en la regulacion de este metabolito en la linea celular H1299. Los niveles de
consumo de glucosa se evaluaron 24 h postransfeccién. En la figura 8 se observa
que en promedio, los niveles de glucosa fueron de 11.75 nmol x 2e° células después
de ser transfectadas con el vector vacio. Por otra parte, como se esperaba por
antecedentes previos, mediante la expresion postransfeccién de la proteina WTp53
se observé una disminucion significativa en los niveles de glucosa (7.28 nmol x 2e®
células) con respecto a las células transfectadas con el vector vacio. Cuando se
transfectd y expreso la isoforma A40p53a también se detectd un decremento
significativo en los niveles de glucosa (8.48 7.28 nmol x 2e® células) en comparacion
a las células con el vector vacio y niveles similares a los obtenidos con el control
WTp53. Finalmente, tras la expresiéon de A133p53a, se determind que esta isoforma
no es capaz de disminuir los niveles de glucosa en las células como lo hicieron las
isoformas WTp53 y A40p53a, y mostrd valores similares (10.64 nmol x 2e® células)
a los obtenidos tras la transfeccion del vector vacio.

-
t
|
}*

-
?

Glucosa (nmol x 26¢ células)

=]

240p530-
M33p53a

Figura 8. Evaluacién del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre el
consumo de glucosaen células H1299. Células H1299 fueron transfectadas con vectores
gue expresan las isoformas WTp53, A40p53a y A133p53a. Los niveles de glucosa fueron
evaluados 24 h postransfeccién mediante un ensayo colorimétrico. Los niveles de glucosa
son expresados en nmol x 2e® células. Los datos son mostrados como medias +SD de tres
experimentos independientes. *: indica la comparacién significativa del ANOVA con una p
< 0.05.



Una vez que se determind que la isoforma A40p53a disminuye significativamente el
consumo de glucosa, mientras que con la isoforma A133p53a se mantienen los
mismos niveles en comparacion con las células con el vector vacio, se decidid
investigar si esta regulacion se debe a cambios en los transportadores de glucosa
(GLUT1y GLUTA4).

Para esto, se realizaron ensayos de inmunoblot con la finalidad de determinar
cambios en la expresion de dichas proteinas transportadoras a 24 h postransfeccion
de los vectores de expresion de las isoformas de p53. Se observé que la expresion
de la proteina GLUT1 disminuy6 significativamente cuando la proteina WTp53 fue
transfectada; de la misma forma, los niveles de GLUT1 disminuyeron de forma
significativa con la expresion de la isoforma A40p53a, mientras que después de la
expresion de las isoforma A133p53a los niveles se mantuvieron similares a los
detectados en las células transfectadas con el vector vacio (Figura 9 Ay B). Estos
resultados se correlacionan con los niveles de glucosa que se mostraron en el
ensayo colorimétrico anterior.
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Figura 9. Evaluacion del efecto de las isoformas A4:(L)p53a y A133p53a sob:e los

niveles de expresiéon de los transportadores GLUT1 y GLUT4 en células H1299.
Células H1299 fueron transfectadas con vectores que expresan las isoformas WTp53,
A40p53a y A133p53a. Los niveles de expresion fueron evaluados 24 h postransfeccion.
A) Las proteinas se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12 %, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se revelaron con el anticuerpo anti-GLUT1 (A-4). B) Gréfica
de la expresion relativa de los niveles de la proteina GLUT1 normalizada con a-actina. C)
Las proteinas se trataron como en A pero se revelaron con el anticuerpo anti-GLUT4
(IF8). D) Grafica de la expresion relativa de los niveles de la proteina GLUT4 normalizada
con a-actina. Los datos son mostrados como medias +SD de tres experimentos
independientes. *: indica la comparacion significativa del ANOVA con una p < 0.05.
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Con respecto al transportador GLUT4, Unicamente se observd una disminucién
significativa en la expresion de GLUT4 después de la expresion de control positivo
WTp53 en comparacién con las células con el vector vacio. Aunque se observo una
ligera disminucion en la expresion de GLUT4 después de la transfeccion y expresion
de A40p53a, esta no fue estadisticamente significativa. Al igual que se observo con
la expresidon de GLUT1, la expresion de la isoforma A133p53 tampoco disminuyo la
expresion de GLUT4 (Figura 9 Cy D).

7.3 Evaluacion del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre la
excrecion de lactato en células H1299

Después de observar que los niveles de glucosa y la expresion de la proteina
GLUT1 son regulados por la isoforma A40p53a, mientras que la isoforma A133p53a
no parece ejercer ningun efecto, se decidi6é evaluar si estas isoformas regulan la
excrecion de lactato al medio extracelular, ya que elevados niveles de lactato es
otro marcador del efecto Warburg.

Como se muestra en la figura 10, con la expresion del control positivo WTp53 se
observo una disminucion significativa en los niveles de la concentracion de lactato
secretadas al medio extracelular (9.56 + 1.41 mM) en comparacion con los niveles
obtenidos a partir del medio extracelular de las células transfectadas con el vector
vacio (14.03 £ 1.09 mM). A diferencia de los resultados obtenidos en la medicion
del consumo de glucosa, la isoforma A40p53a no disminuyd de forma significativa
la concentracion de lactato (12.20 = 1.45), y tras la expresion de la isoforma
A133p53a la concentracion de lactato se mantuvo similar a los obtenidos en las
células con el vector vacio (14.47 £ 1.07 mM).

Después de determinar que la concentracion de lactato en el medio extracelular no
cambia significativamente después de la transfeccion de los vectores que expresan
las isoformas A40p53a y A133p53a, se realizaron ensayos de inmunoblot para
determinar si a nivel de las proteinas transportadoras de lactato existian cambios
en los niveles de expresion. Estos ensayos se realizaron 24 h postransfeccion
utilizando los anticuerpos MCT1 (H-1), MCT4 (D-1), para detectar los
transportadores de lactato 1y 4 respectivamente.

En la figura 11 A y B se muestra que tanto la isoforma WTp53 como A40p53a
lograron disminuir significativamente los niveles de expresion de la proteina del
transportador MCT1 en comparacion con las células transfectadas con el vector
vacio, mientras que la isoforma A133p53a no indujo cambios en la expresion de
MCT1. Con respecto al transportador MCT4, se observdé que ninguna isoforma
redujo los niveles de expresion del transportador en comparacion con los
provenientes de células transfectadas con el vector vacio (Figura C y D).
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Figura 10. Evaluaciéon del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre la
excrecion de lactato en células H1299. Células H1299 fueron transfectadas con vectores
expresando las isoformas WTp53, A40p53a y A133p53a. La concentraciéon de lactato fue
evaluada 24 h postransfeccion mediante un ensayo colorimétrico. La concentracién de
lactato es expresada en mM. Los datos son mostrados como medias +SD de tres
experimentos independientes. *, indica la comparacién significativa del ANOVA con una p
< 0.05.
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Figura 11. Evaluacion del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre los
niveles de expresion de los transportadores MCT1y MCT4 en células H1299. Células
H1299 fueron transfectadas con vectores expresando las isoformas WTp53, A40p53a y
A133p53a. Los niveles de expresion fueron evaluados 24 h postransfeccion. A) Las
proteinas se corrieron en un gel SDS-PAGE al 12 % y posteriormente, se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa y se revelaron con el anticuerpo anti-MCT1 (H-1). B) Gréfica
de la expresion relativa de los niveles de la proteina MCT1 normalizada con a-actina. C)
Las proteinas se trataron como en A pero con el anticuerpo anti-MCT4 (D-1). Gréfica de la
expresion relativa de los niveles de la proteina MCT4 al ser normalizada con a-actina. Los
datos son mostrados como medias £SD de tres experimentos independientes. *: indica la
comparacion significativa del ANOVA con una p < 0.05. **: indica la comparacion

significativa del ANOVA con una p < 0.01.

7.4 Evaluacion de los niveles de expresion de proteinas involucradas en el
metabolismo celular en células H1299

Una vez que se determind el efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a en la
regulacion de la glucosa y lactato a nivel de metabolito y proteina, se continud con
la evaluacién de la expresién de otra proteina involucrada en la regulacion del
metabolismo glucolitico (ENO-1A); ademas de tres proteinas involucradas en el
metabolismo mitocondrial (PDK2, PDH-E1a y AlF).
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Figura 12. Evaluacion del efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre los
niveles de expresion de las proteinas ENO-1A, PDH-1Ea, PDK2 y AIF en células
H1299. Células H1299 fueron transfectadas con vectores expresando las isoformas WTp53,
A40p53a y A133p53a. Los niveles de expresion fueron evaluados 24 h postransfeccion. En
la parte superior de cada panel se muestra el inmunoblot y en la parte inferior la grafica de
la expresion relativa de cada proteina normalizada con a-actina. Las proteinas se corrieron
en un gel de poliacrilamida al 12 % y posteriormente reveladas con los siguientes
anticuerpos especificos:A) anti-ENO-1A. B) anti-PDH-Ela (D-6). C) anti-PDK2 (3F2D7). D)
anti-AlF (B-9). Los datos son mostrados como medias +SD de tres experimentos
independientes. *: indica la comparacién significativa del ANOVA con una p < 0.05.

En la figura 12 se muestran los inmunoblots de las proteinas en estudio, asi como
las graficas con la expresion relativa de cada una. Después de la transfeccion con
cada una de las isoformas, se observé que la proteina ENO-1A disminuy6 de forma
significativa Unicamente con la expresion del control positivo WTp53 en
comparacion con las células con el vector vacio, mientras que las isoformas
A40p53a y A133p53a no generaron cambios significativos sobre los niveles de

enolasa (Figura 12A).
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Con respecto a la proteina del metabolismo mitocondrial PDH-1Eaq, no se observd
ningan cambio en la expresion de la proteina con ninguna de las isoformas (WTp53,
A40p53a y A133p53a) como se observa en la figura 12B. En el caso de la proteina
PDK2 se observé una disminucion Unicamente al expresarse la proteina control
WTp53 (Figura 12 C); sin embargo la disminucién no fue significativa. Mientras que
en la proteina AlF, se indujo Unicamente un incremento significativo al expresarse
el control positivo WTpS53, en tanto que las isoformas A40p53a y A133p53a no
provocaron cambios significativos en las proteinas PDK2 ni AIF en comparadas con
los niveles de proteina de las células con el vector vacio (Figura 12 C y D).

7.5 Evaluacion del numero de copias de mtDNA en células H1299

Otra caracteristica del efecto Warburg es la disminucion de la respiracion
mitocondrial y una manera indirecta de evaluarlo es midiendo la disminucién en el
namero de copias del mtDNA que al final resulta en la reduccion de la actividad de
la OXPHOS. Por cual, se decidio cuantificar el numero relativo de copias del mtDNA
después de la transfeccion y expresion de las isoformas en estudio (WTp53,
A40p53a y A133p53a) en células H1299. Las evaluaciones se realizaron 24 h
postransfeccion de nuestros vectores de expresion (cmvp53_v, cmvp53ok,
svpS3Imm y cmvd133a).
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Figura 13. Comparacién del namero relativo de copias del mtDNA en células H1299
que expresan las isoformas WTp53, A40p53a y A133p53a. Células H1299 fueron
transfectadas con vectores cmvp53_v, cmvp53ok, svp53Imm y cmvd133a. El nimero de
copias fue evaluado 24 h postransfeccién por ensayos de PCR en tiempo real por el método
delta CT. Los datos son mostrados como medias £SD de tres experimentos independientes.
* indica la comparacion significativa del ANOVA con una p < 0.05. **, indica la comparacion
significativa del ANOVA con una p < 0.01.
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En lafigura 13 se observa que después de la expresion de la proteina control WTp53
se genera un aumento de cinco veces el numero de copias del mtDNA en
comparacion con las células con el vector vacio. Al expresarse las isoformas
A40p53a y A133p53a se observa un ligero incremento en el nimero de copias en
comparaciéon de las células con el vector vacio; sin embargo, no fue
estadisticamente significativo.

7.6 Identificacién de isoformas de la proteina p53 en tejido provenientes de
pacientes con cancer de mama

Después de analizar in vitro el efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre
el metabolismo energético en la linea celular H1299, se decidio realizar un estudio
piloto con muestras provenientes de pacientes con cancer de mama. Esto con la
finalidad de evaluar por inmunoblot si las isoformas A40p53a, A133p53a, p53B/y
son expresadas en TCM y TNA; ademas de evaluar si estas isoformas se
encuentran asociadas a las caracteristicas clinicas.

Los resultados se sometieron para su publicacion a la revista “Cancer
Genetics”, Elsevier con el titulo “Expression of the A40p53a and A133p53a
isoforms are associated with age, body mass index and receptor status in
Mexican women with breast cancer” [80]. Al final de la tesis se anexa el
resumen del articulo enviado.
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7.7 Asociacion del numero de copias del mtDNA con las caracteristicas
clinicas y los haplogrupos mitocondriales

Con la finalidad de determinar si existen diferencias del contenido del mtDNA entre
los tejidos tumorales y tejidos adyacentes para posteriormente determinar su
asociacion con las caracteristicas clinicas y haplogrupos mitocondriales amerindios
(A2, B2, B4, Cly D1), se realizé la cuantificacion relativa del nimero de copias por
el método delta CT. De las 92 muestras de cada tipo de tejido (TCM y TNA), solo
se pudo determinar el nimero de copias del mtDNA de 82 muestras tanto de TCM
como de TNA, con las que se realizaron los correspondientes analisis.

Los resultados mostraron que el nimero de copias del mtDNA disminuy6
significativamente en el TCM en comparacion al TNA (p = 0.010). Ademas, se
observé una disminucion significativa en el nimero de copias del mtDNA en TCM y
TNA de mujeres mayores a 50 afios en comparacién con el TNA de mujeres
menores a 50 afos (p = 0.032 y p = 0.037, respectivamente).

Tanto en el TNA como en el TCM del grupo con la categoria de posmenopausia y
en el TCM del grupo en la categoria de premenopausia, el nimero de copias del
MtDNA disminuyo6 significativamente en comparacion al TNA del grupo en
premenopausia (p = 0.011, p=0.010 y p = 0.018; respectivamente). Asimismo, hubo
una disminucion significativa del numero de copias del mtDNA en el grupo de TCM
de las muestras clasificadas con carcinoma ductal invasivo I-1ll (CDI-I, CDI-1l e CDI-
[11) y con CDI-Il el grupo de TNA en comparacion con las muestras clasificadas como
CDI-I del grupo de TNA (p = 0.025, p = 0.022 y p = 0.031 y p = 0.020;
respectivamente).

Asimismo, se encontré una correlacion negativa entre el nimero de copias del
MtDNA y los subtipos histologicos (rs = -0.141; p = 0.047), el estatus de menopausia
(rs = -0.286; p = 0.009), y la edad (rs = -0.304; p = 0.005). En contraste, se observo
una correlacion negativa entre la proporcion TCM/TNA vy la edad (rs = -0.285; p =
0.009).

Por otra parte, también se observo que el numero de copias del mtDNA en el TCM
de pacientes con haplogrupo B2 disminuy6 de forma significativa en comparacion
con pacientes con haplogrupo D1 (p = 0.01); ademas, en el TCM de pacientes con
haplogrupo C1 hubo una disminucion significativa del nimero de copias del mtDNA
en comparacién con su contraparte en el grupo de TNA (p = 0.006) y con muestras
de TCM pertenecientes al haplogrupos A2 v D1 (p = 0.01 y p = 0.03;
respectivamente).

De forma adicional, se analizaron las variantes genéticas de la region D-loop del
genoma mitocondrial y se determind que el numero de copias del mtDNA disminuyd
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de forma significativa en las secuencias que presentan tres deleciones en las
posiciones de los nucledtidos A249del, A290del y A291del, ademéas del
polimorfismo C16327T con el mismo valor de P (p =0.019) para las cuatro variantes.
Por el contrario, el numero de copias del mtDNA aumentd significativamente en las
muestras que contienen los polimorfismos C16111T, G16319A o T16362C (p =
0.021, = 0.048 y = 0.001; respectivamente).

Los datos de esta seccidon son presentados en el articulo titulado “Reduced
mitochondrial DNA copy number is associated with the haplogroup, and some
clinical features of breast cancer in Mexican patients” [81], aceptado en la
revista: GENE, Elsevier. El PDF de la tltimaversion se anexaal final de latesis.
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VIil. DISCUSION

Estudios recientes han demostrado que existen al menos 12 isoformas de la
proteina p53 (WTp53 o p53a, p53, p53y, A40p53a, A40p53[3, A40p53y, A133p53a,
A133p53B, A133p53y, A160p53a, A160p53B, A160pS53y) generadas mediante
inicios alternativos de la traducciébn, uso de promotores alternativos vy
procesamientos alternativos. Asimismo, se ha observado que la expresion de
algunas de estas isoformas estan involucradas en algunos procesos carcinogénicos
tales como invasién, metastasis, proliferacién, inflamacién, evasién de la apoptosis
y angiogénesis [49,53,82], o procesos protectores como la induccién de genes
asociados a apoptosis en células cancerosas [45,83,84]. Los mecanismos
moleculares por los cuales estas isoformas estan asociadas con procesos
carcinogénicos aun no han sido descritos claramente, aunque se sugiere que debido
a la pérdida de dominios funcionales, se originan defectos en la union al DNA o en
la formaciéon de complejos proteicos responsables del desarrollo de células
malignas al generar un efecto dominante negativo o ganancia de alguna funcion
[83]. Sin embargo, al dia de hoy no existen reportes que describan el efecto de las
isoformas A40p53a, A133p53a sobre el metabolismo energético de células
cancerosas; en el presente trabajo se evaluo dicho efecto usando la linea celular de
cancer de pulmén H1299.

Estudios previos han demostrado que la proteina WTp53 es capaz de revertir el
efecto Warburg al disminuir el consumo de glucosa por la subregulacion
principalmente de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4 [15]. En el
presente trabajo se estudio el efecto que tienen las isoformas A40p53ay A133p53a
sobre la regulacion de glucosa en comparacion a la proteina de referencia WTp53.

Los resultados mostraron que la isoforma A40p53a disminuye el consumo de
glucosa en la linea celular H1299, lo cual podria ser el resultado de la disminucién
de la expresion del transportador GLUT1, el cual también se encontro disminuido a
nivel de proteina; mientras que la isoforma A133p53a no ejercié ningun efecto en la
regulacion de glucosa a nivel de metabolito ni de transportadores de glucosa
(GLUT1 y GLUT4) mostrando un comportamiento similar al de las células con el
vector vacio las cueles son nulas de la proteina WTp53. Es importante considerar
gue ademas de los transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT4, existen otros
transportadores que no son regulados por la via de p53, que podrian seguir
importando glucosa al medio intracelular a pesar de que GLUT1 y GLUT4 sean
regulados [85].

El efecto positivo que se observd tras la expresion de la isoforma A40p53a al
disminuir el consumo de glucosa, sugiere que esta isoforma juega un papel
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importante en la reversion del efecto Warburg al igual que lo hace la proteina
WTp53. Este efecto positivo puede deberse a que la isoforma A40p53a pierde el
sitio de union a MDM2 que se encuentra en el dominio TAD-1 de la forma WTp53,
lo que evita su degradacién proteosomal; ademas, se ha observado que aunque la
isoforma A40p53a pierde el dominio TAD-1, conserva el dominio TAD-2, el cual se
ha demostrado que es capaz de regular la expresion de genes después de ser
transfectada y expresada [86]. También se ha observado que A40p53a induce la
expresion y represion de genes blanco de WTp53 involucrados en clonogenicidad,
senescencia y apoptosis, mostrando asi un efecto supresor de tumor [33,46]; por tal
motivo, esta isoforma puede ser también capaz de regular el consumo de glucosa
al regular a nivel transcripcional por lo menos al transportador GLUT1 como lo
hemos reportado en el presente trabajo.

Por otra parte, el hecho de que la isoforma A133p53a no ejerza ningun efecto sobre
la regulacion de glucosa puede deberse a que carece de los dos dominios de
transactivacion (TAD-1 y TAD-2), pero sigue conservando parte de su dominio de
unién a DNA, lo que hace que sea capaz de competir con WTp53 por regiones
reguladoras de los promotores de los transportadores GLUT1 y GLUT4, evitando
asi que sean regulados por WTp53. Este efecto se ha observado en la represion de
genes que inducen senescencia, donde A133p53a funciona como un dominante
negativo de WTp53 en células humanas pluripotentes [87].

Diferentes estudios in vitro e in vivo han mostrado que altos niveles de glucosa
promueven proliferacion celular y metastasis mediante la sobrerregulacién del
sustrato del receptor de la insulina (IRS1, por sus siglas en inglés) y la activacion de
la via Ras/Raf/ERK [88,89]. Por tal motivo, el hecho de que la isoforma A40p53a
disminuya los niveles de glucosa podria conferirle caracteristicas antioncogénicas,
mientras que la isoforma A133p53a que no regula los niveles de glucosa podria
conferirle caracteristicas oncogénicas.

Se sabe que la proteina WTp53 también es capaz de revertir el efecto Warburg al
disminuir la produccién y secrecion de lactato al medio extracelular [25,26].
Observamos que tras la expresion de las isoformas A40p53a y A133p53a, a pesar
de que hubo una disminucidn en la expresion de la proteina del transportador MCT1
mediada por la isoforma A40p53a, no hubo una disminucién significativa en la
secrecion de lactato al medio extracelular. Esto  sugiere que a pesar de que el
transportador MCT1 disminuye por la expresion de A40p53a, existen otros
transportadores de lactato que no son regulados por la via de p53, y por lo tanto se
sigue secretando lactato al medio extracelular [23].

Se ha observado que en este tipo de microambientes acidos, elevados niveles de
lactato reducen el pH extracelular entre 6.0 — 6.5 [90], activando sefales que
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inducen angiogénesis a través de la activacion de VEGF/VEGFR2 [91,92].
Asimismo, se induce una inmunosupresion al afectarse el funcionamiento de células
inmunes como la proliferacion de células T, reduccion de la produccion de
citoquinas, y disminucion de la actividad citotoxica de células NK y células T CD8*
[93-95]; ademas de inducir sefiales de dolor en personas con cancer [96].

Otra proteina involucrada en potenciar el metabolismo glucolitico en los procesos
carcinogénicos es ENO-1A, la cual es una enzima glucolitica clave que cataliza la
deshidratacion de 2-D-fosfoglicerato a fosfoenolpiruvato y juega un papel importante
en los procesos de tumorigénesis, invasion y metastasis [97-99]. En el presente
trabajo se observd que ninguna de las isoformas evaluadas (A40p53a y A133p53a)
indujo cambios en la expresion de ENO-1A. En un estudio previo se observo que la
enzima ENO-1A disminuye en ratones WTp53, mientras que aumenta en ratones
A122p53, los cuales expresan una isoforma equivalente a A133p53 humana [19].

Se ha descrito que en el efecto Warburg existe una reprogramacion metabdlica en
la que se inhibe o disminuye el metabolismo mitocondrial. Sin embargo, se ha
reportado que la proteina WTp53 es capaz de revertir esta reprogramacion
metabolica al regular negativamente la proteina piruvato deshidrogenasa quinasa 2
(PDK2). Durante el efecto Warburg, la enzima PDK2 inactiva al complejo PDH con
la finalidad de favorecer la via de transformacion de piruvato a lactato. Por tal
motivo, cuando WTp53 inactiva a la enzima PDK2, el complejo PDH es activado
para inducir la conversion del piruvato en acetil-CoA, el cual a su vez alimenta el
ciclo de &acidos tricarboxilicos y se favorece la OXPHOS [27,100]. Nosotros
observamos que ni la isoforma A40p53a ni A133p53a fueron capaces de regular la
expresion de las proteinas PDK2 ni PDH-E1a.

Otra proteina que tampoco fue regulada por las isoforma A40p53a y A133p53a fue
el factor inductor de apoptosis AlF. Se ha observado que cuando AIF disminuye se
induce una deficiencia en la OXPHOS y un metabolismo glucolitico aumentado
[101]. Por el contrario, se sabe que WTp53 puede inducir la activacion de AlF, la
cual es importante para una eficiente OXPHOS, muy posiblemente por participar en
el correcto ensamblaje y funcionamiento del complejo respiratorio mitocondrial |
[102], ademas de inducir apoptosis independiente de caspasas en un
microambiente tumoral citotoxico al unirse al DNA y estimular una actividad DNasa,
condensar la cromatina y provocar una fragmentacion del DNA a gran escala (50
kb) [29,103,104], ademas de inhibir metastasis de células cancerigenas in vitro y en
xenoinjertos implantados ortotopicamente [105].

Como se observa en este trabajo, las proteinas GLUT4, MCT4, ENO-1A, PDK2,
PDH-E1 a y AIF no fueron reguladas por las isoformas A40p53a ni A133p53a. Esto
puede deberse a que las isoformas de p53 tienen una preferencia diferencial en la
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unién a distintos promotores blanco de la proteina WTp53. Por ejemplo, se sabe
gue a pesar de que estructuralmente la isoforma A133p53a carece del bucle L1 del
DBD que es esencial para la unién al DNA, conserva la hélice H2 del DBD altamente
conservada, la cual se une al surco principal del DNA, ademas de conservar el
dominio C-terminal requerido para la difusion lineal de p53 [106-108], lo que
sugeriria que A133p53a se puede unir de manera competitiva a diferentes
secuencias blanco de p53, aunque al carecer de los dos dominios de transactivacion
no es capaz de regular a los genes a los que se une [87].

En el caso de la isoforma A40p53a se ha observado que a pesar de carecer del
dominio TAD-1, al conservar el dominio TAD-2 es capaz de ejercer el mismo efecto
que la proteina WTp53, tal como su actividad proapoptética, ya que dentro del
dominio TAD-2 se conservan los residuos 53 y 54 que se son criticos para inducir
la apoptosis [45,86]. Aungque, también se ha reportado que A40p53a puede actuar
también como dominante negativo de WTp53 al inhibir su actividad transcripcional
y alterar la actividad supresora de tumor como WTp53. Esto sugiere que los
residuos que se conservan en el dominio TAD-2 (43-92) o los residuos perdidos en
el dominio TAD-1 (1-42), pueden definir si regulan o no transcripcionalmente a los
genes blanco de WTp53. Por lo tanto, es posible que el dominio TAD-2 sea
suficiente para regular la expresion de GLUT1 y MCT1, mientras que el dominio
TAD-1 puede ser indispensable para la regulacion de GLUT4, MCT4, ENO-1A,
PDK2 y AlF, y por lo tanto no son regulados por las isoformas A40p53a y A133p53a.

Otra caracteristica que se evaluo en la linea celular H1299 fue el cambio en el
numero de copias del mtDNA, ya que existen evidencias que muestran que la
OXPHOS se encuentra disminuida por el decremento en el niumero de copias del
MtDNA en distintos tipos de cancer. Esto va de acuerdo con la reduccion en la
replicacion del genoma mitocondrial y la consecuente disminucion en la tasa de
traduccion de las proteinas de los complejos de la respiracion mitocondrial
[62,63,109,110]. Se han reportado antecedentes sobre la pérdida de la funcion de
la OXPHOS asociada con un efecto antiapoptético en la linea celular derivada de
osteosarcoma, mientras que una eficiente actividad de OXPHOS induce de forma
significativa la activacion de Bax y Bak originando muerte celular en las lineas
celulares MCF-7 y HepG2. Asimismo, se ha sugerido que un desbalance en la
actividad de la OXPHOS contribuye al desarrollo de cancer [64,65,111].

Observamos que no existe efecto de las isoformas A40p53a y A133p53a sobre la
regulacion del nimero de copias del mtDNA en células H1299. Otros estudios han
observado que la proteina WTp53 se une al promotor de TFAM provocando un
incremento en el numero de copias del mtDNA, mientras que reducidos niveles de
WTp53 y TFAM generan un decremento en el contenido de mtDNA, efecto que se
asocia a distintos tipos de cancer [30,112,113]. Asimismo, se observé que el
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incremento en el contenido de mtDNA en ratones p53+/+ comparado con ratones
p53-/- fue mayor en el grupo de musculo esquelético aerébico en comparacion con
el grupo de musculo esquelético glucolitico [112]. Hasta el momento no existen
reportes que hayan determinado cuales son los aminoacidos de los motivos de
transactivacion de la proteina WTp53 que interaccionan con el promotor de TFAM;
sin embargo, nuestros resultados pueden sugerir que ambos dominios TAD-1 y
TAD-2 (ausente en A40p53a y A133p53a, respectivamente) son importantes para
inducir la transcripcion de la proteina TFAM.
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IX. CONCLUSIONES

1. Los resultados sugieren que la isoforma A40p53a podria estar participando
en la regulacién del efecto Warburg al disminuir el consumo de glucosa y
secrecion de lactato por medio de la represion de los transportadores GLUT1
y MCT1, respectivamente.

2. Debido a que la isoforma A40p53a es capaz de regular la expresion de los
transportadores GLUT1 y MCT1, se sugiere que el dominio TAD-2 de
A40p53a es suficiente para la regulacién de los mismos.

3. Es posible que el dominio TAD-1 de la isoforma A40p53a sea indispensable
para la regulacion de las proteinas GLUT4, MCT4, ENO-1A, PDK2, PDH-
E1a, AIF y TFAM:; esto debido a que no se observo efecto sobre la regulacion
de las mismas a diferencia de la proteina WTp53.

4. Laisoforma A133p53a podria estar participando como un regulador negativo
de la proteina WTp53 debido a que carece de los dos dominios de
transactivacion (TAD-1y TAD-2) caracteristicos de WTp53, pero conserva su
dominio de union a DNA y consecuentemente favorecer el efecto Warburg.

5. La expresion proteica de la isoforma A40p53a es mayor en TNA en
comparacion al TCM; posiblemente para evitar que las células del TNA se
transformen en células cancerosas gracias a su efecto apoptotico en este
tipo de células.

6. La expresion proteica de la isoforma A133p53a es mas elevada en TCM en
comparacion al TNA; ademas de asociarse con el aumento de la edad y del
IMC. Este aumento en la expresion de A133p53a posiblemente ocasiona una
competencia con la proteina WTp53 evitando que realice sus funciones
supresoras de tumor.

7. La disminucion del numero de copias del mtDNA detectada en las muestras
de TCM en mujeres mayores a 50 afos, en mujeres con obesidad y en
muestras clasificadas como subtipos histologicos CDI-I, Il y Il posiblemente
cause una disfuncién en la actividad de la OXPHOS asociada al desarrollo y
progresion de cancer.

8. Las variantes A249del, A290del, A291del y C16327T presentes en las
muestras de TCM, posiblemente afecten la union de la maquinaria de
replicacion mitocondrial resultando en la disminucion del nimero de copias
del mtDNA.

9. Las muestras de TCM que contienen las variantes C16111T, G16319A y
T16362C presentan un mayor contenido de mtDNA. Esto puede resultar en
una mejor actividad de OXPHOS haciéndolas mas sensibles a agentes
guimioterapéuticos.
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Conclusioén final

Todos los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que las isoformas
A40p53a, A133p53a, asi como la disminucion en el numero de copias del mtDNA
juegan un papel importante en procesos carcinogénicos tanto en la linea celular
H1299 como en tejidos de cancer de mama. Por tal motivo, podrian ser usados

como marcadores moleculares de progresion, y respuesta a tratamientos
anticancerigenos.
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X. PERSPECTIVAS

1. Realizar los ensayos para la evaluacion del metabolismo glucolitico y
mitocondrial en células H1299 transfectando distintas combinaciones de las
isoformas de la proteina p53 (WTp53, A40p53a y A133p53a).

2. Realizar ensayos de unién entre las isoformas A40p53a y A133p53a con los
promotores de los genes SLC2A1, SLC2A4, SLC16A1, SLC16A4, ENO-1A,
PDK2, PDH and AIFM1 con la finalidad de evaluar la importancia de los
dominios TAD-1y TAD-2 en la regulacion de los mismos.

3. Realizar un estudio de asociacién con un mayor nimero de individuos y en
otras poblaciones mexicanas. Esto con objetivo de validar los resultados
obtenidos de la asociacion de las isoformas A40p53a, A133p53a y p53B/y y
el numero de copias del mtDNA con las caracteristicas clinicas y haplogrupos
amerindios.

4. Realizar células cibridas que contengan los haplogrupos amerindios mas
frecuentes en la poblacion mexicana, con la finalidad de evaluar in vitro los
mecanismos moleculares de regulacion en las tasas de replicacion,
transcripcion y traduccion, asi como sus efectos en el desarrollo y progresion
del cancer.

5. Realizar estudios in vitro con células cidridas que contengan los haplogrupos
mitocondriales amerindios para evaluar sus efectos sobre el metabolismo
mitocondrial asociado a cancer.

6. Realizar ensayos de unidon entre los elementos de las maquinarias de
replicacion y transcripcion mitocondrial con la regién D-loop del genoma
mitocondrial que contengan las variantes asociadas con cambios en el
namero de copias del mtDNA reportadas en el presente trabajo (A249del,
A290del, A291del, C16327, C16111T, G16319Ay T16362C).
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Mitochondrial DNA (mtDNA) copy number and mitochondrial DNA haplogroups have been associated with

mtDNA copy number different types of cancer, including breast cancer, because they alter cellular energy metabolism. However,

Amerindian haplogroup whether mtDNA copy number or haplogroups are predictors of axidative stress-related risks in human breast

Ea‘:’"] f::n’” cancer tissue in Mexican patients remains to be determined. Using quantitative real-time PCR assays and se-
ymorphisms

quencing of the mtDNA hypervariable region, analysis of mtDNA copy numbers in 82 breast cancer tissues (BCT)
and matched normal adjacent tissues (NAT) was performed to determine if copy number correlated with clinical
features and Amerindian haplogroups (A2, B2, B4, C1 and D1) . The results showed that the mtDNA copy
number was significantly decreased in BCT compared with NAT (p = 0.010); it was significantly decreased in
BCT and NAT in women > 50 years of age, compared with NAT in women < 50 years of age (p = 0.032 and
p = 0.037, respectively); it was significantly decreased in NAT and BCT in the postmenopausal group and in BCT
in the premenopausal group campared with NAT in the premenopausal group (p = 0.011, p = 0.010 and,
p = 0.018; respectively); and it was also significantly decrease in members of the BCT group classified as having
invasive ductal carcinoma IHII (IDC-L IDC-II and IDC-HI) and IDC-II for NAT compared to IDC- of NAT
(p = 0.025, p = 0.022 and p = 0.031 and p = 0.020; respectively). The mtDNA copy number for BCT from
patients with haplogroup B2 was decreased pared to pati with haplogroup D1 (p = 0.01); for BCT from
patients with haplogroup C1 was also decreased compare wi(.h their NAT munlcrpar( (p = 0.006) and with BCT
patients belonging to haplogroups A2 and D1 (p = 0.01 and p = 0.03; respectively). In addition, the mtDNA
copy number was decrease in the sequences with three deletions relative to the rCRS at nucleotide positions
A249del, A290del and A291del, or C16327T polymorphism with the same p = 0.019 for all four variants.
Contrary, the copy number increased in sqmnm containing C16111T, G16319A ar T16362C polymarphisms

(p = 0.021, =0.048, and = 0.001; respectively). In lusion, a d in the copy number of mtDNA in BCT
compared with NAT was shown by the resull.s, which suggests an imbalance in oxidative phosphorylation
(OXPHOS) that can affect the y and cancer p ion. It was also observed an increase of the

copy number in samples with specific polymorphms, whnch may be a good sign of favourable prognosis.

1. Introduction biosynthetic pathways for nomal cell function and human health
(Burke, 2017). In contrast to nuclear DNA, mitochondrial DNA

Mitochondria play an essential role in bioenergetics and (mtDNA) is more ptible to damage due to the ab of protective
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histones, limited DNA repair capability, absence of introns and con-
tinuous exposure to reactive oxygen species (ROS), resulting in an im-
balance in oxidative phosphorylation (OXPHOS) activity (Chandra and
Singh, 2011; Song et al., 2005; Szczepanowska and Trifunovic, 2015).

In different types of cancers, glycolysis is upregulated relative to
that of normal cells, while oxidative phosphorylation (OXPHOS) is
downregulated, causing an antiapoptotic effect (Dey and Moraes, 2000;
Liberti and Locasale, 2016). Furthermore, efficent OXPHOS activity
significantly influences Bax and Bak activation and cell death in cancer
cells (Tomiyama et al, 2006). Hence, it has been suggested that
downregulation of OXPHOS is a means by which cancer cells protect
themselves from programmed cell death and sustain cancer progression
(Sdnchez-Aragd et al., 2010); further, such downregulation is associated
with a poor clinical outcome across different types of cancers, induding
breast cancer {Gaude and Frezza, 2016).

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer in women
(11.6%) globally, and the incidence and mortality rates for this disease
have increased in developing countries (Bray et al., 2018). In Mexico,
breast cancer is the main cause of mortality in economically productive
waomen (20 years of age and older), with a rate of 16 deaths per
100,000 women (INFOCANCER, 2019). Development and progression
of breast cancer has been associated with multifactorial factors such as
age, eating unhealthy food, lower age of menarche, obesity after me-
nopause, use of hormone replacement therapy, physical inactivity, al-
cohol consumption, cigarette smoking, and nuclear and mitochondrial
genetic alterations (Caudron-Herger and Diederichs, 2018; Colditz and
Bohlke, 2014; Skol et al., 2016).

Mutations and polymorphisms in mtDNA have been reported to be
associated with different types of cancers. In addition, alterations in
mtDNA content also have been reported in a broad range of human
cancers, suggesting their influence in cancer development and pro-
gression (Yu, 2011). For instance, increases in mtDNA copy numbers
have been identified in endometrial adenocarcinoma cells (Wang et al.,
2005), oesophageal squamous cell carcinoma (Lin et al., 2012) and
pancreatic cancer (Lynch et al, 2011). In contrast, decreased mtDNA
copy numbers have also been identified in lung cancer (Lee et al., 2005;
Lin et al., 2008), renal cell carcinoma (Meierhofer et al., 2004), color-
ectal cancer (Huang et al., 2014), gastric cancer (Sun et al, 2014),
hepatocellular carcinoma (Yin et al., 2004) and breast cancer (Bai et al.,
2011; Fan et al., 2009; Yu et al., 2007).

In addition, haplogroups associated with a risk of different kinds of
cancers have also been reported, such as haplogroup U with prostate
and renal cancer in American Caucasian patients (Booker et al., 2006),
haplogroups M and D5 with breast cancer in Chinese populations (Fang
et al., 2010; Ma et al., 2017), and haplogroup K with breast cancerin a
Eurcpean-American population (Bai et al., 2007); Bai et al (2007) also
reported that haplogroup U is associated with cancer protection. Ad-
ditionally, it has been shown that the mtDNA content varies according
to the mitochondrial haplogroups in endstage renal disease (Zhang
et al., 2017a) and in breast cancer (Ma et al., 2017). The mechanisms by
which haplogroups are involved in the development of cancer are still
unknown; however, it has been observed that in cybrids of breast
cancer, the haplogroup D5 exhibits a decrease in mtDNA content and
promotes tumarigenesis though over-activation of AKT that is mediated
by increased ROS, and a reduced mitochondrial OXPHOS function
caused by lower complex 1 and 11l activities (Ma et al., 2017).

To the best of our knowledge, there are no studies that evaluate
copy numbers in breast cancer tissue and paired normal adjacent tissue
in Mexican women while taking into account their mitochondrial
haplogroups and dinical features. Thus, in this report, the changes in
the relative mtDNA copy numbers in breast cancer tissues and matched
nomal adjacent tissues from 82 Mexican women were evaluated. In
addition, the relationship between the mtDNA copy number with
clinical features, and mitochondrial Amerindian haplogroups were also
assessed.
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Table 1

Correlation between mtDNA copy number in BCT and clinical features.
Clinical feature BCT NAT BCT/NAT ratio

T, p-value 1, pvalue T, prvahe®
Histological = 0.141 0047 0185 009 0043 0703
subtypes

ER 0.088 0.442 = 0018 0875 0044 0692
PR = 0.001 0.996 = 0057 0609 = 0070 0530
HER2 0.081 0.468 0095 0381 0141 0206
TNBC 0.086 0.442 = 0018 0875 0044 0692
Age = 0.134 0.232 = 03 0.005 = 0285 0.009
Menopause 0.026 0.817 = 0286 0.000 = 0205 0064
BMI = 0.057 0.610 = 0004 0971 = 0050 0659
Smoke 0.186 0.095 0142 0204 0128 0251
Aleohol =0.012 0916 = 0016 0886 = 0073 0513

Statistical analysis was performed using a Spearman's rank correlation test. P-
values < 0.05 are in bold, indicating significance. MtDNA, mitochondrial
DNA; rs Spearman's rank correlation coefficient. NAT; normal adjacent tissue;
BCT, breast cancer tissue; ER, oestrogen receptor; PR, progesterone receptor;
HERZ, human epidermal growth factor receptor 2; and TNBC, triple-negative
breast cancer.

2. Material and methods
2.1. Collection of tissue samples from breast cancer patfents

Frozen breast cancer tissues and matched normal adjacent tissues
from 82 Mexican women were obtained from the Unidad Médica de
Alta Especialidad, Hospital de Ginecobstetricia number 3, Centro
Meédico Nacional La Raza from the Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) and were registered with project numbers 2015785-016 and
2017-785-071. The normal adjacent tissues were assessed by a pa-
thologist. The histological subtype, receptor status, age, body mass
index (BMI), mencpausal status, and alcohol and cigarette consumption
data are described in Supplementary Table 1. None of the patientshad a
previous history of cancer, surgery, chemotherapy, radiotherapy, or
other treatments for breast cancer prior to tissue extraction. This study
was approved by the Ethics Committee of the National Ethics Com-
mission from the IMSS. The tests were conducted following the rules
established in the Helsinki agreement. All patients were duly informed
and consented to their tissue and clinical information being used in this
study.

2.2, Clinical features of patients

The 82 subjects included in this study were women with an average
age of 56.5 ( = 10.64) vears and an average BMI of 29.47 (4.82). The
histological subtypes were classified depending on cell type, amount,
type and location of secretion, architectural features and im-
munohistochemical profile. Thus, 54% of the samples were invasive
ductal carcinoma I (IDC-I), 1% were invasive ductal carcinoma II (IDC-
1), 19% were invasive ductal carcinoma I (IDC-I) and 17% were
invasive lobular carcinoma I (ILC-1). Regarding the expression of hor-
mone receptors, 34, 78 and 5% were positive for oestrogen receptor
(ER), progesterone receptor (PR) and human epidermal growth factor
receptor-type 2 (HER2), respectively, and 16% were triple-negative
breast cancers (TNBC). Regarding the menopause status, 18% were
classified as premenopausal and 82% as postmenopausal. Further, 124
were smoked cigarettes and &% consumed alcohol (Supplementary
Table 1).

2.3. DNA extraction
Genomic DNA was obtained from 40 mg of BCT and NAT. Each

tissue was placed in a 1.5 ml microtube containing 15 pl of cell lysis
buffer from a Puregene® Blood Core C kit (Quiagen, Valencia, CA. USA)
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and 15 pl of proteinase K, and then the samples were kept at 56 “C
overnight according to the manufacturer's instructions.

2.4. PCR amplification and sequence analysis

The D-loop region of mtDNA was amplified using the following
primer pair: forward L15996 (5-CTCCACCATTAGCACCCAAAGC-3) and
reverse H408 (5.CTGTTAAAAGTGCATACCGCCA-3) as previously de-
scribed (Vigilant et al., 1989). PCR was performed according to the
High-Fidelity Polymerase protocol (Jena Bioscience GmbH, Jena, Ger-
many). The PCR conditions were as follow: initial denaturing at 95 “C
for 3 min, followed by 35 cycles of denaturation at 95 °C for 50 s, an-
nealing at 59 “C for 50 s, strand elongation at 68 °C for 1 min, and a
final extension at 68 °C for 3 min. All of the amplified products were
purified using an SAP-Exo kit (Jena Bioscience GmbH, Jena, Germany)
and then were sequenced with the same PCR primer sets using a BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Life Technologies, Carlshad, CA,
USA) and an ABI PRISM® 3130x] Genetic Analyzer (PE Applied Bio-
system, Foster City, CA. USA).

Sequence variants were scored relative to the Cambridge reference
sequence (rCRS) (Andrews et al., 1999). The mtDNA haplogroups were
classified according to the previously reported nomenclature (Achilli
et al., 2008; Derenko et al., 2010; Kumar et al., 2011; Mizuno et al.,
2014) and then were compared using the Mitomaster bioinformatics
tool  (https://www.mitomap.org/foswiki/bin/view/MITOMASTER/
WebHome). All sequences were deposited in the NCBI database
(Benson et al., 2018) under GenBank accession numbers: MT199423
MT199426, MT199428 - MT199451, MT199453, MT199456,
MT199459 — MT199470, MT199472 - MT199473, MT199475 -
MT199478, MT199480 - MT199493, MT199495 - MT199498,
MT199501 - MT199502 MT199505 - MT199507, and MT199509
(Supplementary Table 2).

2.5. Quantification of relative mtDNA copy number

The ratio of mtDNA to nuclear DNA was used to determine the re-
lative copy number of mtDNA. Real-Time PCR assays were performed
on a Step One Real-Time PCR system (Thermo Fisher Scientific) using
SYBR® Green qPCR Mastermix (Applied Bicsystems, Warrington, UK).
Real time PCR was performed in duplicate for each mitochondrial and
nuclear primer: human mtDNA (human tRNA leucine 1 + transcription
terminator 4 55-like sequence), and human nuclear DNA (188 ribo-
somal DNA) was assessed as previously described (Ma et al., 2017). The
cycling reaction conditions were: a “Hot Start” activation step for 5 min
at 94 °C followed by 40 cycles of 30 5 at 94 °C, 30 s at 60 °C, then 30 sat
72 *C. The average threshold cycle number (Ct) values for the mtDNA

Table 2
Comparison of mtDNA copy number in BCT and NAT in relation to Amerindian
haplogroups.

mtDNA copy number in BCT and NAT

Haplogroup (N/%)  BCT (SEM)  NAT(SEM)  pvalue®  BCT/NAT ratio
A2 (30417 350 (0.85)  322(067) 0.573%  L11(089)

B2 (14/10.5) L79(0.62) 5500177 0.123%  040(04D)

B4 (9/125) 23 (0.86) 391(218)  0.863*  0.60(053)

C1 (13/18.0) 131(0.36) 578(217)  0.006°  0.24(019)

D1 (6/8.3) 630(238) 1066(371) 0.588%  0.59(038)
pvalue* 0ot it o2t

Statistical significance was evaluated using Mann-Whitney U™ or Kruskal-
Wallis™ ™ tests (pvalue < 0.05); *p-value, shows differences of mtDNA copy
number between Amerindian haplogroup (A2, B2, B4, C1 and D1; columns); hp—
value, shows differences of mtDNA copy number between BCT and NAT of cach
haplogroup (rows); SEM, standard error of the mean, Statistically significant p-
values < 0.05 are in bold; mtDNA, mitochondrial DNA; NAT, normal adjacent
tissue; BCT, breast cancer tissue.
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and nDNA were obtained from each case. The mtDNA content was
caleulated using the delta Ct (ACt) of overage of Ct of mtDNA and nDNA
(ACt = CtnDNA = Ct mtDNA) from the same well as an exponent of 2
(24 @) as previously reported (Fan et al., 2009). The copy number ratio
(BCT/NAT) of mtDNA content was also calculated to determine the
ratio of the mtDNA content in tumour tissue to the mtDNA content in
the surrounding normal adjacent tissue from the same patient. The ef-
ficiencies of the primers were quantitatively determined to be between
95% and 110%.

2.6, Stwtistical analysis

The distribution of the data was assessed wing a Kolmogorov-
Smirnov test. The variables did not follow a normal distribution; thus,
the data were compared using nonparametric tests. The differences of
the means between the relative mtDNA copy numbers and clinical
features or haplogroups were determined using the Mann-Whitney U
test to compare two groups, and the Kruskal-Wallis rank sum test to
compare three or more groups. When we detected significant differ-
ences in the means of mtDNA content in the clinical features subgroups
from the previous test, we utilized a post hoe test to determine which
means were different. The relationships between the relative mtDNA
copy number and variables were evaluated using the Spearman's rank
correlation test. All statistical tests were two sided, and P values < 0.05
were considered statistically significant. All analyses were performed
using GraphPad Prism 5 software (GraphPad Software, La Jolla, CA)
and IBM SPSS Statistics 23 software (IBM Corp. Released 2015. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 23.0. Armonk, NY: IBM Corp.).

3. Results

3.1. Mitochondrial DNA content in BCT and NAT

To determine if there was a difference in mtDNA content of BCT
compared with NAT, the relative mtDNA copy number was measured
using the delta CT method. The BCT/NAT ratio of mtDNA content in-
dicated the ratic of the mtDNA content in breast cancer tissue to the
mtDNA content in the nommal adjacent tissue from the same patient;
where a BCT/NAT ratio > 1 indicates an increase of mtDNA content,
and a BCT/MAT ratio < 1 indicates a decrease of mtDNA content.
Fig. 1A shows that the mean mtDNA content in BCT was sgnificantly
decreased compared with that of NAT (p = 0.01). The values obtained
for the BCT/NAT ratio indicate that approximately 62% (51/82) of the
samples had diminished mtDNA content (BCT/NAT ratio < 1), while
48% (31/82) had increased mtDNA content (BCT/NAT mtio > 1;
Supplementary Table 1).
3.2, The mtDNA content de

3 »
dep g on the

lngical subtypes

The differences in the means of mtDNA copy number in BCT and
NAT with regard to selected clinical features were evaluated using
nonparametric tests. As presented in Supplementary Table 1, no sig-
nificant differences were identified in mtDNA content with regard to
BMI, ER, PR, HER2, TNBC, or with cigarette smoking or alcohol con-
sumption.

In relation to histological subtypes, the results indicate that the
mtDNA content decreased significantly in IDCL, IDC-1I and IDC-II of
BCT, and in IDC-Il of NAT when compared with IDC-I of the NAT group
(p = 0.025 p = 0.022, p = 0.031 and, p = 0.020; respectively). In
ILCI of BCT, a tendency to decrease was observed, but a significant
difference was not detected, as shown in Fig. 1B and the Supplementary
Table 1. The BCT/NAT ratio calculated in each breast cancer tissue and
matched normal adjacent tissues samples of 1DC-I, IDC-III and ILC-I
was < 1, indicating a general decrease in the copy number, while in
IDCL, an increase in the copy number was detected (BCT/NAT
ratio > 1). Nevertheless, when the BCT/NAT ratio was compared
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Fig. 1. Comparison of mtDNA content of breast cancer Hssue. Mitochondrial DNA content was evaluated in samples of: A) BCT compared with NAT; B) BCT and NAT
in IDC- - IDCIM stages compared with DG in the NAT group; C) BCT and NAT of women = 50 years of age compared with < 50 years of age in the NAT group;
and D) BCT and NAT groups of postmenopausal and premenopausal women compared with a premenopausal NAT group. *Statistical analysis using the Kruskal-

Wallis rank sum test showing a significant p < 0.05.

between each subtype, no significant differences were detected (Sup-
plementary Table 1).

3.3. The mtDNA content varies depending on age and menopausal status

The results also indicate that the mtDNA content is significantly
decreased in BCT and NAT inwomen > 50 years of age compared with
NAT in women < 50 years of age (p = 0032 and p = 0.037, re-
spectively) (Fig. 1C and Supplementary Table 1). A general decrease
(BCT/NAT ratio < 1) was observed in boththe < 50and > 50years
of age groups without significant differences.

In postmenopausal patients, the mtDNA content was significantly
diminished inthe BCT and NAT groups, aswell as in the premenopausal
BCT group when compared with premenopausal patients in the NAT
group. The BCT/NAT ratio was < 1 in both pre- and postmenopausal
groups with a significant difference (p = 0.043), indicating a general
decrease. The data are shown in Fig. 1D and Supplementary Table 1.

3.4. Relationship between mtDNA copy number and clinical features in
breast cancer patients

To determine the relationships berween mtDNA content and dif-
ferent clinical features, the variables under study were evaluated using
the Spearman’s rank comelation test. It was considered directly pro-
portional when the comelation coefficient (r)) was positive, and in-
versely proportional when the r, was negative. The data in Table 1
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indicate that there is no correlation between mtDNA copy number and
BMI, ER, PR, HER2, TNBC, menopause, and cigarette smoking or al-
cohol consumption In contrast, we found a negative correlation be-
tween mtDNA content and histological subtypes in BCT (r; = -0.141;
p = 0.047), age in the NAT group (r; = 0.304; p = 0.005), and me-
nopausal status in NAT (r; = -0.286; p = 0.009). A significant negative
correlation was also found with the BCT/NAT ratio for age (r, = -0.285;
p = 0.009).

3.5. Relationship of mtDNA copy number to Amerindian mtDNA
haplogroups

To assess thehaplogroups of breast cancer patients, the sequences of
the mtDNA D-loop region were analysed, and subsequently the means
of mtDNA content were compared between each Amerindian hap-
logroup in both BCT and NAT. Although non-Amerindian mtDNA
haplogroups were identified in approximately 5% of the samples, they
were not included because cur study focused on Mative Mexicans.
Therefore, this analysis included 72 breast cancer patients with hap-
logroups A2 (41,7%), B2 (19.5%), B4 (12.5%), C1 (18.0%) and D1
(8.3%) as shown in Table 2.

The Kruskal-Wallis test showed significant differences in mtDNA
content means between haplogroups of the BCT group (p = 0,011) but
not between haplogroups of NAT group (p = 0.190) (Table 2). Because
we found significant differences in mtDNA content between subgroups
of BCT, we performed post hoc tests to determine which mean were
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Fig. 2. Comparison of mtDNA content according to Amerindian haplogroups
AZ, B2, B4, C1 amd D1, The mtDNA content was evaluated in BCT compared
with NAT in patents belonging to haplogroups A2, B2, B4, C1 and D1.
*Statistical analysis using a Kruskal-Wallis rank sum test displaying a significant
p = 0.05

different between all subgroups of BCT and NAT. The mtDNA copy
number for BCT from patients with haplogroup B2 was decreased
compared to patients with haplogroup D1 (p = 0.01); a significant
decrease in mtDNA content in BCT compared with that of NAT in pa-
tients belonging to haplogroup C1 (p = 0.006) was also observed as
shown on Fig. 2 and Table 2. Furthermore, a significant decrease in
mtDNA content was also observed in BCT from patients belonging to
haplogroup C1 compared to BCT from patients belonging to haplogroup
A2 and D1 (p = 0.01 and = 0.03, respectively) (Fig. 2). The BCT/NAT
ratic exhibited a general decrease (BCT/NAT < 1) of miDNA content
in the tissue samples from patients belonging to haplogroups B2, B4, C1
and D1; however, the mtDNA content of tissue from patients belonging
to haplogroup A2 was increase (BCT/NAT > 1), but no significant
differences were found (Table 2).

Finally, the mtDNA content of the BCT samples grouped by the
specific polymorphisms found in the D-loop region was evaluated
(Table 3 and Supplementary Table Z). Only the polymorphisms found
in > 5% of the samples were considered in this analysis and the mtDNA
content were compared with samples, which do not contain each spe-
cific polymorphisms, Table 3 displays the evaluation of twenty three
polymorphisms using this criterion.

A significant decrease in the mtDNA content was cbserved in the
samples containing the A249del (p 0.019), A290del, A291del
(p = 0.019), and C16327T (p = 0.019) polymorphisms compared to
samples without any of these polymorphisms. All these polymorphisms
were contained in all patient samples belonging to haplogroup C1.

In addition, a significant increase in mtDNA content was observed in
the samples containing the CL6111T (p 0.021), G16319A
(p = 0.048), and T16362C (p = 0.001) polymorphisms compared with
samples lacking the specific polymorphism. The percentage of each
polymorphism is displayed in Supplementary Table 3. Most of these
polymorphisms belonged to haplogroup A2, and T16362C poly-
morphism was identified in different proportions from patient samples
belonging to haplogroups B2, C1, and D1 (Table 3 and Supplementary
Tables 2).

4, Discussion

In recent years, mtDNA mutations, deletions, copy number and
haplogroups have been associated with several types of cancer (Fliss
et al.,, 2000; Luchini et al, 2018; Reznik et al., 2016; Yusoff et al,
2019). Here, we reported that there is a significant decrease in the

58

Gene 761 (2020) 145047

mtDNA content in BCT compared with NAT from 82 Mexican women.
These results are consistent with previous reports that indicate that
mtDNA copy number decreases in tumour tissues in lung cancer (Lee
et al, 2005; Lin et al., 2008), renal cell carcinoma (Meierhofer et al.,
2004), gastric cancer (Sun et al., 2014), hepatocellular carcinoma (Yin
et al., 2004) and breast cancer (Bai et al., 2011; Yu et al., 2007). Some
studies have suggested to the contrary that there is an increase in
mtDNA content in oesophageal squamous cell carcinoma (Lin et al.,
2012), prostate cancer (Zhou et al, 2014), pancreatic cancer (Lynch
et al., 2011) and ovarian cancer (Kesert et al,, 2019). An explanation
for these discrepancies may be attributed to the sample size, type of
tissues, patient ethnicity, differential dinical features, or family history.

Comparisons in cancer tissues and normal adjacent tissues have
shown that in most non-cancerous cells the mtDNA copy number is
high, while cancer cells show a decrease in mtDNA content (Reznik
et al, 2016). A causal mechanism behind decreased mtDNA copy
number in cancer cells may be related to D-loop mutations, since this
region mediates mtDNA transcription and replication; mutations result
in reduced mitochondrial gene expression and changes in protein
synthesis, which contribute to OXPHOS dysfunction in cancer cells (Lee
et al.,, 2005; Meierhofer et al., 2004; Yu, 2011; Zhang et al., 2017b). It
has also been reported that a lack of functional OXPHOS is associated
with an antiapoptotic effect in a human ostecsarcoma-derived cell line,
whereas an efficient OXPHOS activity significantly influences Bax and
Bak activation and cell death in MCF-7 and HepG2 cell lines. Therefore,
it has been suggested that an imbalance in OXPHOS activity contributes
to the development of cancer (Dey and Moraes, 2000; Liberti and
Locasale, 2016; Tomivama et al., 2006), in addition to being associated
with poor clinical outcome, which correlates with invasive and meta-
static tumours in different solid cancer types (Gaude and Frezza, 2016)

Epigenetic mechanisms have also been proposed as regulators of the
mtDNA copy number in carcinogenesis. For example, it has been ob-
served that demethylation in specific sites on a CpG island of the D-loop
promoter increases the mtDNA copy number, resulting in an increase in
cell proliferation, reduced apoptosis, and induced cell-cycle arrest in
the Gi)/G1 phase in cell cultures of colorectal cancer (Tong et al., 2017),
whereas decreased methylation in an APP/P51 mouse model of Alz-
heimer's is associated with a decrease in mtDNA content as well as
mitochondrial gene expression (Xu et al., 2019).

In this study, only tissue samples of patients classified as histological
subtypes IDC-1 - Il and ILC-I were analysed. The histological subtypes
IDC (70-80%) and ILC (10-15%) are more common types in breast
cancer (Makki, 2015). Different studies indicate that patients with ILC
may have a lower response to neoadjuvant chemotherapy and tamox-
ifen than those with IDC (Barmso-Sousa and Metzger-Filho, 2016; Filho
et al, 2015). We detected a significant decrease in the mtDNA copy
number in BCT samples diagnosed with IDC LI and in IDCII of NAT
compared with IDC-1in the NAT group. In another study, a decrease in
mtDNA content was reported in invasive breast cancer grade II of
breast tumours compared with adjacent tissue (Yu et al,, 2007). All of
these results suggest that mtDNA content is important in cancer pro-
gression, probably by impairing OXPHOS (Gaude and Frezza, 2016; Mei
et al., 2015).

Our results also displayed a significant decrease in mtDNA content
in patients over 50 years of age compared with those under 50 in the
NAT group. These results confirm previous studies in breast cancer that
demonstrated a decrease of mtDNA content in breast cancer tissue in
women = 50 years of age (Yu et al., 2007). It also has also been re-
ported that the mtDNA copy number is decreased in peripheral blood
samples of healthy men and women * 50 years of age compared with
those < 50 years of age (Wachsmuth et al., 2016; Xia et al., 2017;
Zhang et al., 2017c). These data suggest a correlation between age and
mtDNA content.

The postmenopausal women that participated in this study were
over 45 years of age, which is similar to the women's group classified by
age; accordingly, this group also exhibited a reduced content of mtDNA
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Table 3
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Mitochondrial DNA Copy Number relative to specific polymorphisms in BCT patients.

mtDNA copy number of BCT samples with specific polymaorphisms

Polymorphism position (N/%)] Specific polymorphismMean (SEM) Monspecific polymorphismMean (SEM) p-va]ue"
Ce4T (207 ) 302 074) 276 (0.58) 0293t
CL14G (6/8.3) 230(L.18) 2.90 (0.49) 0951t
TL46C (27/37.5) 374093 231 (0.47) [illing
TL52C (6/8.3) 326111 281 (0.49) 0420t
AL53G (28/38.8) 356(091) 2.39 (048] 0.205*
AZ35G (28/38.8) 364 (090 2.34 (048] 01zt
A240del (13/18) 101 [0.36) 3.25 (0.54) 0.019*
A290del (13/18) 1.01 (0.38) 3.25 (0.54) 0.019*
A291del (13/18) 1.01 (0.38) 3.25 (0.54) 0.019*
C30ACC (47,/652) 316 (063 2.30 (0.60) 0.709"
CLELILT (22/30.5) 4300011 2.20 (0.43) 0.021*
G16120A (56.9) 210 (053 2.90 (0.49) 0.859*
T16136C (5/6.9) 651 (4.149) 257 (0.39) 0.478"
TL6L8AC (23/31.9) 202 [0.50) 3.23 (0.63) 185"
TL6217C (18/25) 203 (0.50) 3.12 (0.59) 442"
CLE2I3T (47/65.9) 327 (068) 2.05 (0.48) [iB: 54
C1E290T (28/38.8) 372 (0.90) 2.29 (0.48) 0.0a7"
TLG298C (11/38.6) 1.10 (043) 3.16 (0.53) 065"
G163194 (20/40.7) 370087 2.27 (0.49) 0.048"*
TLE325C (20/27.7) 261 (0.90) 2.04 (0.54) 0.554"
CLE32TT(13/18) 101 (024 3.25 (0.54) o.019*
TLE362C (35/48.6) 415083 161 (0.34) o001t
TLES19C (24/33.3) 276 [080) 2,80 (0.57) 0.534"%
p-value* 0,035+ 071

Statistical significance was evaluated using Mann-Whitney U™ o Kruskal- Wallis™ ™ tests (pvalue < 0.05); *pvalue, shows differences of mtDNA copy number
between specific or nonspecific polymorphisms (columns); "pvalue, shows differences of miDNA copy number between specific and non-specific polymorphisms
(rows); SEM, standard error of the mean. Statistically significant p-values < 0,05 are in bold; mtDNA, mitochondrial DNA; NAT, normal adjacent tissue; BCT, breast

cancer tissue,

copy number. To the contrary, mtDNA content increased in the per-
ipheral blood of women with breast cancer compared with healthy
women in a Chinese population (Jiang et al, 2014). The discrepancy
may be due to tissue specifidty, or ethnicity. Furthermore, post-
menopausal women that exercise regularly have increased mtDNA
content compared to that of women who do not exercise, which sug-
gests a better quality of life for those who exercise (Chang et al., 2016).

It is known that mtDNA evolution has resulted in the distribution of
sequences into continent-specific haplogroups, and it has been sug-
gested that haplogroup-associated-polymorphisms act as risk factors in
various diseases, including cancer (Dong et al., 2018; Herrnstadt and
Howell, 2004) and that the mtDNA content may vary depending on the
haplogroup (Ma et al., 2017; Zhang et al., 2017a). The results of the
present study indicate that the mtDNA copy number was significantly
decreased in the BCT samples from patients belonging to haplogroup B2
compare to D1; and C1 compared with BCT patients belonging to
haplogroups A2; and D1 compared with his NAT counterpart. This
decrease in mtDNA content may cause an imbalance in the cellular
metabolic energy that is associated with cancer as previously described
(Mei et al., 2015; Yu, 2011).

The mechanisms by which mitochondral haplogroups are asso-
ciated with cancer risk have not yvet been clearly elucidated. It has been
suggested that the DS haplogroup may promote tumaorigenesis though
over-activation of AKT that is mediated by increased ROS, as well asa
reduced mitochondrial OXPHOS function caused by a decrease in the
activity of complexes I and Il (Ma et al., 2017). Furthermore, it has
been hypothesized that the changes of 11e78Thr in the cytochrome b
subunit of respiratory complex 1l in haplogroup D4a, 1le278Val in ND2,
and Ile423Val in ND4 of complex 1l in haplogroup D5 may have an
important role in the production of ROS in Japanese centenarians
(Alexe et al., 2007). A significant increase in the activity of mitochon-
drial respiratory chain complexes I and LI In cytoplasmic hybrid (cy-
brid) cells with haplogroup G has also been observed, resulting in
higher amounts of OXPHOS-related ATP, and generated significantly
less ROS compared with B4 cybrids, increasing the risk of ostecarthritis
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(Fang et al., 2016).

During the study, it was also observed a significant decrease in
mtDNA content in BCT samples containing the specific A249del
(p = 0.019), and A290del (p = 0.019), and A291del (p = 0.019)
polymorphisms. This result is in agreement with previous studies that
showed decrease in the mtDNA content in cybrids containing A249del
compared to cybrids without the deletion (Zhou et al., 2017). These
A249del, A290del, and A291del polymorphism may affect the protein
binding between the elements of the mitochondral DNA replication
and/or transcription machineres. Because, in human hepatocellular
carcinoma deletions in the D-loop between nucleotide positions 298/
306 and 348,356 caused a loss of a binding site very important in the
mitochondrial DNA transcription factor (mtTFA) and with the sequence
for the synthesis of the RNA primer required for the replication of the
heavy-strand (Lee et al., 2004; Shadel and Clayton, 1997). Thus, both
replication and transcription defects result in a decrease in the mtDNA
content and alterations in OXPHOS as previously discussed (Lee et al,,
2005; Meierhofer et al, 2004). Furthermore, patient samples con-
taining the C16327T polymorphism also showed a significant decrease
in the mtDNA content compared with patient samples lacking this
polymorphism(p = 0.019). To our knowledge, no pror studies have
reported this finding,

As mentioned in the results, the four polymorphisms (A249del,
A290del, A291del and C16327T) are present in all patient samples
belonging to haplogroup C1. It is possible that the deletions may have a
role in the regulation of the mtDNA copy mumber as published before
(Lee et al., 2004; Shadel and Clayton, 1997). Future studies will dar-
ified its role in the reduction of mtDNA copy number in cancer tissue.

The mtDNA copy number was increase in patient samples con-
taining C16111T (p = 0.021), G16319A (p = 0.048) and T16362C
(p = 0.001) polymorphisms compared with all patient samples lacking
them. Similady, previous studies showed a statistically significant in-
crease in T16362C polymorphism frequency for the malignant mela-
noma and brain tumour (Altafi et al, 2019; Zhang et al, 2015). In
addition, the relative mRNA levels of ND& and eight tRNAs of cybrids
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containing m.16362C polymorphism were higher than m.16362 T
which may suggest higher mtDNA content (Zhou et al, 2017). Our
results in conjunction with all these data may suggest that the T16362C
polymorphism may stabilize the protein regulators binding, increasing
the efficiency of the replication and transcription machinery compared
to BCT lacking this polymorphism. In addition, because the C16111T
varant is in the protein regulators binding region of the elements of the
replication machinery TAS, it may suggest its participation in the in-
crease of the replication and transcription efficiency that resulted in
mtDNA copy number increase. However, future studies should be
conducted to determine the role of this polymorphism in the interaction
forces between the regulatory elements of the mtDNA replication and
transcription machinery with the polymorphisms identified in this
study.

In conclusion, the observed reduction in the mtDNA copy number in
BCT of more advanced age patients (> 50), in postmenopausal women,
in IDC stages 1111 (BCT) and Il (NAT) compared with IDC-1 (NAT), and
in BCT of patients harbouring haplogroups B2, C1, and A249del,
A290del, A291del, and C16327T polymorphisms; hypothetically, may
cause an imbalance in mitochondrial metabolism by affecting OXPHOS
activity, resulting in decreased apoptosis, and an accelerated rate of
tumour progression and metastasis as previously reported.
Furthermore, the association of mtDNA copy number decreases with
the breast cancer stage, and this may be used as a marker of cancer
progression.
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Keywords: Variation and clade shifts in dengue virus (DENV) genotypes are responsible for numerous dengue fever out-

Emergence of new genotypes breaks throughout Latin America in the past decade. Molecular analyses of dengue serotypes have revealed

Geagraphic distribution of DENV serotypes extensive genetic diversification and the emergence of new genotypes in Brazil (DENV-4 genotype [) and else-

Phylogenetic analyss of deoge where in tropical and subtropical America. The goal of the present study is to assess the extent to which the

Dengue epidemiology adventitious introduction of DENV genotypes and their increasing genetic diversity affects dengue epidemiology
in Mexico. A nuanced sequence inspection and phylogenetic analysis of the C-prM nucleotide region of DENV
was performed for specimens collecting in 2009 from the Veracruz State, Mexico. Findings were contrasted with
specimens collected in adjacent years and analysed based on the epidemiological pattems reported between
1990 and 2019. Additionally, the identification process of various DENV genotypes was assessed, including: (1)
DENV-1, genotype V, (2) the DENV-2 Asian/American and Asian IT genotypes (3) DENV-3, genotype IIL, and (4)
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Lastly, study findings suggest that a correlation exists between the emergence of novel genotypes and genetic
diversification, with the increasing incidence of DENV infections in Mexico in 2009,
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Abstract Sex identification of ancient individuals is
mmportant to understand aspects of the culture, demo-
graphic structure, religious practices, disease associa-
tion, and the history of the ancient civilizations. Sex
identification is performed using anthropometric mea-
surements and molecular genetics techniques, including
quantification of the X and Y chromosomes. These
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approaches are not always reliable in subadult, or
fragmented, incomplete skeletons or when the DNA 1s
highly degraded. Most of the methods include the iden-
tification of the male and female sexes, but the absence
of a specific marker for the males does not mean that the
sample obtained was from a female. This study aims (1)
to identify new male-specific regions that allow male
identification; (2) to contrast the effectiveness of these
markers agamst AMELX/AMELY and anthropometric
measurement procedures; and (3) to test the efficacy of
these markers in archaeological samples. For the first
two aims, we used known sex samples, and for the third
aim, we used samples from different archaeological
sites. A novel molecular technique to identify male-
specific regions by amplification of TTTY7, TSPY3,
TTTY2, and TTTY22 genes of the human Y chromosome
was developed. The results showed amplification of the
specific DNA regions of Y chromosome in male indi-
viduals, with no amplification being observed in any of
the female samples, confirming their specificity for male
individuals. This approach complements the current
procedures, such as the AMELX/AMELY test and an-
thropometric principle.

Keywords Y chromosome; - Ancient DNA; - AMEL
test; - Male sex identification; - Pre-Hispanic bone
remains
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