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Resumen 

Además de la capacidad de proliferación y evasión de la muerte celular, las 

células tumorales presentan un metabolismo energético que difiere de una célula 

normal, volviéndolas capaces de sobrevivir en microambientes de estrés y 

mantener una alta tasa de proliferación, la cual requiere de una gran cantidad de 

energía en forma de ATP. Las células normales obtienen el ATP de dos vías, la 

glucólisis y la fosforilación oxidativa. En condiciones de aerobiosis, la obtención 

de ATP proviene en mayor proporción de la mitocondria; mientras que en 

anaerobiosis, la obtención de ATP proviene en mayor proporción de la  glucólisis. 

En cambio en células tumorales, el flujo de la glucólisis se encuentra activo aún 

en condiciones de aerobiosis. Estos cambios son el resultado de la 

sobrexpresión de oncogenes e inhibición de supresores tumorales involucrados 

en la regulación de las vías energéticas.  Uno de los supresores tumorales más 

estudiados en el campo del cáncer es la proteína p53, factor de transcripción que 

responde a diversos tipos de estrés como: estrés genotóxico, daño al DNA por 

radiación ultravioleta, estrés nutricional e hipoxia. En respuesta, p53 modula 

procesos de inhibición del crecimiento tumoral, deteniendo el ciclo celular, 

evitando la inestabilidad genética y regulando el metabolismo energético. En 

más del 60% de todos los tipos de cáncer, p53 se encuentra mutado o inhibido, 

provocando la pérdida de sus vías canónicas de supresión tumoral. En este 

proyecto se  evaluó la modulación del metabolismo energético mediado por p53 

en células de cáncer cervicouterino: HeLa-L (con niveles muy bajos de p53), 

HeLa-H (con sobrexpresión de p53) y en células de cáncer de mama: MCF7 (con 

niveles endógenos de p53) y p53shMCF7 (con un silenciamiento para p53) en 

condiciones de normoxia (21% de O2) e hipoxia (0.1% de O2), condiciones en las 

que p53 es fosforilado para su activación y además, condiciones en las que un 

tumor sólido se encuentra en crecimiento. Los resultados obtenidos demuestran 

que p53 responde de una manera diferente dependiendo de la concentración de 

oxígeno presente en el medio. En normoxia p53 causa: un aumento del 60% en 

(i) el flujo de la FO, (ii) el potencial transmembranal mitocondrial y (iii) el contenido 

de proteínas mitocondriales, por otro lado, en condiciones de hipoxia, la 

activación de p53 causa: i) la disminución del flujo glucolítico y ii) la disminución 

del flujo de la FO mediante la activación de la autofagia, un proceso que involucra 

degradación mitocondrial y que es regulado por p53. El análisis del metabolismo 



 

energético en células con sobrexpresión de p53 nos permitió entender la fina 

regulación del supresor tumoral p53 sobre el metabolismo energético en 

condiciones semejantes a las de un tumor sólido en crecimiento, y que efecto 

tendría la pérdida de esta proteína en células tumorales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Summary 

Besides the ability of proliferation and evasion of cell death, tumor cells have an 

energy metabolism which differs from a normal cell, rendering them capable to 

survive in stressful microenvironments maintaining a high proliferation rate, which 

requires a high amount of energy as ATP. Normal cells obtained ATP from two 

pathways, glycolysis and oxidative phosphorylation (OxPhos). In aerobic 

conditions, normal cells obtain ATP mainly from mitochondria; while in 

anaerobiosis, ATP comes in a greater proportion from glycolysis. In contrast, in 

tumor cells, the flow of glycolysis is still active under aerobic conditions. These 

changes are the result of the oncogenes overexpression and tumor suppressor 

inhibition both involved in the energy pathways regulation. One of the most 

studied tumor suppressor proteins in cancer field is p53, a transcriptional factor 

involved in the regulation of a variety of genes linked in cell processes as well as 

tumor growth inhibition, cell cycle arrest, genetic stability and regulation of energy 

metabolism; however, it is mutated or inhibited in more than 60% of all cancers  

types. In this project we evaluated the energy pathways modulation from human 

tumor cells mediated by p53 in normoxia (21% O2) and hypoxia (0.1% O2) 

conditions in which p53 is phosphorylated for activation and also conditions 

where a solid tumor is growing. The results suggest that p53 responds differently 

depending on the oxygen concentration present in the medium. While in normoxia 

causes a 60% increase in (i) OxPhos flow, (ii) the mitochondrial transmembrane 

potential and (iii) content of mitochondrial proteins, under hypoxic conditions, 

activation of p53 causes i) inhibition of increased glycolytic flux by the bind with 

HIF-1α (protein-binding protein) and ii) activation of autophagy, a process of 

mitochondrial degradation. Analysis of energy metabolism in cells with 

overexpression of p53 facilitate the understanding of the mechanisms of 

regulation by the tumor suppressor p53 related to energy metabolism, and how 

changes in the content of this protein have effects on the human tumor energy 

metabolism. 
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I. INTRODUCCIÓN  

 

1. Epidemiología del cáncer 

 

En el 2012, la Organización Mundial de la Salud (OMS) reportó 8.2 millones de 

defunciones relacionadas con cáncer, representando en la actualidad la segunda 

causa de muerte a nivel mundial después de las enfermedades cardiovasculares 

(OMS, 2012).  El cáncer es una enfermedad multifactorial que afecta diversos 

órganos y tejidos; dependiendo del tipo de cáncer será la calidad y sobrevida del 

paciente.  Por ejemplo, en el cáncer de páncreas, glioma, pulmón y colorectal, la 

sobrevida a 5 años es menor del 50% además de presentar una baja calidad de 

vida.  

En México, los tipos de cáncer con mayor porcentaje de mortalidad en varones 

son los de próstata (16%) y de tráquea/bronquios/pulmón (13%).  En mujeres, 

los tipos de cáncer de mayor porcentaje son de mama (14.5%), de cérvix 

(10.12%) y de hígado/vías biliares (8.25%) (INEGI, 2013) (Fig. 1). 

 

 

 

Figura 1. Porcentaje de mortalidad por cáncer en hombres y mujeres.   
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2. Definición y características del cáncer 

El cáncer se define como un conjunto de enfermedades que involucra células en 

crecimiento acelerado con potencial de invasión a diversos órganos y tejidos. 

Las células que originan el cáncer presentan al menos seis características que 

comparten independientemente del tejido de origen y las cuales se adquieren 

durante el desarrollo y transformación celular (Hanahan y Weinberg, 2000). 

Según Hanahan y Weinberg (2000) las características del cáncer son la 

proliferación descontrolada, la evasión de los mecanismos de supresión tumoral, 

la resistencia a muerte celular por apoptosis, la inducción de angiogénesis, la 

evasión del sistema inmune y la reprogramación metabólica. 

Aunque todos estas características han sido materia de estudio en los últimos 

años, la reprogramación metabólica ha sido una de las características menos 

estudiadas y se analiza a continuación. 

3. Reprogramación metabólica  

Una característica fundamental para las células tumorales es la capacidad de 

mantener su proliferación acelerada. Las células de los tejidos normales ajustan 

su velocidad de proliferación promoviendo la represión/activación de algunas 

proteínas del ciclo celular. En el cáncer, las proteínas p21 y p27 están reprimidas 

mientras que las cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) se encuentran activas 

con la finalidad de aumentar el número de duplicaciones celulares tanto en 

condiciones normales como cuando sobreviene algún tipo de estrés (Meek, 

2009).  

La proliferación crónica y poco controlada del cáncer involucra no solo cambios 

sobre la regulación de la proliferación celular, sino también, provoca ajustes en 

el metabolismo energético. En condiciones aerobias, las células normales oxidan 

la glucosa citosólica hacia piruvato (glucólisis aeróbica); posteriormente, el 

piruvato es trasportado hacia la matriz mitocondrial para la generación de 

NADH+H, FADH2 e intermediarios metabólicos que alimentan vías anapleróticas 

mitocondriales como el ciclo de Krebs. El NADH+ H es sustrato de la cadena 

transportadora de electrones, cuya oxidación promueve el transporte de 
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protones de la matriz mitocondrial al espacio intermembranal.  Los protones son 

entonces sustrato de la ATP sintetasa para la producción de ATP.  

En condiciones anaerobias, el piruvato es preferentemente transformado hacia 

lactato por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH).  Sin embargo, en las células 

cancerosas ya sea en condiciones aeróbicas o anaeróbicas, la velocidad de 

glucólisis es mayor con respecto a una célula normal como se explica a 

continuación.  

4. Metabolismo energético de células tumorales en normoxia 

En 1942, Otto Warburg describió por primera vez que la célula tumoral mantenía 

una alta actividad glucolítica comparada con la célula normal aún en condiciones 

aeróbicas (efecto Warburg).  Recientemente se ha propuesto que la activación 

de la glucólisis está ligado a la sobreexpresión y activación de oncogenes (h-

RAS, k-RAS o c-MYC) o la presencia de mutaciones en genes supresores de 

tumor (TP53) que regulan directa o indirectamente a las enzimas glucolíticas 

(Jones y Thompson, 2009; Gatenby, 2004).  La familia de proteínas RAS 

comprende proteínas de tipo GTPasa ancladas a la membrana plasmática, la 

cual forma parte de la vía de señalización de MAPK/ERK1/2 involucradas en la 

proliferación y el metabolismo celular.  El proto-oncogen c-MYC codifica para un 

factor de transcripción involucrado en proliferación, crecimiento celular y 

aumento de la transcripción de proteínas glucolíticas como la lactato 

deshidrogenasa A (Dang et al. 1999), la sobrexpresión de estas proteínas en 

diversos tipos de cáncer causan efectos de supervivencia y cambios en el 

metabolismo celular. 

Las células cancerosas también presentan cambios a nivel de mitocondria. 

Recientemente se reportó en ciertos tipos de cáncer que enzimas involucradas 

en la vía de la FO como la isocitrato deshidrogenasa (IDH) del ciclo de Krebs, 

presenta mutaciones que cambian los parámetros cinéticos de esta enzima (Yen 

et al., 2010); además, en algunas células cancerosas se ha observado un 

aumento en el contenido de la glutaminasa (GA) mitocondrial, lo que indica una 

oxidación activa de glutamina en la mitocondria (Wise et al., 2008).  
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5. Metabolismo energético de células tumorales en hipoxia 

La hipoxia se define como una condición alejada de los vasos sanguíneos y en 

la que crecen la mayoría de los tumores sólidos.  Se ha estimado que la 

concentración de oxígeno presente en el microambiente tumoral oscila entre los 

10-14 µM (considerado hipoxia severa, ~0.1% de O2).  La concentración de 

oxígeno limitante se asocia con activación de la glucólisis y el abatimiento de la 

FO.  

Glucólisis. La hipoxia promueve la sobreexpresión de proteínas altamente 

modulables por la concentración de oxígeno intracelular como las prolil 

hidroxilasas (PH).  Estas enzimas tienen dominios estructurales sensibles a 

oxígeno y activan vías de señalización involucradas en la defensa antioxidante y 

en la estabilización de algunos factores de transcripción que modulan al 

metabolismo glucolítico (Cummins et al., 2006; Wang et al., 1995).  Por ejemplo, 

el factor inducible por hipoxia 1α (HIF-1α), el cual tiene como blanco a los 

transportadores de glucosa (GLUT 1 y 2), la hexocinasa 1 y 2 (HKI y II), la hexosa 

fosfato isomerasa (HPI), la fosfofructocinasa 1 (PFKI), la aldolasa (ALD), la 

gliceraldehído-3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la enolasa (ENO) y la lactato 

deshidrogenasa (LDH)  (Semenza, 1994).  Al parecer, la activación glucolítica en 

hipoxia tiene como función aparte de la síntesis de ATP, la producción de 

intermediarios metabólicos que son sustratos de otras vías catabólicas como son 

la vía de las pentosas fosfato (PPP), la síntesis de aminoácidos (alanina, serina, 

glicina), la síntesis de glicerol; todas ellas requeridas durante la duplicación 

celular. 

Fosforilación Oxidativa: En hipoxia, el trabajo mitocondrial disminuye 

considerablemente, esto por la disminución en la actividad de algunas enzimas 

involucradas en el aporte de sustratos para la cadena respiratoria como la 

2OGDH y la GA (Rodríguez- Enríquez, 2010). Aunque podría sugerirse que la 

disminución del trabajo mitocondrial es debido a la baja concentración de 

oxígeno presente en el microambiente, se ha reportado que la concentración en 

regiones hipóxicas es aún suficiente para la activación del complejo IV de la 

cadena transportadora de electrones (Km de COXIV por O2=0.4 µM) 

(concentración estimada= 10-14 µM de O2). Otro proceso probablemente 

involucrado en esta respuesta ante la hipoxia es la disminución del número de 
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mitocondrias derivada de la activación mitofágica; sin embargo, hasta el 

momento no se ha correlacionado la disminución en el flujo con la activación de 

este proceso. 

Al igual que los oncogenes, como c-Myc, H-Ras y HIF-1α, que confieren estas 

propiedades a la célula tumoral, existen proteínas denominadas “supresoras 

tumorales”; como su nombre lo indica, son proteínas que inhiben o contrarrestan 

las adaptaciones de una célula tumoral a ambientes hostiles. Una de las 

proteínas más importantes en este grupo es p53, un supresor tumoral que se 

encuentra mutado o inactivo en la mayoría de los tipos de cáncer.   

6. La proteína p53  

p53 es una proteína que pertenece al grupo de los factores de transcripción que 

regula procesos celulares involucrados en la estabilidad genética y la muerte 

celular (Meek, 1998). Recientemente se demostró que p53 también es capaz de 

regular las vías energéticas, modificando los niveles de transcritos de algunos 

genes o interaccionando directamente con proteínas involucradas en esta vía, 

por lo que se ha propuesto como una proteína esencial en el desarrollo y 

metabolismo intermediario del cáncer (Assaily et al., 2006).  

Desde su descubrimiento en 1979 por el grupo de Arnold Levine, p53 ha sido 

estudiado en diversos modelos experimentales, incluyendo líneas celulares tanto 

normales como cancerosas y modelos animales, por lo que se ha recopilado 

información esencial sobre sus múltiples funciones.  

p53 está formado por cinco dominios estructurales: 1) un dominio de 

transactivación o dominio N- terminal donde se regula su fosforilación/ 

desfosforilación en los residuos de activación; 2) un dominio rico en prolina 

vinculado al proceso de muerte celular programada o apoptosis; 3) un dominio 

de unión al DNA y lugar de reconocimiento de sus elementos de respuesta; 4) 

un dominio de tetramerización, donde se lleva a cabo la oligomerización de los 

monómeros de p53 y 5) un dominio de regulación/acetilación que confiere 

estabilidad en la unión de p53-DNA (Römer et al., 2006; Vousden 2006; Meek et 

al., 1998).   
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En diversos tipos de cáncer como el de pulmón, colorectal, ovario y glioma, esta 

proteína tiene un alto porcentaje de mutación (40-70% dependiendo del tipo de 

cáncer), siendo el dominio de unión al DNA el sitio con mayor índice de 

mutabilidad (Hollstein et al., 1991). Diversos estudios clínicos han demostrado 

una correlación entre la presencia de estas mutaciones con el grado de 

malignidad y baja prognosis de pacientes con cáncer (Muller and Vousden 2014). 

En pacientes con cáncer de mama, subtipo triple negativo, se ha encontrado un 

alto porcentaje de p53 mutado, este subtipo es el que presenta mayor malignidad 

y baja supervivencia a 5 años; otro ejemplo es la correlación de la presencia de 

mutaciones en p53 y la baja supervivencia en pacientes con cáncer de ovario, 

en ambos casos, la expresión de p53 mutado o deletado fue significativamente 

mayor en pacientes con baja respuesta al tratamiento (Tommasino et al., 2003; 

Erickson et al., 2004; Langerod et al., 2007).  Desde el punto de vista metabólico, 

varias mutaciones de p53 activan la glucólisis tumoral (cáncer de colon y mama) 

promoviendo la translocación de los transportadores de glucosa y la sobre 

expresión de la HKII y la PGAM (Goel et al., 2003; Zhang et al., 2014), lo que 

podría indicar un aumento en el flujo glucolítico. Sin embargo, hasta el momento 

no se ha evaluado si la modulación que tiene p53 no mutado sobre las enzimas 

del metabolismo energético, realmente se ve reflejado en el flujo total de ambas 

vías energéticas.  Por lo anterior nuestro estudio resulta de interés ya que sienta 

las bases bioquímicas de los cambios metabólicos asociados con p53 no 

mutado, para su futura extrapolación en un modelo más cercano a lo observado 

en la clínica, células con p53 mutado.  

7. Regulación del metabolismo energético mediado por p53  

La relación de p53 con el metabolismo energético se describió en el 2004, 

cuando se demostró en osteosarcoma SaOS-2 y rabdomiosarcoma CCL-136 

que su sobreexpresión correspondía con una disminución (a) en los niveles (40-

50%) de algunos transcritos de proteínas glucolíticas (GLUT1, GLUT3, GLUT4, 

PGAM) (Schwartzenberg et al., 2004; Kawuauchi et al., 2008); (b) en el consumo 

(30%) de glucosa externa y (c) en el contenido de fructosa 2,6 bisfostato, un 

activador alostérico de la PFK-I (Vousden et al., 2009; Bensaad et al., 2006) (Fig. 

2).  Estos resultados sugirieron que p53 podría afectar negativamente a la 

glucólisis tumoral, contrarrestando el “Efecto Warburg” (Vousden et al., 2009); 
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sin embargo, los flujos glucolíticos no fueron medidos experimentalmente (Fig. 

2). 

Por otro lado, p53 también modula genes y proteínas involucradas en el 

metabolismo mitocondrial. En comparación con lo que se ha publicado para la 

glucólisis, p53 activa el flujo de la FO mediante la activación de la transcripción 

de genes que codifican para proteínas mitocondriales (Zhou et al., 2003).  En 

células de cáncer de colon HCT116 y en fibroblastos de embrión de ratón MEFs, 

p53 aumentó 2-12 veces el transcrito de la proteína SCO2, involucrada en la 

síntesis de la citocromo oxidasa y de la glutaminasa (GA) (Matoba et al., 2006; 

Hu et al., 2010) (Fig. 2).  SCO2 es un cofactor esencial para la transcripción de 

la subunidad I del complejo IV de la cadena transportadora de electrones y la GA 

es una enzima involucrada en el metabolismo de la glutamina, lleva a cabo la 

reacción de desaminación de la glutamina hacia glutamato. Otra enzima 

mitocondrial que ha sido descrita como posible blanco de p53 es la piruvato 

deshidrogenasa cinasa (PDK), la cual es inhibida transcripcionalmente por p53 

de una forma directa; la PDK fosforila a la piruvato deshidrogenasa (PDH) 

inactivándola y evitando la oxidación de piruvato (Contractor et al., 2012) (Fig. 

2). 

Existen otras proteínas mitocondriales reguladas por p53 como son el factor 

inducible por apoptosis (AIF) y la proteína Parkin.  Al parecer, AIF confiere 

estabilidad al complejo I de la cadena transportadora de electrones, mientras que 

Parkin de una manera no tan clara favorece la FO y disminuye la glucólisis 

(Stambolsky et al., 2006; Zhang et al., 2011).   

Desafortunadamente en todos estos trabajos, el análisis de p53 sobre el 

metabolismo energético se ha analizado midiendo únicamente los niveles de los 

transcritos y los contenidos de algunas proteínas.  En un estudio realizado por 

nuestro grupo de trabajo se demostró que el cambio en el contenido de transcrito 

no siempre correlaciona con cambios en los niveles de proteína, en sus 

actividades enzimáticas ni en el flujo total de la vía en la que participa (Moreno-

Sánchez et al. 2016).  Por lo que resulta de nuestro interés realizar un análisis 

global donde varios de los parámetros como contenido de proteínas, actividades 

y flujos sean medidos simultáneamente.   



8 
 

 

Figura 2. Efecto de p53 sobre el metabolismo energético en normoxia (21% O2).  p53 inhibe 

a GLUT1, GLUT3 y GLUT4 y a la fosfoglicerato mutasa (PGAM); a su vez p53 activa a TIGAR, 

un inhibidor indirecto de la glucólisis el cual baja los niveles del activador glucolítico de la PFKI, 

fructosa 2,6 bisfosfato.  En paralelo, p53 aumenta los transcritos de proteínas de la FO como la 

glutaminasa (GA), la enzima de ensamblaje de la citocromo oxidasa (SCO2), el factor inducible 

por hipoxia (AIF) y Parkin. Lo reportado sugiere un efecto contrario mediado por p53, una 

disminución de la glucólisis y un aumento en la fosforilación oxidativa. 

  



9 
 

8. p53 y autofagia 

La autofagia es un proceso de autodegradación, que sirve como fuente de 

energía en condiciones de estrés nutricional; también juega un papel importante 

en la remoción de proteínas no empaquetadas o agregados protéicos y 

eliminación de organelos dañados como mitocondrias, retículo endoplásmico, 

peroxisomas etc. (Glick et al., 2010). Múltiples genes que transcriben proteínas 

involucradas en este proceso son reguladas por p53, por ejemplo, DRAM, BNIP3 

y Beclina1 (Azad et al. 2010). P53 tiene un papel dual sobre la activación 

autofágica dependiendo de su localización intracelular. La localización nuclear 

de p53 permite la activación la transcripción de genes de autofagia, mientras que 

su localización citosólica inhibe la autofagia mediante su unión con la membrana 

mitocondrial (Tasdemir et al., 2008).  

Además del estrés nutricional, la hipoxia también activa la autofagia mediada por 

p53; sin embargo, hasta el momento se desconoce la vía por la cual se enciende 

este proceso en condiciones de hipoxia. Se ha reportado en diversas líneas 

celulares tumorales (HEK-293, MDA-MB231, U87, ZR-75) que la hipoxia severa 

aumenta la degradación mitocondrial a través del aumento en la transcripción de 

las proteínas mitofágicas BNIP3, beclina 1 y DRAM que además son blanco de 

p53 (Azad et al., 2010). Por lo tanto, la activación de este proceso puede verse 

reflejada en el metabolismo energético mitocondrial.  
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II. Hipótesis. 

La presencia de p53 afectará el metabolismo energético aumentando la 

sensibilidad de la fosforilación oxidativa a la hipoxia mediante la activación 

mitofágica.  

III. Objetivo general 

Determinar el efecto de p53 sobre el flujo de la glucólisis y la FO en condiciones 

de hipoxia en células tumorales. 

1. Objetivos particulares. 
 Determinar la funcionalidad de p53 en células HeLa-L (células carentes 

de p53) y HeLa-H (células con sobrexpresión de p53) en normoxia e 

hipoxia. 

 Determinar el efecto de p53 en el crecimiento y proliferación de células 

HeLa-L y HeLa-H en normoxia e hipoxia. 

 Evaluar el efecto de p53 sobre los niveles de proteínas glucolíticas y 

mitocondriales así como el potencial transmembranal mitocondrial y el 

flujo de ambas vías. 

 Evaluar el efecto de p53 en el metabolismo energético de células MCF7  

(con expresión endógena de p53) y p53shMCF7 (con un silenciamiento 

de p53). 

 Evaluar el efecto del inhibidor de p53, pifitrin- α, sobre la modulación del 

metabolismo energético en las diferentes líneas celulares. 

 Identificar la autofagia como posible mecanismo de regulación del 

metabolismo mitocondrial.  
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IV. Material y métodos   
 

Las células HeLa- L (L, del inglés “low” o  concentración baja  de p53) son las 

células obtenidas de la ATTC. Las células HeLa- H (H, del inglés “high” o alto 

contenido de p53) fueron transfectadas establemente con un vector que 

sobreexpresa el gen de p53 de una forma constitutiva) tal como se describe a 

continuación.   

 

1. Transfección de células HeLa y MCF7. 
 
La transfección de células HeLa con p53 y el silenciamiento de p53 en las células 

MCF7 se llevó a cabo en colaboración con el Dr. Patricio Gariglio del laboratorio 

de genética molecular del CINVESTAV.  

Para la transfección de p53 en células HeLa se sembraron aproximadamente 

50,000 células en cajas de petri de 60 mm y se incubaron con 0.5 µg de plásmido 

pCMV- Neo- Bam WT (donado por el Dr. Bert Vogelstein de la Universidad de 

Johns Hopkins, Baltimore, USA), y se utilizó lipofectamina 2000, marca 

Invitrogen, siguiendo las especificaciones por el fabricante. Después de la 

transfección, las células se seleccionaron con 1200 µg/mL antibiótico G418 y se 

mantuvieron en medio DMEM completo más 800 µg/mL de G418 para mantener 

una transfección estable.  

Para el silenciamiento de p53 en células MCF7 se utilizó un kit de silenciamiento 

(Sure Silencing RNA Interference Plasmid Based; SA Bioscience); se utilizaron 

0.5 µg de plásmido de silenciamiento  y lipofectamina 2000TM, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Después de la transfección, se añadieron 800 µg/mL 

de antibiótico G418 para mantener una transfección estable. 

 

2. Condiciones de cultivo 

Las diferentes líneas celulares se sembraron (5 x106 células/mL) en cajas de 

Petri de 60 mm en 5 mL de medio Dulbecco MEM (Gibco; ThermoFisher, 

scientific, MD, USA) condicionado con 25 mM glucosa, 4 mM glutamina, 40 mM 

piruvato y una mezcla de aminoácidos esenciales y no esenciales (0.2- 4 mM) 

suplementado con 5-10% de suero fetal bovino y 10,000 U de 
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penicilina/estreptomicina.  Posteriormente fueron incubadas en 5% de CO2 y 

95% de aire (21% de O2) a 37°C.  

La genotipificación de las líneas celulares se llevó a cabo en el Instituto Nacional 

de Medicina Genómica (INMEGEN) Cd de México, indicando que las células 

HeLa presentan 15 de los 16 alelos canónicos que tiene la clona original del 

ATCC, mientras que las células MCF7 presentaron 16 de 16 alelos; estos alelos 

marcadores no se modificaron por el proceso de sobreexpresión o silenciamiento 

de p53. 

3. Condiciones de cultivo en hipoxia 

La hipoxia se generó en una cámara modular Billups- Rothenberg, MIC-101. Las 

cajas  de cultivo con medio DMEM fresco se colocaron dentro de la cámara junto 

con un recipiente que contenía 50 mL de agua destilada (para mantener la 

humedad), se cerró herméticamente y se desplazó el oxígeno interno con una 

mezcla de 5% CO2, 95% de nitrógeno y 0.1% de O2, durante 15 minutos a un 

flujo de 15-20 Lmp hasta alcanzar una concentración interna de O2 de 0.1-0.2% 

(10-14 µM de oxígeno). Los experimentos se llevaron a cabo en la fase 

exponencial de crecimiento de las células (72 horas) para las determinaciones 

(Hökel y Vaupel, 2001). 

4. Obtención de suspensiones celulares para la medición de flujos 
energéticos en las condiciones experimentales. 

Después de 24 horas, las células se cosecharon con 2 mL de tripsina, se lavaron 

con 10 mL de Ringer Krebs (RK) (125 mM NaCl, 5 mM de KCl, 25 mM de HEPES, 

1.4 mM de CaCl2, pH 7.4) y se centrifugaron a 1500 rpm por 3-4 min a 4°C. El 

botón celular se resuspendió en 0.5-1 mL de RK. Se midió la concentración de 

proteína por el método de Biuret y la viabilidad mediante la tinción con azul de 

tripano al 1%. Las suspensiones obtenidas se utilizaron para las mediciones 

experimentales. 

Para medir el flujo de la FO y la glucólisis se utilizaron suspensiones celulares 

frescas de ambas líneas celulares provenientes de normoxia e hipoxia. 

La FO se midió polarográficamente registrando el consumo de oxígeno sensible 

a oligomicina 5 µM (Rodríguez- Enríquez et al., 2010)  con un electrodo tipo 
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Clark. En 1.9 mL de RK se añadieron 4 mg de proteína total celular/mL a 37°C. 

Una vez obtenido el estado estacionario de respiración celular total se adicionó 

de oligomicina (inhibidor de la ATP sintetasa) para revelar la FO puesto que en 

las células existen otras enzimas que consumen oxígeno y podrían sobre-

interpretarse los datos.  

Los cálculos de la velocidad se realizaron considerando que la altura de la 

Ciudad de México a 37°C hay disueltos 380 nanogramo átomos de oxígeno 

(ngAtO)/mL (~190 μM de O2). Para los cálculos, se trazó la pendiente que marca 

el consumo de la muestra por unidad de tiempo, tomando en cuenta 100 

segundos, posteriormente se hizo una determinación de consumo de oxígeno de 

la muestra normalizando a 60 segundos, normalizando posteriormente por mg 

de proteína presente.  

La glucólisis se midió por ensayo enzimático como se describe a continuación. 

En tres viales de plástico se colocaron 5 mg de proteína celular/mL de RK en un 

volumen total de 2.5 mL y se mantuvieron en agitación constante (150 rpm) a 

37°C. Después de 10 minutos de incubación se adicionó glucosa a cada una de 

las muestras hasta obtener una concentración final de 5mM.  En el segundo vial 

se añadió además 10 mM de 2 desoxiglucosa (2DOG), inhibidor de la enzima 

exosa fosfato isomerasa (HPI) (Pelicano et al., 2006) y al tercero se añadió 1µM 

de rotenona para descartar la generación de lactato a partir de glutaminólisis. La 

adición de los inhibidores se realizó para determinar el lactato que proviene de 

la oxidación de la glucosa externa y el lactato generado por la vía de la 

glutaminólisis. Al minuto 0, 5 y 10  se detuvo la reacción con 10% (v/v) de ácido 

perclórico frío. A las muestras se le añadió 50 µl de indicador Kodak para 

neutralizarlas a  pH 7 con 50- 80µl de una solución de 3 M de KOH, 0.1 M Tris, 

posteriormente se congelaron a -70°C. El lactato formado se cuantificó 

espectrofotométricamente a 340 nm midiendo  el NADH formado en una reacción 

catalizada por la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en medio Hidrazina (0.4 

M)- Glicina (0.5 M), pH 9. La velocidad se la glucólisis se calculó por la diferencia 

de absorbancias mediante la generación de NADH+H, el coeficiente de extinción 

molar del NADH y el tiempo de reacción (Marín- Hernández et al., 2006). 
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5. Inmunoensayos 

Los extractos de proteína empleados para los inmunoensayos se obtuvieron con 

200-400 μL de RIPA. Las muestras obtenidas se separaron en condiciones 

desnaturalizantes por SDS-PAGE al 10% (electroforesis en geles de 

poliacrilamida a 250 mV). Las proteínas fueron transferidas (15 V, 297 mA) a una 

membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF). Una vez hecha la transferencia, 

la membrana fue incubada con 5% de leche libre de grasa y 0.1% Tween- 20 en 

TBS 1x por una hora, se incubó con el anticuerpo primario: ND1, COXIV, 

ATPase, GA, PHD ANT, 2OGDH, GLUT1, GLUT3, HKII, PFKI, LDH-A, p53, P-

p53, FOXO3A, P-FOXO3A, HIF, TIGAR, LAMP1, Atg3, BNIP3, actina, marca 

santa cruz  en una dilución 1:1000 en TBS 1x  y 5% leche para cada anticuerpo. 

El anticuerpo primario se incubó durante toda la noche en refrigeración (4-8° C). 

Posteriormente, se lavó la membrana tres veces durante 15 minutos con TBS 

1x- Tween-20 y se incubó con el anticuerpo secundario anti- ratón, anti- cabra o 

anti- conejo, según sea el caso, marca santa cruz, en una dilución 1:2000 durante 

2 horas en refrigeración y posteriormente se lavó 3 veces durante 15 minutos 

con TBS 1x- Tween-20. Se añadieron 500 μL de  solución de 

quimioluminiscencia y se reveló usando papel fotográfico (Kodak). Las bandas 

obtenidas se analizaron por densitometría con el software Image J. Los 

resultados se presentan por doble normalización con respecto al control de carga 

y a normoxia. 

6. Análisis de p53 por inmunofluorescencia 

Se sembraron 300,000 células en cajas petri de 35 mm las cuales fueron fijadas 

con paraformaldehído al 4% y permeabilizadas con 0.1% (w/w) de tritón X- 100 

a temperatura ambiente. Posteriormente, las células fueron incubadas con 

anticuerpo primario  de p53 o P-p53 (ser-15) (Abcam; Cambridge, MA, USA) a 

una dilución 1:200, así como con 15 µg DAPI/mL (Abcam) y fueron revelados 

con Alexa488 (Abcam). Las imágenes de fluorescencia fueron detectadas con el 

sistema EVOSFL Auto Cel Imaging (Life Technologies; Grand Island, NY, USA). 
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7. Determinación de mitocondrias y lisosomas por microscopía 
confocal 

Para la determinación del contenido mitocondrial y lisosomal por microscopía 

confocal, se sembraron 30,000 células en cajas Petri de 35mm de fondo de vidrio 

marca Matek corning en 5 mL de DMEM empleado en las condiciones citadas 

anteriormente.  Después de 24 horas de hipoxia, ambas líneas celulares bajo las 

diferentes condiciones experimentales se lavaron con PBS y se añadió medio 

DMEM más 500 nM de Mitro-tracker green (MTR) para el marcaje de 

mitocondrias y Lysotracker red (LTR) para el marcaje de lisosomas se incubaron 

a 37° C durante una hora; transcurrido el tiempo, se lavaron dos veces con PBS 

y se añadió DMEM con 160 nM más de cada uno de los fluoróforos para su 

análisis en el microscopio confocal.  El microscopio utilizado fue un ZEISS-LSM 

510 META. La fluorescencia del MTR se midió a 516 nm y el LTR a 590 nm, se 

utilizó un láser de helio/neón para excitar el LTR y un láser de argón para MTR. 

El análisis de las imágenes obtenidas se llevó a cabo mediante el software 

ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). 

8. Determinación del potencial transmembranal mitocondrial  

Para los ensayos de determinación del potencial transmembranal mitocondrial, 

se incubó 0.25 µM de Rhodamina-6-G en 2 mL de RK a 37ºC durante 

aproximadamente 15 minutos hasta llegar una estabilización de la fluorescencia 

y descartar disminución de la fluorescencia inespecífica, posteriormente se inició 

el experimento con la adición de 0.25 mg de proteína total. El cambio en la 

fluorescencia de la Rhodamina 6-G se determinó con un espectrofluorómetro 

RF-5301PC (Tokyo, Japón) a una longitud de onda de excitación de 480 nm y 

una longitud de onda de emisión de 565 nm. Al final de cada experimento, se 

añadió 5 µM de CCCP (desacoplante mitocondrial) para establecer la magnitud 

del cambio en la señal de fluorescencia derivada de la mitocondria. 
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V. Resultados 
 

1. Nivel de mRNA de p53 en condiciones de normoxia 

Una vez obtenidas las líneas celulares transfectadas, se determinó la expresión 

del RNA mensajero (mRNA) de p53 HeLa-L (bajo contenido de p53) y en HeLa-

H (con p53 sobre-expresado) (nuestro principal modelo experimental).  

Al evaluar el mRNA de p53 en HeLa-H no se obtuvo un aumento significativo 

comparado con HeLa-L (tabla 1). El cambio en el contenido del mRNA de p53 

solo fue significativo en condiciones de hipoxia, donde se aumentó 3.3 veces con 

respecto a HeLa-L en normoxia (tabla 1). A partir de estas clonas obtenidas, se 

llevó a cabo el análisis general del metabolismo energético en ambas 

condiciones.  

2. Contenido de p53 y de sus proteínas blanco en normoxia e hipoxia 

En normoxia, el contenido de p53, P- p53 (ser 15, estado fosforilado y activo) así 

como sus blancos canónicos involucrados en la muerte celular por apoptosis, 

PUMA y NOXA aumentaron significativamente (2-5 veces) en HeLa-H vs. HeLa-

L en normoxia (Fig. 3A). Este patrón también se evaluó en condiciones de hipoxia 

(0.1% O2, 24 h); como respuesta a esta condición, aumentó el contenido de p53 

y de su fosforilación en serina 15 (-p53) y en el contenido de PUMA y NOXA en 

HeLa-H vs. HeLa-H en normoxia. En células HeLa-L, la hipoxia provocó cambios 

en el contenido de P- p53 y en NOXA pero PUMA no fue detectado, los cambios 

fueron más sutiles que en células HeLa-H (Fig. 3, A).  

Al evaluar el contenido de éstas proteínas en células MCF7 y shp53MCF7 en 

normoxia, en células shp53MCF7 se observó una disminución del 50- 60% en el 

contenido de los blancos canónicos de p53 NOXA, PUMA y TIGAR con respecto 

a células MCF7 en normoxia. Al evaluarse en condiciones de hipoxia, mientras 

que en células MCF7 hay un amento de 2- 3 veces en el contenido de sus 

blancos canónicos, en células shp53MCF7, no hubo cambios para el contenido 

de NOXA, TIGAR aumentó y una disminución en el contenido de TIGAR.  (figura 

3, B).  
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Figura 3. Análisis del contenido de proteínas reguladas por p53 en normoxia e hipoxia mediante 
Western Blot. P53, P-p53, PUMA, NOXA y TIGAR, fueron evaluadas para determinar la funcionalidad de 

p53 en el modelo experimental. A) Contenido de blancos de p53 en normoxia e hipoxia en células HeLa-L 

y HeLa-H, imagen representativa de al menos tres experimentos independientes, doble normalización vs. 

actina, vs. normoxia. a P< 0.01 vs. HeLa-L en normoxia. B) Contenido de blancos de p53 en normoxia e 

hipoxia en células MCF7 y shp53MCF7, imagen representativa de al menos tres experimentos 

independientes, doble normalización vs. actina, vs. normoxia. a P< 0.01 vs. MCF7 en normoxia. 

 

3. Localización de p53 en la célula 

Para la activación o represión de genes, p53 se transloca al núcleo en forma de 

tetrámero y cumple su función como factor de transcripción junto con sus 

cofactores p300 y CBP. Para determinar la localización de p53 en el modelo 

experimental propuesto, se evaluó mediante inmunofluorescencia la localización 

de p53 en las células HeLa-H en normoxia e hipoxia. Los resultados obtenidos 

revelan que en normoxia, p53 se encuentra preferentemente en el citosol, 

aunque también se encuentra fosforilado en el núcleo en una porción menor. En 

hipoxia, el contenido de P-p53 aumenta su localización nuclear, mientras que 

solo una porción se encuentra en el citosol (Fig. 4), lo que sugiere que en las 

células HeLa-H, p53 es capaz de activarse y traslocarse al núcleo, cumpliendo 

su función como factor de transcripción (Fig. 4).  
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Figura 4. Localización subcelular de p53 y P-p53 (ser 15) en células HeLa-H en normoxia e hipoxia 
(0.1% de O2). Las células fueron marcadas con DAPI (núcleo) y anticuerpo primario para p53 o P- p53 y 

Alexa 488. (Nor, normoxia; Hip, hipoxia; P-53, p53 fosforilado en serina 15). La barra de escala corresponde 

a 10 μm.   

 

4. Efecto de p53 sobre la proliferación celular 

p53 es uno de los supresores tumorales por excelencia, capaz de inhibir el 

crecimiento tumoral así como de activar la apoptosis; por esto, la inhibición o 

inactivación de esta proteína en cáncer permite la resistencia a la muerte celular 

aún en microambientes de estrés. Para conocer el efecto que tiene la presencia 

de p53 sobre la proliferación, se llevó a cabo una curva de crecimiento de las 

diferentes líneas celulares en normoxia e hipoxia durante 120 horas (Fig 5, A). 

En normoxia, el crecimiento de HeLa- H y HeLa- L fue similar; sin embargo, al 

someter a las células a hipoxia, HeLa-H presenta una mayor sensibilidad, 

disminuyendo el número de células viables a 24 horas de exposición. Estos 

resultados fueron reproducibles en células MCF7, donde se observa una alta 

sensibilidad en células MCF7 ante la hipoxia vs. p53shMCF7, donde no se notó 

la disminución en el número de células viables (Fig. 5 B). La disminución en las 

células vivas en HeLa-H y MCF7 puede deberse a la activación de muerte celular 

por apoptosis; sin embargo, al medir la activación de este proceso mediante 

citometría de flujo, no se obtuvieron cambios significativos; esto sugiere, que la 

muerte celular presente en HeLa-H y MCF7 en hipoxia es mediante otro proceso 

no ligado a la apoptosis, pero que igualmente, está regulado por p53 (Fig. 5 C, 

D). Como control positivo, se utilizó cisplatino (CP) 10µM durante 24 h (Fig. 5 D). 
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Figura 5. Efecto de p53 sobre la proliferación y viabilidad celular. A) Efecto de p53 sobre la 

proliferación a 120 h en células HeLa. A las 72 horas, fase exponencial de crecimiento, se 

sometieron a hipoxia y se contabilizó el número de células viables 24 y 48 h posterior al tratamiento, 

(▲) HeLa-H en normoxia, (∆) HeLa-H en hipoxia,(●) HeLa-L en normoxia, (o) HeLa-L en hipoxia. B) 

Efecto de p53 sobre la viabilidad a 120 h en células MCF7, a las 72 horas, fase exponencial de 

crecimiento, se sometieron a hipoxia y se contabilizó el número de células viables 24 y 48 h posterior 

al tratamiento, (▲) MCF7 en normoxia, (∆) MCF7 en hipoxia,(●) p5sh3MCF7 en normoxia, (o) 

p5sh3MCF7 en hipoxia. C) Análisis de muerte celular por apoptosis en células HeLa. Las células 

HeLa fueron incubadas con Anexina V y ioduro de propidio para revelar la muerte celular por 

apoptosis. R4= células vivas, R2= necrosis, R3= apoptosis tardía, R5= apoptosis. D) Imagen 

representativa del contenido de proteínas involucradas en la muerte celular por apoptosis, como 

control positivo, se utilizó cisplatino (CP) 10µM durante 24 h. 
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5. Efecto de p53 sobre el metabolismo mitocondrial en normoxia 
a. Contenido del mRNA y proteínas mitocondriales. 

En normoxia, no hubo cambios en el contenido de mRNA de proteínas 

mitocondriales en células HeLa-H con respecto a HeLa-L; algunas proteínas 

como el complejo IV de la cadena respiratoria (COXIV) y 2- Oxoglutarato 

deshidrogenasa (2OGDH) presentaron un ligero aumento en la expresión vs. 

HeLa-L; sin embargo este aumento no fue significativo (tabla 1). En cambio, se 

obtuvo un aumento significativo (30- 60%) en el contenido de proteínas 

mitocondriales medidas por Western Blot como: ND1, COXIV, ATPasa, ANT, 

PDH, GA y 2OGDH en células HeLa-H vs. HeLa-L (Fig. 6, A)  

 

 

Tabla 1. Cambio en la expresión de mRNA de algunos genes mitocondriales. Los valores 

presentados están normalizados con respecto a células HeLa-L en normoxia. Los valores son 

representan el valor promedio y la desviación estándar de al menos 3 muestras independientes. 

Abreviaturas: ND1, NADH deshidrogenasa; COX IV, citocromo oxidasa, 2 OGDH, 2 oxoglutarato 

deshidrogenada; ATPS, ATP sintetasa.  

Estos resultados demuestran que no hay una correlación directa entre la 

expresión de genes y contenido de proteína ya que hay muchos procesos 

postranscripcionales que podría responder a este fenómeno; sin embargo, se 

puede demostrar y reproducir lo ya descrito en la literatura, p53 causa el aumento 

del contenido de proteínas mitocondriales y aunque el incremento no fue tan alto 

como lo reportado (0.6 vs. 20 veces, respectivamente), podemos sugerir que la 

presencia de p53 causa un aumento en la función mitocondrial (Fig. 6, A). 
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Figura 6.Contenido de proteínas de glucólisis y FO en células HeLa-L y HeLa-H en 
normoxia. A) Contenido de proteínas mitocondriales en células HeLa-L (barras blancas) y HeLa-

H (barras negras), densitometría de tres muestras independientes, se realizó una normalización 

vs. actina para mayor claridad. * P<0.01 vs. HeLa-H en normoxia  B) Contenido de proteínas 

glucolíticas HeLa-L (barras blancas) y HeLa-H (barras negras), densitometría de tres muestras 

independientes, se realizó una normalización vs. actina para mayor claridad. * P<0.01 HeLa-L en 

normoxia.    
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Para determinar si lo observado es reproducible en MCF7 y p53shMCF7, se 

determinaron las proteínas mitocondriales en ambas líneas celulares en 

condiciones de normoxia. Los resultados obtenidos demostraron que el 

silenciamiento de p53 en p53shMCF7 causa la disminución del contenido de 

proteínas mitocondriales (2OGDH, ND1, COXIV y ANT) vs. MCF7, apoyando los 

resultados anteriormente observados en HeLa-H (datos no mostrados).  

b. Efecto de p53 sobre el flujo de la FO en normoxia 

Los trabajos reportados en la literatura solo muestran el análisis del contenido 

de proteínas reguladas por p53 o bien, de genes blanco involucrados en el 

metabolismo mitocondrial; sin embargo, hasta el momento no se ha evaluado si 

realmente estos cambios causados por la presencia de p53 influyen en la 

velocidad de flujo total de la vía de la FO. Para evaluar si el aumento en el 

contenido de proteínas mitocondriales observado en HeLa-H y MCF7 tiene 

realmente un efecto sobre la vía, se evaluó el flujo de la FO en las diferentes 

líneas celulares. 

En normoxia, la presencia de p53 en HeLa-H causó un aumento del 27% en el 

consumo de oxígeno total con respecto a HeLa-L (22 ngAtO/min/mg de proteína 

vs. 16 ngAtO/min/mg de proteína respectivamente). Para descartar el oxígeno 

que se consume por otras enzimas y determinar únicamente el consumo 

mitocondrial, se determinaron los flujos en presencia de 4 µM de oligomicina, un 

inhibidor específico de la ATPsintentasa, así, obtener únicamente el consumo de 

oxígeno relacionado a la producción de ATP (Fig. 7). El flujo total de la FO en 

células HeLa-H fue 60% mayor que en células HeLa-L en normoxia (16 

ngAtO/min/mg de proteína vs. 10 ngAtO/min/mg de proteína respectivamente), 

correlacionando con el aumento en el contenido de proteínas mitocondriales en 

esta misma línea (Fig. 6, A,B). Lo mismo se observó en células MCF7, las cuales 

presentan un mayor flujo de la FO (47%) vs. p53shMCF7 (17 vs. 8 ngAtO/min/mg 

de proteína respectivamente). Para apoyar los datos obtenidos, se analizaron los 

flujos en presencia de 10 µM de pifitrhin alpha (PFT-α), un inhibidor altamente 

selectivo para p53. El flujo de la FO disminuyó significativamente en presencia 

de PFT-α, hasta llegar a los niveles de HeLa-L. PFT-α no tuvo efecto sobre el 

flujo de HeLa-L en ambas condiciones (Fig. 7, A,B). Estos resultados demuestran 
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que el cambio en el flujo de la FO, es debido a la presencia de p53 y no a efectos 

pleiotrópicos derivados de la transfección. 
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 Figura 7. A) consumo de oxígeno y producción de lactato total. B) flujos netos de glucólisis, fosforilación oxidativa y glutaminólisis. C) % de aporte de ATP 

proveniente de cada vía.
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6. Efecto de p53 sobre el metabolismo glucolítico en normoxia. 
a. Contenido de proteínas de la glucólisis  

Como primera aproximación se determinó en células HeLa-H, el contenido del 

factor inducible por Hipoxia (HIF-1α), el cual modula la glucólisis, así como 

enzimas y trasportadores que participan en esta vía. Los resultados obtenidos 

demuestran que a pesar de que la presencia de p53 causa una disminución en 

el contenido de los transportadores de glucosa (GLUT1 y GLUT 3) vs. HeLa-L 

en normoxia; otras enzimas como hexocinasa II (HKII) y la fosfofructocinasa tipo 

1 (PFKI) no presentaron cambios e incluso otras aumentaron como la lactato 

deshidrogenasa (LDH-A) (Fig. 6, B). Algo interesante observado en células 

HeLa-H, fue el incremento en el contenido de HIF-1α aún en condiciones de 

normoxia con respecto a HeLa-L. Normalmente, HIF-1α solo se encuentra 

estabilizado en condiciones de hipoxia (Fig. 6, B). Los datos sugieren que p53 

también puede regular la estabilidad de HIF-1α además de las enzimas que 

participan en la vía antes mencionadas. 

Posteriormente se determinaron los contenidos de proteína en el segundo 

modelo de MCF7. Los resultados demuestran que el silenciamiento de p53 en 

p53shMCF7 causa un aumento de 2- 4 veces en el contenido de enzimas y 

transportadores que participan en la glucólisis como GLUT 1, GLUT 3 y HKII vs. 

MCF7 en normoxia, correlacionando con lo observado en HeLa (Figura 10). 

 

b. Efecto de p53 sobre el flujo de la glucólisis 

Para corroborar que p53 disminuye la glucólisis en nuestros modelos 

experimentales, se determinó el flujo de la vía por medio de la producción de 

lactato.  

A pesar de que las células HeLa-H presentan un menor contenido de 

transportadores de glucosa; el lactato total producido en estas células fue el 

doble vs. células HeLa-L en normoxia (34 vs. 17 nmol de lactato/ min/ mg de 

proteína respectivamente); sin embargo, al medir los flujos en presencia de 

10mM de 2- desoxiglucosa (2- DOG), un inhibidor competitivo de la parte alta de 

la glucólisis a nivel de la hexosa fosfato isomerasa (HPI), que descarta el lactato 

producido por la glucólisis y la degradación de glucógeno, se observa que la 
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producción de lactato exclusiva de la glucólisis es igual en ambas líneas 

celulares (17nmol/min/mg de proteína) y el lactato producido por la glutaminólisis 

en células HeLa-H es significativamente mayor vs. HeLa-L (17 vs. 0.8 nmol de 

lactato/ min/ mg de proteína respectivamente) (Fig. 7 A,B). Los datos demuestran 

que la presencia de p53 causa una disminución del contenido de algunas 

enzimas de la glucólisis pero esto no es suficiente para disminuir el flujo total de 

la vía, mientras que aumenta la glutaminólisis (Fig. 7, A,B).  

 

7. Efecto de p53 sobre el metabolismo energético en hipoxia 
a. Contenido de mRNA y proteínas mitocondriales en hipoxia 

Los contenidos de mRNA de proteínas mitocondriales en hipoxia no presentaron 

cambio con respecto a HeLa-H en normoxia, algo similar sucedió en células 

HeLa-L en las diferentes condiciones (tabla 1); sin embargo, a  pesar de que no 

se encontró diferencia en la expresión de los genes en células HeLa-H, el 

contenido de proteínas mitocondriales como ND1, COXIV, 2OGDH, ATPS y ANT 

disminuyeron significativamente (20- 80%) con respecto a HeLa-H en normoxia 

(Fig. 8, A). Los datos obtenidos sugieren que el estrés producido por hipoxia 

severa causa una respuesta contraria por parte de p53 sobre la mitocondria. En 

células HeLa-L, el contenido de las proteínas mitocondriales no tuvo un cambio 

significativo. En células MCF7 se observó un fenómeno similar, mientras que en 

condiciones de hipoxia, las células MCF7 presentan una disminución del 60% en 

el contenido de proteínas como 2-OGDH, ND1, COXIV y ANT, en células 

p53shMCF7, no hubo cambio entre ambas condiciones, haciendo reproducible 

este fenómeno en ambas líneas celulares (Fig 8, B). 
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Figura 8.Proteínas mitocondriales en células HeLa y MCF7 en normoxia e hipoxia. Imagen 

representativa de al menos tres experimentos independientes en células A) HeLa-L y HeLa-H 

en normoxia e hipoxia y B) MCF7 y p53shMCF7 en normoxia e hipoxia. CR= Cadena 

Respiratoria, CK= Ciclo de Krebs y SF= sistema fosforilante. Para mayor claridad, se realizó 

una doble normalización vs. actina, vs. normoxia. a P< 0.01 vs. HeLa-H, MCF7. 
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b. Efecto de p53 sobre el flujo de la FO en hipoxia 

La disminución de las proteínas mitocondriales en HeLa-H sugiere que en 

condiciones de hipoxia, el flujo puede verse comprometido importantemente. 

Para evaluar si esta disminución en proteínas tiene un efecto sobre el flujo de la 

FO, se llevó a cabo el análisis del consumo de oxígeno en las diferentes líneas 

en condiciones de hipoxia. 

Al evaluar el consumo de oxígeno total de células HeLa-H en hipoxia, se obtuvo 

una disminución significativa vs. HeLa-H en normoxia (13 vs. 22 ngAtO/min/mg 

de proteína respectivamente). De igual forma, el consumo de oxígeno total en 

células HeLa-L en hipoxia disminuyó vs. HeLa-L en normoxia (10 vs. 16 

ngAtO/min/mg de proteína respectivamente) (Fig. 7, A). Para obtener el flujo 

únicamente mitocondrial, se añadió oligomicina. 

En hipoxia, el consumo de oxígeno exclusivo de la FO en células HeLa-H 

disminuyó 85% vs. HeLa-H en normoxia (2.5 vs. 16 ngAtO/min/mg de proteína 

respectivamente), mientras que en células HeLa-L, a pesar de que se observa 

una disminución en el consumo de oxígeno mitocondrial, este cambio no fue 

significativo con respecto a HeLa-L en normoxia (8 vs. 10 ngAtO/min/mg de 

proteína) (Fig. 7, B). Los datos fueron reproducibles en células MCF7, donde la 

ausencia de p53 causa una resistencia ante la hipoxia por parte de la mitocondria 

puesto que las células MCF7 disminuyeron significativamente el consumo de 

oxígeno mitocondrial con respecto a MCF7 en normoxia y las células 

p53shMCF7 no presentaron cambios significativos en ambas condiciones (Fig. 

7, B). 

 

8. Mecanismo de degradación mitocondrial 

Uno de los mecanismos propuestos para explicar la disminución drástica del flujo 

de la FO en células HeLa-H es la mitofagia, proceso regulado por p53 que 

involucra la digestión mitocondrial en condiciones de estrés nutricional e 

hipóxico. Es posible que la disminución observada en la FO de células HeLa-H 

sea debido a la activación de este mecanismo, por lo que se llevó a cabo el 

análisis de proteínas y factores de transcripción que participan en este proceso 

como: FOXO2A3, Atg3, BNIP3 y LAMP1. En células HeLa-H, el contenido de 
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proteínas de autofagia aumentó significativamente en condiciones de hipoxia vs. 

HeLa-H en normoxia, mientras que en células HeLa-L, aunque hay una 

tendencia de aumento en las proteínas como LAMP1, otras como BNIP3 y Atg3 

no presentaron cambios (Fig. 9, A). En células MCF7 se reprodujo lo observado 

en HeLa. En condiciones de hipoxia, las proteínas de autofagia aumentaron en 

células MCF7 mientras que en células p5sh3MCF7, los contenidos de proteína 

no presentaron un cambio significativo (Fig. 8, B). Los datos por WB sugieren 

que hay una activación de la mitofagia mediada por p53 en condiciones de 

hipoxia, por lo tanto una disminución del contenido de mitocondrias. 

Para corroborar lo anteriormente observado, se llevó a cabo el análisis de la 

fluorescencia de mitocondrias y lisosomas (marcados con Mitotracker Green y 

Lysotracker Red respectivamente) mediante microscopía confocal, así como su 

colocalización para demostrar autofagia y se determinó la intensidad de 

fluorescencia por cada marcador. En la figura 9, inciso B, se observan las 

microscopías obtenidas de células HeLa en ambas condiciones así como la 

intensidad de fluorescencia para cada marcador. En células HeLa-H en 

normoxia, la intensidad de fluorescencia de las mitocondrias es mayor con 

respecto a células HeLa-L, correlacionando con los resultados obtenidos de un 

mayor contenido de proteínas mitocondriales y flujos. El marcaje para lisosomas 

también presentó un aumento, pero no significativo (Fig. 9, B y C). 

En condiciones de hipoxia, la intensidad de fluorescencia mitocondrial en HeLa-

H, disminuyó en un 83% y la fluorescencia para Lysotracker aumentó al doble 

(Fig. 9, B y C). En células HeLa-L, no hubo cambios significativos en ambas 

condiciones. Con estos datos se demostró que: i) la presencia de p53 aumenta 

las proteínas involucradas en la autofagia y ii) la disminución en el flujo de la FO 

en hipoxia de células HeLa-H se debe a la activación de la degradación 

mitocondrial mediada por la presencia de p53 (Fig. 9).  
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B)  

 

 

Figura 9. Activación de la autofagia en hipoxia mediada por p53. A) contenido de proteínas de 

autofagia en células HeLa la imagen es representativa de 3 muestras independientes, se llevó a 

cabo una doble normalización vs. actina, vs. normoxia. a P<0.01 vs. HeLa en normoxia, b P<0.05 

vs. HeLa en normoxia. B) Microscopía confocal de células HeLa en normoxia e hipoxia marcadas 

con mitotracker green (MTG) para mitocondrias y lysotracker red (LTR) para lisosomas. C) 

cuantificación de intensidad de fluorescencia de MTG y LTR en células HeLa-L y HeLa-H en 

normoxia e hipoxia, figura representativa de n= 75 células por cada condición. 
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9. Efecto de p53 sobre el contenido de proteínas de la glucólisis en 
hipoxia 

Ya que p53 no solo modula proteínas que participan en el metabolismo 

mitocondrial sino que también es capaz de modular enzimas de la glucólisis, se 

llevó a cabo el análisis del contenido de proteínas y flujos que participan en esta 

vía, en condiciones de hipoxia.  

Aunque no se ha reportado si modula el flujo de la glucólisis en condiciones de 

hipoxia, p53 es un factor de trascripción que responde a estrés y puede competir 

por cofactores nucleares con otras proteínas como HIF-1α (Zhou et al., 2015), 

por lo que se podría esperar un cambio en el flujo en condiciones de hipoxia.  

En células HeLa-L, el contenido de HIF-1α aumentó significativamente vs. HeLa-

L en normoxia, causando un aumento de 2-4 veces el contenido de proteínas de 

glucólisis como GLUT 1, HKII, PFKI y LDH-A vs. HeLa-L en normoxia (Fig. 10, 

A), sugiriendo un posible aumento en el flujo. Los datos obtenidos en HeLa-L 

reprodujeron lo antes descrito en la literatura por este y otros grupos de trabajo. 

Por otro lado, en células HeLa-H, a pesar de la hipoxia presente, no hubo 

cambios en el contenido de HIF-1α con respecto a HeLa-H en normoxia, así 

como en el contenido de proteínas de glucólisis (HKII, PFKI y LDH-A) (Fig. 10, 

A). Estos resultados proponen que: i) el aumento de p53 en hipoxia evita la 

actividad de HIF-1α por competencia con cofactores o bien, ii) p53 inhibe 

directamente a HIF-1α mediante la unión proteína- proteína. Se ha reportado que 

p53 puede unirse directamente a HIF-1α; sin embargo, hasta el momento se 

desconoce la causa que tiene esta unión sobre la actividad de ambas proteínas. 

Para dilucidar la posible inhibición de HIF-1α por p53 en condiciones de hipoxia, 

se llevó a cabo un ensayo de co-inmunoprecipitación para determinar si p53 está 

interactuando con HIF-1α en hipoxia, bloqueando su función como factor de 

transcripción evitando el aumento de proteínas glucolíticas en estas condiciones 

(Fig. 11). 
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 Figura 10. Proteínas glucolíticas en células HeLa y MCF7 en normoxia e hipoxia. Imagen 

representativa de al menos tres experimentos independientes en células HeLa-L, HeLa-H, 

MCF7 y p53shMCF7. Para mayor claridad, se realizó una doble normalización vs. actina, vs. 

normoxia. a P< 0.01 vs. HeLa-H, MCF7. 

 

Como se observa en la Fig 11, la coinmunoprecipitación mostró que p53 es 

capaz de unirse a HIF-1α en ambas condiciones, teniendo una mayor proporción 

en condiciones de hipoxia (Fig. 11). En células HeLa-L, no se observó 

coinmunoprecipitación en ninguna de las condiciones experimentales. Como 

control, se utilizó el extracto total (INPUT) y así se demostró que ambas proteínas 

estaban presentes en nuestro extracto crudo y se añadió un control negativo con 

anti- IgG1, para descartar la inespecificidad del anticuerpo utilizado (Fig. 11). Los 

resultados indican que mientras que en células HeLa-L, la hipoxia causa un 
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aumento en el contenido de proteínas glucolíticas mediante el aumento de HIF-

1α; en células HeLa-H, HIF-1α es arrestado por la unión con p53 sugiriendo una 

inhibición en su actividad como factor de trascripción causando una inhibición en 

el aumento de proteínas glucolíticas (Fig 10). Los resultados proponen a p53 

como un regulador negativo de la glucólisis, únicamente en condiciones de 

hipoxia. 

 

Figura 11. Inmunoprecipitación de p53 y HIF-1α. Interacción de p53 y HIF-1α en células HeLa-

H en normoxia e hipoxia. La inmunoprecipitación se hizo con anticuerpo de HIF-1α. Como control 

positivo se muestra el contenido de proteína en extracto crudo. La adición de anticuerpo anti-

IgG1 se utilizó para descartar la interacción inespecífica. Imagen representativa de almenos 3 

experimentos independientes. 

 

10.  Efecto de p53 sobre el flujo glucolítico en hipoxia 

Para determinar si los cambios observados en el contenido de proteínas 

realmente tienen efecto sobre la glucólisis, se analizó el flujo de la vía mediante 

la producción de lactato en ambas líneas celulares en condiciones de hipoxia. 

En células HeLa- L el aumento en el contenido de proteínas glucolíticas 

correlacionó con el aumento del doble en la producción de lactato total (17 vs. 

31 nmol lac/min/mg de proteína respectivamente); del cual, el 84% proviene de 

la oxidación de glucosa externa y solo un 13% de la glutaminólisis (5 nmol lac/ 

min/mg de proteína) (Fig. 7, A y B). Por otro lado, en células HeLa-H en hipoxia, 

la producción de lactato total disminuyó 56% vs. HeLa-H en normoxia (34 vs. 15 

nmol lac/min/mg de proteína) del cual 73% proviene de la degradación de la 

glucosa externa y solo un 27% de la glutaminólisis (Fig. 7, A y B). Con estos 

resultados se demostró la correlación que tiene el aumento de proteínas de la 

glucólisis y el aumento en el flujo total de la vía en células HeLa-L, mientras que 
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en células HeLa-H, la producción de lactato proveniente de la glucólisis 

disminuye 35% y el flujo de la glutaminólisis disminuyó un 76%. Estos datos 

demuestran que en condiciones de hipoxia, la presencia de p53 no solo 

disminuye el flujo de la FO sino que también afecta a la glucólisis, ya que evita 

la transcripción de enzimas reguladas por HIF-1α. 

El flujo de la glucólisis y glutaminólisis en condiciones de hipoxia también fue 

evaluado en el modelo experimental de MCF7 para observar reproducibilidad 

entre líneas celulares; sin embargo, lo observado en células HeLa en hipoxia no 

fue reproducible y en células MCF7 ya que al evaluar el flujo de la glucólisis, se 

obtuvo un aumento tanto en células MCF7wt como en p53shMCF7 (Fig. 7 Ay B). 

Aunque el aumento en proteínas y en el flujo de la glucólisis fue más evidente en 

p53shMCF7 que en MCF7wt, el cambio no fue significativo. Los datos proponen 

que la expresión de p53 endógeno en MCF7wt no es suficiente para inhibir el 

flujo, o bien, que la modulación de la glucólisis mediada por p53 depende del tipo 

de tejido de donde provienen las células. 

Hasta el momento se demostró en dos modelos diferentes de líneas celulares de 

cáncer de mama y cérvix que la presencia de p53 estimula positivamente el flujo 

de la FO en condiciones de normoxia sin provocar cambios sobre la glucólisis, 

mientras que en hipoxia, p53 se fosforila y cambia su respuesta. La activación 

por fosforilación causa i) la unión con HIF-1α para inhibir su capacidad de factor 

de transcripción y por lo tanto, evitando el aumento de la glucólisis y ii) activa la 

degradación mitocondrial (mitofagia), causando una disminución significativa en 

el flujo de la FO (Fig. 7 y 9). 
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VI. Discusión 
Uno de los supresores tumorales clave en la transformación celular es 

p53, una proteína que pertenece a la familia de los factores de trascripción y que 

se encuentra inactivo o mutado en diversos tipos de cáncer ya que está 

involucrado en una gran variedad de procesos celulares que inhiben la 

transformación y crecimiento de un tumor. La muerte celular por apoptosis, 

defensa antioxidante, mantenimiento de la estabilidad genética y la modulación 

del metabolismo energético son algunos de los procesos regulados por p53. A 

pesar de que se ha descrito que la presencia de p53 es capaz de activar la 

apoptosis o bien revertir las células tumorales, en nuestro modelo experimental 

de HeLa-H en condiciones de normoxia, la presencia de p53 no ocasionó ningún 

cambio en el crecimiento de las células; al parecer, las condiciones en las que 

son cultivadas las células (alta concentración de nutrientes y de oxígeno) 

enciende vías de señalización, independientes de p53, involucradas en la 

activación de la duplicación celular. Para este proyecto se utilizó una 

concentración de glucosa mayor a la fisiológica (25 mM), lo que causa la 

activación de factores de trascripción que activan el ciclo celular, como Ciclina 

D1 y CDKs; además, la respuesta canónica de p53 en condiciones no 

estresantes no es la detención del ciclo celular, sino el mantenimiento del estrés 

oxidante y la estabilidad genética. La actividad de inhibición del crecimiento y 

activación de la muerte celular por parte de p53 se observó únicamente en 

células HeLa-H en hipoxia; como se ha descrito, p53 es una proteína que 

responde ante un estímulo de estrés mediante una vía hasta ahora no bien 

descrita y al parecer la activación de p53 en hipoxia activa la muerte celular de 

HeLa-H mediante un proceso de muerte celular independiente a la apoptosis, 

como la autofagia, puesto que no hubo activación de este proceso en estas 

condiciones.  

La gran variedad de procesos celulares regulados por p53 lo posicionan entre 

una de las proteínas más importantes en la transformación celular. Desde su 

descubrimiento en 1979, p53 ha sido estudiado ampliamente y se han 

descubierto cada vez más genes que son regulados por este factor de 

transcripción. Los procesos celulares más estudiados  son: la muerte por 

apoptosis, el arresto del ciclo celular en respuesta al daño al DNA, respuesta 

antioxidante y la regulación de la estabilidad genética. p53 puede localizarse en 
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prácticamente todos los compartimentos celulares, se ha reportado que la 

activación y actividad de esta proteína depende de su localización intracelular; 

cuando p53 no se encuentra fosforilado en el citosol, es constantemente 

degradado, mientras que monofosforilado, su localización es mitocondrial y está 

involucrado con procesos de muerte celular dirigida por la familia Bcl2 (Meek, 

1998). Por otro lado, cuando p53 se encuentra en el núcleo, lleva a cabo la 

función de factor de transcripción, regulando la expresión de genes involucrados 

en procesos de inhibición de la tumorigénesis (Meek, 2008; Levine and Oren, 

2009). 

Una de las principales características de las células tumorales es el cambio en 

el metabolismo energético. Una glucólisis acelerada  y una alta producción de 

lactato aún en condiciones aerobias (efecto Warburg) le confieren a la célula una 

rápida producción de energía proveniente de la glucólisis y la producción de 

intermediarios para la biosíntesis de moléculas necesarias para la duplicación 

celular. Los cambios en el metabolismo son el resultado de la sobreexpresión de 

oncogenes y factores de transcripción como c-Myc y HIF-1α que favorecen la 

expresión o regulación de enzimas metabólicas. Por otro lado, la inhibición de 

supresores tumorales también juega un papel importante en el cambio del 

metabolismo celular tumoral. 

Recientemente se han descrito nuevos blancos de p53, genes involucrados en 

el metabolismo energético (glucólisis y FO) que generalmente se encuentran 

regulados de una forma diferente en células de cáncer. Lo reportado hasta ahora 

sugiere que, como buen supresor tumoral, p53 inhibe la glucólisis a diferentes 

niveles y aumenta la fosforilación oxidativa, tratando de contrarrestar el efecto 

Warburg; sin embargo, en este proyecto se demostró que aunque p53 disminuye 

el contenido de algunas proteínas de glucólisis como los transportadores y la 

hexocinasa, al parecer, esto no es suficiente para disminuir el flujo neto de la vía 

puesto que la presencia de este factor de transcripción no tuvo efecto alguno 

sobre el flujo total de la vía en condiciones de normoxia, sugiriendo que p53 

compite con otras proteínas y factores de transcripción, como HIF-1α, para la 

regulación del flujo glucolítico. Una de las principales causas por las cuales p53 

no es capaz de contrarrestar el flujo de la glucólisis en normoxia, es la presencia 

de una alta concentración de nutrientes y de oxígeno. Cuando se rompe el 

balance en estos procesos o se presenta algún tipo de estrés, p53 interviene 
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arrestando el ciclo celular, o incluso, activando la muerte celular como se observó 

en las células HeLa-H cuando son sometidas a hipoxia. 

La activación y estabilización de p53 en condiciones de hipoxia induce una 

disminución del flujo de la fosforilación oxidativa y la inhibición en el aumento del 

flujo glucolítico, evento observado en diversos tipos de cáncer. La interacción 

proteína- proteína de p53 con HIF1-α sugiere ser el mecanismo por el cual no se 

permite un aumento en la glucólisis en células HeLa-H en condiciones de hipoxia. 

Se ha descrito que la interacción p53-HIF-1α tiene efecto sobre la actividad de 

ambos factores, sin embargo, hasta el momento no es del todo claro las 

consecuencias de esta interacción. 

Por otro lado, p53 causa una disminución del flujo de la FO mediante activación 

de la mitofagia, mecanismo de respuesta que disminuye el número de 

mitocondrias, volviendo a estas células más susceptibles ante el estrés. Se ha 

reportado en diversas líneas celulares que bajo condiciones de estrés, la 

mitofagia se induce de una manera dependiente de Bnip3, una proteína blanco 

activada por p53; sin embargo en este trabajo se concluyó que p53 es 

indispensable para la activación de la mitofagia en condiciones de hipoxia, y que 

la activación de este proceso se da mediante el aumento del contenido de 

proteínas como LAMP1 y Atg3. Otra de las proteínas que aumentaron como 

respuesta a la presencia de p53 fue FOXO3A, un factor de transcripción que 

regula el proceso de biogénesis mitocondrial y autofagia. 

Los resultados obtenidos en este proyecto demuestran la compleja regulación 

de p53 en células tumorales. Se observó que p53 regula el metabolismo 

dependiendo de la concentración de oxígeno presente en el microambiente, 

mientras que en condiciones no estresantes promueve un metabolismo 

altamente oxidativo, la hipoxia causó la fosforilación de p53 y con esto, una 

respuesta de degradación mitocondrial y disminución de la glucólisis. Por otro 

lado, se observó que en hipoxia, las células con sobreexpresión de p53, son 

altamente susceptibles y se sugiere que el proceso de muerte celular es 

mediante la activación de autofagia ya que no hubo activación de la apoptosis. 

Este fenómeno fue comprobado por la inhibición de p53 con Pifithrin α y en 

células MCF7 con un silenciamiento en p53. Los resultados obtenidos de estos 

dos modelos experimentales alternos sugieren que la presencia de p53 fue la 



38 
 

causante de estos cambios ya que en ausencia de esta proteína o bien usando 

inhibidores de p53, los efectos fueron revertidos. 

Los resultados obtenidos en este proyecto aportan información importante en el 

conocimiento de p53 y cómo es que esta proteína regula el metabolismo celular 

tumoral en diferentes condiciones de microambiente. Esta información 

representa una plataforma para el conocimiento en el campo del cáncer y para 

el entendimiento de los cambios celulares y moleculares que ocurren cuando 

una proteína está ausente o bien es sobrexpresada.  
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VII. Conclusión 
 

 

El análisis bioenergético de dos líneas celulares con un fondo genético idéntico 

pero con diferentes niveles de p53 reveló una modulación dual sobre el 

metabolismo glucolítico y mitocondrial dependiendo de los niveles de oxígeno. 

En normoxia, p53 modula positivamente la función mitocondrial, siendo la 

fosforilación oxidativa la que aporta el mayor porcentaje de ATP en la célula. En 

esta condición, las células que sobrexpresan p53 son altamente sensibles a 

inhibidores mitocondriales. En hipoxia, p53 causa una disminución del flujo de la 

fosforilación oxidativa y se sugiere que se debe a la activación de la mitofagia. 

En consecuencia, la principal vía que aporta ATP es la glucólisis.  

El análisis del metabolismo energético en células con p53 no mutado facilita el 

entendimiento de los mecanismos de regulación sobre la glucólisis y la 

fosforilación oxidativa por parte de p53 y provee una plataforma para el 

entendimiento de los efectos que producen las mutaciones en p53, sobre el 

metabolismo energético. 

  



40 
 

VIII. Referencias 

 Assaily W, Benchimol S. Differential utilization of two ATP-generating 

pathways is regulated by p53. Cancer Cell. 10 (2006): 4–6. 

 Azad MB, Gibson SB. Role of BNIP3 in proliferation and hypoxia-

induced autophagy: implications for personalized cancer therapies. 

Ann. NY Acad. Sci. 1210 (2010): 8-16. 

 Bensaad K, Tsuruta A, Selak M,Calvo M, Nakano K, Bartrons R, 

Gottlieb E, Vousden K. TIGAR, a p53-Inducible Regulator of glycolysis 

and apoptosis. Cell. 126(2006): 107-120. 

 Contractor T, Harris CR. p53 negatively regulates transcription of the 

pyruvate dehydrogenase kinase Pdk2. Cancer Res. 72(2012): 560-567. 

 Cummins EP, Berra E, Comerford KM, Ginouves A, Fitzgerald KT, 

Seeballuck F, Godson C, Nielsen JE, Moynagh P, Pouyssegur J, Taylor 

CT. Prolyl hydroxylase-1 negatively regulates IkappaB kinase-beta, 

giving insight into hypoxia-induced NF kappa B activity. Proc Natl Acad 

Sci.103 (2006):18154-18159. 

 Dang CV, Semenza GL. Oncogenic alterations of metabolism. Trends 

Biochem. Sci. 24 (1999): 68–72. 

 Erickson BK, Kinde I, Dobbin ZC, Wang Y, Martin JY, Alvarez RD, 

Conner MG, Huh WK, Roden RB, Kinzler KW, Papadopoulos N, 

Vogelstein B, Diaz LA Jr, Landen CN Jr. Detection of somatic TP53 

mutations in tampons of patients with high-grade serous ovarian 

cancer. Obstet Gynecol. 124(2014):881-885. 

 Gatenby RA, Gillies RJ. Why do cancers have a high aerobic 

glycolysis? Nat Rev Can. 4(2004):891–899. 



41 
 

 Glick D, Barth S, Macleod KF. Autophagy: cellular and molecular 

mechanisms. J Pathol. 221(2010):3-12.. 

 Goel A, Mathupala SP, Pedersen PL. Glucose metabolism in cancer. 

Evidence that demethylation events play a role in activating type II 

hexokinase gene expression. J Biol Chem.17 (2003):15333-15340. 

 Hanahan D, Weinberg RA. The hallmarks of cancer. Cell 100(2000):57–

70. 

 Höckel M, Vaupel P. Tumor hypoxia: definitions and current clinical, 

biological and molecular aspects. J Natl Cancer Inst. 93(2001): 266-76. 

 Hollstein M, Sidransky D, Vogelstein B, Harris CC. p53 mutations in 

human cancers. Science. 253(1991): 49-53. 

 Hu W, Zhang C, Wu R, Sun Y, Levine A, Feng Z. Glutaminase 2, a novel 

p52 target gen regulating energy metabolism and antioxidant function. 

Proc Natl Acad Sci. 107(2010): 7455-7460. 

 Jones RG, Thompson CB. Tumor suppressors and cell metabolism: a 

recipe for cancer growth. Genes Dev. 23(2009): 537–548. 

 Karen H. Vousden and Kevin M. Ryan. p53 and metabolism. Nature 

Rev. 9(2009): 691-700. 

 Kawauchi K, Araki K, Tobiume K, Tanaka N. p53 regulates glucose 

metabolism through an IKK-NF-κB pathway and inhibits cell 

transformation. Nat Cell Biol. 10(2008): 611- 618. 

 Langerod A, Zhao H, Borgan O, Nesland JM, Bukholm IR, Ikdahl T, 

Karesen R, Børresen-Dale AL, Jeffrey SS. TP53 mutation status and 

gene expression profiles are powerful prognostic markers of breast 

cancer. Breast Cancer Res. 9(2007):R30 



42 
 

 Levine AJ, Oren M. The first 30 years of p53: growing ever more 

complex. Nat Rev Cancer. 10 (2009):749-758. 

 Marín-Hernández A, Rodríguez-Enríquez S, Vital-González PA, Flores-

Rodríguez FL, Macías-Silva M, Sosa-Garrocho M, Moreno-Sánchez R. 

Determining and understanding the control of glycolysis in fast-growth 

tumor cells. Flux control by an over-expressed but strongly product-

inhibited hexokinase. FEBS J. 273 (2006):1975-1988. 

 Matoba S, Kang J, Patino W, Wragg A, Boehm M, Gavrilova O, Hurley 

P, Bunz F, Hwang P. p53 Regulates mitochondrial respiration. Science 

312(2006): 1650-1653. 

 Meek DW. Tumour suppression by p53: a role for the DNA damage 

response? Nat Rev Cancer. 9(2009):714-723.  

 Meek WD. Multisite phosphorylation and the integration of stress 

signals at p53, Cell Signal 45(1998): 159-166. 

 Meek WD. Multisite Phosphorylation and the Integration of Stress 

Signals at p53. Cell Signal. 10(1998): 159-166. 

 Moreno-Sánchez R, Saavedra E, Gallardo-Pérez JC, Rumjanek FD, 

Rodríguez-Enríquez S. Understanding the cancer cell phenotype 

beyond the limitations of current omics analyses. FEBS J. 2016 

Jan;283(1):54-73. 

 Muller PA, Vousden KH. Mutant p53 in cancer: new functions and 

therapeutic opportunities. Cancer Cell. 25 (2014 ):304-317. 

 Pelicano H, Martin DS, Xu RH, Huang P. Glycolysis inhibition for 

anticancer treatment. Oncogene. 25 (2006): 4633–4646. 



43 
 

 Rodríguez-Enríquez S, Carreño-Fuentes L, Gallardo-Pérez JC, 

Saavedra E, Quezada H, Vega A, Marín-Hernández A, Olín-Sandoval 

V, Torres-Márquez ME, Moreno-Sánchez R. Oxidative phosphorylation 

is impaired by prolonged hypoxia in breast and possibly in cervix 

carcinoma, Int. J. Biochem. Cell Biol. 42 (2010): 1744-1751. 

 Römer L, Klein C, Dehner A, Kessler H, Buchner J p53 a natural cancer 

killer: structural insights and therapeutic concepts. Angew Chem Int Ed 

Engl 45(2006): 6440-6460.  

 Schwartzenberg B F, Armoni A, Karnieli E. The tumor suppressor p53 

down-regulates glucose transporters GLUT1and GLUT4 gene 

expression. Cancer Res. 64(2004): 2627-2633. 

 Semenza GL, Roth PH, Fang HM, Wang GL. Transcriptional regulation 

of genes encoding glycolytic enzymes by hypoxiainducible factor 1. J 

Biol Chem. 269(1994):757–763. 

 Semenza GL. Oxygen homeostasis. Wiley Interdiscip Rev Syst Biol 

Med. 2 (20103):336-361. 

 Stambolsky P, Weisz L, Shats I, Klein Y, Goldfinger N, Oren M, Rotter 

V. Regulation of AIF expression by p53. Cell Death Differ. 13 (2006): 

2140-2149. 

 Tasdemir E,. Maiuri M, Galluzzi L, Vitale I, Djavaheri-Mergny M, 

D'Amelio M, Criollo A, Morselli E, Zhu C, Harper F, Nannmark U, 

Samara C, Pinton P, Vicencio JM, Carnuccio R, Moll UM, Madeo F, 

Paterlini-Brechot P, Rizzuto R, Szabadkai G, Pierron G, Blomgren K, 

Tavernarakis N, Codogno P, Cecconi F, Kroemer G. Regulation of 

autophagy by cytoplasmic p53. Nat Cell Biol. 10(2008): 676–687. 



44 
 

 Tommasino M, Accardi R, Caldeira S, Dong W, Malanchi I, Smet A, 

Zehbe I. The role of TP53 in Cervical carcinogenesis. Hum Mutat. 

21(2003):307-312. 

 Vousden KH Outcomes of p53 activation--spoilt for choice. J Cell Sci 

15(2006): 5015-5020. 

 Wang GL, Jiang BH, Rue EA, Semenza GL. Hypoxia-inducible factor 1 

is a  asic-helix-loop-helix-PAS heterodimer regulated by cellular O2 

tension. Proc Natl Acad Sci.92 (1995):5510–5514. 

 Wise DR, DeBerardinis RJ, Mancuso A, Sayed N, Zhang XY, Pfeiffer 

HK. Myc regulates a transcriptional program that stimulates 

mitochondrial glutaminolysis and leads to glutamine addiction. Proc Natl 

Acad Sci. 105(2008): 18782–18787. 

 Yen KE, Bittinger MA, Su SM, Fantin VR. Cancer-associated IDH 

mutations: biomarker and therapeutic opportunities. Oncogene 

29(2010): 6409–6417. 

 Zhang C, Lin M, Wu R, Wang X, Yang B, Levine AJ, Hu W, Feng Z. 

Parkin, a p53 target gene, mediates the role of p53 in glucose 

metabolism and the Warburg effect, Proc Natl Acad Sci. 108 (2011): 

16259-16264. 

 Zhang C, Liu J, Liang Y, Wu R, Zhao Y, Hong X, Lin M, Yu H, Liu L, 

Levine A, Hu W, Feng Z, Tummor-Associated Mutant p53 Drives the 

Warburg Effect, Nat. Commun, 4 (2014):29-35. 

 Zhou CH, Zhang XP, Liu F, Wang W. Modeling the interplay between 

the HIF-1 and p53 pathways in hypoxia. Sci Rep. 5(2015):13834. 



45 
 

 Zhou S, Kachhap S, Singh KK. Mitochondrial impairment in p53-

deficient human cancer cells. Mutagenesis.18(2003): 287–292. 

 Zu XL, Guppy M, Cancer metabolism: facts, fantasy, and fiction, 

Biochem. Biophys. Res. Commun. 313 (2004): 459-465.  



46 
 

 

 

 

 

  

 

 

IX. Artículos publicados durante el doctorado 

  



4
7

 
 

 

" ~ i 
H 
~ i> , ' , ! 
~ ~ 
=' ~ .' " , ! 
j ' 

1 .~~ F " "' ~ ~ !t ' ~~ "' ~ ~ 
U ~i' t~i U~ 
' ~ l ' ¡h~ ~ ' ! L[,, ~ -~ lH 
" [.t "1,,~ :t ! ' 

IP hiQ ~ 
~iHZ"¡¡lh 

i H¡,¡i ii¡H 
t ~ ~ - ~f'~K 
_ i ~·.t t í¡i" s ~ p 5 - ~ -¡,-'i " .. ... ., ~ :;: ~ ¡¡ 
' f ~ I ~ ~ - - ¡ - - ~ " ~ ~ :..~ [2¡ 
,¡ ~.:;¡ ~ ,. .~ " z ~_ ~¡¡ ~.~ ~ 
j~k[ <8.HH~ 
H· .. ~nU :; ; 

' l~ ; ~ rh ~ · ¡ !!,R" __ "l! ! 
" , , ~ " -~ - -.. -_. ~ ~ 

~ ' !"nn • _. ,I; , ~;' .• 

' j " l ' . ~ e'~ _ h !~ 
o, "' ~o ~ - ~ ,, ~~~ 

~ ~ "g~~" ~ 
~¡¡,n~¡;¡5 i 
~ '!. !~ 'tl 2.¡! 
-'1<o~ . . ~. ~ 
~,,-~ .! ~ - Q .. " "-"" --_ '¡¡ - ~ - ¡! '>1, 
~ '! " ,! ¡¡-~ - o 

¡;iH~~~~ 
> ~ ~ o: \,! ,.
", ~ ~o¡;¡:'!l ~ 
3 3_ ~o' ~3 
~§5ª-~g~ 
> ." , ~ ~ ¡:-

ªHiª-~~ 
~IO~~~~ '" 
i~ [~~n 
§"h';< "~ i 
~ ~. "- ,, . -'¡- ~"<_ 1l ~ "
$l ~:<e > ~ 
, 9'a " ~. ~>I 

!< .;c ¡e .~ '" 9 

Qg· ~. "- ~¡¡-~"1<3. "'~ .. ~· 3 <>~" 
_~_ f _,"~~~~ "- ,- ~8~~_,"~ ~ ª ~ 
,,~~. ~ ",-,!< ~ ~. ~"'~"- ~ .... ,,~. 
~ ,, _. _~ _. 1"! ~"",.h,~~ .:;;: 
~. '?, ~.!> 9 ~ 9 ::! '" o ~ ,, "'- :<- -- ~ " " "
" >1" ~~ - Q~~~~~~ ~ ~~~ 
g¡;~~;~ ~~~~S ~ ~~ "".' ;¡¡6~ 
~O~. · ~ ~~~_ - " .... > 3S ~ " 
~=~ ~ ~~ ~ ~ r I5 ~.&~p¡~ 
~ ~ ~ ~~~ ~ ~o~~ 1~~~ - ~~ 
- ~~'8 ii~ ,,~ ,, ~ ~ i~"O !i, ~::, 
::; "- _ _ "~ - 3~ _ .,""," 
,:> o~S -,~ ~ - -,~ ~~~ ~Q~' ~ ~ . 
- 'II ~ . ~ . ¡(" - ""~ ~3 ~' - ~8-
~ ~~~ ~~~~l~~ ~~~¡"-3~ 
~~~~~~. ~~ ~ ~~ ~~g~I ~ ~ 
8-~ii~~ª-~~s.a-.¡ ~~>:; ih: '""' .~ 
~ · ~ . ~~ ::' 2.~ '¡¡~ . ~e ;::X '? ~~¡~, 
- "-'¡"i5 _. ,~,,,"~ ,, ~ "'8Q _ ~,, ~ _~~ W ~~ , - ~ , ~ = b 
3 ~ ~ Q r ~ QQ - . -: _-'", :.. ';; g""~ ª ~,,,;:,~ iI ~ ~ ~~ h-3! 
~~~!i~~ ~ ~~[ ~g~i ~g[ 
,",~~ ~ -'¡~ - ~ ~ ~l~ ~ ~~o , ,,~~~" '~ 3e- ~ - W ~ 
i ~ ~~~~~a~,,~ e ~ ~!~~= 

~~~~!~ H ~H ~~~B ~ ~ 
",,,~,,,~;::~~"' ~ ,¡¡ i! ~¡¡-~3 - ~ 
~~~~ ; ~e,~~ ! ~¡I ' lr9 

~ .,. ->' ¡¡ '"' ¡ ,', " i . 1 "" 
- 1 

J 
¡ 

'l' " 1<. .." t H ~ 
~ ~ · ~ 3 I l 1l .
~ . 1 9 
!I[ , 
~~~ , 1 

I , 
, 

~ [¡ g! ~ 1~~~ '!~~~1~ 
~ i ir ~ iil ii i ~!¡t 
~!. ~ ~ • . ~~~ ~ oaa~~ 
H:;![~ n[~ H ~a~i 
H ' ~ il, ,'" ~ • ~ "' ~ ~ ~ r e: 
~ , ~ 1 'S~~l" r " .~.3 X a 
- ~'H ~ '; .- , ~ ", ~ 2. if ~ ~ ~ 
~~ 1 ·~¡~· ,, /!~·i~", 
" x 0. " ~~ "" ' " r ¡¡'~ ~ 
~ .. q a ~" ~ ]¡ ~ g. h " [ 
¡¡.r ~,g¡Fif.o~~· ~ I. 
' ¡" '!,~ ~ . ¡¡-. ;" § ".~ ~! 
g [ - d ~ x O¡p ¡;¡ P , ..-
, .,-_':;~¡¡¡ ~ 1l.~¡¡ ~.8 " 8 " ' . il "-;i """ ,,, ,, .9" ~" 3 . ·r~ ,,~ . 
~;¡ ""'~ · l" - ~ - " ~· [;¡~~~~~~ i" H"-~ ~E 
"o. 'il. ~.-~ ~ ~ . ",~ ] ~ ,. 
." "- ~ ~ ~ 31 " ~., :o¡~ ~. ~ 
"'. ~ o ' 3 ~ "" "" ," C;1l."f!"S " / . ~ " _ 

o ~ 1~. S~~ ~!~~~ ~ 
!! n~ ~ :¡-~ ~8 ~ . da ~ · 
~ ~~ ~!if ~ if .. d",a" ¡ ' f ~~o:~~~~ ~! "¡ ~ a ¡" , ~ 
, 0. :¡l [ 1iI ~~ " ¡> , ~ ~ § 
~ "~ g ~ ~ ~ .,,- ', ! ¡~~~ 
<: g'8. "~ "" ' > ~ " .. - ~ . ~ sw ,,-, ~O!~tif~W~. ,· 
o ao. ~ ~"'Ii, •. " . • ~"- .... 
~ " H -¡¡ ." if- '< ,' i ,", " ~ • j .r l ~ "'I.~~ so.~ ~ '¡ "- ~~~ "'¡"" ~ ;¡ i ~ ~ :Hi?H .. ~. ~~~~~ ~ ~/' " .si!.~~ .· ~;P'~'- 7· ;¡ , 1;; 

, 
• 
~ 

• • 
• 

• 
• 
o 

, 
• 
o 
~ 

• , 
• 
~ 

, .. 
H~ 

!h 
~ ~ ~ 

H~ ,,, 
~H 
" .H · . , Ii ~ ~ " . i 
H i 
h ~ " , 
1" " • ~R 

'" · ., , .. 
" "~ 

• • 
i • , 
• • 

f , 
I 
1 
¡ 

:."" it' 
.. :::> ' ", "., • • 
;3"::I: - , . 
g ~::¡ 
o •• , ., 
" o ~3~ 
, 3 • 
g."'~ 
;!: i:' 3" 
• • ~ 9: 
í:' ~ N. 
0)0)":> 
~ .. ~ 0_. o" 
" o "'. • n· ~ .. "" , '0 
m 03 
Oo. =>, ('l ::> ". , '-. · . , 
"~ a. "' • <;' ;;' 

"" ,. .. " 
, m · , 
~~. 
~ , . 
.~ • • ~ . 
,~, 

" -< < ~ , · ~ , . · " h 
0' 3 
o • • 
, . 
~ .g-
". _. '" 
O ;-

~ ;¡ ,' . "< 
g'. " 
• 

o " , " n ~ 
ro , 
, ro 
n~ 

~ ::. 
'" ~. 

O , 
O -ro 
¡¡ 
@ 
3 
ro -• ~ 
" • 
3 

" 11, 
w , 
[ 
• , 
~ 
:; .' • 
1< 
~ 

" • -
@ 

( 

, 
• , 
, , , , 
• 
• • • , , , 
• , 
¡ , , 
• 
• , , 

", O 
n 

'" 3 
~ 
~ ", .§ 

% 
~ 

a 

r , , , , 

j 
• o , 
¡ 

¡ 
! • ¡ , 
¡ , , 
• ; 



48 
 

 

M"""'" ,lit .CO:m m«b_m, """"It<d witb ,lit p51.CO: .... m 
"" .""s)" ",'IIw")', h.I", ..,. b«n .1ucid.I'<d in '''''"'' crib. t b .. 
b«n '''lf''I''d b ,,,, . .. ,,,,",,,..,Ib ti .. , p5l _ .... mlll~"-
o ... ho ... nd " ... r<i¡IOi"" oh."' .. 1 mitDcllon_1 , ..... (COX l ¡¡ 
... d 111 " ............ TP.l "memit 6 .od cytoc!Irom< b) rndifl<d b)' 
... 1l~ (1l ~ 

k w .. ~ _ inbt<.&o, WF-7 aren""" (u • ..," "';'bwild 
'l'P'""p5l pro<<in conl<") tbIt """" _ ....... ~ ..... (0.11 .. ,..,.. 
,,",me 0,.14 h) indu«d (1) • ~ <It!<f<""", (2fl. 701) in".. 
""" ...... nd ><t¡";1i<, 01 ...... 1 Oxl'll", <fIl)'m<' (COXN. lOClIl 
_ flLUmin&<N.) _1kI<: _ (ii) p5l"",,,,,,,,....,.. 11""""" •. in 

«<>1'" H<I..I crib (u. <ri<I "';'h n<fliljbI< ¡ól pro<<in «<11 ... ) """'" 
_.....,'" ~ .. <lid o .. ~I)o .. trt mir>ctloftltUt --.. 

Ii>m. lb<!< """'''' .. _ '''IZ''''<d """o.""" ',....m¡,<"'" rqulo. 
_ b)' p51 w .. do ... ,da" m ,'" o, "'<l 11l ~ 

1btr<lon. lO ...... 'lIth~"'''''' ,lit 0, ....... _.." p51 
rqWtion 01 CMnf .... 'l\' m<Ub<ii> ... ,lit ~ ... dl!)m--
i)'ticm<Ub<Wm w .. ",_<d in two """"'" an<ft" c<I! liro<!, ..,"'" 
amnan .... IV 11<1..1 «lb _ b«.I" "'..,.. , .... DI MIF-7. b)' 
P<fliml ..... n i<II"l'A ... >1)0';' d. 'h. <MI~ _ pro<<in """ ...... 
_ p.ltllw")' fkDt ... lb< 11<1..1 _nIlII , ...... (h<t< ",m.d., It<I...t 
edil ) h ... cms1HutM 1)0 n<fl.iljl>l< p5l PfOO'in """ .... _ lO 111 • ....,· 
d'lcproI«i)"i: """"il)' 01111'11 [1 1141 : ti"", c<IH W<f< ''' .... _dlO 
"", ... ", ... ,lit .,.; 01 t)'pt .. _""" 01 ,,5) (H<I..IooH «Ib~ ~ ,lit 
"'~ h.lnd. ,lit wiId ,~ ... MIF-7 «lb. -..tIicllup«!I' ..,...1IIlUt.d 
p5l. w«< "mit".d lO ¡óldown-<<sWtion b)' .......... m"_ 
(p5llhM!l'7«1b). II<!I_l""'icm~, __ ", ,-.,¡ ... 

_ion 01 p5l fun<tion wi'b pU\I~ ..... w ... oo P<fbm<d in both 
II<U--H _ 11<U-I. .. w<I! .. in M!l'7 crib. lb< ........ 0I'1It _ 

"ud)' """rb.It. lO ,'" LRI<" ...... , 01".. """". """f)' ....
,"""'" .. n:iIt<d "';'b¡ól funo:tiln. Pf"'idiln_ in ''''.q.. 
d. mcr"~-"'<d U<f<I<d ~ tt .... """,,,, ........ 

2. ............. 1< . .... _ 

Allc<l! 'W'" W<f< l""'n in DLlb<cro-MIM .-um (Cib<o; 1Io:~. 
-..JI<. M D. uo; ... ) """,,~,. 00d with 101 1 ... 1_ ",,,"".nd .. abIt· 
<d in 51 ro, .. 17"C. C<not)'piftfol'lIt """" .. 1' ........ ""1'C.l1t. 
_i<o. i<IIIiocJO<d'bIt ,lit H<I..I ..,¡j !in< _ 150116anonic.tl<lic 
_ "';'b ,1It qinIIll<I..I dm.tom "' . ... lIT. _ ..... 1!t. MIF-
7 c<I! in. """"d 160116 """""'.Idic.....un .,.;, h ,"'.,...,.... d[ ... 
tom ,'" ..... roG«tm. lb«< ..... tbn w<'" ..,. diq<d ll ... ¡ól 

"""""'""",;"" '" _,.....m in II<U--H ... d p5:bhMIF-7 «lb, 
""P<";""~. "'" b)'¡n<io.crib W<f< ¡¡ü«d in. _ ~ ... 
_ """"lit< (Bi1 LIP' 1IIlt-.:: CA USA) ., 0.11 _",¡¡Ittnc o, 
__ <db14 h lll ~ 

1.2. pH _ ..... n .. H<I.o c<II<."¡ ¡¡51.in<iII:f" MC."F--7 «Ik 
(p.l1MMCl'-7 C<bJ 

p5l w .. """"Ift!I"d in II.u..L..,lb wi'h 051'l 01,,,, p¡.,mOl 
pOoIV4'It!o-&Im WT (lF""""db)' Dr ..... , V~<in.,joIm I~ 
lkinI.nlt)'. Blltimlf<. W. UO; ... ~ _ • rom ..... ciII «1 1 " ... *ctm 
"""1' (SA _ 0-' c.n..d.I) ¡,¡¡,.,. .. " ", """",",,,,,,,,, ... 
"""'""'" NI .. , .. _m. llOll'lV418 ... -,mL w .. _ b 

""""m 01 .uI:i)''' ""'''<d «lb. 
Sp_I~~1it (S<ns .. ,.,... IN'" h .. ~«<f"C< ......... 01· 

_ : SA lIOait'K" ) W .. ~ p5l'¡¡".Ki<C in MIF-7 crib_ 
pMomt<d wi1!t ,'" .... "", ,,~Ol (05 I'l) _ 1itd.«Umin< 
1000"'. y .,.. 'C 'be .......... ><tur .. in"" ... iom. "" .. tt ... ,,<ction. 
IlOO I'l V418 ... ¡biotic/Jnl. w., ._d ,,, ,,",ctino nI ",,"~. 
p5l;IftIIN ... ..,IIo. 

T .... IN'" w ....... ,,<d b)' ..... 111. -M)' ", .. trt C<II Mini K~ 
(~ ... : V_ CA. USA)>«<rdinfIO'''' ......w..Lftf imtructiooct<. 
Th. IN'" (4 I'l) _, ro<W .... d lO dl~ b)' _,. Sopt. So:rct' 
Rn • ..su ... d ~,."',;, ~, .. m (ImIrl"'fM: c.r_d. CA USA). lb< 
~iT"" ~BII en.o 101 'iO. (~ ... ) _, .... d bQII...tTimo-I'OI 
>nOI)o'" mi", 600 'C 01 .. ~ .. d1H .... ,lit pNn<n ,_d in 
T.obi< SI _ ~ ",. m ...... ><t""" """"'iom. POI _, " ... 

limI<d in . S .. pe.¡. IIo>oI·Tim< POI ~, .. m (!wli<d ~'"'''''' 
c.. ... d blMll. NY. USA) wi'b ,lit ~ <)<k'C ", ... ¡¡,m" 95 OC 
loe 15 min. _d b)' 040 <)<1<> 0195 OC loe 151 600C loc JO, _ 
71 OCfcr J01 Min _ ",<d., ._""" .. , "''''''''''' ............ . 
)"iI w ...... ¡"uOOd ... ,~ ... ,In< ¡¡dt .... da"~ .... p¡"fcr 
_h <XI'<"""""" «OIihm _ d. mIIHA «<1_ """"', in H<I..I-H 
..,lb ... 11<1..1 --1. «lb und .. """"". .. w... <I<I ........ d b)' ,lit 1~ 
.... hod I151· 

To <1<1 ........ ", ... in """ ..... b)' W .. , .... biot. c<l 1w. .. ,,,,'" 
...... ,"'" <d. ,.¡ >nOI)oL<d .. t w .. _ " IBl U!i<C ... -.. 
~,b p5l. ¡ól (P..s.. 15 ~ NOXA. .......... 1I 11'-1 "" T1CAII. CWT1. c.um. 
1.: .... Pr K--l. LmI ...... ~·1. COX"'V. PIlll2OCmI. CA ...... "I1'5, ANT. 
IMPl. ",,",olo. P..fO.<oJ.o. ... fl. IAMP1. XW' .• ct;',. "''''''''' 1_ 
J>-.o<"i<l (So .... Cruz: CA uo; ... ) .. 1 :1000-1000 diIuOiom. lb< «<~ 
...,m .... cmdo<)o .,._ (" 1:1000 dilUOiom) .nd Ea..ptuo 

_"m ')'" ... ( .... ""'" m: Iludo .. .,...... hit<. U K) _'" "",d loe oJo. 
.. "ion. o.tt!i ....... nc.noI)"~ w ..... _d "' .... '~ m.J Sd..· 
_ (l1li1: 11<1_ MD.USA~ 

To ...... ,'" p5J..1tlFl" " ... "ion _ proI<iR< _. irnmun.,. 
p«<ipUO<d wi1!t ... _, '-1111'-1" '" ~1 (ll'l) '" 1 h ",.. 
_in ... (~....o.Idt\<h. so. """" MO). p5l _, <I<I<ct<d wi1!t ... ~ 
p5) ... iIOO)' (SInO> Cruz) I~m...w.:u.. imnJ<tion<. 

2.S. a._.,.¡~1wn 

F;x fl)"O/)',;,.lId o.~ .... «lb _'" _ '<d in Kl1tbs--1Ii<C« 
b.t5t< (115mM N.cJ.5 mM KU 15 mM ItEPI"S, lA mMc.cJ,. 1 ..... 
t:lt,ro.l mM "Wl>- plt 7A)with5mMflLJ«ll."17"C. ~d ~ 
.... _ do"" _., pt<Wl<o!I)o doIt, ibal in (16~ o.)l«I cono.np
!ion .... ,;,i'" 1O~<in (51LM) w .. <1<""_ w illl. an ... )'pt 
o, __ .. ~-I)o doIt,ibal 111 ~ 

21i.Ak",Iol"¡M ___ po_(""'.J 

""'. w" <I<I .. min<d inc<IH _<dwi,hD15¡ft1_in< 
OC; .. 17 · C in .. • ... ur .. <d K ..... ..¡¡; ..... _ .. . lId """""",,d "';'b 
• !Jiimodro ,p<ctrolkioc'l'hot<m .... 1II'-5JOl pe (Toq.,. Joc>on ) ., 
Iw ... _ 01_ "'" ... d ~_ 01 565 "'" 1171 . ... ' ,1It.nd 01 ""'" 
...... imM~ ,'" uncrup l« cctl' (51LM) w .. ldd<d ., .... _ ,lit 

""'l'i' ud< d. ,'" ~.., >ifnoI- Irom mitochoclllr\.o. 

C<Ib _ .. ruI ... i<d in .... bot_ m",,""'¡¡ 15-rnm !'<In w,"", 

(M.o.T<t: ""'~ w.. USA) witb Mi.,T,,,,k« C ... n (MTC. 05 ¡ftI ) 
_1.)'",T •• ,u, lI<d (l T1l. 0.5 ¡ftI). Tim ....... 01 «rix.oI im.., 
_ .. roa.".d "'«)' 1 lO 1 min wi'b . z. ... LIM 510 m<I.O _"<d 

"' .. """' .... cmfoc.oj m~ (CM! 71< ... : CIl«i:O<"' ... 
C<mtq ) "' .... 61X o<l lA N.A ¡¡Un """"'""" .. <i>it"'" l<n~ LT1I 
~o;.ra "'"w .. pco-.;d<db)'. ~I"",,h<m ", .. _~_0I 
560 "'" w .. Lt«d. MTe 1.....", ... _ 0488 om w., "ro\Iidod b)' ... 
"l"" ¡ ..... nd 1... ___ 01500-550 "'" w .. m<d. 1.&< .. ",riUO;"" 

... .. lI' w .............. d lOOfl.lMd lO minimiz< pItcotoI> .. <hin,.nd 
pItotod .... f· 118 ~ 
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28. Nld.'a r pSJ klwlizIllion by immurv ·jlJolnC~tU 

(tlls were fuctd wlth oold 4X p¿r¿ram,¡ldellyde,¡oo penne,¡biized 
wll lI o.n: (w/W) Tritan X- loo;¡! room l~er,¡lure. NI~Mds. ( r lls 
~re IllCub.lted with p53 or pS) [P-SH 15) prilml'y ,¡ntibGdies 
{Aoc,¡m; D.mbridge. MA.l.ISA) ,¡ ! 1: 200 dihj ion.;as well,¡s wllh 15 ~ 
DAIVml (Atnm) ,¡oo revuled wilh Altx¡488 (Aoom). pS) floores
rellCe w.u de tecte<! by usíng in EVOSl>FL Auto Celllm,¡ging Syslem 
(Ufe Tedlro:llogies: Cr~ 1sImd. tl"f. USA). 

Crllul,¡r ,¡popto~s Wol'i monitorrd w ith 25 ng A~in v .me phi 
250 ni propidium iodide olIld m,¡1Y'ltd ll'llng ,¡ FACSC.¡Jibur fiow 
qr lDlTr~r ( B«tcn D io::kinson; S.m JII! e. CA. USA). A!U.lysis w;as ,IDifti 
ro! f/W 10 OOOf'vrll15 U5ing !he Summit V43 'ioltWol fl' (B«kll'Wl Coultn 
loc ; Ful e rtDn. Gr.liromi.l ,l..lSr\). 

1 Results 

1/. OItrt:<pressf'd pSJ in IId.4- /1 al/; 15 oclÍw 

To ;lSse5S ror ¡he prt'5eoce or pS3 in lleL,¡·11 cells. lile pS) mRNA 
(T,¡ble 52) ,¡oo pmltin conl t'flts (Fig. lA) were de term ned ,¡oo com
¡¡.¡rt'd with those of 11eLl.·l re ls In !xllh normoxi.I. mil lIypoxi.l.lndeed. 
!he p53 m RNA (2 · tmes) .¡nd both pliosplior)1~ted (3 · times) .¡nd n(r!· 
pila; pliol}'l.¡ted (4- lim!'s) p53 prttt'in Irvrls Wtff s i¡niIK.rndy 11 ir;1irr 
in 11eL,¡,. H tli.rn in IIrLl · l edls. Tllus. llrLl_ll ao lis (Ntffxpressing p53 
W!'1't' .¡blr toovrrcom!' tlle inlúbi~on or rndogmous p53 rnJMdrred 
by IIPV inf«tion.ln ,¡dditioo., immuoofluort'Saoncr st,¡jnin¡ of IIrLl. H 
aolls Ytowed tlut plioSPIlor:r ",ted pS3 W&!i rxdusively loc,¡lil.ed inlD !he 
mKlrus. il5 silr rí tr.rnseriptioruJ .¡aion. whrrr.lS oon-pliosplioryl'¡led 
pS3 W&!i preferen~~lly buized il t re C)'IQSOIlnder bot ll normad.¡~nd 
~ pa!l i.J ( Fi~ l B). 

Al HeLa- L H. LI- H 
MW 

(Koa) 
"" 

..,. - ~ 

,S> ". - 1 
P_p53 ". --
PUMA 2j -

NOXA 1S _ 

~_ . clin 43 _ ----lo 
SI 

' "C. OC I e" .·"a· 

n<~ I.", P p;) IJ.,~. 

• ., .. , . 
• • 

, 

To furlher demollStr.¡tr t tu.1 overrxprr.i!ied pllasplioryl.¡trd-pS3 
(.1.1 Srr 15) W&!i .K~W'. lhr pS3-dowllStrr.rnl protrin t,¡rgrts PUMA. 
NOXA ( Fig. I A) .¡nd TlGAR (Fi~ 3A) W!'re delf'rmined. A5 rxpt(ted. 
tlle!ir protrin cOntenls wrrr se\'er,¡l tim!'s lIigher in Hel;¡ -II IIi.rn In 
lI eLl -l ctlls. los pS3 ¡nd t lle pS3-I.¡rgels PUMA ¡nd NOXA ( undrr 
normoxl.¡) _re undetea~ble In HeL¡-l eells. lile d.¡l.¡ suggl!St ed ltu.1 
lile incre&!iol'd Il"I eI rí pliospliol}'l¡led p53 in I\eLl·!! eells .Kt lUlly 
corresponded 10 Incre¡5ed pS3 .l.Ctivitydes püe t lle presence rí !he (6 

oncq>ro tt'in. Therefo re. IIiese oosrrv¡ tions ildiwed ttu.t OverelC¡J'es5ed 
p53 is phosplior)1~led mil function.,¡Jy .Ktive in 11eU-11 aoUs 119.20! 

32. f/Jer:rO/p53 on I Id.o·L and -/1 edl gTOWIh under hypoxb ond normari'(I 

¡lJtliou¡h pliosphoryl'¡led p53 is involW'd in tlle eell cyclr felul.¡!i(ln. 
u!OIys or growth in oormoll i.l. with botll cells. 1't'"".¡led no s t¡¡tistic,¡[1y 
signiIK.I.ntclwlglos in t h!- spraIK growtll mrs. aollulolC yields md popo 
ul.¡t ion doubling t im!' ( Fi~ 2A). Under lIypa!li¡ (Q n: 0.), ( d ul,¡r prom
er.¡tion or bolll t umor erlls W&!i olCR'sted ( Fi~ 2A). &!i prrviously 
de scribed fer Mm .¡nd IIeU ( tlls 113 [.Signlianl( ell de~11I w;¡s ¡p¡w
enl under lIypa!lI.¡ ,¡["ter 24 11 fer I\eLl-11 md ¡!'ter 4B 11 for I\eLl-L A.:m 
cyto metl)' .w¡ys rl"/ei!ed ttu.1 2411 h~'POxi¡ did nct le,¡d 10 signifiant 
(ell de,¡th by ¡ Plptosis (Iess th.J.n 5:1:) in bol 11 (tlls (FiJ, 2B). 

To funlirr 5Uppon tlle 1¡ SI eonclusion bol ll (el ls were rxposed 10 
( is pl.¡tin (CP. 10 Jlt-V24 11 ). ~ wtll- known ~popto ti c inducer under 
normoxi.¡ 121!lndetd. lile (tIntent rí tlle ~popIOSi'i rrwker .l.Ctivr eu
p.¡sr 3 incre. sed ( 2- 3 lim!' s) wIIere~ s ttu.t rí tlle .¡nti ..¡poplOli c XIN' 
!>fOlein d e cre~sed (70-1 OOS:) in CP_trr~trd cel!s 1If. oontl'Nted cri ls 
( Fil. 2C). Morenver. tlle level of ( .lSP&!iol' 3 under Iiypoxi.I. in bolll 
fl eLl -l md f!eLl-fl crils W&!i sig niIK.¡ntly 10W!' r th.rn ttu.1 found In 
CP_t=~d eril .... SUl fl"'ltins ttu.t tlle.¡ rrrst of l leU cell prolil'rr~tiln ro. 
srrved underllypoxi.¡ did nO! invol"" .I.poptasÍ$ OI15rt • .¡Ilhough PUMA 
.¡nd JI,O)(,\ prott'in Irvels wrrr signiIK;rntly iocre.¡sed in I!eL.¡-11 cells 
( FiJ, l A). ~e resulu c!e,¡rly indiated lh.t Ol Iirr (ell de,¡til processes 
suc ll &!i mitoptu.gy wrre ,¡[511 involved in lile lowrring or~ i.¡ble cells 

'" '" '" 

nud, ,,,, , , SI ~, .'J' 
':0., 
o' , 

...."" ..... , r p~\ ; ~I,,~ • • . , . .. ' ,. e:: , ;1 • • • . " • 6" ' ; . 
"? '. -.? '. , "- ' !. 

Pe. l . p33 "",_~ ... !Ioft ¡~ _ «1 1<. iI fu~""y~<I¡W (A) ~Pf:lftUl,," """ , ..... blot of .. lo ... tlutf dif_~ ~I eJ(pf>1 ........ n HOU-l ",d Hou-H «1 1<. lo 
M.....,,,¡~ (N''') MId N h b)'p(l!lo ( Hyp~ ""d>ri:y.do"!:j¡, hOBII>l lulloft l'j. «drIMId "'" ""'IIl>W.tl Pftbtmo>d. ,.':0.01 I'j. n , IHI- AIi)_Lati::ru : rtt.1A. p.!O ,.,....",l1!ed ttOOIlI lU 
~ >pl~I<lIIII<: T1C1~ T~]' Ind'"'td 1!~".MId ~k ' flU.Wof. (11 S<f>«I ..... 1ooI 1u!1o~of ¡no",h::rI)Wfd-f>53 (it< 15: ~3) lid hOl> ph:J",h::rIytmd p.!O lo _ «1 1<. 
163 MId ~~ l»Ied ftud~ ... InYn vlO)-/l .... _uClUh _ <Io!~ nni ... d udf:<o bd l~ lhe ~U .. t!>I »'Id M.dQlI .. <lIo~ ~tW;I<t ........ 10 (21:1:0,) »'Id 24 11 hypo"¡~ (0.1:10, ~ 
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,. _~_"",,,,,_, ,, .... ""."' .. ,"" ("") ",,,,_m. 
A) • • , 

• e) HeLa-L HeL.+I H ' .-'" ~ • NO' No, Ifyp NO' No, Hyp 

" ' i < • ." .- ... > ~ • , Casp3 ---jo ... 
• • • XIAP - -- - -• , .. " • '" 

B) 
<uHu ... " ..... (n) """ - ,.- - .. lo!t 

N" Hela- L HeLa- H p.,actin --- ---
••• 

_ _ o 

"yp 

Mp.-... .... "'\o-H""_"" _____ ... {1""'� .... " ._ ... {~""'I{.1 -...{. I. "' _{ .. I"' .{' . ' d',~ ~.~_ ........ """'''''"..M_ .. ''n " .... " ,'" _".I"""'_,"' ft -.. .. ,"' .... , _ _ ...... ~.I_o.n."' ..... ',.....'I." .... __ ~~'''' _ .. "-._, .. _"' .... _,.,.-... "'>_''''_ .... ~, .. : •• , .... <'''''''_'''' ''-__ '"' __ ....... _{., .. ''''' 
_ .. " .. ..., ... , ...................... ......... ".,_ ......... _ ..... "':. _o.n>( _ _ ... ,.._"S. ............ _d'~ . ........ " ... 
.... d .................... ,. ..... _ ... _ ... """ ....... " ...... _ d ..... _ ..... I .. P . 1 e¡._ T' ... _ •• ., .......... _ ... _ _ .. _u" i ·I_ ... :., ___ ... __ d' .. ' ...... .,.,... : •• ___ ... _ _ d . ... ' .. : .... .,_ ..... _ ... _ _ . .. ,~ • 

.... ..... _, ........ ' " .... """_ ....... .... _ ."""' __ {<I ............. ... _."""d" ......... ..-. ... " ... , .. to"...,.- •• -.. • 

.... H .......... _~.{lto<I .... " .,.,....~I .• "' ... '''' "",,{ • • '1 "'_{<PI"'''.''. " , ..... '''' " .... ,.-_~.'''' '''''' ....... _ ...... " ........ _~." .. ,._ • .,.<...,,, __ ""....,"' .. X! ..... "' ,......, _._ .... _ .......... TYOf-........... . Io ... _W_ .. """' __ . 

........ ___ ......... ,"' . .... .. ...... .w .. , ........ ,"_ .. _ . ,..~ ...... _ ... ...... ,,"" ...... "'. d' .. " ,. .... ."..., ............. , "'-

ulld« "" ¡>a< "- lo' ","" illJly. ,n. iocr .. ", in ,"' .. . utopn4\' P r«<i", 
",di .. lN.IPI 'L\IZ"" td , .. , . poptosi.! iOOu,tion 1»' CP w .. ,,",o 
.oo:COmp.lnitd 1»' . utop""", .oo:' i' ''ion in 11<!..I_[.oo II<!..I· II ,<i~ 
(fll"_ XI_ 

J.J. E1!«tolpSJ <"1""_ "" _ . od p'",,"o "'0"'",,- . odl!""'" 01 
t:I>Rl"" ..,d ¡:I",~,;, jo Hd.II ,,111 ",d.,. nMll_ 

UIId« normom. '0< P'''''''''< 01 poo","" );.,,td pll in 11<l.. ·11 
,<i~ ( ,~ 11<l.. · [ ,<iI' 1 iOO L>o:<d . doLJblinf in 11>< pro' <in , m"''''' d 
1111'-1 " md lD!1 -A ( rll~ l A md SI Al. wni,n ,,, ,,,,,, td " iln ." in· 
cr".., (2-tim<> 1 in 111<" .. 1 ~,"''' prú<J L>Ction ( rll 4A~ d<> pi'" ~I O(' 
km' d« "'IIlffi" ti GWTI .oo GlUI'3 coo,, "" ( ~ ,, _ lA .oo SIA~ 
11ow""" . .ott", ,,,,,,,ti /lf k< ~,,,< prOOu" im in ,n. P""""'< 0111>< 
lIym lyt ie illhilito, 2-d<a<Yl lum", (2DGI. 11>< tr,,,, I ~,aytie fi wc w., 
~m ilM in OOtn 11<!..I_[ .oo II<!..I_II « I~ ( rll 4B~ l' ~ no,td , .. , ,n. 
non-JI)<o lyt~ ~"'< prOOuction ti..,. ~"'< prOOuctd in ' n. p""""'" 

01 2 DG I w .. m.lrk<oJ ly nil n., in II<!..I_II ,<i~ ( ~ ~ 4BI .00 w .. 

.oo1i1tl<d (> 91~1 l!i ,n. r<Spi'''''ycompl .. 1 illhibi'm ro' <oolI<. >Uf' 
"," i/lf '''' 'hi.! ~ .. '" W" I """,.,td >i. lI ut>m inol'l'l!. l' ~ w,,1II 
",,>lli/lf '''' I I "",mino l'l'~ lully d"l"'flOll m mitIX oooori.ll m<!.oo. 
1"", w n. '" NAO( PIII. 1""" " , td 1»' 11 ut>mi"" a< id.>! ion " 111< 11 ut.· 
m.lt< md 2-ox'll lut".,< ol<n.,.:l"'l"""'''' ' OO m.llie <fIl)' m< 1<""--'. ~ 
lur1ll", ' ''"'''' idiud 1»' ,n. "" pie""')' ,cm pi .. 1 112.2ll_ 

R<~ ,d i/lf o:<Pt." und<, normom. , i~ ilicm' ine"""",," in , n. 
m o' '''''' 01 ,,,,,, ,>1 pro"' i", ( r",_ 3B.oo SI BI. n wc ( Ih-rold: f~ 4BI 
.00 mi'o<:oooori.ll m< mi>'m< p«""' i>l (.1. ... _ U ·la d: rll S21 W<f< 
d<!« , td uod<! n" II''' ~ in II<!..I· II ,<i~ "- Ile Ll· [ ,<i~_ Th< mRNA 
1"", . (T>i>I< s:! 1 W<f< unv.n<d (COXI V. 2OGOI[.oo All'S1 ", i~fi· 
",o~y "'-, (NOI I in Ile Ll· 11 ,~ II<!..I· [ ,<i~ , 0000nf 00 mlf< t.t im 
"";In , n. p'«< in m o"o" ( F~ SI B~ Th< ,.,< ololll"""ein·","'''o' 
r<Spi,., im (k .O, m ""-'lIIIItim no' .=<~t<d '" 0»'00.1 w .. ~m'" 
k< 00t n ,<il t)' p<>. .00 w .. .rll"'''ompl<!''y biod<td 1»' ()'.mol< (d>t.I 
na ,"""ni. iOO iuti /lf ,h>t ,n. m.,¡orit)' d ' o .. 1 ,<ilut. , O, , ,,,, uIIIP'" 
tion ( r ll"_ -lA1 w .. .... oct.ttd '" ,n. "'-'!'i'''"", ,h.lin . " iv i'y but no' 
'" <.<t,>mi'odIoOOri.ll ",,,tiOIl< 
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R¡¡~~ !;g~r t~~~ ~ ~. ,.".11 " • "' !!! oo~ .. ~ ,.. ~ -. . ~iI,,- ~ o" , 

• ,...--Á---., , 
, 

;::"'~". ~ ~¡;:~=re "- ~~ < ' ¡, ;/., , 

" ~9-¡¡-2. ~ "- ~~~ 'ii~~~ ~~ '-=!ilt¡ , 
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, 
"" ' ''''-'' "'3003~ ~· ~-- " ~ ~ r~~ ~ 1 • . : ~~ ~ R - ~~ ~ ~ .l!¡¡- ~ .,.~ ¡¡ J",li , 
~¡i~rll il ~illri¡¡-~! '1' ! , 1 • j .- .. , 
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"'~ ,.. S'- _. -". ~~~ ~ - J le!! ! ' • ~ ¡i~~~~~~~~r~~~~ ~ "}\~t • ! ! ¡¡-~ ~ ~ - ~"""~~ ~>~ ~ ~ i ~ ip .. ·l ¡ " o~~e~~i~=¡¡ ~ ~~Is~ '" ¡'1Ft • ID 

, I • " " '¡¡~ - ,,-~ - 2. "- ~ F- ~ ~ ~rr- S ~E~ 2.U ~ ~ ;_ .. ;~~ ~ " H 
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M~ .. _ ... _ .. ., ........ H .......... H ..... ,' .. {A), ............ """"" ,,"' .... ....,.,. _{o) ~G_ •• ", .",~_. ",", ... """" ... ...-
." ..... , .... _ ....... "' .. """' __ "". _ . ... W .. <_ ............... ,.... ......... "" .... _ ... » ..... ,"'{ ........ ~"'_ ..... _ • 
....u ... "., ..... , ''''_ " ",",w .. __ ............ """..- ... _ .. ,JXO .......... .. .. , .... _""'" w .......... , __ ,,,,,. "-{<) ATP ........ '" """'-.OW ........... "'" 1 ...... ". ....... '" ,.. ...... "''''''''....,.,.-..: ........ _ .. "' ........ ". _"" by. "" .. ,."" ........... ,,.,..., 
... _~'["._. ~ p .. , ... , . ... ""_4.", ... _ .. ___ "' <0>0,,,-..._ ... <,,,,, ,, __ .,. .o.m ,,-.....,,:', <0.01,., 
-.-...... " "P <...,,, ........ _ + "".~ : 'P<CI.01 "..a.l._ " <<lO1 "",~""".l . ____ : "'-. .. ....... .... ....,. ..... :,oc. ..... "l'_: 
"., .... -...: ,., ~ IU.o.l.,., , -"_, MCf.l , .. : _ . ...... ",": ... ~ .... ~. {O." 0,." ") 

c.o.:um""ttd k< d i ff<fffil ,>no?, '" I t'iP'" .00 "00« d ¡If< """ <:<pe ri· 
""'" t.II ,cnd it ,,"' 1261_ 

Th< ' "'"'I'~ ofth< """rzI' ~hw .... flux ,.,'" ,,,,,,<1«1 t o.!. "00<, 
oormom. pll 1""",.,«1 !tI< """'1'1 d<¡>ffid<n« on O:<Ph,,, (61 ~ in 
I"LI·~ 7m: in 11eLi· 11 : r ... 4C) w itll llyml)'i.! ¡>l#ns- ' miM' rol<. h · 
., "'" inslY." iI r\ilicmt! ,.., ion d t ti< ATP >ll¡>plitd b)' O:< POO! in 1., lo · 
1I "," v«'l li ",~ d<riYtd frun I"tmlina'l' ~ ( r~ 48. q . """""" .. tII. 
lI utml ioo l'l'~ cootrib01 ioo io II<LI· [ " I~ ..... o<:l lillb l<. iooiutirlJ" 
hi~", d<p<r>d<nco on I I"",mi"" o,~""n in II<LI· II e<!~ "'- 11<!.i· [ 
",". Incool".>1. und« hypa< ~. p5l prorool«1 > hi~",,,,,"'II' d<p<fI. 
d<ncoon l ll'a y"-' (5 '11: in 11<LI·~64~ in II<LI· II : r LJ"A q ~ shou~ 11< 
oo1<d 111.,. <>Il hoo~ 1 11'0 1'l'~"''' d imn i1h<d 1»' h)'p""'. in II<LI· II 
e<!~ ("'- oormo. " : r LJ". 48). 111~ p.ol hw .... pr<\'<>II«I .. l t1< priocip.o l 
ATP,upp!<r un';', ~_"" rorth<>o p53 -<n rich<d e<!~ trLJ".4C). 

In 4 """"""t "';1 h 111< ~ri1l<d el.l!> und« no:mIa< io. JlXM'1II 
d 11<!.i· 11 e<!~ ..... ~fio:MI~y mo:u """;1 ~o (15·Wd "'- II<LI· [ ""~) 
., ",,,,<>1 Mll ~""",.oo .m i· mi1lXoo-.dri.ll d rup , 001" ttl< e~ p"'· 

l>=d d"'l" e"oprin.oll-llY (CülI-IIY). a ·' omph«;U oo:i""1< (a· TOS) 
.oo" ·1<HD~o>:)'"o"1< (" .11'A) .. _ 1 .. , t1< ~<>I All'S iMil>
ite, o lil"'"'Ieln: .oo 10-" ",mjtiv< to ttl< I lymlytie inhibi.,,, lDG. 
i_.,o.ool"-"'Ipoi (T<iI>lo 1 ~ CülI-:I ~ ~ > ¡»1<otOocfru, nhib i or 
prim.rtly d iminiWnl ttl< PD!I. lOCOl1 Mld SD!I "tiv it i", 121.2B t ., 
hi~ co"""" ''';0", (> 100 ¡#.I). CülI-:I ~ .00 ~, .. > IIl'a )'l ie in
hibir", m.oio~ .olf<e" rIJ" IIK ,,' i";ly. ,, ·TOS ~ MI LJbiquioon<!""ei_ 
""¡OJ iMilitirlJ" ""en '" d<li)'docc"""'o ( "" ~ '''0''1 eo:mpl"" 11) .oc· 
tiv i y .00 orr",ti rIJ" 1 ti< ~ h d ",,,,<>1 tu .. t 0=0:'" eoh 129].,, ·11'A 

i! > ";Umin E ""¡OJ" i tlutrorlJ" iMilit"'l <!!<et on t ti< ~ h oftu ... 
eme", MM-MB-Il5 eoh _e""", "" "II"¡" in oud< mi", ]lO, 2!)G 

• >1I00:r;' MI.IIOJ tIut nhi ll i ~ IIPlII(.oo CltIT .,ti"; l'" diminiWng 
IIl'a )'l ieflwc 121 1 iOO~,.,o ¡rtm.rtly "',," " i h 111< ",,,ti,,, c.,., , .. 
P'",o ot in CAPD!I uU lytic "01"'. Mld 1011ypol inh ib i" ttl< 
NAO ' -d"ll""d<nt <nl)'''.'' ""h .. CArol1 .00 [DII PI ]. It ,hould 
11< 001«1 th., 1110 Olil O'"'leln IC,. .<>1"" rouod in both 11<LI· [.oo 

nW" 
.:- .... .. ,,, ... , .... """','" "''''',., .... <»noo ......... .. -..L .... ~' 

•• A_ ......... "'_ _. -" 
c... . .. ~{AM) ""~,.{.) ... ~n.) ...... ,...{ .... ) "UI' ) 0II~''''(1) 
fi .""~) >' 00(1) .. ~" {') 
fi .1U~) ,a,{,) 19U(1) 

"'",o<~,.., .. "" 
'O<{ooM) H '{' ) l!~ '- {' ) 

r..."...{ .... ) , .. ~ "(1) "" ~ ,OO P) 
'M~) "" U ' (1) '" U ' · {') 

a.>t~ ~_ , .... ) .... "",... {,. , "" .... ) .... roI {' _lOO .... , fi .1U {, . , """""): 
..... ,.. {O.l-l ..... ,'M{ .. ' _' ..... ) .. ,0< {, . ,. ..... ) ..... . _ " ...... _ 
"".""""''''-.. .... _, .. _ ....... ,...-.''''' ... _' ..... .. .. _ .. """"'''_{lC..) .. ,_ ... " ..... "" .. ,.. ....... _. 
"~' ''''''''_' .... ''',n_~.".'' ...... "" ... ,-.. ...... ..,"" 
..- ~1D."''' . ...... _ ....... ~ .... _ 
"" ... _ <.oo>tl~ ... _ .. "':.M. ........... : _., ............. ,O: ... ITA. 
-~_ ..... : ... ""-..-.,....,..-
•• < ... , ,,-... 

•• • < ""'" -... 



53 
 

 

11eLi·11 (Tóbl< 1 ) ..... 6-11 ti""" hi~ 111>1 t h<olilo...,.:in,m"",tr. · 
tion (1 ¡#.I) r<quir«! to """.1 th<O:<Phed flux ( f~ 4B~ Th< " .. 1 ,<!". 
1M "" ¡><., "" .. .!.l'J"d in. ".¡ ..., m<di LflI . ..... ao._ "","ti", ., I ¡#.1 
a: hil h<r o ll 0...,.:in ,,,,,,,,,,,., iern_ 11"",<, .. " . in ,<!I ¡>mlif<r.tion ... 
,.".~ ,ultu", _ ium -.. it h hi~ /<"'1 bovio< '<nIm (i ... . Irum in) ~ 
'-"«1. -..hidl m.>i<I ti>< ol",...,.: in<~""_ 

Tolurtller "'_~ tII< rol<olpll .. M1<r."Z\' m<Ubolom moo ut.· 
"'. I ~,ay", .oo O»'ho>.....,,,, ... ",><d in (i) II<!.I· II ", l. inrua.t«l 
"';th t h< ",~,tiv< pll iohili 'or. ¡>irrthrtn-a (Pf'T-a ) 1l21 . .oo ( ii ) pll 
" 1",,,«1 .nI.1CF-7 """_ 

In II<!.I· II """. Pf'T-a d<c",.><d t h< mo'" o" 0100111 ¡ti", pho:<y t.t. 
«1.00 nm·pho>phor;;.t«l pll uOO<r h)'pO'"'' nd "" ""'" t. ( f ll_ l A ~ 
bo i"" >"",...,,,,l>!<d >51 m,,, • ...,~, ;w_ Tho >51 "", .. TK:AR w,. 
" 0d<c", .. «I b)' f'f'T-a. -..he«., pl1 (. non·pll t"ll'l) ""'" "'" un
<>1 ""«1 ( f~ IA~ r", <>11 ¡ra<!o .. _<d. only 0"" l>md ..... ob>eMd 
"""11' (o,TK".AA ( in no:rnIa< t.) "-'IlI"ti ... ¡mt<!n d<s:r.d.ltion. Und<r 
normox ,,- ti>< P'<"''''< 01 PI'r-a d id not .tf<ct th< prolif<r., ion ,.,< 
.oo y~ ldofll<!.l·11 ,<!~ ( f~ I B~ Th<,,,,,,,,,<rr..:t 0124 h hwa< ~ M· 
""ti ... 1", [,0· 11 ¡>mlil<ution w .. lurtll", <nhme«l b)' th< P'<""'''' 01 
f'f'T-a ( f~ I B~ f'f'T-a .ood<c", .. «IO:<f'oo> .oo llu"'m':nol.,.,o flux", 
( f~ 4B) ",i " .... (f!&- s:!) in 11eLi·11 "' '' to ~V<I.! , imiIM., tl.,,<ol 
11eLi·[ ,<!~ uOO<r no:rnIa< "- wh""''' I I)"jy''' """. n «l tndwlJl'd
In",otr"l uOO<r hwa< ~ Pf'T-<t "", ... <dO:<f'h", .oo lI)<o l)'li<n"",~ 

.00"",_ in 11eLi· 11 ,<!~ ( fll~ 4B52) ., I",<!" ro 1M to tilo", d 11eLi· 
[« II.!. Th< ","", .. li iw.""t olth< lIy,ayt i, flux obs",,,,d in Pf'T. " 
tr .. "'d 1", [,0· 11 ,<!~ ",,,,,,,"'d -.. ith " I nlficmt in,,,,.,,,, in t h< 1",<1.1 
d 111'_1" .00 i" lIy",I)'Ii<·tMII''' GWTI . 11< 11. nd ID! I ( f~ le) 
und<, h)'pox t.. Al • ",ntrol Pf'T-a ..... .tIo .. ,..,.«1 in II<!.I· [ ,<!~. 

_ ... no<ll<,,, on O»'hed flux .oo " .... (T.tl< Sl) . .... prct<d. 
On t h< 0111« hmol. in hu","" b", .. tcme", ~1CF-7 '<!I.!. -.. hi, h h ... ". 

r<Ytiv<!y hi~ pI) , m t""t ", __ «1 to 11eLi· [,<!~ (fll'_ lA .ooM~ 

Al ". ~ 

Cl .. .... _ .... _-. -.. .. .. .. 
• 

.. 
••• 

h)'pOx t. "I ri~,mt ly (. ) diminl.lh«! th< ,<!Iut. , I ""'t h (~f_ SJ). 
(b) ioc",.",. t h< I ly,ayti< nux ( f ll_ 4B) ",,,,, t.ti ... -.. ith i",,,, .. «I 
111ft _a. GWTI . I I ~ I Mld ID II ",nt<o" ( ~ I M): Mld (e ) d<c", .. «I 
O:< Phed n",,- 1 ""'minol.,., o . ....... ( f ll'_ 4B .00 s:! ~ • nd m l o< tnndri.ll 
pra< in ",""o" (2OGD! I. ~I . coxrv .nd ANT: f~ 6 B) ,,=-' 
normox '" in '1 """""ot -.. i1ll p""""' ... 0 .... ¡ n l_ 

Und<, nomIa< t.. " I<",i ... 01 pll tOI """"'" pll.nl.'0'-7 "" ~ 
(. ) induc«l ,~~,mt ""'<ri ... in tII< ~M ruMA.oo TIGAR ",n-
t",," . .... p«t«l ( f~ M): (b) 1«1 ., hil h<r I I)<olytie nux ( f~ 4B) 
",r«Y! i ... "";th hi~", 1",<1.1 01 II F_I" .oo I I)<ol)'li< pra<!n tMl"'" 
( f~ M ): MI( (e ) d<a<-.:I O:<f'h", flux. "",_ .00 mjtoc hondri.ll ¡>m. 
t<!n ",ot"""' .. ,"II' l a: ANT (rIl 6 B). "'- ¡>M<nt.l1 M0'-7 ,<!I.!. UOO<r 
h)'pcoc ,,- " I",,,n l ol pl.l .00 1«1 ., hil h<r l l)<aytienLl< ( f~ 4B~ m,· 
""'ti ... .,,; ' hffi h> ""'d 111'_1 " .oo GlUTl ""'"--' (f1l_M) ... """""' ''
",i .. o<eLr' in II<!.I· [ ,<!I.!. On tII< mnt,.,.,.. h)'pcoc t. ,,~~=~y di· 
minl.lh«! tII, O:<Pho, flux Mld ""'. in MCF-7 ,<!~ ( r ~_ 4B. nd S2) 
H na:ma< ~. I '< in 1I<!.1·[ ,<!I.!. 

f'f'T -a .ti_ "",««1 t h< """""""""' phO! pho:<y t.t«l pll mot"'" in 
M0'-7,<!~ ( .... na _~ -..hidl in t umd<c",..,d O»'ho> (Irun 11 
t07 ± 2 ....... O¡minlmf ,<!1 po:« n : n ~ ]) Mld ina<..,d l l)<o l .,.,~ 

(Irom 14.,20 nmoVmin/"'f,<!1 ¡>mt<!n: n ~ n Th< O»'ho> .0011)'
",1.,., ~ flux", in MCF-7 ,<!~ t '" ."'d .,,; , h Pf'T -a ... "'" "miIM to t hed< 
loond in pl)l O/,ICF-7 ,<!~ ( f~ 4B ~ Th<>< ""ul" indi, .,< tII.,. iod<
prnd<nt ly 01 tII< O, , m ,,,,,,,., im . tII< t.c . 01 pI) premot", th>t 
IlIfl-a <>n til ht ly uP" "'I ut.1< th< lIy,ayt i< flux_ On t h< ot h<r h>nd. 
1 "",t11 d MCF_7 .00 pll, o/'lC F-7 ,<!~ uOO<r normox t. w .. "m iIM 
(~I SJ) indi,., ... th< t.c . 01 pl.l , m Ua on ti>< M0'-7 ,<!I ()'d,,-

Und<r hypox '" t h< ",,,,,,,xp""~m 01 pl.l n II<!.I· II ,<!~ ( f~ l A) 
1«1 ., n hb ih:n d t h< lI)<o l)'l~ flux (fIlA B) .oo . 1""", IIIF-I" mn
t""t 'o:mp.I ",d ., II<!.. ·L It h.o> be"" ",Ubll!.>ltd t h>t Ilfl -« d t«t Iy in
t",,,,,, -.. i1ll wild ·t)'p< pI) Pll imp,¡jri ... IIIF-I " .. ""~,,,d Itn<!iorn 

B) • 1 
~ ;;- • H 
" • 
13 , -O, 
" -, --o 

• • .. .. " .. , . 
'-.... ~I 

• 

.... U f«t" ....-..{", .... ) .. ", '--OO' •• H ..... " .. {A) ........... u '"" .... .....,. ..... ., ___ P-'1."'" p-'h,...nG.....' n ."" ... 
""{l .... ,. ..... .... . ~ . ... ,,, . .. .,,,.,),,,,,,,,,,-,,. __ .• ., "' .... .. _, ...... ", .... _"'-{a)""""'_G ...... ""' . .. _, .. , 
{. _ l) ........ _ . {U ) ....... _ . (-.e)" ...... "., ...... ,_'....-"""""''''"'''''"'' _'_'''''' __ ''{H>9) .,.<""-,,, ... ,, ... ,.,,,, 
""-{<) .... 'fi""' ...... ,..~_ ...... ruow. w"."'~ .... _\-O"" JI>. 10. . .. ........ ,..,"" ..... _, .. ,_".,.~ {1 O .... ) ___ "-
...... , ,..,-",_. - l. -,<e.,,,,, _, .. , 
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M~ .. ,., l ... ..... -. .... 'fi .... ....,_.,. ... _ ......... ¡,o., .... ,., ~1U,O.1 ,,. {A) "" .. ~,,""" . ,.,.._ ............ 01 ,.,1"' .... _ "'_ .... 'fi ... " ."...,......._ ......... M<f., .... ,., ~....,.., , .. _ _ ,"" .... '" {1to<." 'O'I .... " ... "".{_~" O', ...... ........ "."'" ......... 
_ .... ~ .. ,. . ... _. _ 1 "' < <lO1 """"': .,.<...,,, Mrn.{.¡ ..... -.._ "" .... _ .. """,.,. ... __ .. ",.,.., .... ""....a.l ,~ . __ ~ 
{_." 'O,¡ .... " ... ,....\Hr .... ,, 0,,_ ....... -. .. _ .... . ' ..... h". "",,,,,,",-o _ l . '1'< "" ,,"""'. 

1341 Thef<{or<. ti>< doT«ofpl.l · IIF1« 10' «":';0",,. ¡>CI!~I>~ "Iu-
t.tor;' m«twIi1m ofth< pll funet im ...... ",I..,td in 11<1.1· 11 ,<!~ 
"00« bo:<h oormo';'.oo hypox ,,- pl.l ..... ¡_ d<!«"'d in irIVllu" 
M¡>r<Cl""'" .,.,;, h 1111'-1" m tibodj' d Mrmoxic ( mild ly) .00 o)'pOxic 
I"ro'll ly ) 11<1.1· 11 ,<!~ ( ~ ~ 1). lmroon~=i pi,.tion ... ith !.IG! 
(cont rol. nt body ) 01 ¡1e ['¡· 11 « l! did "" """It in pl.l 0' 111'_1" (o. 

¡>r<eipiut im ¡r~ n SimilMly. irIVIIlloopr<Cipi"1ion" itlll lF_la .mi· 
bOOy 01 n« rooxi< or oypoxi< II<LI_[ « l~ did na """It in p5l 
ro-¡>r<cipit>' ion ( n~ 1). Thffi. il ,,,,,m«t 111., p5l m .... iol<rr<f< 
";1 h 1 ti< 1111'-1 ,IIu"" im mly wh", .. '" ~ti", Iy hiI h , m I"'" ~ ",.mtd 
(in II<LI· II ,<!~) but MI " i1ll . "'I l il ib~ lov<! (in I~ LI·l,<!~) . 

11 h.H b«fIdocum",,' td l h<>! ",uto h)'p""'. (24 h) ,,' i,,' ''' mHo· 
,ho:ndri.ll d<s:r~ im ("'0~) in ",,,,,<>1 luroor<o llline, ""h., 
1~'·29l MOA·MB131. U81. Ul13. U251 . .oo 211·75 p5 , Th<f<{«<. 1o 
. ,,"', lt1< h)'potlle,;., lh.¡1 lt1< hmnlul <!f«1 01 h)'pom on O:<PhO! d 
I~ LI·II ,<!~ .",,, mtdt.1td b)' p5l ·"'fll t."'d ",oph.ln. ",,,,,<>1 '''''' 
pro""" d lhL! pro.:= ., w<!l., 111< k< ...,im 01 .ut~licv"';, I", 

W<f< d<1<fT1liotd in I~ LI·l.oo II<LI· II ,<!~ ., w<!1 ., in ~Kl'-7 Mld 

p5l.nl.1CF-7 ,<!~. Ind«d. inc",.",d (001""" in l t1< SN IPl mRNA 
(Tmlo s:! ) ., w<!1 ., in l t1< prol<!n , m 1<o" d S~Pl. All l (hypa< t.) 
.00 lAMPl ""'" ob><r....:! 1", II<LI· II ,<!~ ( ... 11<LI· l«h : r lf. BA~ 

-, 
............. ~~~ .... ~ 
....... -.... -... -... -... -... 

M~ ' . ....... "'01 ,." ..... '" """'~_ ......... , ........ _."' .. _ 
~ __ oI"" """'."'.rr_ .... -.. ... ,,, ..... __ ....... ... 
_.". " ........ ,fi_ " ,e '-........ _,""'" .......... ... '" 
, lA ... , .. ........ ... ,~ . ""oo . .. ". "-_ _ ' .... ..... ,~J • • ,"'. 
... " ,_"'-,"' , .......... ....-.... "" "",~ ... {NUl) _-.."'-_ ... ""' _ __ .. _""' ....... "" _ .. {«lJoPU>I·_ *_ <0.0 = .... NUl . ... " " •• jo"'"' .. w."".""" ........... ...... ...... ,.,., "- ,~ ""' . ..... ..." . • _ , .. "' _ __ AI .... _ , _ • 
..-,, __ lo. 
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...... ""_ ..... _ •• )." ... __ ' .. {AI .. ~ __ ...... ,,·,.. .... , ... = .... __ """""'··-.... ... _, ... __ ~ 
{1;«.'" "'1 ... " ,..... .. ,.""'.1 ..... 0." 0,) • _ l."'. CI.Ol ,, __ ' .. "'" "HoU->L {o) Cooú"", "-"""110 lo ....... H ...... "'. _ "'_~ 10-" o, 1'" 
,.. "-.. ft,~""... ..... ...... ",,w .. "''''' ...... .... -... .... '_{MTG.><D ... ) ... ,,...tr .... ,, •• {lU., "" .... ¡ "".., ..... ""' .. ~ ..... D"""'_~""_ ... ........ __ ... """_.~_.{--.I ............ :. _ " ..... _""'-{C),'" .......... "' • ., Ult __ ,., .. ,.. , _ _ """""¡.lH"''''1>-H,,",_ 
~'- " ''''' : ........ " _.' _ 15. _~_: NU. . ...... , . .... "'_ . ..... : ,.,.,'~ ' 0<' .... u_o_,""" 0"'"" .,...' . • n" ......... ." _ _ .... _]:""' ... ~ ..... _ ... ~ .. , :"'W1.~_._"'_ ... ~ .. ,_ 

Il mj t.rI~ .• ' iI rIi oc",, ¡OC""""", i n t fle , ,,,,.,'" 01 lN.I ¡>J (f ir- 68) .. 
",,1 .. RNIP3 >no! At¡"l 10M.¡ na 1hown1 .... ' dH"""d in MCF-7 ,<!~ 
("'- pllYl/,KJ'..7 ''''1 "00« ",m",,;,.oo ~iruW1y "00« h)'¡>a< ic 
m oo it iom. TI>< ¡lOO,¡t¡,,)Útioo (iL. in.a ¡vo' on) d ""xol.l ..... <~ . 

d<r11 in 11<1.1-11 ,<!~ "00« MmIOxi<roodi'OM" it "'" b<ffi d<m"," 
,,, .. ,,d in mou>< <mbr;onic pl)·'· fíbrobl .. ", 1361: _"'<r .• fi« 
tII" h)'¡>o>x ic >1"',. i",,' iv.>ttd r"",l. d«", .. td b)' l~ ",r<Y'; '11 
";' h .LJt~l\' .,liv.,¡',n (riJ". SA). Mo"""",. h)'po'" n d"",d. , il ' 
ni!io:M1' ina.,.", in ,he ront""'" oftt-.e mj'~lic ¡>ro"';n, in Ilel.¡· 11 
", I ~ ( .... oo,m,,, i. ). "'CC<ll' ¡", p·r"",l .. 00' nol in II<LI· [ ", l~ 

("'- oormo';'). "''''11' f« lAMPl 
Th< mj,o¡>tl..,. "" iv., ioo w., .... 0 ."",>«1 b)' d .. ",mjninl , he 

m ·lo:<>I iut "n d mj ,o: hond"" im ~" IY"'''''I'''' b)' mru.x<>l mj( ro".,. 
PI' (r il aB). Und« ~'"''''''. h i~", "'o,""" 01 mj 'o<hond"".oo 

Iy""o","" W<f< """''''" in I lel.¡· 11 ",1, ,,,,,~,,d '0 11<LI · l bu' 
ml o< m ndrU/l'l''''''''''' ..,. lo<. l uooow., oa "..,,,td (rll". 88). On 
lhe ",o"."y. <>I'hoLll h hy¡>o>';' inc",.,td mj' offioodn..¡¡'I''''o",", ,.,.. 
lO<<>Ii L01 ioo i n both Ilá. ", 11 ''iP''~ th" oumb« or ro-loc<>liLlli m , 
w., 1"''''' in 11<l.i· 11 ","~.<Or=¡>Ond i 'll "; ' h ~ 1.,.,."""", m .... 
' ''''' (> 501: '"'. llel.¡· [ ) .00 Iow", mj'o<hondri.ol ",n' ''''' (<SOl: n 
II<LI· [ ) (r il. ¡q 

4. 1)I00u"lon 

Mo>l d 'he ¡>r<\"""' , rud i", on pll.oo un,,,, """'1'1 ""'_11 m 
~" b«n ¡>e rf<mItd LlDd<r normo. ~ ,mdj, i<ru """""'nl ' he,,,,,,,,,,, 
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<l<p<nd inl on ' flo 0, I«<<i ( r LJ". 9~ Und<r no"""." (1.<. ",n~ i t ioo 

<b""",~fo,,,,1d t",oo,o?!~ "" .. tobOO1 v=l!~ ¡JI1 Lt>-r<Jll""" mj. 
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,cnd i ~o" pSJ..IIIJh ", 11, _. I>IJh I~ "rujt i", 'o .on'I ·mI 'o<il<ndrW 
df'l.lSl.UndeI' Ilypold. (l • • cond it!onobJt!v<d r« ,,, Id luroo, ,<ill di, . 
ton, lrom ~ood ",.,0(, ). pI! do",n. r<I\JI.>, .. o:<pr.o, ond OCl lv .... 
mI,or>ll>ll~. 'n conJ<G"""'. 1l~"' I~~' 11«0 .... , ' flo P!'<Mm ln.on, ATP 
"'PIIi i", (F ir. 9 ~ 

Th< MIolI)'I~ 01 """'Z\' ""'''''''''''' in m" .. im.("", pll ,<i~ !.>cili· 
t .... tI>. <iocid.>~m 01 tflo pl1 "'I U"'O<)' m« ll.lni,,,,, on 0»'1101 
.ond I I)'<o l~~, . .ond ~de, . pI.o~o"" lo' unde<5I.ond i'll tflo . ~.(!' 
m.~ mel.l»lI"" or Ih. nu.......,u, pS! ....... ~onJ. 

SRf .ond RMS: .""OI1mor".1 ""'O\l<lon.nd d .. I~ • .on.ol~~, .ond 
In'<'f'»fel"ioo <14>10: IIIR, IS. [P. ARR, ffiV. AlM. [P. f.AA >M }lXP: 
,,~~, i~on >M 11 .. iI~<.o< • n.li)'li.1 01 ~.,. >M ~ """'¡>rJlffit 01 "'" 1lIl<I. 
olee: '>RE. RMS >M ES: wr iti 'll <1 111. rnMILlicnp<: SR~ RMS. Ie.ond 
lS:d i,=~m m MIolI)'IiI>M ,,_utim d d.>t.l>M m.onU1Crl>! "' . 
~,Icn SIU: .nd itMS: ob'.o< ntd fUnd i'll. ~ I 'U' '''', "'.., >M,_d 
Ih.~n.li nwnuo:r1p<. 

Th< ¡Ir< """ ""en ""., ~ I y ",_",d 1»' 1 ,""" lrom CONAcyf_ 
W.ko (No~ 101181.1]%110. 111161B).ond In11 itLlto de a"",,, ~ 
T<ClOloil> dei Oi~rI'o r~de,.. l (No. Pl(S(Ij-~) toSR~ itMS >M ES. lllt 
""OS ",_,led 1»'. CONACyT· Mhko rei l"""l>lp (No. lD!16). 1111, 
""e.-, ""os ~ or, .. PIL D. , ... 1, 01 11111: In '"" Oix,or.odo "" CloncW 
Ilic.-nlol iCOl prosr.m .. t flo uni .... I<1>I1 N.ldon.li ALlUlnonw o. Wld<O. 

SUW~rntn'or;' doto 'otlll, ortlde , .on be Iound m li no " 1>,,,,:/101>:. 
doL"1II 0.1 016!)liwna.lOl ~.oo.oH. 

Ror ... n<OJ 

111 W.D. ......... """' __ ............. _d'_' ..... "",. Col _ . " { l O¡ {""'I l!t-' ... 
III " .... _ .. "",.~ ...... , .... -.. ... . .. "'c .. ~ C-.. '{ 'Ol {iOO>1 

fO'·_ 
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{ l) {_I ,.,- , ... 
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~" 1'1 ~ .... _ .• . " .. ( ~ t.o; ...... "-t ..... ~"" .... ___ .. 
_ .. ,>J(R-.. _ ............ """_"'_""-Col .... l O 

{'1{_1'" 4,. 
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{2OOl 1 """ I! 
1'1 .... _ 1 ~"" -. •. "" .. , ... _"' ......... JH.,,., ....... ..... _ .... ' ...... ,.., .. _"', ,",,..,.,.. "" ... " ., m" l {lCKIO) 
-~, 

1' 1 w ..... <-"'-"-_ ...... A '-'-..... c'"-..., .• _~"" ...... ........ ........... , ............. -. __ rroc.""''''''-' •. u. 
, • . lOl {l01 {1Ol0¡" " -'_ 
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"",- ....... , ~ ... ro """ .. , .. _ """". __ '" {>-4I {""' I ",., ... 

I' O¡ " ."n.o .. w ... .. yj.""",. A" ""'~ T.1.0 .... ''''''' ............... .. ,." .-- ..... -......... -.. """ ............... "" .......... .. ....... ""'" _""'._ "{'I {lO"1 ]t , _]t. 
I~ , . "'_ ",,-'-.u._' ... _ _ ¡.o._. n.o .,.....~ .. .... , 

"" ,.,,_ ."" ........ _ ..... _ C-"{D>1) "-
1" 1 UL ...... ~ .. """""Joo<J._ .... "' ...... ~_ .. ""'.,' .--. 

....... .-.. ...... ""'" .. _ . .... _" ....... ""'- '" (1'1 
{%I, o) .. ,l-.... . 
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Canonical ami new generation antic~lI1ce l' dl'ugs also tal'ge t 
ene"g)' melabolism 

s. .. a Rodrígu",,_Enríque< · Juan c,,,.,. GaUardu_l "~", . 
lleana Hernúnd ",,_R,,", ndi , . ,\ ~·,,,o M",ín_H<núnde< · Sil,';" C. l ~o:h<"CO_\"dú/q ue< . 
s.'y ra l ·. L'""" ,_¡¡',nlÍr", · Fr:"nklin D. RUnlian o",, · ¡¡"rad ~ lo", no _Sú nrn ", 

it«,¡"d ] A¡ril NI41 A",pt«l , 1~ A.,-il :Il141 f'u,,"""" o ~ i"" 4 M.y N14 
e Srrio",' -""dli !kd.lo ¡\O""""J NI. 

,\bslr.,ct Signif,,""t clfo"" h".., ocen m:>!e for toc 
ocvelo¡mcnt of ocw . nt;cance, drugs (pru";n kin",", o, 
¡r"''''somc ;nh;bitor •. mo=len:¡J humani",d anti boJje.) 
with ¡re",m~1y low or oc¡;l igiolc . ide clfoct. :Il d high 
>pCoilicioy. HOWL"vcr. :Il ., .Jq>th analy.i< of,oc . ide effea . 
of =1 ru!HIl~y "..ro eOlUlicol (platin-t" .. ed <k ug •. tax_ 
:me .. :Il!h mcye linc .. et"!""ioc .. ""t ",",t :bol ite'):Ild ncw 
gcncrntio n :Iltie[YleC! drug' :r; !he r,nI line d: clinicol trcat _ 
""nt !C\'C0I. "gnif,,""t I" ~urb .tien of glycoly'" aOO oxi_ 
ilit;ve ¡>'¡"'pooryl.ti en. C.oonbl and new gcocr.uion drug 
• ide effee" indudc oce",.sed (1) intr.lCeUu]" ATP level •. 
(2) gl)'ool)'ticlm it ochordciol CtlZymcJ~ :Il.pMCf a<.1 ivit ico 
:m..Vor (3) m it ochondn:ll clo.:"t"""1 mmür.l1lc ¡>:ltmEnl •. 
Ferthcrrnorc, the :Ilti _p !oliferntivc <iroct. of tha;c drug. 
are m:u\;rdly . tre nuatru ;n tli roor rilo (O) od l •• ;n ",hkh 
fu octi""oI miI>cOOndri. are .b<.c", in odditi"". "",cr ~ 
""t ic"",e! d rug . di«otly in,,""'t with i", latru miDdl",,_ 
dri:> .ffeeting toci, fuoctioro;. 11>o",fo",. scv<nl . ntboce, 
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drug' 01", t arget toc energy met.boIism . aOO henoe. toc 
docurncnted inhilú,'Y effeet d: . nticaocef drugs en e.oce, 
gfowth .oould :¡J.., be linkru to !he hlocking d: ATP . up_ 
ply path",.y •. lbc", oftrn overlooked effe,"" of "",micol 
000 nc .... gcncrntim :IltiO:Il ocr drug. empllo.iz" , he role of 
cncrg)' ma.holism in m.inainillj¡ moccr edl. viooic :Il d 
i" t:ugcting ••• eomplc"" nt ary ond ouooe • .tul "rntegy for 
earteC! trcat""n'-

""Y"u ru. Encrgy mcuholi .m · Hurmni zru moroden,1 
. ntib<Xlic< . ¡"1cnboiic toc",py . Prutein Id ,""so ;nhihitor • . 
Tumor cel!. 

ITC 
~_. 

2_00DH 

Hect", n trnn .port dt ~ n 

Oxidat ivc poo.poorylati o n 
2-Orog lut ar,"e dchydrogcn"", eom¡icx 

lnlm:lnct iun 

De,!,ite ccmidcr ~ic .dvan;:a; ., o", mediml re.eareh :Il d 
e linie ~ .~ lie,"ion. in !he flc.ld. eartcer rem~ n •• le:>!_ 
ing e.me d: rm~ ~ iry ""oridwide. The ""..,re .ide effee" 
e.used hy toc f"'qocnt u;c d: runventiorul rnemotoc",_ 
I"u'e. dimini.h. unfor tlirutcly. toc p"en 1< ' qmlity d: life. 
11>o",fo",. me devel oprnont d: ",re .ro effie.eio", :¡J tcrrn_ 
live. wit h ""clJ. koow n me<Íl :Il Nn ofacti.m i. m:Il doJe<y. 
F",,_l ., c :lIlIimoccr drugo oocb .. :lIlItlooy_ <hlg coojJ._ 
gata; 000 ¡rccrin <irm" (PK) 5lfl.ll_molecule ., hioi,o" 
h.ve 00;:0"" ",ü1c1y u.ru in toc clinicol " eat",, " d: eart_ 
eC! prc,," m ~1y oce.me !hoy are de,;gncd to be «.leetivc 
fo, ooe pru" in or cellula, proce .. (Ot t :md Ailim< 20 11 ; 
U et .1. 2013; Mil icr CI .1. 2013). Howevc, . .. occun; 
wi !h "'oc, o.oonbl . nd 1r.lditi oo:¡J dtemotoc",py drug< 
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