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RESUMEN 

La inhibición de la glucólisis se ha propuesto como una opción terapéutica 

contra el cáncer, debido a que la glucólisis contribuye con esqueletos carbonados 

para una activa proliferación. Para inhibir la glucólisis es necesario disminuir la 

actividad de los sitios de control de esta vía. En células tumorales se ha reportado 

que los sitios de control son la HPI, la HK y el GLUT. Interesantemente, al usar 

oxamato como inhibidor de la glucólisis se observó la acumulación de Fru1,6BP 

provocando la inhibición de la HPI preferentemente en las células tumorales de 

rata AS-30D sin modificar la glucólisis de células normales de rata (hepatocitos). 

Por lo tanto, se decidió hacer uso del oxamato como herramienta para 

poder determinar si la HPI es un sitio de control en las células humanas de 

diversos tipos de cáncer. Con el uso del oxamato (10mM) se observó que el flujo 

glucolítico disminuyó entre 56 a 85% que correlacionó con un aumento de la 

Fru1,6BP y DHAP en las células HeLa (cáncer cervical), U-373 MG (Glioblastoma 

de cerebro), MDA-MB 468 (cáncer de mama) y en las células no tumorales 

MCF10A (tejido epitelial de mama). Sin embargo, en las líneas tumorales 

humanas A-549 (cáncer de pulmón) la glucólisis no se modificó, aunque aumento 

de la Fru1,6BP. Mientras que en las células SiHa (cáncer de cérvix) aunque se 

inhibió la glucólisis no estuvo asociado a una acumulación de Fru1,6BP.  

Con el fin de ampliar un poco más esta investigación, se probó un inhibidor 

de la GAPDH, al acidó Koningico, en células tumorales de rata (AS-30D) y 

humanas (HeLa). Este inhibidor inhibió el flujo glucolítico asociado con un 

aumento de la Fru1,6BP.  

Con base a los resultados obtenidos concluimos que en las células 

humanas HeLa, U373 MG, MDA-MB-468 y MCF-10A la HPI es un sitio de control 

de la glucólisis. Mientras que la HPI podría no ser un sitio de control en las células 

tumorales A-549 y SiHa. Así mismo sugerimos que el KA inhibe la glucólisis de 

manera similar que el oxamato. 
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ABREVIATURAS 

ALD: Aldolasa 

ATP. Adenosín Trifosfato 

DHAP: Dihidroxiacetona fosfato 

ENO: Enolasa 

F6P: Fructosa-6-fosfato 

F2,6BP: Fructosa-2,6-bifosfato 

GAPDH: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa 

G3P: Gliceraldehido-3-fosfato 

G6P: Glucosa-6- fosfato 

GLUT: Glucosa transportador 

HK: Hexocinasa 

HPI: Hexosa fosfato isomerasa 

LDH: Lactato deshidrogenasa 

NADH: Dinucleótido de nicotinamida y adenina 

PGK: Fosfoglicerato cinasa 

PGAM: 3-fosfoglicerato mutasa 

PYR: Piruvato 

PFK-1: Fosfofructocinasa tipo 1 

PYK: Piruvato cinasa 

TPI: Triosa fosfato isomerasa 
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INTRODUCCIÓN 

 La glucólisis es una vía metabólica de gran importancia que genera 

precursores para la síntesis de macromoléculas para la activa proliferación de las 

células tumorales, así mismo es la principal fuente de ATP cuando las células se 

encuentran sometidas a hipoxia. 

Por lo anterior, la inhibición de la glucólisis ha sido considerada como una 

opción terapéutica contra el cáncer. Sin embargo, para lograr la inhibición 

especifica de esta vía metabólica es necesario conocer los sitios de control, es 

decir, las enzimas que al aumentar o disminuir ligeramente su actividad afecta 

significativamente el flujo de una vía metabólica a diferencia de las enzimas que 

no controlan, que deben disminuir o incrementar drásticamente su actividad para 

modificar el flujo de la vía. De tal forma que en estudios previos de nuestro grupo 

se logró identificar al transportador de glucosa (GLUT), a la hexocinasa (HK) y a la 

hexosa fosfato isomerasa (HPI) como los principales sitios de control en la 

glucólisis de las células tumorales de rata AS-30D. De estos sitios se consideró 

como un potencial blanco terapéutico a la HPI porque tanto el GLUT y la HK son 

también sitios de control de la glucólisis en las células normales. 

Interesantemente, el oxamato inhibió preferentemente la glucólisis en las 

células tumorales de rata AS-30D y no en células no tumorales como los 

hepatocitos. Debido a que el oxamato induce la acumulación de fructosa-1,6-

bisfosfato (Fru1,6BP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que son inhibidores de la 

HPI. Por lo tanto, estos resultados indicaron que la HPI es un sitio de control 

específico para las células tumorales de rata AS-30D. 

Considerando lo anterior, en esta tesis se empleará al oxamato como una 

herramienta experimental para establecer si la HPI puede ser un sitio de control en 

la glucólisis de las células humanas de diversos tipos de cáncer. Esto lo podremos 

evaluar al determinar el efecto del oxamato en la velocidad de glucólisis y en la 

concentración de la Fru1,6BP y DHAP. Los resultados que se obtengan nos 
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permitirán establecer si la HPI es un sitio de control en las células tumorales 

humanas.  

MARCO TEÓRICO 

El cáncer 

La Organización Mundial de la Salud define al cáncer como un grupo de 

enfermedades que pueden afectar cualquier parte del cuerpo. El cáncer es la 

proliferación rápida de células anormales que crecen más allá de sus límites 

habituales, y que pueden invadir otros órganos, proceso conocido como 

metástasis (WHO, 2018). 

En México, la incidencia de cáncer en la población va en aumento, los 

cánceres de mama, de próstata, cervicouterino, colorrectal y de pulmón son los 

más comunes en la   población (Tabla 1) (SMEO, 2016). De acuerdo al Instituto 

Nacional de Estadística y Geografía, existe evidencia que en el período de 

2011 a 2016, aproximadamente del 27 al 50% de las muertes observadas por 

tumores malignos en la población menor de 25 años se deben a cáncer de 

órganos hematopoyéticos. También, durante el mismo período de tiempo, los 

cinco principales tipos de cáncer que sobresalen como causa de mortalidad en 

la población de 30 a 59 años son: los tumores malignos de los órganos 

digestivos, el cáncer de órganos genitales femeninos, el tumor maligno de 

mama, el de órganos hematopoyéticos y los tumores malignos de los órganos 

respiratorios e intratorácicos (INEGI, 2018). 

Tabla 1. Canceres más comunes en hombres y mujeres mexicanas 

Hombres 

1. Próstata 

2. Colorrectal 

3. Testicular 

4. Pulmonar 

Mujeres 

1. Mamario 

2. Tiroides 

3. Cervicouterino 

4. Cuerpo uterino 
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5. Gástrico 5. Colorrectal 

 

 

Existen diversos tratamientos contra el cáncer que se emplean en base al 

estadio de la enfermedad, es decir, en algunos casos el o los tratamientos tiene 

como objetivo la cura, mientras que, en otros casos el objetivo es detener el 

avance de la enfermedad (INFOCANCER, 2019). 

Los tipos de tratamiento más utilizados en diferentes estadios del cáncer 

son: 

 Cirugía: Operación donde se extirpa el tejido con células cancerosas. 

 Quimioterapia: Se refiere a la administración de medicamentos que son 

capaces de disminuir la cantidad de células cancerosas al generar la 

muerte de estas. 

 Radioterapia: En este tratamiento se usa una alta dosis de rayos de alta 

energía (similares a los rayos X) para destruir las células cancerosas y 

disminuir el tamaño de los tumores.  

 Terapia hormonal: También es conocida como terapia endocrina, y se 

usa como tratamiento para aumentar o interferir con la actividad de 

hormonas que pueden llegar a influir en el crecimiento de las células 

tumorales o tumores. 

 Inmunoterapia: Este tipo de terapia promueva la activación del sistema 

inmune del paciente para combatir a las células tumorales. 

A pesar de que los tratamientos en muchas ocasiones son efectivos, la 

mayoría de estos tratamientos generan un daño en las células no tumorales 

causando efectos secundarios importantes. Estos pueden ser distintos en cada 

paciente, y variar según los distintos medicamentos y tipos de tratamiento (CDC, 

2021).  

 

Algunos de los efectos secundarios más graves son: 

 Neutropenia: Se refiere a una disminución en el número de neutrófilos, 
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que conforman la principal defensa del cuerpo contra las infecciones 

causadas por bacterias. La neutropenia se presenta en mayor 

proporción en pacientes que recibieron quimioterapia. 

 Linfedema: Este efecto secundario se deriva de un tratamiento de 

radioterapia, en donde se genera un daño en un ganglio o vaso 

linfático. El líquido linfático no se puede drenar bien, por lo que se 

acumula bajo la piel y causa inflamación en parte del cuerpo del 

paciente.  

 Trombosis venosa profunda (TVP): Es generada por la formación de 

un coagulo en una vena. Generalmente son formados en las 

extremidades inferiores (piernas, muslos o pelvis) y superiores (en 

menor porcentaje). Los pacientes que se encuentran o recibieron 

tratamiento de quimioterapia tienen mayor posibilidad de generar TVP. 

De acuerdo al Instituto Nacional del Cáncer, existen alrededor de 25 efectos 

secundarios inducidos por los tratamientos contra el cáncer. Además de que la 

Sociedad Americana de Cáncer menciona que algunos tratamientos contra el 

cáncer, como la quimioterapia y la radioterapia, pueden aumentar el riesgo de que 

una persona desarrolle diferentes tipos de cáncer más adelante en la vida. 

(American Cancer Society, 2021) 

Por ello la importancia de encontrar nuevos tratamientos donde el daño sea 

menor en las células no tumorales y que los efectos secundarios sean mínimos, lo 

que ha abierto el interés en estudios enfocados a la bioquímica de las células 

tumorales. Es por ello que diversos grupos de investigación han propuesto a la 

inhibición de la glucólisis en las células tumorales como alternativa para lograr una 

disminución en su crecimiento (Marín-Hernández et al., 2016). 

 

La glucólisis  

El descubrimiento de la glucólisis comenzó con estudios de fermentación en 

extractos celulares de levadura, realizados por Eduard Buchner en 1897. Aunque 

para 1930, gracias a los estudios de Otto Warburg, Hans von Euler-Chelpin, 
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Gustav Embden, Otto Meyerhoff, la vía fue completada (Nelson et al., 2009). La 

glucólisis es una vía metabólica compuesta por 10 enzimas que se encuentran en 

el citosol de la célula y 1 transportador que se encuentra en la membrana celular, 

esta vía se divide en dos fases: 

Fase preparatoria: esta fase se compone de los primeros 6 pasos. Esta fase 

comienza con el transportador de glucosa (GLUT) que ingresa la molécula de 

glucosa al interior de la célula, además intervienen 2 moléculas de ATP que 

elevan el contenido de energía libre de los intermediarios y convirtiendo las 

hexosas a un producto común, el gliceraldehído-3-fosfato (G3P) (Gonzales-

Rengifo G et al., 2007). Aquí participan: la hexocinasa (HK), la fosfohexosa 

isomerasa (HPI), la fosfofructucinasa tipo 1 (PFK-1), aldolasa (ALD) y triosa 

fosfato isomerasa (TPI) (Fig. 1).  

La segunda parte de esta vía se conoce como la fase de beneficio, en 

donde la energía se conserva en moléculas de ATP (Gonzales-Rengifo G et. al, 

2007), y el producto final son 2 moléculas de piruvato. Las enzimas que participan 

en esta etapa son: la gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), la 

fosfoglicerato cinasa (PGK), la fosfoglicerato mutasa (PGAM), la enolasa (ENO) y 

la piruvato cinasa (PYR) (Fig. 1). 

En condiciones de aerobiosis, el piruvato se oxida en la mitocondria a CO2 y 

H2O por el ciclo de Krebs. Mientras que, en condiciones anaeróbicas, el piruvato 

se reduce a L-Lactato, por acción de la lactato-deshidrogenada (LDH), que genera 

NAD+, que es necesario para que la vía se mantenga activa debido a que es 

sustrato de la GAPDH (Marín-Hernández et al., 2011). Además, la glucólisis es 

importante para la producción de esqueletos carbonados, que actúan como 

precursores en diversas vías anabólicas (Fig. 1), por ejemplo: 

 Glucosa 6-fosfato (G6P) que es sustrato de la vía de las 

pentosas fosfato (PPP) para la formación de ribosa 5-fosfato, importante 

en la síntesis de nucleótidos; a la par se forma NADPH, que es el principal 

donador de electrones en el sistema antioxidante, además útil en la 
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síntesis de lípidos y de la desoxirribosa (Marín-Hernández et al., 2011). 

Además, la G6P también es precursor de la glucogénesis (síntesis de 

glucógeno) y vía biosintética de hexosamina (UDP-GlcNAc) (Robey, 2006, 

Pedersen, 2007) 

 Dihidroxiacetona fosfato (DHAP) que participa en la síntesis 

de triglicéridos. Debido a que la DHAP se reduce a L-glicerol-3-fosfato, 

generando glicerol, que es base para sintetizar triacilgliceroles. Esta 

reacción es catalizada por la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa 

que utiliza NAD+/NADH como cofactor (Calder, 2016).  

 3-fosfoglicerato que participa en el primer paso de la vía de 

síntesis de la serina; además participa en la síntesis de purinas y 

pirimidinas. En las plantas, la serina es precursora de algunos 

aminoácidos como la glicina, cisteína y en bacterias del triptófano. (Nelson 

et al., 2009) 

 Piruvato que es precursor del Acetil CoA siendo base de la 

síntesis de ácidos grasos y además de ser precursor de aminoácidos 

(alanina) que son base para la síntesis de proteínas. 

 

Gracias a estudios previos se ha establecido que los sitios de control de la 

glucólisis en las células no tumorales son: el GLUT, la HK y la PFK-1. Un sitio de 

control, es la enzima/transportador que al tener un pequeño aumento o 

disminución en su actividad genera un cambio significativo en el flujo de la vía.  

Mientras que una enzima/transportador que no controla debe disminuir o 

incrementar drásticamente su actividad para observar un cambio en el flujo de la 

vía. 
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Figura 1 La glucólisis y la interacción con otras vías metabólicas. 
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La glucólisis tumoral 

La producción de lactato es un indicador de la velocidad de la glucólisis y en 

el caso de las células tumorales esta producción de lactato llega a ser de 5 a 28 

veces mayor en comparación con tejidos normales (riñón, hígado, músculo, 

cerebro y placenta) (Marín-Hernández et al., 2011). Esto correlaciona con un 

aumento en el consumo de la glucosa en las células tumorales. Este cambio en el 

metabolismo fue observado por primera vez por Otto Warburg en 1924, y lo 

nombró glucólisis aerobia y posteriormente se le llamó efecto Warburg (Valle y 

Soto, 2014).  

Como resultado de la sobreproducción de lactato, el microambiente 

alrededor de las células tumorales se vuelve ácido, con un pH de alrededor de 5.5 

(Webb et al., 2011; Justus et al., 2013), por lo que las células normales se ven 

afectadas.  Además, la activa proliferación de las células tumorales deja algunas 

regiones de los tumores sólidos en hipoxia. Esta condición induce la activación del 

factor inducido por la hipoxia 1α (HIF-1α). Este factor incrementa la expresión de 

las isoformas de las enzimas y transportadores que participan en la glucólisis, 

promoviendo el aumento en el flujo glucolítico (Marín-Hernández et al., 2009), 

además porque los sitios que controlan como la PFK-1 presentan cambios en sus 

mecanismos de regulación.  

En experimentos realizados en células tumorales de rata (AS-30D) se 

observó un incrementó en la actividad de la mayoría de las enzimas de la 

glucólisis de 1 a 4 veces con respecto a las células normales (Marín-Hernández et 

al. 2011) y la producción de lactato llego a ser de 5 a 28 veces mayor en tejidos 

tumorales que en tejidos normales (Pedersen, 1979). Mientras que la actividad de 

la HK y de la PFK-1 incremento de 306 a 56 veces, respectivamente, en 

consecuencia, la concentración de los intermediarios glucolíticos (G6P y Fru 1,6 

BP) también aumentaron entre 5 y 250 veces (Marín-Hernández et al., 2011). A 

partir de estos resultados, se propuso que las enzimas HK y PFK-1, no serían los 

sitios de control en la glucólisis de células tumorales.  Posteriormente, nuestro 
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grupo estableció que los sitios de control en las células tumorales de rata AS-30D 

son el GLUT, la HK y la HPI. 

 

Características del GLUT 

Los transportadores de glucosa son proteínas de membrana, que a través 

de gradientes electroquímicos transportan moléculas hacia ambos lados de la 

membrana. Asimismo, trabajan en coordinación con factores hormonales, 

receptores y segundos mensajeros para poder mantener el flujo de los metabolitos 

(Machado et al., 2019). 

Estos transportadores se clasifican en 2 familias:  

 Co-transportadores de sodio/glucosa (SGLT). 

 Transportadores de difusión facilitada, (GLUT). Estos transportadores son 

uniporte, es decir, transportan la glucosa a favor de su gradiente de 

concentración sin gasto de ATP, y constituyen el principal mecanismo de 

entrada de la glucosa a la célula (Sandoval-Muñiz et al., 2016). Hasta la 

fecha se han identificado 14 GLUT; además de agrupan en 3 clases 

principales de acuerdo a sus características estructurales: La clase I 

comprende del GLUT1 al 4 y el GLUT14. La clase II lo conforman los 

GLUT5, 7, 9 y la clase III está conformada por GLUT6, 8, 10 y 12 y el 

transportador de mioinositol impulsado por protones (HMIT) o GLUT131 

(Augustin, 2010). 

 

Características de la HK 

La hexocinasa es la primera enzima que participa en la degradación de la 

glucosa, que ha sido transportada a través de transportadores de glucosa. Una 

vez dentro del citosol, la glucosa es fosforilada por la HK produciendo G6P. 

(Roberts y Miyamoto, 2015) 
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En mamíferos se presentan 4 isoformas de HK:  

 HK-I: es la isoforma principal presente en el cerebro, pero también se 

expresa de forma ubicua. 

 HK-II: es la isoforma más abundante en los tejidos sensibles a la 

insulina, como el músculo adiposo, esquelético y cardíaco. 

 HK-III: No es predominante en ningún tejido. 

 HK-IV: también conocida como glucocinasa y se encuentra 

principalmente en hígado y páncreas. 

Se ha determinado en estudios que la HK-I, II y III tienen mayor afinidad por 

la glucosa en comparación con HK-IV. La actividad de los HK es inhibida por G-6P 

debido a que se produce un mecanismo de inhibición por feedback (John, 2003) 

 

Características de la HPI 

La fosfohexosa isomerasa también es conocida como glucosa fosfato 

isomerasa y fosfoglucosa isomerasa (Arsenieva et al., 2002). Esta enzima es la 

encargada de catalizar la isomerización de la G6P a F6P. Esta actividad 

enzimática es importante en la vía de Embden-Meyerhof, en la gluconeogénesis, 

la ruta de las pentosas fosfato, y la glicosilación de proteínas, lípidos y otras 

moléculas (Lee y Jeffery, 2005). 

Este papel importante que tiene la HPI en el metabolismo de los azúcares 

fosforilados explica el gran impacto de una deficiencia de PGI en humanos, 

además que ha sido de interés como diana terapéutica en el metabolismo de los 

parásitos (Read et al., 2001). 
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El oxamato y la glucólisis 

El oxamato se ha identificado como un análogo del piruvato debido a que 

inhibe directamente la conversión de piruvato en lactato por acción de la lactato 

deshidrogenasa (LDH) (Zeczycki et al., 2010. Ye, 2016) (Fig. 2). Esto se debe a que 

el oxamato, se puede unir a los sitios de unión para el piruvato y el cofactor NADH 

(Graham, 2020), y genera que la producción de lactato disminuya, por lo tanto, dirige la 

oxidación del NADH hacia la cadena respiratoria como sustrato de la NADH oxidasa 

(Arioli et al., 2013). 

                           

Figura 2. Esqueleto de la molécula de ácido pirúvico y del ácido 

oxámico  

 

En estudios recientes se ha demostrado que el oxamato genera una 

disminución en la velocidad del flujo glucolítico en células tumorales de rata AS-30D, 

debido a que inhibe de varios sitios de la vía glucolítica, como a la lactato 

deshidrogenasa (LDH), piruvato cinasa (PYK) y enolasa (ENO), que a pesar de que no 

son sitios de control, inducen la acumulación de los metabolitos fructosa-1,6-bisfosfato 

(Fru1,6BP) y dihidroxiacetona fosfato (DHAP), que son inhibidores de la HK y HPI 

(Figura 3), sitios que controlan las glucólisis en las células tumorales (Marín-

Hernández, 2016).  Sin embargo, las constantes de inhibición de la Fru1,6BP (Ki=0.17 

mM HPI y Ki=14.9 mM HK) y la DHAP (Ki= 9.4 mM HPI) (Moreno-Sánchez et al., 

2017) indican que ambos compuestos afectan preferentemente a la HPI. 

 

H2N 
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Figura 3. Efecto del oxamato en la glucólisis tumoral. 

 

Debido a que tanto el GLUT y la HK son sitios de control de la glucólisis en las 

células normales y en las células tumorales de rata.  Esto sugirió que el oxamato podría 

inhibir preferentemente la glucólisis en las células tumorales de rata AS-30D y no en 

células no tumorales como los hepatocitos, ya que la HPI controla la glucólisis en las 

células AS-30D pero no en los hepatocitos. Esta predicción se validó 

experimentalmente, y se observó que el oxamato no produjo ninguna reducción en el 
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flujo glucolítico ni acumulación de Fru 1,6 BP en hepatocitos de rata (Tabla 2), pero si 

afecto la glucólisis en las células tumorales AS-30D debido a la acumulación de la Fru 

1,6 B (Marín-Hernández et al., 2014; 2020).  

 

Tabla 2. Efecto del oxamato en el flujo glucolítico de hepatocitos y de 

células tumorales AS-30D de rata. 

 
AS-30D Red fed hepatocytes 

 
Control +Oxamate Control +Oxamate 

% glycolytic 
flux 

100 (5) 48 ± 9 (5) 100 (4) 97 ± 21 (4) 

Fru1,6BP 
(mM) 

4 ± 2 (3) 11 ± 3 (3) 1 ± 0.2 (4) 0.3 ± 0.1 (4) 

 

Fuente: Marín-Hernández et al., 2020. BBA. 11:1864. 

 

Por lo anterior, se puede considerar que el uso de este fármaco podría ser 

una alternativa terapéutica contra el cáncer. Además, con el uso del oxamato es 

posible establecer si la HPI es una enzima que ejerza control en la glucólisis en las 

células tumorales humanas de diversos tipos de cáncer, al inducir un incremento 

en los niveles de Fru1,6BP e inhibir la glucólisis. Así mismo, se puede explorar si 

otros inhibidores de la glucólisis pueden tener un mecanismo de acción similar al 

del oxamato y pueden proponerse como alternativas para disminuir el crecimiento 

de las células tumorales.   
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Estudios recientes de nuestro grupo de trabajo, han mostrado que el 

oxamato inhibe a la glucólisis en células tumorales de rata sin efectos tóxicos en 

células normales. Por lo anterior, es indispensable evaluar el efecto del oxamato 

en células tumorales humanas para establecer si la HPI es un sitio de control de la 

glucólisis en estas células independientemente del tipo de cáncer del que 

provengan. Esto permitiría diseñar nuevas estrategias terapéuticas basadas en el 

mecanismo de acción del oxamato. 

 

HIPOTESIS 

 

El oxamato inhibirá la glucólisis en células tumorales humanas si la hexosa 

fosfato isomerasa (HPI) es un sitio de control de esta vía. 

 

OBJETIVOS 

 

Determinar el efecto del oxamato en la glucólisis en líneas tumorales 

humanas de diferentes tipos de cáncer. 

Determinar los niveles de lactato, Fru1,6BP y DHAP en células tumorales 

humanas tratadas con oxamato.  
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Diseño de estudio.  

 

 

Instrumentos  

 Campana de flujo laminar 

 Incubadora automática de CO2 de Calor Directo In-VitroCell 

ES NU-5741 

 Centrifuga Hermle z400 

 Microcentrífugas Thermo Scientific Sorvall Legend Micro CL 

17R 

 Sistema de Espectroscopía UV-Visible 8453E Agilent 

Technologies 

 Espectrofluorímetro RF-5301 PC Shimadzu 
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 Baño de agua digital MaxQ 7000. 

Cultivos celulares 

Células AS-30D 

 Ratas hembras Wistar (200-250g de peso corporal), son inoculadas vía 

intraperitoneal con aproximadamente 4 mL de líquido ascítico que contiene 

células de hepatocarcinoma AS-30D. Después de 5 a 7 días de la inoculación, 

las células de hepatocarcinoma del líquido ascítico se recolectan mediante 

punción intraperitoneal. Para eliminar la contaminación por eritrocitos las células 

se lavan con el medio Ringer-Krebs. La suspensión celular obtenida se centrifuga 

2000 rpm por 2 min. El sobrenadante se desecha y el botón se resuspende en 

medio Krebs-Ringer (NaCl 125 mM, KCl 5 mM, MgCl2 1 mM, CaCl2 1,4 mM, 

KH2PO4 1 mM, HEPES 25 mM, pH 7,4) y se centrifugan por 2 min a 1800 rpm por 

2 min. Posteriormente se elimina el sobrenadante y el botón se resuspende 

nuevamente en medio Ringer-Krebs para volver a centrifugar. Este procedimiento 

se repite entre 4 a 5 veces y entre cada lavado se disminuye la velocidad de 

centrifugación 200 rpm, hasta que se han eliminado los eritrocitos contaminantes. 

 

Células tumorales humanas 

 Las líneas tumorales humanas HeLa (cervical), A-549 (pulmón), U-373 

MG (Glioblastoma de cerebro), MDA-MB 268 (mama) y SiHa (cervical) se cultivan 

en medio Dulbecco-MEM suplementado con suero bovino fetal al 10% (GIBCO; 

Rockville, MD, EUA) más 10,000 U de penicilina/estreptomicina (SIGMA; 

Steinheim, Alemania). La línea no tumoral MCF10A (tejido epitelial de mama), se 

cultiva en medio Dubelcco-MEM/F-12 suplementado con suero de caballo al 5%, 

hEGF 20 ng/mL, hidrocortisona 0.5 µg/mL, toxina del colera 100 ng/mL, insulina 

10 µg/mL y 10,000 U de penicilina/estreptomicina. Los cultivos se incuban en una 

atmósfera humidificada de 5% CO2 / 95% aire a 37ºC hasta alcanzar una 

confluencia del 80-90%.  
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Medición del flujo glucolítico y concentración de metabolitos 

Se obtienen alícuotas de células tumorales AS-30D con medio Krebs Ringer 

a una concentración de 15 mg de proteína/mL, mientras que para las líneas 

humanas se obtienen alícuotas con concentraciones entre 2 y 5 mg de 

proteína/mL, ambas suspensiones se incuban en agitación constante a 37 °C, sin 

oxamato (control) o con oxamato 10 mM, durante 15 o 60 min.  Al término de la 

incubación se toma una alícuota de 500 uL (T0) de la suspensión celular. Mientras 

que a la suspensión celular restante se le adiciona glucosa a 5 mM o 25 mM. 

Después se vuelven a tomar alícuotas de 500 uL a los 5 o 10 min después de la 

adición de glucosa.  Las alícuotas se mezclan inmediatamente con ácido 

perclórico frio (PCA) (3% v/v) se incuban en hielo durante al menos 30 min y se 

centrifugan a 13000 rpm durante 1 min a 4ºC. Se trasvasan los sobrenadantes y 

se neutralizan con KOH 3 M/Tris 0.1 M, y se centrifugan a 13000 rpm durante 1 

min a 4ºC. Se vuelven a recuperar los sobrenadantes y se almacenan a -72 ° C 

hasta su uso para la determinación de los contenidos de Fru1-6BP, DHAP y L-

lactato.  

 

Cuantificación de L-Lactato 

La medición de L-lactato se realiza en medio que contiene Hidrazina 0.4 M-

Glicina 0.5 M a pH de 9.0 al que se le adiciona 25 U de LDH y 1 mM de NAD+. 

Después de haberse generado una basal, la reacción se arranca con 30 µL de 

extracto (Fig. 4). Esta reacción se mide en un espectrofotómetro a una longitud de 

onda de 340 nm y en una celda de cuarzo de 2 mL. La velocidad del flujo 

glucolítico se estimó a partir de la diferencia en el contenido de lactato entre las 

muestras t = 0 y t=5 o t = 10 min, después de la preincubación de 10-60 min con el 

oxamato. 
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Figura 4. Esquema de la medición de L-Lactato. 

 

 

Figura 5. Cuantificación de L- lactato. 

 

 

 

LDH 

Extracto 

Δ Abs 
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Cuantificación de triosas fosfato y Fru 1,6BP 

Por otra parte, la medición de las triosas se utilizó el espectrofluorómetro a 

una λ de emisión de 460nm y λ de absorción de 340nm. En 2 mL de buffer HEPES 

10 mM/EGTA 1mM a pH 7.4, se adiciona 150 µL de extracto y NADH 0.03 mM. 

Una vez que se genera la basal, se adiciona 2U de αGDH con lo que se 

determinan los niveles de DHAP, posteriormente se adiciona 5U de TPI con lo que 

se determinan los niveles de G3P y finalmente se adiciona 1U de ALD para 

determinar los niveles de Fru1,6BP. 

 

Figura 6. Esquema de la medición de DHAP, G3P y FRU 1,6BP. 
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Figura 7. Cuantificación de DHAP, G3P y Fru 1,6BP. 

 

Análisis estadístico 

Se empleará la prueba de T de Student para muestras no apareadas 

considerando una P≤ 0.05 como criterio de significancia. 

EXTRACTO 

NADH 

αGDH 

 

TPI FRU 1,6BP 



27 

 

RESULTADOS 

 

Efecto del oxamato sobre la glucólisis en las células tumorales de rata AS-

30D 

Nuestro grupo previamente había caracterizado el efecto del oxamato en la 

glucólisis en las células AS-30D (Moreno-Sánchez et al., 2017; Marín-Hernández 

et al., 2020). Sin embargo, con la finalidad de establecer que el efecto del oxamato 

sobre la glucólisis no se ve modificado por el tiempo de exposición o la 

concentración de glucosa. Las células AS-30D se expusieron a 10 mM de 

oxamato por 15 o 60 minutos y la concentración de glucosa que se empleó para 

estimular la glucólisis fue 5 o 25 mM (Tabla 3).  

De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos observar que, en 5 mM de 

glucosa, la disminución del flujo fue similar a los 15 (33%) y 60 minutos (35%) 

(Tabla 3). Por otra parte, a los 15 minutos de incubación con oxamato se observó 

que la inhibición en el flujo glucolítico en 5 mM (33%) es menor que a 25 mM 

(62%) de glucosa, aunque faltan realizar más determinaciones a 25 mM de 

glucosa para confirmar este resultado. Estos resultados sugieren que el tiempo de 

exposición no influye en el efecto del oxamato y que posiblemente la 

concentración de glucosa podría modificar el efecto del oxamato. 

En la condición de 5 mM de glucosa, la disminución en la glucólisis 

correlaciono con un incremento en la concentración de DHAP (2.6 veces) y 

Fru1,6BP (2.4 veces) en células tratadas con oxamato con respecto a las células 

control (Tabla 3), esto indica que en las células tumorales de rata (AS-30D), la 

glucólisis es inhibida por el oxamato debido a que la Fru1,6BP y DHAP inhiben a 

la HK y HPI, que son los sitios que controlan la glucólisis en estas células. 
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Tabla 3. Efecto del oxamato (10 mM) en la glucólisis de células AS-30D. 

Tiempo de 
incubación 

Metabolitos/flujos 

Glucosa 

5 mM 25 mM 

Control Oxamato Control Oxamato 

15 min Glucólisis 
7.2 ± 2 (3) 

100% 
4.9 ± 1.8 (3) 
67 ± 10%# 

7.8 (1) 
100 % 

3.5 (1) 
38% 

60 min 

Glucólisis 
7.7 ± 1.9 (3) 

100% 
4.6 ± 1.4 (3) 
65 ± 10%# 

N.D. N.D. 

DHAP 1.9 ± 0.2 (3) 
4.3 ± 2.1(3) 

2.6 ± 1* 
N.D. N.D. 

Fru1,6BP 2.7 ± 1.4 (3) 
5.3 ± 2.6 (3) 

2.4 ± 1.1* 
N.D. N.D. 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. ND, no determinado. El número de repeticiones independientes se encuentra en paréntesis. 

*Número de veces que incrementó la DHAP y Fru1,6BP. #P ≤ 0.05 vs células control. 
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Efecto del oxamato en la glucólisis de células tumorales humanas 

 El siguiente paso fue evaluar el efecto del oxamato en la glucólisis de 

células tumorales humanas. Para ello se empleó inicialmente la línea celular 

humana de cáncer cervicouterino HeLa, que en estudios previos de nuestro grupo 

(Marín-Hernández et al., 2011; 2014) se reportó que el flujo de la glucólisis es 

controlado por la HPI (Marín-Hernández et al., 2011; 2014). Por lo anterior, se 

consideraba que el oxamato inhibiría la glucólisis en estas células.  

Cuando se estimuló la glucólisis con 5 mM de glucosa, el flujo glucolítico en 

las células HeLa tratadas con oxamato por 15 minutos disminuyó 64% en 

comparación con las células control. Esta disminución en la glucólisis estuvo 

asociada con un incremento en la concentración de DHAP y de la Fru1,6BP de 1.8 

y 2.3 veces respectivamente, en las células tratadas (Tabla 4). Un efecto similar se 

observó, cuando la glucólisis se estimuló con 25 mM de glucosa. El flujo glucolítico 

disminuyó 49% y las concentraciones de la DHAP y la Fru1,6BP aumentaron 2.1 y 

2.3 veces en las células tratadas (Tabla 4). Estos resultados nos indicaron que el 

oxamato inhibe la glucólisis en las células en las que la HPI ejerce un control en el 

flujo glucolítico.  
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Tabla 4. Efecto del oxamato 10 mM sobre la glucólisis en células HeLa. 

Línea celular Metabolitos/flujos 

Glucosa 

5 mM 25 mM 

Control Oxamato Control Oxamato 

HeLa 

Glucólisis 
12.7 ± 7.1 (3) 

100% 
3.7 ± 0.4 (3) 
36 ± 18%# 

8.4 ± 3.2 (4) 
100% 

4.2 ± 1.3 (4) 
51 ± 8%# 

DHAP 1.6 ± 0.6 (3) 
2.8 ± 1.3 (3) 
1.8 ± 0.5* 

1.5 (2) 
3.3 (2) 
2.1* 

Fru1,6BP 4.7 ± 4 (3) 
12 ± 12 (3) 
2.3 ± 0.5* # 

3.4 ± 1.6 (3) 
7.0 ± 3.2 (3) 
2.3 ± 0.6* # 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. El número de repeticiones independientes se encuentra en paréntesis. *Número de veces 

que incrementó la DHAP y Fru1,6BP. #P ≤ 0.05 vs células control  
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Por este motivo se evaluó el efecto del oxamato en la glucólisis de 

diferentes líneas celulares tumorales humanas, con la propuesta de que en 

aquellas células en donde la HPI ejerce control se observaría una disminución en 

glucólisis. Después del tratamiento con oxamato por 15 minutos y con la adición 

de 25 mM de glucosa para estimular la glucólisis; en las células MDA-MB-268 

(adenocarcinoma de mama), U-373 MG (Glioblastoma de cerebro) y SiHa 

(carcinoma de cérvix) se observó una disminución en el flujo de la glucólisis de 69, 

85 y 71% que correlaciono en el caso de MDA-MB-268 y U-373 MG con un 

incrementó de 3.6  a 4  veces en la concentración de la Fru1,6BP en comparación 

con las células control (Tabla 5), mientras que en el caso de SiHa no se observó 

un incremento significativo en la concentración de Fru1,6BP. Esto ultimó sugiere 

que en las células SiHa el oxamato inhibe la glucólisis por un mecanismo 

diferente.  

Por otra parte, en las células A-549 (cáncer de pulmón) la disminución en la 

glucólisis fue de solo 19% y la Fru1,6BP se incrementó 2  veces (Tabla 5), Sin 

embargo el análisis estadístico nos arroja que ni en el flujo glucolítico ni en el 

aumento en la concentración de Fru1,6BP se observa una diferencia significativa,  

por lo tanto, se sugiere que en las células A549, la HPI podría no ejercer control 

sobre el flujo de la glucólisis.  

Por lo anterior podemos sugerir que en las líneas celulares MDA-MB-268 

(adenocarcinoma de mama) y, U-373 MG (Glioblastoma de cerebro) la HPI ejerce 

control sobre el flujo.  
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Tabla 5. Efecto del oxamato en la glucólisis de líneas celulares tumorales humanas 

Línea celular Metabolitos/flujos 

Glucosa 25 Mm 

Control Oxamato 

MDA-MB-268 

Glucólisis 
11.1 ± 4 (3) 

100% 
2.7 ± 2 (3) 
31 ± 26%# 

Fru1,6BP 4 ± 3.9 (3) 
10 ± 6 (3) 
3.6 ± 2* 

U373 

Glucólisis 
11 ± 3 (4) 

100% 
1.1 ± 1 (4) 
15 ± 2.8%# 

Fru1,6BP 2 ± 3 (4) 
16 ± 7 (4) 

4 ± 2* 

SiHa 

Glucólisis 
8.3 ± 2 (5) 

100% 
2 ± 06 (5) 

29 ± 10.7%# 

Fru1,6BP 2.2 ± 1 (5) 
2.8 ± 1.2 (5) 
1.6 ± 1.2* 

A-549 

Glucólisis 
7.2 ± 2 (4) 

100% 
5.6 ± 2.4 (4) 

81 ± 36% 

Fru1,6BP 1.9 ± 1 (4) 
3.6 ± 2 (4) 

2 ± 0.7* 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. El número de repeticiones independientes se encuentra entre paréntesis. *Número de veces 

que incrementó la DHAP y Fru1,6BP. #P ≤ 0.05 vs células control. 
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Efecto del oxamato en la glucólisis de células normales humanas 

Con base al antecedente de que en el modelo de rata se reportó que la HPI 

no ejerce control en células normales (hepatocitos) y que por ello no fueron 

sensibles al efecto del oxamato (Marín-Hernández et al., 2020). El efecto del 

oxamato se evaluó en la línea celular MCF-10A, que son células epiteliales no 

tumorales de tejido mamario. Para ello determinamos la producción de lactato a 

diferentes tiempos y concentraciones de glucosa, para establecer el tiempo en el 

que la producción de lactato era lineal. Como se observa en la figura 8 a partir de 

los 5 minutos la producción de láctico es lineal hasta los 20 min, por ello en los 

siguientes experimentos se determinó la producción de lactato a los 10 minutos 

después de la adición de la glucosa para poder calcular la velocidad de la 

glucólisis en presencia o en ausencia de oxamato. 

Las células MF10A tratadas con oxamato mostraron una disminución en el 

flujo glucolítico del 54% con 5 mM de glucosa y de 30% con 25 mM de glucosa. 

Los niveles de Fru1,6 BP aumentaron 4.7 veces con 5 mM de glucosa y 3.5 veces 

con 25 mM de glucosa con respecto a las células no tratadas (Tabla 6). Este 

resultado sugiere que la HPI es un sitio de control en la glucólisis de las células 

normales de mama (MCF-10A) como lo es en las células tumorales humanas.  
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Figura 8. Producción de lactato en las células MCF-10A con respecto 

al tiempo. La suspensión de células MCF-10A se pre-incubó 10 minutos, al 

término de este tiempo se adiciono 5 o 25 mM de glucosa. Después de la adición 

de la glucosa, la cantidad de lactato producido se determinó a los 2.5, 5, 10 y 20 

minutos. El número de experimentos independientes fue de 3. 
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Tabla 6. Efecto del oxamato en la glucólisis de células MCF 10A 

Línea celular Metabolitos/flujos 

Glucosa 

5 mM 25 mM 

Control Oxamato Control Oxamato 

MCF-10A 

Glucólisis 
18.4 ± 5 (5) 

100% 

8.9 ± 1.1 (3) 

44 ± 11%# 

12.8 (1) 

100% 

9 (1) 

70% 

Fru1,6BP 3 ± 3 (3) 
9.3 ± 11 (3) 

4.7 ± 3* 
1.8 (1) 

6.4 (1) 

3.5* 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. El número de repeticiones independientes se encuentra entre paréntesis. *Número de veces 

que incrementó la DHAP y Fru1,6BP.  #P ≤ 0.05 vs células control.  
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Efecto del ácido koningico en la glucólisis de células tumorales 

En estudios previos se ha propuesto que la GAPDH y PYK, pueden ser 

blancos para la inhibir la glucólisis, debido a que su inhibición puede inducir un 

incremento en la concentración de la Fru1,6BP y la DHAP, lo que provoca la 

inhibición de la glucólisis (Marín-Hernández et al., 2016). 

El ácido koningico (KA), un inhibidor de la GAPDH, se evaluó en la 

glucólisis de las células AS-30D (Tabla 7). Las células se trataron por 60 minutos 

con 3 o 6 µM de KA. Ambas concentraciones indujeron una disminución en el flujo 

glucolítico de 53 % y 89 % que correlaciono con un incremento de 2 a 8.6 veces 

en los niveles de DHAP y Fru1,6BP (Tabla 7).  

En células HeLa el KA a 3 µM inhibió la glucólisis entre un 40 a 52 % a 5 y 

25 mM de glucosa, que correlaciono con un aumento en la concentración de 

Fru1,6BP y DHAP (Tabla 8). Con 6 µM de KA el flujo disminuyó alrededor de un 

60 % en ambas condiciones de glucosa, asociado a un incremento en los niveles 

de Fru1,6BP y DHAP. Por lo que se puede sugerir que el KA puede inhibir la 

glucólisis de manera similar que el oxamato, debido a que induce un incremento 

en la concentración de Fru1,6BP que inhibe a la HPI. 

 

 

 



37 

 

 

Tabla 7. Efecto del ácido Koningico (KA) sobre la glucólisis en las células AS-30D. 

Línea celular Metabolitos/flujos 

Ácido Koningico 

3 μM 6 μM 

Cont

rol 
KA Control KA 

AS-30D 

Glucólisis 
4.5 (1) 

100% 

2.1(1) 

47% 

5.2 ± 2.1 (3) 

100% 

0.5 ± 0.4 (3) 

11 ± 5.8%# 

DHAP 2.6 (1) 
5.4 (1) 

2.1* 
1.5 (2) 

9.4 (2) 

6.3* 

Fru1,6BP 4.0 (1) 
11.5 (1) 

2.8* 
2.7 (2) 

23.3 (2) 

8.6* 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. El número de repeticiones independientes se encuentra entre paréntesis. *Número de veces 

que incrementó la DHAP y Fru1,6BP. #P ≤ 0.05 vs células control 
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Tabla 8. Efecto del ácido Koningico (KA) sobre la glucólisis en las células HeLa 

Concentración 
de KA 

Metabolitos/flujos 

Glucosa 

5 mM 25 mM 

Control KA Control KA 

3 µM 

Glucólisis 
4.9 ± 3.1 (3) 

100% 
3.1 ± 3.9 (3) 

48 ± 36% 
15.8 ± 4 (4) 

100% 
9.2 ± 2 (4) 

60 ± 11.5%# 

DHAP 0.13± 0.22(3) 
0.5 ± 0.3 (3) 
0.9 ± 0.4* 

0.2 ± 0.3 (4) 
1.5 ± 1.7 (4) 
1.6 ± 1.7* 

Fru1,6BP 2.3 ± 3.5 (3) 
3.5 ± 3.2 (3) 
5.3 ± 3.7* 

4.5 ± 4.2 (4) 
7 ± 4 (4) 
4 ± 5.6* 

6 µM 

Glucólisis 
7.6 ± 4.1 (5) 

100% 
4 ± 4 (5) 

38 ± 40%# 
11.2 ± 6.2 (5) 

100% 
3.2 ± 2 (5) 
35 ± 25%# 

DHAP 0.7 ± 1.1 (4) 
5 ± 3.8 (4) 

4 ± 2* 
0.7 ± 1.1 (4) 

4 ± 3 (4) 
3 ± 1.5* 

Fru1,6BP 4.5 ± 5 (4) 
11 ± 9.1 (4) 

8 ± 7.4* 
6.6 ± 4.2 (4) 

12.4 ± 7.5 (4) 
4.4 ± 5.8* 

El flujo de la glucólisis esta reportado en nmol/min*mg de proteína celular y la concentración de metabolitos en 

nmol/mg de proteína celular. El número de repeticiones independientes se encuentra entre paréntesis. Número de veces 

que incrementó la DHAP y Fru1,6BP. #P ≤ 0.05 vs células control. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Estudios previos del grupo han demostrado que el efecto inhibitorio del 

oxamato en la glucólisis tumoral, es mediado por la inhibición de varios sitios de la 

vía como la LDH, la PYK y la ENO que inducen la acumulación de Fru1,6BP y 

DHAP, que son inhibidores de la HK y preferentemente de la HPI, enzimas que 

controlan el flujo de la vía en células tumorales (Marín-Hernández et. al., 2016). 

Debido a que las células tumorales presentan una glucólisis acelerada en 

comparación con las células no tumorales, La inhibición de la glucólisis puede 

proponerse como una estrategia terapéutica.  

En este trabajo comenzamos evaluando el efecto del oxamato en células 

tumorales de rata (AS-30D) porque en estudios previos se ha reportado que el 

flujo glucolítico lo controla principalmente la HK, la HPI y el transportador de 

glucosa e interesantemente las simulaciones realizadas con modelos cinéticos, 

mostraron que al inhibir al mismo tiempo estos sitios de control, se observan 

efectos negativos sobre la glucólisis tumoral (Marín-Hernández et. al., 2010). Los 

resultados indican que el tiempo de exposición y la concentración de glucosa no 

influyen en el efecto inhibitorio del oxamato.   

Para extender nuestros estudios, también se evaluó el efecto del oxamato 

en células tumorales humanas (HeLa), en donde ya se ha reportado (Marín-

Hernández et. al., 2010; 2016) que la HPI es la enzima que ejerce control sobre el 

flujo glucolítico, junto con la HK y el transportador de glucosa. En vista de que 

hubo una disminución del flujo glucolítico que correlaciono con un aumento de la 

Fru1,6BP, nos permitio validar que en las células donde controla la HPI el oxamato 

inhibe la glucólisis. 

Por lo tanto, para determinar indirectamente si la HPI podría ser el sitio de 

control en diferentes líneas celulares tumorales humanas usamos el oxamato 

como herramienta. De tal forma que al disminuir el oxamato el flujo glucolítico y 

aumentar la Fru1,6BP (Tabla 5) en las células U-373 MG (Glioblastoma de 
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cerebro) y MDA-MB-468 (adenocarcinoma de mama), sugiere que, en estas líneas 

celulares la HPI ejerce control sobre el flujo glucolítico.  

Sin embargo, no se descarta que también esta disminución en el flujo 

glucolítico se atribuya a la inhibición de la HK, que se ha descrito en estudios 

previos, como un sitio de control de la glucólisis en líneas celulares tumorales de 

cerebro (Marie y Shinjo, 2011). Lo que correlaciona con que se reporte que el 

oxamato a partir de concentraciones de 20 mM disminuye el flujo glucolítico en 

otras líneas celulares tumorales de cerebro (UW402, DAOY, Res256) (Valvona y 

Fillmore, 2018), aunque en estos ensayos se expusieron a las células por 24 horas 

al oxamato. Aunque, en líneas celulares tumorales de mama (4T1, MDA-MB-231, 

MCF-7), se sugiere que uno de los sitios de control es el transportador de glucosa 

GLUT (Varghese et. al., 2020; Shin y Koo, 2021), nuestro estudio sugiere que 

también la HPI puede ser un sitio de control en las células de este tipo de cáncer.  

En el caso de las células de cáncer de pulmón (A-549), no se observa un cambio 

significativo en el flujo de la glucólisis, aunque hay un aumentó en la concentración 

de Fru1,6BP. Esto podría indicar que al menos para esta línea celular, la HK y la 

HPI no son sitios de control en la glucólisis, porque, aunque hay aumento en la 

concentración de Fru1,6BP, el flujo glucolítico no cambia significativamente. 

Además, no se descarta que esta baja sensibilidad al oxamato se deba a la 

resistencia que tienen estas células a inhibidores de la LDH (Yang et. al., 2014).  

Además, en otro estudio realizado con diferentes líneas celulares tumorales de 

pulmón (Qiao et al., 2021), incluida las células A-549, se observa que la glucólisis 

disminuye a concentraciones de  60-100 mM de oxamato después de  24 horas, 

sin embargo, por la exposición prolongada el metabolismo de la glucosa se puede 

ver afectado por un mecanismo diferente, por lo que se sugiere realizar ensayos 

aumentando la concentración de oxamato, pero manteniendo el tiempo de 

incubación establecido en esta tesis. 

En el caso de las células SiHa, aunque fue evidente una disminución en la 

glucólisis inducida por el oxamato, esta disminución no estuvo asociada con un 
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incremento en la Fru1,6BP, por lo que es necesario hacer mas estudios para 

establecer el mecanismo de esta inhibición.   

Como se demostró por nuestro equipo de trabajo, la hexosa-6-fosfato 

isomerasa (HPI) ejerce un control significativo sobre el flujo glucolítico en las 

células tumorales, pero no en los hepatocitos. Por lo que el flujo glucolítico 

disminuyó inducido por el oxamato, solo en células AS-30D y no en hepatocitos 

porque la HPI fue inhibida por el aumento de la Fru1,6BP y DHAP (Marín-

Hernández, et. al. 2020).  

Considerando estos antecedentes, se ensayó con células MCF-10A que 

son células normales epiteliales de mama. Sin embargo, el flujo glucolítico 

disminuyó y la concentración de Fru1,6BP aumentó, lo que indica que en las 

células MCF-10A la HPI ejerce un control significativo en el flujo glucolítico.  

Por otra parte, usamos otro inhibidor de la vía glucolítica, como el ácido 

kóningico (KA), que estudos previos (Ganapathy-Kanniappan, 2018), ha 

demostrado su especificidad y eficacia hacia la gliceraldehído-3-fosfato 

deshidrogenasa (GAPDH). El KA inactiva a la GAPDH mediante la unión covalente 

a un residuo de cisteína en el sitio activo de la enzima (Rahier et. al., 2015). Al 

inhibir a esta enzima se induce el aumento de la concentración de la Fru1,6BP 

generando la disminución del flujo glucolítico, lo que se ha visto en células de 

cáncer de tiroides (C643) a una concentración de 4µM, donde la producción de 

lactato disminuye un poco más del 50% (Rahier et. al., 2015). Comparando los 

resultados del ensayo anterior y los de este trabajo, podemos observar que en las 

células AS-30D tratadas con KA hay una disminución significativa del flujo 

glucolítico y un aumento de la Fru 1,6BP y DHAP, lo que sugiere que si se estaría  

inhibiendo la actividad de la HPI. Mecanismo propuesto por nuestro grupo de 

trabajo para compuestos que inhiban a la GAPDH, enolasa y piruvato cinasa 

(Marín Hernández et al., 2016). 
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CONCLUSIONES 

 

 En las células tumorales AS-30D, así como en las células 

humanas HeLa, U373 MG, MDA-MB-468 y MCF-10A la HPI es un sitio de 

control de la glucólisis.  

 La HPI podrían no ser un sitio de control en las células 

tumorales humanas A-549 y SiHa. 

 El KA inhibe la glucólisis debido a que la acumulación de la 

Fru1,6BP y DHAP que inhiben a la HPI.  
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PERSPECTIVAS 

 

 A partir de los resultados obtenidos en esta tesis, las perspectivas de 

trabajos futuros se orientan a 3 direcciones. 

 En primer lugar, se propone caracterizar el mecanismo por el cual la 

glucólisis es inhibida por el oxamato en las células tumorales SiHa. En segundo 

lugar, caracterizar el efecto del oxamato en otras células tumorales y no 

tumorales. Por último, evaluar el efecto del ácido koningico en otras líneas 

celulares tumorales y no tumorales. Para establecer si la disminución del flujo 

glucolítico está asociada con la inhibición de la HPI. 
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