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RESUMEN

Las células tumorales muestran una marcada modificacion en el
metabolismo energético en comparacion con el tejido de origen; la mas notoria
alteraciéon es un incremento en la capacidad glucolitica bajo aerobiosis. De
acuerdo a estudios previos, se sefialan como principales causas de este
incremento glucolitico la sobreexpresion del factor de transcripcion inducido por la
hipoxia (HIF- 1) y los cambios en los mecanismos de regulacion de la hexocinasa
(HK) y de la fosfofructocinasa tipo | (PFK-1).

En este trabajo se caracterizd parcialmente la glucdlisis en las células
tumorales humanas de cancer de mama MDA-MB 231, para lo cual se midieron
las concentraciones intracelulares de G6P, F6P, ATP, F-2,6-BP asi como el flujo
glucolitico. También se determinaron las actividades de la HK, de la PFK-1 y los
flujos de la primera seccion de la glucdlisis.

La concentracion de F-2,6-BP se encontré notablemente incrementada en
las células MDA-MB 231 (13 pM). En esta linea tumoral se observo un incremento
en la actividad maxima de la HK y PFK-1 (0.06 y 0.05 U/mg de proteina,
respectivamente) con respecto a células normales. Las actividades maximas de
ambas enzimas son muy similares. Sin embargo, el flujo a partir de la HK hasta la
formacioén del a-glicerol-3-fosfato es el mas bajo (0.005 U/mg de proteina), lo que
nos indica que en MDA-MB 231 ésta es la enzima que puede ejercer el control
sobre el flujo glucolitico. Por otra parte la PFK-1, debido a la concentracion de F-
2,6-BP (13 pM) encontrada en las células MDA-MB 231, podria no ejercer un
control significativo. Estos hallazgos indican que la HK contribuye importantemente

en el control de la glucolisis en las células de cancer de mama.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO

El cancer es una enfermedad padecida por la humanidad desde tiempos
remotos, ya que se han encontrado evidencias de tumores malignos en
momias egipcias. Setenta siglos después sigue sin ser comprendido en toda su
totalidad. A nivel mundial, el cancer es la principal causa de mortalidad; se le
atribuyen 7.9 millones de defunciones ocurridas en 2007. La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 84 millones de personas
moriran a causa de esta enfermedad entre 2005 y 2015. Como resultado de los
adelantos de la medicina moderna las tasas de curacion de esta enfermedad
han ascendido. Sin embargo, la mortalidad por cancer en el mundo sigue en

aumento (Organizacion Mundial de la Salud, 2008).

1.1 Definicién y caracteristicas del cancer

El cancer es una alteracion morfolégica y funcional seguida de la
proliferacion descontrolada de las células de un tejido, que invaden, desplazan
y destruyen, localmente y a distancia, otros tejidos sanos del organismo. Los
procesos de crecimiento y division de las células normales estan controlados.
La excepcion a esta norma la constituyen las células cancerosas, que han
surgido como variantes y han perdido este control (Fig.1) (Torroella y Villa,
1998).

Las células tumorales presentan caracteristicas propias que marcan una
diferencia significativa con respecto a las células normales. Por ejemplo,
presentan una diferenciacion erronea de las células; son inmortales, es decir,

tienen un crecimiento indefinido; pierden la inhibicion por contacto y, como



consecuencia de ello, forman la masa tumoral 6 neoplasia; se caracterizan por
una proliferacion celular descontrolada (pierden su dependencia a factores de
crecimiento); presentan una “independencia a anclaje”, es decir, pierden la
necesidad de sustentacibn y ganan capacidad de desplazamiento e

incrementan la velocidad de glucdlisis.

DIVISION DE UNA CELULA NORMAL
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Figura 1. DIVISION DE CELULAS NORMALES Y CELULAS CANCEROSAS.
Se puede apreciar que en una célula normal el proceso de division y crecimiento esta regulado por
mecanismos de control; de esta forma, si existe dafio celular sin reparacion, se lleva a cabo la
muerte celular programada o apoptosis. En cambio, en las células tumorales se ha perdido este
control y como consecuencia, se dividen y crecen indefinidamente.



1.2. Laglucdlisis

La glucdlisis (Fig.2) es la via principal para la utilizacion de la glucosa y
se lleva a cabo en el citosol de todas las células. Esta via funciona en
presencia (glucélisis aerobia) o en ausencia (glucdlisis anaerobia) de oxigeno.

En la glucdlisis anaerobia el NADH es reoxidado al acoplarse a la
reduccion del piruvato en lactato y el NAD" que resulta permite que prosiga la
glucdlisis ya que es requerido por la GAPDH para la oxidacion del G3P (Fig. 2).
En condiciones anaerobias la cantidad total de energia liberada, a partir de un
mol de glucosa es de 2 moles de ATP y el producto final obtenido es el lactato
(Murray et al., 1997).

El producto final de la glucdlisis aerobia es el piruvato. El piruvato puede
ser oxidado completamente a CO, y H,O por enzimas situadas dentro de la
mitocondria (Ciclo de Krebs). El proceso global de la glucdlisis aerobia, mas la
oxidacion mitocondrial posterior del piruvato a CO, y H,O es capaz de producir
38 ATP.

Las enzimas que generalmente mantienen el control en la ruta glucolitica
son la hexocinasa (HK) y la fosfofructocinasa (PFK-1) (Devlin, 2004), la HK es
inhibida por su producto la glucosa 6 fosfato (G6P); la PFK-1 es inhibida por el
citrato y el ATP. Asi, por ejemplo, la HK y la PFK-1 en tejido normal (eritrocitos
humanos, en células aisladas de corazén de rata y en muasculo esquelético)

controlan entre un 59% a 100% (Rapoport et al., 1976; Kashiwaya et al.,1994).



GLUCOLISIS ANAEROBIA EN MAMIFEROS

GLUCOSA
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Figura 2. ENZIMAS E INTERMEDIARIOS DE LA GLUCOLISIS.
HK, hexocinasa; G6P, glucosa 6 fosfato; HPI, hexosa fosfato isomerasa; F6P, fructosa 6 fosfato; PFK-1,
fosfofructocinasa tipo 1; F-1,6-BP, fructosa 1,6 bifosfato; ALD, aldolasa; TIM, triosa fosfato isomerasa;
DHAP, dihidroxiacetona fosfato; G3P, gliceraldehido 3 fosfato; GAPDH, gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa; 1,3-BPG, 1,3 bisfosfoglicerato; PGK, fosfoglicerato cinasa; 3PG, 3 fosfoglicerato; PGM,
fosfoglicerato mutasa; 2PG, 2 fosfoglicerato; ENO, enolasa; PEP, fosfoenolpiruvato; PK, piruvato cinasa;
LDH, lactato deshidrogenasa.



1.3 Laglucdlisis en las células tumorales

En las células de mamiferos, la glucdlisis es inhibida por la presencia de
oxigeno. Esta inhibicion es denominada “Efecto Pasteur” (Racker, 1974). Las
células tumorales muestran una marcada modificacion en el metabolismo
energético en comparacion con el tejido de origen. La mas notoria alteracion es
un incremento en la capacidad glucolitica bajo aerobiosis (pérdida del efecto
Pasteur) con produccion de &cido lactico (Aguirre y Sotelo, 2008; Moreno-
Sanchez et al., 2007). La conversion de glucosa a acido lactico en presencia de

oxigeno es conocida como “Efecto Warburg” (Warburg, 1930).

1.3.1 Causas del incremento en la velocidad de glucdlisis en las células
tumorales
El Factor de transcripcion inducido por la hipoxia 1(HIF-1)

HIF-1 es un factor de transcripcidon constituido por 2 subunidades, HIF-a
y HIF-1B. Han sido descritas tres isoformas del HIF-a (HIF-1a, HIF-2a y HIF-
3a), de las cuales HIF-1a y HIF-2a son las mejor caracterizadas (Wiesener et
al., 2003). La regulacion y estabilidad del factor depende en su mayor parte de
HIF-1a, que en anaerobiosis es altamente estable (Semenza, 2000). Bajo
condiciones aerobicas, el HIF-1a es hidroxilado en sus dos residuos de prolina
(Pro402 y Pro564), ubicados dentro de su dominio de degradacion dependiente
de oxigeno (DDDO). Esta hidroxilacion es catalizada por prolil-hidroxilasas
especificas (PHD1, PHD2 y PHD3), que requieren de oxigeno, 2-oxoglutarato,
ascorbato y Fe®" (Jaakkola et al., 2001; Schofield y Ratcliffe, 2005). La
hidroxilacion permite el reconocimiento especifico de su DDDO por la proteina

von Hippel Lindau (pVHL) (Ohh et al., 2000), la cual forma un complejo con la



elongina B, la elongina C, la culina 2 y la proteina Rbx1, este complejo funciona
como una E3 ubiquitina ligasa, que media la poliubiquitilacion (proceso que
“‘marca” a las proteinas para ser degradadas por el proteasoma) del HIF-1a
(Kondo y Kaelin, 2001). HIF-1a poliubiquitilado, es reconocido y degradado por
el proteasoma 26S (Maxwell et al., 1999). Por otra parte, si el HIF-1a no es
degradado, su actividad transcripcional es bloqueada cuando las asparaginil-
aspartil hidroxilasas hidroxilan la asparagina 803, que se encuentra en el
dominio de transactivacion (C-TAD) (Fedele et al, 2002; Pouysségur et al,
2006). Bajo condiciones hipoxicas (concentracion de O, del 1% 6 12.5 uM), la
actividad de las hidroxilasas se inhibe, resultando en la estabilizacion del HIF-
1a. Ademas a la inhibicion enzimatica, la hipoxia causa perturbaciones en la
cadena transportadora de electrones, incrementando de esta manera los
niveles citoplasmaticos de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales
oxidan el Fe?* (cofactor para la actividad de las hidroxilasas) a Fe*" que no
puede ser utilizado. Esta alteracién inhibe la actividad de las hidroxilasas y
promueve la estabilizacion del HIF-1a (Simon, 2006).

Muchos tumores sdlidos tienen regiones pobremente vascularizadas,
gue sufren hipoxia y carencia de nutrientes, lo que induce la activacion del
HIF-1 y el consecuente incremento en la expresiéon de la mayoria de las
enzimas de la glucdlisis (HK | y HK II; PFK-1L, PFKFB-3, ALD-A, GAPDH,
PGK-1, ENO-1, PK-L y PK-M y LDH-A), lo que conlleva a una estimulacion del
flujo glucolitico (Dang y Semenza, 1999; Minchenko et al., 2003; Dang et al.,
1997). Interesantemente, el HIF-1a se detecta en tumores malignos pero no en
tejidos sanos o tumores benignos (Guppy et al., 2002; Robey et al., 2005). En

algunos tumores agresivos la proteina Von Hippel — Lindau se encuentra



mutada convirtiéendose en un inefectivo promotor en la degradacion del HIF-1q,
lo que tiene como consecuencia una elevada expresion de este factor y un

incremento en la glucdlisis aun en presencia de oxigeno.

Myc

Las proteinas Myc (L-Myc, N-Myc y c-Myc), son miembros de una familia
de factores de transcripcion del tipo helice-bucle-helice-leucina cierre,
involucrados en la regulacion de la proliferacion celular, apoptosis y crecimiento
celular (Baena et al., 2005). De esta forma, el gen c-myc es uno de los
primeros genes en activarse cuando la célula va a dividirse. Una vez transcrito,
la proteina codificada por este gen se une a una proteina llamada Max y
forman complejos c-Myc-Max que se unen a secuencias especificas del ADN,
préximas a genes muy importantes para la proliferacion celular. Cuando los
protooncogenes de la familia myc se activan, se produce una mayor
proliferacion celular (Pardo-Mindan, 1997).

c-myc se convierte en oncogénico cuando es desregulado o sobre
expresado, causando tumorogénesis en modelos de animales transgénicos
(Oster et al., 2002).

Se ha determinado que c-Myc estimula la expresion de genes de
enzimas de la glucolisis como LDH-A, PFK-1 L, ENO-1, HPI, GAPDH y PK-M
(Dang et al., 1997; Osthus et al., 2000; Shim et al., 1997; Dang y Semenza,
1999), por lo que su sobreexpresion en células tumorales contribuye a una

glucolisis desmedida.



1.3.2 Isoformas de las enzimas glucoliticas expresadas en las células
tumorales
Transportador de glucosa (GLUT)

Hay varias isoformas de GLUT (GLUT1 - GLUT12), GLUT1 esta
presente en todos los tejidos y es la isoforma predominante en muchas células
tumorales (Medina y Owen, 2002; Wood y Trayhurn, 2003).

Esta documentado que los niveles del transportador de glucosa son mas
altos en las células tumorales, lo que podria ser parte de los mecanismos
promotores del incremento en la glucodlisis en este tipo de células (Medina y

Owen, 2002; Wood y Trayhurn, 2003; Macheda et al., 2005).

Hexocinasa (HK)

En las células de mamiferos hay 4 isoformas de HK (HK | — HK V) que
difieren en sus propiedades cinéticas (Cornish-Bowden y Cardenas, 1991;
Wilson, 2003). En las células tumorales la HK Il parece ser la isoforma
predominante, excepto en los tumores cerebrales donde la HK | es la isoforma
sobreexpresada, la cual se encuentra tanto unida a la membrana externa
mitocondrial como libre en el citosol (Nakashima et al., 1988; Wilson, 2003;
Pedersen et al., 2002). La G6P es un potente inhibidor de HK |, HK Il 'y HK 1l
(Wilson, 2003). En células tumorales, la HK Il se une a canales
transmembranales mitocondriales formados por la porina o canal anionico
dependiente de voltaje (VDAC), lo que hace que disminuya la inhibicién que
ejerce la G6P, brinda proteccion frente a las proteasas y permite el acceso
directo al ATP de la mitocondria. La proteina proapoptdtica Bax forma con

VDAC el canal a través del cual se libera el citocromo ¢ de la mitocondria



después de un estrés apoptotico. Segun parece, la sobreexpresion de HK i
protege a las células tumorales de la acciébn de Bax y, por lo tanto, de la

apoptosis (Pastorino et al., 2002; Seixas da-Silva et al., 2004).

Fosfofructocinasa tipo 1 (PFK-1)

Hay tres tipos de subunidades de PFK-1 (L, M y C). En diferentes
tumores malignos la subunidad C, L 6 ambas prevalecen sobre la subunidad M
(Vora et al.,, 1985; Sanchez-Martinez y Aragon, 1997; Oskam et al., 1985).
Cada subunidad de PFK-1 muestra diferentes propiedades cinéticas. La PFK-1
de tumores es menos sensible a la inhibicién por citrato, fosfoenolpiruvato y
ATP que la PFK-1 normal, lo que le permite mantenerse activa y contribuir al
incremento de la glucdlisis (Oskam et al., 1985; Staal et al., 1987; Sanchez-
Martinez et al., 2000; Meldolesi et al., 1976). En tejidos normales, la PFK-1 es
inhibida alostéricamente por un aumento en la concentracion de protones en el
citosol (pH &cido). Este mecanismo regulatorio permite que la glucolisis
disminuya su actividad cuando la concentracidn intracelular de los
intermediarios glucoliticos es alta. Sin embargo, en células tumorales la
reduccion en el pH citosélico no modifica la actividad de la PFK-1, por lo que
siempre permanece en estado activo (Aguirre y Sotelo, 2008). En glioma
humano, la PFK-1 es muy sensible a la activacion por F-2,6-BP, bloqueando la
inhibicion por citrato y ATP (Staal et al., 1987). Interesantemente, la F-2,6-BP
es el activador mas potente que se conoce de la PFK-1 y cuya concentracion

se encuentra elevada en las células tumorales.
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Fosfofructocinasa tipo 2 (PFK-2).

Es una enzima bifuncional con actividades de cinasa y fosfatasa, la cual
modula los niveles celulares de F-2,6-BP, un potente activador de PFK-1.
Existen cuatro isoenzimas: PFKFB-1, PFKFB-2, PFKFB-3 y PFKFB-4 (Okar et
al., 2001), de las cuales la isoforma PFKFB-3 es la que se expresa en las
células tumorales. La PFKFB-3 tiene una actividad mas elevada de cinasa que
de fosfatasa, lo cual causa una acumulacion de la F-2,6-BP. La acumulacion de
la F-2,6-BP promueve que la PFK-1 se mantenga activa, lo cual contribuye a
que la glucdlisis permanezca alta y a la pérdida del efecto Pasteur (Minchenko

et al., 2003; Atsumi et al., 2002).

1.3.3 Enzimas que controlan el flujo de la glucélisis en las células
normales y en las células tumorales

Una via metabdlica se caracteriza por tener una reaccion limitante, ser
regulada y llevarse a cabo en sitios especificos de la célula.

El control de una via metabdlica esta determinado por aquellas enzimas
que debido a sus propiedades cinéticas mantienen una baja actividad, que
limita el flujo de metabolitos de la via.

Algunos de los procedimientos seguidos para establecer que enzimas
controlan una via metabdlica son los siguientes:

a) ldentificacion del paso o los pasos limitantes de la velocidad de la via.
Una aproximacion in vitro es medir en un extracto celular la velocidad de
todas las enzimas en el sentido directo y reverso de la via, con la
finalidad de obtener un cociente de velocidad directa/velocidad reversa;

mientras mas pequefio sea este valor, menos probable es que la enzima
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sea un punto de control de la via, porque indicaria que la reaccion es
facilmente reversible.

b) Identificacion in vitro de los efectores alostéricos de las enzimas que
catalizan las reacciones limitantes del flujo de la via metabdlica.

c) Medicibn in vivo de los reguladores propuestos, en diferentes
condiciones, para establecer si esos cambios de concentracion, son

compatibles con los mecanismos de control propuestos (Voet, 1992).

Es reportado que la glucélisis en algunos tipos de células de mamiferos
estd controlada por la hexocinasa (HK) y la fosfofructocinasa tipo | (PFK-I)
entre un 70 % y un 30%, respectivamente (Rapoport et al., 1974). En las
células tumorales AS-30D (de rata) este porcentaje cambia, de tal forma que la
HK junto con el transportador de glucosa controlan un 71% (Marin-Hernandez
et al., 2006).

Una de las explicaciones de la pérdida de control por parte de la PFK-1
tumoral es la acumulacion de la F-2,6-BP, que bloquea la inhibicién por citrato y
ATP (Fig. 3). Por otra parte la HK sigue controlando a pesar de encontrarse
unida a la mitocondria, debido a que la G6P mantiene una fuerte inhibicién

sobre ella.
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Figura 3. MECANISMOS DE REGULACION DE LA HK Y LA PFK-1 EN UNA CELULA
NORMAL Y EN UNA CELULA TUMORAL.

HK, hexocinasa; G6P, glucosa 6 fosfato; PFK-1, fosfofructocinasa tipo 1; F-1,6,-BP,
fructosa 1,6 bifosfato; PFK-2FB3, isoenzima de la fosfofructocinasa tipo 2; F-2,6-BP,
fructosa 2,6 bifosfato. En una célula tumoral la hexocinasa se encuentra unida a la
membrana mitocondrial, lo que contribuye a que exista menos inhibicion por la G6P. Asi
también, esta union la provee del ATP mitocondrial, lo que influye en que esta enzima se
encuentre mas activa que en una célula normal, en donde si es inhibida por su producto
(G6P). En lo referente a la PFK-1, esta enzima se encuentra mas activa con respecto a
una célula normal debido a que en una célula tumoral es expresada la PFK-2,
particularmente su isoenzima PFK-2FB3, la cual tiene mas actividad de cinasa que de
fosfatasa, lo que permite la acumulacion de F-2,6-BP, compuesto que es un potente
activador de la PFK-1 y bloquea la inhibicion de esta enzima por citrato y ATP,
manteniéndola mas activa con respecto a una célula normal, donde si ocurre la inhibicién
de la actividad de PFK-1 en presencia de citrato y ATP.



1.3.4 Procesos que se favorecen con el incremento en la glucolisis
Proliferacion

El incremento en la glucdlisis en células tumorales es una respuesta a la
demanda de un elevado requerimiento energético (ATP) para mantener activa
la proliferaciéon celular (Moreno-Sanchez et al, 2007). Sin embargo, es
reportado que en muchas células tumorales, a pesar de una incrementada
glucdlisis, su total contribucion al suministro de ATP celular es sélo del 10% (Zu
y Guppy, 2004), en contraste con otras lineas tumorales en donde la glucolisis
soporta el 50-70% de la demanda de ATP (Warburg, 1956). Esto se debe a que
en algunas lineas tumorales el resto de ATP es aportado por la fosforilacion
oxidativa. Se ha demostrado que la actividad mitocondrial es esencial para la
rapida replicacion del tumor sélido, mientras que la importancia de la glucolisis
radica en que provee de esqueletos carbonados utilizados en la biosintesis de
macromoléculas requeridas en la replicacion tumoral (ADN, triglicéridos y

proteinas) (Rodriguez-Enriquez, 2007).

Angiogénesis

En condiciones fisiologicas las células se localizan a una distancia de
entre 100 y 200 um de los vasos sanguineos, su fuente de oxigeno. Cuando un
organismo multicelular esta creciendo las células inducen angiogénesis con la

finalidad de poseer nuevos suministros de sangre.

En condiciones patolégicas como el cancer, la angiogénesis es
requerida para la sobrevivencia y proliferacion del tumor. EI medioambiente de

un tumor solido humano es caracterizado por regiones hipoxicas, por lo que
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surge la necesidad del desarrollo de una red de vasos sanguineos dentro del
tumor para el suministro de oxigeno y nutrientes. Células tumorales localizadas
a una distancia mayor de 100 um de los vasos sanguineos se convierten en
hipoxicas (Tonini et al., 2003). La hipoxia por medio del HIF-1a, induce la
expresion de factores proangiogénicos, como el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) de tal forma que si la concentracion de los factores
proangiogénicos, es mayor que la de los factores antiangiogénicos ocurrira la

angiogénesis (Liotta y Stetler-Stevenson, 1991).

La angiogénesis tumoral consta de los siguientes pasos (Fig. 4):

a) Los factores proangiogénicos producidos por las células tumorales se
unen a los receptores de las células endoteliales. Cuando las células
endoteliales son estimuladas a crecer, secretan proteasas, enzimas
digestivas que digieren la membrana basal que esta rodeando a los
vasos sanguineos.

b) Las células endoteliales comienzan a migrar y proliferar dentro de la
masa tumoral.

c) Las ceélulas endoteliales recientemente formadas crean una nueva
membrana basal para la estabilidad vascular. Los nuevos vasos
sanguineos forman el flujo sanguineo dentro del tumor (Tonini et al.,

2003).

En las células tumorales el fenotipo glucolitico evoluciona en un
microambiente que es avascular, por lo que el “switch glucolitico” (adquisicion
del fenotipo glucolitico) ocurre antes que el “switch angiogénico” (Adquisicién

del fenotipo angiogénico) (Gatenby y Gillies, 2004).
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Acidosis e invasion

Una glucdlisis constitutiva y persistente resulta en una aguda y crénica
acidificacion del ambiente local. Se ha demostrado que el pH extracelular en
tumores humanos y animales es consistentemente acido y puede alcanzar
valores de pH cercanos a 6.0 (Raghunand et al., 2004; Gillies et al., 2002). Las
células normales carecen de un mecanismo de adaptacidon a la acidosis
extracelular (como mutaciones en p53) y son incapaces de sobrevivir bajo tales
condiciones, mientras que las poblaciones tumorales contintan su proliferacion.
Ademas, la acidosis puede ser mutagénica y clastogénica (Morita et al., 1992),
posiblemente por medio de la inhibicidn de la reparacion del ADN. Finalmente,
bajo algunas condiciones, los pH bajos estimulan la invasion in vitro (Martinez-
Zaguilan et al., 1996) y la metastasis in vivo (Schlappack et al., 1991). Los
mecanismos por los cuales son inducidos no se conocen, pero podrian
involucrar metaloproteinas y/o catepsinas, las cuales promueven la
degradacion de la matriz extracelular (ECM) (componente que rodea y soporta
las células en los tejidos y que esta compuesto de proteinas y polisacaridos) y

la membrana basal (Rozhin et al., 1994; Montcourrier et al., 1997).

Metastasis

El fenotipo glucolitico podria ser crucial también en la maduracion y
metastasis de las células tumorales. La elevada glucdlisis, evidenciada por un
incremento en las concentraciones de lactato intratumoral, se asocia con
incrementos en la incidencia de metastasis en algunos tipos de cancer (Brizel
et al., 2001; Walenta et al.,, 2000). Ademas, se ha reportado una correlaciéon

entre los niveles de expresion de GLUT 1 y de metaloproteinas en canceres
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metastaticos (Ito et al., 2002). Durante el proceso de metéastasis, las células
migratorias invaden el tejido estromal y se mueven a sitios distantes alojandose
en precapilares, arteriolas y capilares (Al-Mehdi et al., 2000; Wong et al., 2002).
Estas células probablemente experimentan episodios periddicos de hipoxia 6
anoxia y proliferan y obstruyen el espacio intravascular. Por lo tanto, en los
estadios finales de la secuencia metastasica se veran favorecidas las células

qgue son glucoliticas y resistentes a la hipoxia.

1.4 Terapias contra el cancer

Por lo general, el tratamiento de tumores malignos se basa, segun los
casos, en el empleo aislado, simultaneo o sucesivo de tres terapias principales:
la cirugia oncoldgica, la radioterapia y la quimioterapia, a las que en algunas
ocasiones se afiaden la hormonoterapia, la inmunoterapia y el apoyo de la

terapia metabdlica.

Cirugia oncoldgica

Constituye la modalidad terapéutica mas frecuentemente utilizada, bien
sea en forma aislada o en combinacion con otros métodos, para el tratamiento
de las neoplasias soélidas localizadas, o de aquellas que en su evolucién, no
han sobrepasado el nivel de los ganglios linfaticos regionales (Gonzalez-Barén

et al., 1998; Diaz-Rubio y Garcia, 2000).

18



Desventajas

Es practicable siempre y cuando las neoplasias no hayan sobrepasado
el nivel de los ganglios linfaticos regionales. Otras limitantes para su practica
son: cuando el crecimiento local o la extension regional hacen imposible la
exéresis oncoldgica y cuando la localizacion anatomica de la neoplasia hace
que su extirpacion ponga en riesgo de muerte al paciente (Gonzalez-Barén et

al., 1998; Diaz-Rubio y Garcia, 2000).

Radioterapia

La radiacion ioniza el medio interno celular, provocando la formacion de
radicales hidroxilo, fundamentalmente a partir de las moléculas de agua. Estos
radicales, que tienen una intensisima afinidad por los electrones de las
moléculas circundantes, lesionan el ADN “robandole” electrones. Sin embargo,
los radicales hidroxilo tienen una vida muy corta y en consecuencia su radio de
accion es muy limitado. La presencia de oxigeno en el medio celular favorece
la estabilidad de los radicales hidroxilos, permitiéndoles ampliar su radio de
accion y, por tanto, su efecto lesional. Las células de los tejidos con un alto
indice de recambio son las mas sensibles a los efectos de la radiacion.
También se han demostrado efectos sobre otros componentes celulares, como
membranas y microtibulos, que podrian actuar como coadyuvantes en la

muerte celular (Gonzalez-Bar6n et al., 1998; Diaz-Rubio y Garcia, 2000).

Desventajas
El oxigeno es el méas potente de los radiosensibilizantes conocidos, de

tal forma que en algunos tumores solidos la ineficiencia de la radioterapia se
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debe al microambiente hipdxico que circunda al tumor (Gorlach y Acker, 1994;
Sutherland, 1988; Vaupel et al., 1989). Se ha estimado que las células bien
oxigenadas de mamiferos pueden ser de 2.5 a 3 veces mas sensibles a la
radiacion que las células hipoxicas.

Todos los Organos y sistemas pueden presentar efectos secundarios
debidos a la radioterapia en funcién de la radiosensibilidad del tejido conjuntivo
vascular y el endotelio. Sin embargo, la funcion de los érganos con un indice de
recambio celular méas alto se afectard tempranamente (Gonzalez-Baron et al.,

1998; Diaz-Rubio y Garcia, 2000).

Quimioterapia

El tratamiento quimioterapéutico estandar incluye la administracion de
farmacos que pueden tener alguno de los siguientes mecanismos de accion:
intercalarse en el ADN, inhibir la accion de la topoisomerasa, afectar al
citoesqueleto 6 la angiogénesis (Gibbs, 2000). Dentro de estos farmacos se
encuentran: agentes alquilantes, antibiéticos antineoplasicos, alcaloides de la
vinca, antimetabolitos, cis-platino y derivados, entre otros citostaticos. El
principal objetivo de la quimioterapia debe ser la mayor destrucciéon tumoral
posible. Para ello se han desarrollado estrategias de accibn como la
poliquimioterapia, la combinacion de la quimioterapia con irradiacion y la
modulacion bioquimica. Esta ultima consiste en la potenciacion de la actividad
antineoplasica de un farmaco quimioterapéutico, por la adicion de farmacos
gue actian de forma selectiva en alguna de las vias bioquimicas (Gonzalez-

Bardn et al., 1998; Diaz-Rubio y Garcia, 2000).
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Desventajas.

Los farmacos empleados también dafian a las células proliferativas
normales del hospedero. Varios tipos de canceres presentan resistencia
inherente o adquirida a los farmacos antineoplasicos. La quimioterapia puede
generar toxicidad hematoldgica, gastrointestinal, renal, pulmonar,
cardiovascular y cutéanea, entre otras mas (Gonzalez-Barén et al., 1998; Diaz-

Rubio y Garcia, 2000).

Importancia del fenotipo glucolitico en la terapéutica del cancer

La crucial importancia del fenotipo glucolitico es enfatizada por estudios
gue demuestran que el incremento en glucdlisis coincide con la transicion de
lesiones pre-malignas a cancer invasivo, ya que altos niveles de lactato se han
propuesto como un indicador de malignidad (Walenta et al., 2000). Asi también
hay una correlacion directa entre la progresion del tumor y el incremento en las
actividades de HK y PFK-1 (Marin-Hernandez et al., 2006; Pedersen et al.,
2002; Sanchez-Martinez et al., 2000), de tal forma que estas enzimas podrian
ser un posible blanco terapéutico contra el cancer.

Debido a que este fenotipo surge tempranamente en la carcinogénesis,
podria representar un posible blanco en la prevencion del cancer. La
continuidad en el analisis de este fenotipo y una mejor comprensién de sus
consecuencias moleculares vy fisiologicas, llevaria a la propuesta de probables

blancos terapéuticos.
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1.5 El cancer en México

De acuerdo a datos reportados por el Instituto Nacional de Estadistica,

Geografia e Informatica (INEGI), en el 2007 los tumores malignos fueron la

tercera causa de muerte entre las mujeres, con 35 303 defunciones (15.4 %),

mientras que en los hombres fue la cuarta con 33 509 muertes (11.8%). A

pesar de que el porcentaje de muertes por cancer de mama disminuyo del 15%

al 13.8% del 2006 al 2007, continta siendo la principal causa de muerte por

tumores malignos en mujeres mexicanas (Fig. 5). En 2002 se notificaron 3,822

muertes por esta causa, lo que corresponde a una tasa de mortalidad de 15.18

defunciones por 100 mil mujeres de 25 afios y mas. Esta tasa representa la

cifra mas alta jamas alcanzada por el pais y significa que diariamente mueren

un poco mas de 10 mexicanas por cancer mamario (INEGI. Estadisticas

Demogréficas 2006; INEGI. Serie Estadisticas Vitales).

Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo
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Figura 5. EL CANCER EN MEXICO
El esquema muestra por sexo el porcentaje de muerte debido a los diferentes tipos de
tumores malignos en México. En general, puede observarse una disminucion de la
mortalidad causada por los diferentes tipos de cancer del 2006 al 2007; sin embargo, el
cancer de mama continua siendo la principal causa de muerte por tumores malignos en

mujeres.

N
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CAPITULO 2

2.1 Planteamiento del problema

El cancer de mama es la principal causa de muerte por tumores malignos
en mujeres mexicanas. A pesar de las diferentes terapias existentes, no se ha
logrado controlar debido a la heterogeneidad tumoral, lo que indica la necesidad
de estudios méas exhaustivos para un mejor conocimiento de los mecanismos que
estan rigiendo el comportamiento tumoral de este tipo de cancer. La mayoria de
las células tumorales se caracterizan por una glucolisis desmedida, debido a que
han perdido los principales mecanismos de control y porque se ven sometidas (en
muchos casos) a bajas tensiones de oxigeno, que las hace depender del ATP
generado por esta via metabdlica. Por tal motivo, el estudio de la glucdlisis en
células tumorales de cancer de mama y una determinacion cuantitativa de las
enzimas que pueden estar controlando esta linea tumoral, seria una aportacion de

gran importancia en la busqueda de nuevos blancos terapéuticos.
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2.2 Hipotesis

La hexocinasa (HK) es la enzima que controla principalmente la glucdlisis en las

células tumorales de cancer de mama MDA-MB 231.

2.3 Objetivo General

Caracterizar la glucdlisis en las células tumorales de mama MDA-MB 231.

2.4 Objetivos Particulares

» Purificar la PPi-PFK de papa para cuantificar la F-2,6-BP.

« Determinar las concentraciones intracelulares de ATP, G6P, F6P y
F2-6BP.

« Determinar las velocidades maximas de la HK y la PFK-1 en extractos
citosolicos de células MDA-MB 231.

» Determinar los flujos de la primera seccion de la glucdlisis (HK a TIM).

+ Determinar la velocidad de la glucdlisis en las células MDA-MB 231.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lineas tumorales:

1) MDA-MB 231: Esta linea celular es conocida por provenir de sitios

metastasicos.

No. ATCC: HTB-26™
Propiedades de Adherencia
crecimiento:
Morfologia: Epitelial
Organismo: Homo sapiens (Humanos)
Organo: Glandula mamaria; seno
Origen: Enfermedad: Adenocarcinoma

Derivado del sitio metastasico: Efusion pleural

Tipo de célula: Epitelial

Edad: 51 afos
Género: Femenino
Grupo étnico: Caucasio
Comentarios: Las células expresan el oncogén WNT7B

http://www.atcc.org

Cultivo de las células

Las células MDA-MB 231 fueron cultivadas en medio de cultivo Eagle’s
Dulbeco’s modificado (DME). Al medio se le adicion6é 3.7 g/L de NaHCOsg,
HEPES 6 g/L, 10 000 U de penicilina/estreptomicina y suero fetal bovino al 5%;
dicho medio se esteriliza por filtracibn usando una membrana de poro 0.22um.

Las células se incubaron a 37 °C hasta obtener una confluencia de 90-95%.
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Cosecha u obtencion de las células

Se retir6 el medio de cultivo de las cajas Petri y se realizaron tres
lavados de las células con medio Ringer-Krebs pH 7.4 (NaCl 125 mM, KCI 5
mM, HEPES 25 mM, KH,PO, 1.3 mM, CaCl, 1.4 mM y MgCl, 1 mM). Con
ayuda de un raspador y con un poco de medio Ringer Krebs se despegaron las
células del fondo de la caja Petri y se fueron acumulando en un tubo para
centrifuga. Posteriormente se centrifugo la suspension de células a 2500 rpm
por 2 min a temperatura ambiente. Por dltimo se cuantifico la proteina celular

por el método de Biuret (ver Apéndice).

2) AS-30D
No. DSMZ: ACC 208
Tipo celular: Hepatoma de rata
Origen: Estabilizado a partir del hepatoma de una rata
hembra de 16 meses de edad en 1988.
Morfologia: Crecen como células individuales en suspension
Tiempo de duplicacidon: | Aprox. 29 h
Cantidad de células: Aprox. 0.6 x10° células/mL
Citogenética: 12% de tetraploidia
Micoplasma: Tincién con DAPI negativa, cultivos
microbiolégicos, ensayos de hibridacion de RNA.

http://www.dsmz

Obtencion de las células.

Las ratas hembras con un peso de 250 a 300 g se inocularon
intraperitonealmente con 2-4 X 10° células/mL. Aproximadamente a la
semana, desarrollaron el hepatoma y fueron sacrificadas por dislocacion
cervical. Posteriormente, con ayuda de una jeringa estéril se les extrajo el
hepatoma y con 5 mL se inocularon otras dos ratas. Al hepatoma extraido se le
agregd medio Ringer Krebs pH 7.4 y se centrifugé a 2000 rpm durante 3 min;

se descarto el sobrenadantante y se volvio agregar medio Ringer Krebs. Este
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procedimiento se realiz6 hasta obtener una suspension de células libres de

eritrocitos. Se cuantificé la proteina por el método de Biuret.

3.2 Cuantificacion de la fructosa 2,6 bisfosfato (F-2,6-BP)

Conforme a estudios previos, uno de los métodos mas sensibles para
determinar la concentracion de F-2,6-BP en tejidos y células tumorales se basa
en la propiedad de este metabolito para activar a la fosfofructocinasa
dependiente de pirofofosfato (PPi-PFK) de plantas y a su propiedad de ser
destruido bajo condiciones acidas (Van Schaftingen et al., 1982).

La PPi-PFK se descubri6 primeramente en Entamoeba histolytica
(Reeves et al.,, 1974). La misma enzima se encontré en varias bacterias, en
pifia y en frijol. La observacion realizada por Sabularse y Anderson a cerca de
que la actividad de la enzima del frijol se incrementa en presencia de F-2,6-BP
abrié en aquellos afios un nuevo camino en la investigacion (*Sabularse y
Anderson, 1981).

La gran sensibilidad de la PPi-PFK de plantas a F-2,6-BP a diferencia
de la PPi-PFK de Entamoeba histolytica, la convierte en una herramienta
apropiada para la cuantificacion de F-2,6-BP. En investigaciones preliminares
se encontré que varias plantas, incluyendo espinaca, aguacate, platano y papa,
podrian ser usadas como fuente de la enzima; sin embargo la papa es la
elegida por su facil adquisicion durante todo el afio, y la extrema sensibilidad de
su PPi-PFK a la estimulacion por F-2,6-BP que puede ser activada por
cantidades de este metabolito del orden de picomoles (0.1 — 4 nM) (Van

Schaftingen et al., 1982).
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3.2.1 Purificacion de la fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato (PPi-PFK)
Para extraer la PPi-PFK se utilizd 1 Kg de papas, a las cuales se les
retird la cascara y se cortaron en trozos pequefios. Posteriormente, se licuaron
en un medio que contenia HEPES 20 mM pH 8.2, DTT 2 mM, acetato de
potasio 20 mM , pirofosfato de sodio 2 mM y MgCl, 2 mM, todo permanecio en
fri6. En seguida, se filtré la mezcla y al filtrado se le ajustd el pH a 8.2 a una
temperatura de 0 °C. Después, el filtrado se somete a calentamiento hasta
59 °C en un bafio a 70 °C; alcanzados los 59 °C se mantuvo a esta temperatura
por un tiempo de 5 min. Concluido este tiempo se ajusté el pH a 7.1 a una
temperatura de 0 °C. Una vez ajustado el pH, se agregaron 6 g de
polietilénglicol 6000 por cada 100 mL de filtrado, se mezclé por 15 min y se
dejé en reposo otros 15 min. Pasado este tiempo, se centrifugd por 10 min a
6000 rpm y se recobro el sobrenadante. Al sobrenadante obtenido se le agrego
8 g de polietilénglicol 6000 por cada 100 mL de sobrenadanate, se mezclo por
15 min y se dejo en reposo otros 15 min. Transcurrido el tiempo, se centrifugd
por 10 min a 6000 rpm. Se recupero el botdn, el sobrenadante se centrifugd a
6000 rpm por 5 min (este proceso se repitid 2 veces) y se fue recuperando el
boton que finalmente se resuspendié en Tris-HCI 20 mM pH 8.2 con KCI 20
mM, DTT 2 mM y PMSF 1 mM. La muestra obtenida se pasé por una columna
de intercambio Iénico (DEAE-SEPHACEL). Para ello, primeramente se
equilibré la columna con 50 mL de solucion amortiguadora Tris-HCI 20 mM pH
8.2 conteniendo KCI 20 mM y DTT 2 mM; en seguida se aplicé la muestra. Una
vez que la muestra quedd cargada en la columna, se aplic6 nuevamente una
cantidad Buffer Tris-HCI 20 mM pH 8.2 conteniendo KCI 20 mM y DTT 2 mM

hasta que la absorbencia a 280 nm llegd nuevamente a la basal. Una vez
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obtenida una absorbencia basal se generd un gradiente lineal de KCI de 20 a
400 mM (solucion amortiguadora Tris-HCI 20 mM pH 8.2 conteniendo KCI 20
mM y DTT 2mM y solucion amortiguadora Tris-HCI 20 mM pH 8.2 conteniendo
KCI 400 mM y DTT 2mM) y se fueron colectando las diferentes fracciones. Se
midio la actividad en las fracciones que mostraron los picos maximos de
absorbencia. La fracciones que contenian a la enzima se concentraron (Amicon

Ultra-15 centrifugal filter) y se guardaron en 50% de glicerol a -20 °C.

3.2.2 Preparacion de extractos basicos para cuantificar la F-2,6-BP

Una preparacion de células AS-30D y de células MDA-MB 231 a una
concentracion de 15 mg/mL y de 3 — 8 mg/mL, respectivamente, se incubaron a
37 °C en agitacion constante de 150 rpm por 10 min; al término de la
incubacion se agregé 5 mM de glucosa y se incubaron por 3 min. Transcurrido
este tiempo se tomdé 1 mL de células que se centrifugaron por 10 s a 14000
rpom; se elimind el sobrenadante y el botén se coloc6 en nitrogeno liquido y se
resuspendié en Tris-HCI 25 mM pH 7.6, se congelaron y descongelaron 3
veces. En seguida, se centrifugaron por 3 min a 14000 rpm (4°C), se tomo el
sobrenadante y se le agregé NaOH para obtener una concentracion final de 0.1
mM. Posteriormente se calentaron en parrilla por 5 min a 80 °C. Al término de
este tiempo, se centrifugaron por 4 min a 14000 rpm y se neutralizé el

sobrenadante con acido acético.

3.2.3 Cuantificacion de la F-2,6-BP en los extractos basicos
Para la cuantificacion de F-2,6-BP el medio de reaccion contenia: MgCl,

5 mM, fructosa 6 fosfato (F6P) 5 mM, NADH 0.15 mM, Aldolasa (ALD)
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desalada 0.36 U, a-Glicerol 3 fosfato deshidrogenasa + triosa isomerasa
(a-GDH+TIM) desaladas 0.62 U y 18 U, respectivamente, PPi-PFK 0.01 U,
medio Tris-HCI 25 mM pH 7.6, el cual se incubd por 2 min con el extracto
basico a 37 °. La reaccion se inicié con pirofosfato de sodio 0.5 mM. Se midi6
la desaparicion de NADH a 340 nm. Previamente, se prepar0 una curva patron
de concentracion de actividad de PPi-PFK vs F-2,6-BP (nM). Las
concentraciones empleadas de F-2,6-BP fueron 0, 0.5, 1, 2, 4 y 10 nM que
corresponden a una cantidad de 0, 0.5, 1, 2, 4 y 10 pico moles de F-2,6-BP

debido a que el volumen final del ensayo fue de 1 mL.

3.3 Preparacion de extractos citosolicos

Una vez obtenidas las células (procedimiento previamente descrito), se
cuantifico la proteina celular por el método de Biuret para calcular la cantidad
de medio (Tris-HCI 25 mM pH 7.6 con EDTA 1 mM, PMSF 1 mM y DTT 5 mM)
necesario para resuspender el botdn de células, con base a la relacion 10 mL
de medio por cada 650 mg de proteina. La suspension de células obtenida se
congelé en N liquido y descongel6 a 37 °C (este procedimiento se repitid 2
veces). Después se centrifugé a 14000 rpm por 5 min a 4 °C y se recupero el
sobrenadante. El sobrenadante obtenido se centrifugd a 14000 rpm por 15 min
a la temperatura mencionada. Se desechd el boton obtenido y se cuantificé la
proteina en el sobrenadante por el método de Lowry (Apéndice). Los extractos
obtenidos se guardaron en 10% de glicerol a -72 °C para la posterior medicion
de actividad de la HK, de la PFK-1 y de los flujos de la primera seccion de la

glucdlisis (HK a TIM).
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3.3.1 Medicién de la actividad de la HK

Se llevo a cabo en medio MOPS 50 mM con pH 7 que contenia NADP™ 1

mM, MgCl, 15 mM, ATP 10 mM y glucosa 6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH)

1U. Se inicio la reaccién con glucosa 2 mM, después de haber incubado el

extracto por 1 min. La temperatura empleada para el ensayo fue de 37 °C y se

midio la aparicion de NADPH siguiendo los cambios en la absorbencia a 340

nm (Fig. 6).
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Figura 6. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA HK

Se observa el incremento en la absorbencia a través del tiempo,

debido a la formacién del NADPH.
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3.3.2 Medicion de la actividad de la PFK-1

Se realiz6 en medio MOPS 50 mM con pH 7 que contenia MgCl, 5 mM,
EDTA 1 mM, NADH 0.15 mM, a-GDH 0.62 U + TIM 18 U, ALD 0.36 U, ATP 0.8
mM y F-2,6-BP 5 uM. Se inicio la reaccion con F6P 5 mM, después de haber
incubado el extracto por 1 min. La temperatura empleada para el ensayo fue de
37 °C y se midio la desaparicion de NADH siguiendo los cambios en la

absorbencia a 340 nm (Fig. 7).
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Figura 7. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE LA PFK-1
Se observa la disminucién en la absorbencia a través del tiempo,
debido al consumo del NADH.
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3.3.3 Medicion de flujos de la primera seccién de la glucdlisis (flujos HK a TIM)

Los ensayos se realizaron en medio MOPS 50 mM con pH 7 que
contenia MgCl, 15 mM, ATP 10 mM, NADH 0.15 mM, a-GDH 0.62 U y F-2,6-
BP 6 uM. Se incubd el extracto citosolico por 1 min y se inicié la reaccion con
glucosa 2 mM para medir el flujo a partir de la HK, con glucosa 6 fosfato (G6P)
10 mM para medir el flujo a partir de la hexosa fosfato isomerasa (HPI), con
F6P 5 mM para medir el flujo a partir de la PFK-1 y con fructosa-1,6-bifosfato
(F-1,6-BP) 1 mM para medir el flujo a partir de la ALD (los ensayos para
determinar los flujos a partir de cada enzima se realizaron en cubetas
individuales) (Fig. 8). La temperatura empleada para el ensayo fue de 37 °C y
se midi6 la desaparicion de NADH siguiendo los cambios en la absorbencia a

340 nm (Fig.9).

Glucosa + ATP

HK
A 4
G6P
HPI
A
F6P
PFK-1
\ 4 +
NAD
F-1,6-BP
l ALD NADH
G3P » DHAP a-glicerol-3-fosfato
TIM a-GDH

Figura 8. ESQUEMA DE LA MEDICION DE FLUJOS
Se observa que independientemente de la enzima a partir de la cual se
determine el flujo el producto final es el a-glicerol-3-fosfato, con consumo de
NADH por parte de la alfa glicerol-3-fosfato deshidrogenasa (a-GDH).
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Figura 9. MEDICION DEL FLUJO
El grafico ilustra la medicién del flujo a partir de la HPI. Se observa la
disminucién en la absorbencia a través del tiempo, debido al consumo
del NADH y produccion de NAD".

3.4 Preparacion de extractos acidos para cuantificar metabolitos

Una preparacion de células tumorales a una concentracion de 3-8
mg/mL se incubaron a 37 °C, en agitacion constante por 10 min; al término de
la incubacion se tomd una alicuota de 500 pL de células y se coloco
rapidamente en un tubo con 50 uL de HCIO,4, se agregd 5 mM de glucosa a la
suspension de células restante y se incubaron por 3 min. Transcurrido este
tiempo se tomé 1 mL de células y se colocaron en un tubo con 100 yL de
HCIO,. Se centrifugaron ambos tubos a 2500 rpm por 2 min, se recuperé el
sobrenadante y se neutraliz6 con KOH 3M + Tris 0.1 M. Una vez concluida la

neutralizacion se volvido a centrifugar a 2500 rpm por 2 min. Los extractos
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obtenidos se guardaron a -72 °C para la posterior cuantificacion de la G6P, de

la F6P, del ATP y del lactato.

3.4.1 Cuantificacion de la G6P, de la F6P y del ATP

La cuantificacion se realizé en medio HEPES 50 mM, EGTA1 mMy pH
7.4, en presencia de los siguientes reactivos: MgCl, 5 mM, glucosa 2 mM,
NADP* 1 mM y 400 pL del extracto acido a 37 °C. Para iniciar la reaccion,
primeramente se agregé G6PDH 1 U para cuantificar la G6P, HPI 3.5 U para
cuantificar la F6P y por ultimo HK 0.5 U para cuantificar el ATP. Se midieron los

cambios de absorbencia por aparicion de NADPH a 340 nm (Fig. 10).
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Figura 10. CUANTIFICACION DE G6P, F6P Y ATP
Se observa el cambio de absorbencia (A Abs) correspondiente a la
cuantificaciéon de la G6P, de la F6P y del ATP. Estos cambios son
debidos a la formacién de NADPH.
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3.4.2 Cuantificacion del lactato

En medio hidrazina 0.4 M + glicina 0.5 M (pH 9), en presencia de NAD" 1
mM vy lactato deshidrogenasa (LDH) 27.5 U a 37 °C se cuantifico el lactato. La
reaccion se inicio con la adicion de 100 pL de extracto acido y se cuantifico el

lactato por aparicion de NADH a 340 nm (Fig. 11).
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Figura 11.CUANTIFICACION DE LACTATO
Se observa el cambio de absorbencia correspondiente a la
cuantificacion de lactato debido a la formacién de NADH.
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CAPITULO 4
RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Determinacion de la F-2,6-BP
4.1.1 Purificacién de la PPi-PFK

Se realizaron cuatro purificaciones de la PPi-PFK de papa (Tabla 1), en
las cuales se tomaron diferentes fracciones a lo largo del procedimiento de
extraccion de la enzima, con la finalidad de monitorear que la actividad
especifica se fuera incrementando conforme se avanzaba de un paso a otro y
detectar si existia una etapa del proceso en la cual se perdiera actividad. Tal
fue el caso en la primera purificacion, en la que se observd una disminucién en
la actividad especifica de la fraccion 3 a la fraccién 6, que se atribuye a una
pérdida de la enzima al no recolectar el sobrenadante de la 2da. precipitacion,
ya que el control 1 (2.7 U/mg) presentd una mayor actividad especifica que la
fraccion 6 (1.07 U/mg). Por tal motivo en la 2da. purificacion se recolect6 el
sobrenadante de la 2da. precipitacion, se centrifugd 2 veces y se colectaron los
botones. Para determinar que no habia mas enzima activa en el sobrenadante
después de las 2 centrifugaciones se tomo6 una muestra (control 2), en la cual
ya no se observé actividad. En esta purificacion después de pasar la muestra
por una columna de intercambio iénico, las fracciones obtenidas se pasaron por
una columna de exclusibn molecular, sin embargo, la actividad obtenida fue
muy similar a la que se obtenia s6lo con una columna de intercambio i6nico
por lo que en las posteriores purificaciones Unicamente se utilizd6 una columna
de intercambio i6nico y se disminuyd la toma de fracciones, debido a que con
las purificaciones 1y 2 fue posible determinar en que etapas habia pérdida de

la actividad de la enzima.
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Tabla 1. Fracciones obtenidas durante las purificaciones de la PPi-PFK de papa

12, Purificacion 2da. Purificacion 3ra. Purificacion 4ta. Purificacion
FRACCIONES A.E AT Rend. Veces A.E AT Rend. Veces | AE AT Rend. Veces | A.E AT
(U/mg) ()] (%) Purif. (U/mg) V) (%) Purif. | (U/mg) V) (%) Purif. | (U/mg) (9)]
1.- Extracto crudo. 0.09 211 100 1 0.045 558.03 100 1 MNT MNT MNT MNT MNT MNT
2.- Antes de realizar la 12.
precipitacion. MNT MNT MNT MNT MNT MNT MNT MNT 0.023 143.04 100 1 MNT MNT
3.- Después de precipitar
con polietilenglicol 8000 al 2.63 66.4 31 29.22 0.016 173.69 31.13 0.36 MNT MNT MNT MNT MNT MNT
6%.
4. Después de precipitar
con polietilenglicol 8000 al MNT MNT MNT MNT 0.014 98.11 17.58 0.31 MNT MNT MNT MNT MNT MNT
8%.
C1. Sobrenadante de la
2da. precipitacion. 2.7 39.5 19 30 0.62 130.83 23.45 13.78 0.56 5.77 4.04 24.35 MNT MNT
C2. SN obtenido de la
concentracion del boton. PNR PNR PNR PNR 0 0 0 0 0.72 28.96 20.3 31.30 MNT MNT
5.- Boton concentrado. PNR PNR PNR PNR 14 33.58 6.02 31.11 MNT MNT MNT MNT MNT MNT
6.- Después de la
ultrafiltracion. 1.07 8.5 4 11.89 PNR PNR PNR PNR PNR PNR PNR PNR PNR PNR
7.- Después de la columna
por intercambio ionico. 2.96 11.1 5 32.89 9.45 30.31 5.43 210 1.24 6.8 4.75 53.91 0.20 0.54
8.- Fracciones por
exclusién molecular PNR PNR PNR PNR 11.1 17.23 3.09 246.67| PNR PNR PNR PNR PNR PNR
concentradas en una.

C1ly C2: control 1 y control 2, respectivamente.
SN: sobrenadante PNR: Procedimiento no realizado.

MNT: Muestra no tomada. A.E: Actividad especifica. A.T: Actividad total.
Rend: Rendimiento. Veces Purif: Veces de purificacion



Al calcular promedios de las actividades (total y especifica) obtenidas en
las cuatros purificaciones (Tabla 2), se encontrdé una desviacion estandar muy
grande incluso superior al promedio, resultado atribuido a que no se tuvo

control sobre la edad y tipo de papa.

Tabla 2. Actividad final obtenida en las purificaciones de la PPi-PFK de

papa
Purificaciones Activ.esp. Activ. Total
(U/mg) (V)
1ra. purificacion 2.96 11.1
2da. purificacion 9.45 30.31
3ra. purificacion 1.24 6.8
4ta. purificacion 0.20 0.54
Promedio 2.81+3.88 12.19+12.84

En la 2da. purificacion de la PPi-PFK de papa, la actividad especifica y
actividad total obtenidas al final fueron, 9.45 U/mg y 30.31 U, respectivamente;
actividades similares a las reportadas en la literatura (7.6 U/mg y 28 U) (Van
Schaftingen et al., 1982) (Tabla 3). El protocolo seguido fue igual al reportado,
con la diferencia de que en la literatura se emplearon 330 g de papa y nosotros
empleamos 1 kg de papa, de tal forma que para la cantidad de papa empleada
obtuvimos una menor actividad de la enzima (bajo rendimiento),
probablemente por la especie de papa, la cual no se indica en el reporte
seflalado. Ademas, puede haber influido la estacién del afio y el periodo de

tiempo en el cual se mantuvieron almacenadas antes de la venta.
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Tabla 3. Comparacion entre los resultados en la 2da. purificacion de la
PPi-PFK con los resultados reportados en literatura

2da. Purificacion Literatura
Fracciones (Van Schaftingen et al., 1982)
Act. Esp. Veces Act. Total Rend. Act.Esp. Veces Act. Rend.
(U/mg) Purif. (9)] (U/mg) Purif. Total %
% (C)]
Extracto crudo 0.045 1 558.03 100 0.049 1 65 100
Después de 0.016 0.36 173.69 31.13 0.18 3.6 57 88
precipitar con
polietilenglicol
8000 al 6 %.
Después de 0.014 0.31 98.11 17.58 1.65 33.5 39.5 61
precipitacion con
polietilenglicol al
8%.
Después de la 9.45 210 30.31 5.43 7.6 154 28 43

columna por
intercambio idnico.

En estudios previos se han realizado purificaciones de la PPi-PFK de
otras frutas O tubérculos. Asi por ejemplo, la PPi-PFK de hojas de pifa
presentd una actividad de 2.5 micromol/min*mg prot (2.5 U/mg) y en el extracto
crudo entre 0.2 -0.6 micromol/min*mg prot (Carnal y Black, 1979). La actividad
especifica de la PPi-PFK de semillas frijol en el extracto crudo fue menor a 0.5
nmol/min*mg prot (°Sabularse y Anderson, 1981). Debido a la baja actividad
qgue se tiene de la PPi-PFK en otras frutas y tubérculos, se prefiere a la papa

para la extraccion de esta enzima.

40



4.1.2 Extraccion de la F-2,6-BP

En lo referente a la extraccion de F-2,6-BP con el protocolo reportado
en literatura (Fig.12), no se obtuvieron resultados satisfactorios porque no
permitia el rompimiento total de las células, por lo que fue necesario
implementarle algunas etapas (Fig.13). Una vez incubadas las células con
glucosa, 1 mL de éstas se centrifugd por 10 s a 14000 rpm, se elimind el
sobrenadante y el boton se resuspendié en Tris-HCI 25 Mm pH 7.6; las células
fueron sometidas a un proceso de congelamiento y descongelamiento en
nitrogeno liquido y posteriormente se centrifugaron por 3 min a 14000 rpm.
Hasta este paso, fueron los cambios al protocolo original, después se continu6
con lo ya establecido: se coloco el sobrenadante en NaOH que tuviera una
concentracion final de 0.1 mM, se calenté a 80 °C por 5 min, nuevamente se
centrifugd a 14000 rpm, solo que Unicamente por 4 min a diferencia de los 20
min sefalados en el protocolo original, y por ultimo se neutralizd el
sobrenadante.

Figura 12. Protocolo reportado en literatura para la extraccion de
F-2,6-BP

Glucosa 5 mM 1mL

/

10 min 3 min
Llevar a 0.1 mM
de NaOH
Calentar 80°C x 5 min

Sobrenadante neutralizar Centrifugar 20 min
con &cido acético a 14000 rpm 4°C
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Figura 13. Modificaciones realizadas al protocolo de la literatura para la
extraccion de F-2,6-BP

Glucosa 5mM imL Eliminar sobrenadante y resuspender en Tris - HCI
J 25mM pH 7.6

f Descongelar y
g g g congelar 3 veces
= 1—0—-0——02

10 min 3min Centrifugar 3 min

Centrifugar 10 s a Botén en a 14000 rpm 4°C
14000 rpm Nitrégeno liquido
Tomar
sobrenadante

< —
D D ? Calentar 80°C D

Sobrenadante neutralizar  Centrifugar 4 min X5 min

. b Llevar a 0.1 mM
con acido acético a 14000 rpm 4°C

de NaOH

4.1.3 Cuantificacion de la F-2,6-BP

Con respecto a la cuantificacion de F-2,6-BP, primeramente se

determind una curva estandar (Fig.14).

Figura 14. Curva estandar empleada para la cuantificacion de F-2,6-BP

B R R
©® ON A
PR R R R N

Actividad PPi-PFK (nmol/min)

015 . . . . .
0 > 4 6 3 10

F2,6BP(pmol)

Con el empleo de la curva estandar anterior, se cuantificé la
concentracion de la F-2,6-BP en la linea tumoral de hepatoma de rata AS-30D

y en las células de cancer de mama MDA-MB-231, mediante un ensayo de
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enzimas acoplado, previamente descrito en Materiales y métodos. En la Tabla
4 se muestran los resultados obtenidos de esta cuantificacion, con sus
respectivas desviaciones estandar, el nimero de determinaciones realizadas
entre paréntesis, las concentraciones de F-2,6-BP reportadas en la literatura
en diferentes lineas tumorales y la cantidad de F-2,6-BP en células normales.

Tabla 4. Comparacién de la concentracion de F-2,6-BP encontrada en
AS-30D y MDA-MB 231 con las concentraciones reportadas en otras

lineas tumorales y células normales

pmol/mg de proteina uM*
AS-30D
(hepatoma de 7.6 £1.3 (3) 6+1 (3)
rata)
MDA-MB-231
(cancer de 16.3+£4 (3) 13+£3(3)
mama)
HT29
(adenocarcinoma 40 8.5
Linea tumoral de colon (Denis et al., 1986)
humano)
HelLa 81
(cancer cérvico (Mojeda et al., 1985) NR
uterino humano)
Erlich ascites 26.7 NR
tumor (Nissler et al., 1995)
HTC 5.2
(hepatoma de (Loiseau et al., 1985) NR
rata)
Hepatocitos de 3.7-6 NR
Células normales rata (Loiseau et al., 1985;

Marin-Hernandez et
al.,2006)

* La concentracién en AS-30D y MDA-MB-231 se calcul6 considerando el

volumen intracelular reportado para AS-30D 2.28 uL/ 1.8 mg (Rodriguez-

Enriquez et al., 2000).

NR: No reportado.
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La F-2,6-BP se encontré incrementada en células de AS-30D y en
células de cancer de mama MDA-MB 231, con respecto a hepatocitos normales
(Tabla 4). En estudios previos, se han reportado incrementos de este
metabolito en otras lineas tumorales (Tabla 4), en la mayoria se reporta una
cantidad mas elevada que en AS-30D y en MDA-MB 231, lo que podria
deberse a que se trata de células tumorales de diferente tejido y al estadio de
diferenciacion en el que se encuentren. Es importante sefialar que en la
mayoria de los reportes previos se siguié el procedimiento descrito por Van
Schaftingen para la cuantificacion de F-2,6-BP, con excepcion de las células
HT29, en las cudles se aplico el procedimiento descrito por Van Schaftingen;
pero con una previa sonificacion de las células para el rompimiento de las
membranas celulares. En nuestro caso para lograr una mejor extraccion de
F-2,6-BP sometimos a las células a un choque térmico mediante congelamiento
en N, y descongelamiento a 37 °C y posteriormente seguimos el procedimiento
descrito por Van Schaftingen. Sin embargo, el choque térmico no fue suficiente
para el rompimiento total de las membranas celulares y la completa extraccion
de F-2,6-BP, ya que no se logré6 obtener un extracto transparente y poco
viscoso, lo que podria subestimar la concentracion de F-2,6-BP encontrada en
AS-30D y MDA-MB 231, pero a pesar de este inconveniente, la cantidad

cuantificada es mayor con respecto a hepatocitos normales.

La F-2,6-BP es un potente activador de la PFK-1. Todos los estudios
previos (Tabla 4) sefialan que en una célula tumoral la concentracion de
F-2,6-BP se encuentra mas incrementada que en un tejido normal, lo que

concuerda con la concentracion encontrada en AS-30D y MDA-MB 231, esto
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nos indicaria que la PFK-1 se va a mantener mas activa y por lo tanto, tendria
un menor control en la glucdlisis. Es reportado (Marin-Hernandez et al., 2006)
que la PFK-1 no ejerce control en la glucdlisis de células tumorales, como lo
hace en las normales, debido a que una concentracion de F-2,6-BP de aprox. 5
MM evita la inhibicién ejercida por el citrato y el ATP sobre esta enzima en
extractos celulares de AS-30D. Por lo tanto, 6 y 13 pM, concentraciones
encontradas en AS-30D y MDA-MB 231, respectivamente, son suficientes para

evitar dicha inhibicion.

4.2 Actividades de laHK y de la PFK-1
Se determinaron las actividades maximas de HK y PFK-1 en
MDA-MB 231, observandose que ambas enzimas presentan una actividad muy

similar (Tabla 5).

Tabla 5. Actividad de la HK y de la PFK-1 en extractos celulares de
MDA-MB 231

Actividades méximas de las enzimas glucucoliticas, HK y PFK-1, en la
linea tumoral de cancer de mama MDA-MB 231, mediante un ensayo de
enzimas acoplado, previamente descrito en Métodos. Se muestran los
resultados obtenidos con sus respectivas desviaciones estandar y el nimero de

determinaciones realizadas entre paréntesis.

Enzima Actividad(U/mg)
HK 0.06 £ 0.02 (5)
PFK-1 0.05 +£0.02 (5)

De acuerdo a estudios previos (Marin-Hernandez et al.,, 2006), en

hepatocitos aislados la HK y PFK-1 se encuentran entre las enzimas de menor
45



actividad y se sabe que estas enzimas juegan un papel muy importante en el
control del flujo glucolitico en tejido normal. Sin embargo en las células
tumorales existe una pérdida de este control y en algunos casos una
sobreexpresion de dichas enzimas. En el caso de la linea tumoral
MDA-MB 231 de cancer de mama (Tabla 5) se observa un incremento en la
actividad maxima de estas enzimas de 20 veces para HK y de 5 veces para
PFK-1 con respecto a hepatocito (HK 0.003 U/mg de prot y PFK-1 0.01 U/mg
prot (Marin Hernandez et al., 2006)). Sin embargo al comparar la actividad de
HK y PFK-1 de MDA-MB 231 con las reportadas en AS-30D (0.46 y 0.21 U/mg
prot, HK y PFK-1, respectivamente) (Marin Hernandez et al.,, 2006)), en
MDA-MB 231 son un orden de magnitud menores. Esto puede obedecer al
estadio de diferenciacién en el que se encuentre cada linea tumoral y a que
una es humana y otra de rata. Al comparar las actividades de HK Y PFK-1 de
MDA-MB 231 con las reportadas para HeLa (0.02 y 0.09 U/mg prot, HK y PFK-
1, respectivamente) (Marin Hernandez et al., 2006), se encontré que la HK de
MDA-MB 231 es 3 veces mas activa que la HK de HelLa, mientras que la PFK-
1 de HelLa es 2 veces mas activa que la PFK-1 de MDA-MB 231. La actividad
de las enzimas HK y PFK-1 de las tres lineas tumorales mencionadas, en una
mayor o menor proporciébn se encuentra incrementada con respecto a las
reportadas para hepatocitos. El incremento de la actividad de estas dos
enzimas con respecto a células normales ha sido reportado en estudios
previos. Por ejemplo, en células tumorales de pancreas RINm5F la HK tiene un
incremento del 159% con respecto a células normales de pancreas
(Rasschaert y Malaisse,1995) y en hepatoma de rata HTC la PFK-1 se encontrd

incrementada 4 veces con respecto a higado (Loiseau et al., 1985). En el caso
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de la HK tal incremento puede deberse a que la HKII es la isoforma que mas se
sobreexpresa en células tumorales y que se encuentra tanto unida a la
membrana externa mitocondrial como libre en el citosol. La G6P es un potente
inhibidor de la HKIl. Esta enzima se une desde el citosol a canales
transmembranales mitocondriales formados por la porina, lo que hace que
disminuya la inhibicion que ejerce la G6P, brinda proteccion de las proteasas y
provee de acceso directo al ATP de la mitocondria.

Con respecto a la PFK-1, el incremento en su actividad puede deberse a
qgue la isoenzima expresada es la L 6 C. Dichas isoenzimas de acuerdo a la
literatura son menos sensibles a la inhibicibn por ATP y citrato (inhibidores
alostéricos). Asi también el incremento en actividad podria deberse a la
elevada concentracion de F-2,6-BP (13 yM) en esta linea tumoral con respecto
a hepatocitos normales; la F-2,6-BP es un potente activador de esta enzima y
de acuerdo a reportes a partir de 5 pM, bloquea la inhibicion del ATP y del

citrato (Marin-Hernandez et al., 2006).

4.3 Determinacion de los flujos

De acuerdo a la Tabla 5, la HK y PFK-1 presentan una velocidad
méaxima muy similar, por lo que seria dificil determinar cual de las dos esta
ejerciendo un mayor control. Cabe mencionar que la velocidad maxima
Unicamente evalla la cantidad de enzima activa y se mide en ausencia de sus
inhibidores fisiologicos, en concentraciones saturantes de sustratos y en
ausencia de sus productos, lo que no ocurre bajo condiciones fisiologicas de
control de flujo. Por tal motivo se determinaron los flujos para esta linea tumoral

(Tabla 6), observandose que el flujo a partir de la HK es el mas bajo.
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Tabla 6. Flujos en extractos celulares de MDA-MB 231
Flujos medidos a partir de las enzima HK, HPI, PFK-1 y ALD, bajo
condiciones cercanas a las fisiologicas. Se muestra la enzima con su
respectivo sustrato, asi como los resultados con sus desviaciones estandar y el

namero de determinaciones realizadas entre paréntesis

Sustrato (Enzima) Actividad (U/mg de prot)
GLUC (HK — TIM) 0.005 + 0.004 (3)
G6P (HPI — TIM) 0.04 £0.02 (4)
F6P (PFK-1 —TIM) 0.08 £ 0.04 (4)
F-1,6-BP (ALD — TIM) 0.11 + 0.03 (3)

La actividad de la PFK-1 en condiciones fisiolégicas de flujo es de las
mayores, después de la actividad de la aldolasa, lo que apoyaria a la
diversidad de estudios acerca de que esta enzima, pierde su control en el flujo
glucolitico de lineas tumorales debido a los factores anteriormente descritos.

El flujo a partir de la HK fue el menor, lo que nos indicaria que es la
enzima que esté ejerciendo el mayor control en esta linea tumoral, ya que en
condiciones de velocidades maximas era dificil determinar entre HK y PFK-1
cual ejercia el control, debido a que presentaron actividades muy similares
(Tabla 5). De tal forma que en MDA-MB 231, a pesar de encontrarse la HK 20
veces mas activa que en Hepatocito, la concentracién de su producto G6P (2.4
mM Tabla 7) es suficiente para contrarrestar el efecto de su elevada actividad y
de esta forma continia ejerciendo el control en el flujo glucolitico, aunque
faltaria por evaluar la actividad de GLUT 1, el porcentaje de HK mitocondrial y
HK citosolica, para afirmar con toda certeza que la HK es la enzima que esta

controlando.
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4.4 Intermediarios de la glucolisis

En MDA-MB 231 adicionalmente, se cuantificaron algunos metabolitos:
G6P, F6P y ATP, como es descrito en el apartado de metodologias. En la
Tabla 7 se muestran los resultados obtenidos, con el numero de

determinaciones realizadas entre paréntesis.

Tabla 7. Cuantificacion de intermediarios de la glucélisis en MDA-MB 231

Intermediario mM
G6P 2.4 (2)
FeP 2.1 (2)
ATP 3.2 (2)

En MDA-MB 231, la G6P se encuentra incrementada 2.5 veces con
respecto a Hepatocito (0.96 mM) (Marin Hernandez et al., 2006). Al parecer en
esta linea tumoral ocurre lo reportado para AS-30D, acerca de que a pesar de
tener una actividad de HK incrementada, la elevada concentracion de su
producto G6P ejerce una fuerte inhibicion sobre esta enzima (Marin Hernandez
et al., 2006). De acuerdo a este estudio, tanto la hexocinasa citosolica como
mitocondrial fueron inhibidas en un 81-93% por una concentracion de G6P de 1
mM y en este caso la concentracion de G6P en MDA-MB 231 es de 2.4 mM,
concentracion suficiente para ejercer el efecto inhibitorio sobre la HK, lo que se
relaciona con el bajo flujo a partir de la HK en presencia de sus inhibidores
fisiolégicos (Tabla 6).

La concentracion de F6P sustrato de la PFK-1 (asi como de la PFK-2) se
encuentra 5 veces incrementada con respecto a hepatocito (0.4 mM) (Marin
Hernandez et al., 2006), lo que podria contribuir a que la PFK-2, se encuentre

mas activa y por tal motivo exista mayor concentracion de F-2,6-BP. Ademas
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cabe sefalar que de acuerdo a estudios previos la isoenzima de la PFK-2 que
mas se sobreexpresa en células tumorales es la PFKFB-3, la cual tiene una
actividad mas elevada de cinasa que de fosfatasa, lo que también tiene como
consecuencia una acumulacion de F-2,6-BP. (Minchenko et al., 2003; Atsumi et
al., 2002) y por consiguiente una mayor actividad de PFK-1 y la pérdida del
efecto Pasteur.

En cuanto a la concentracion de ATP en esta linea tumoral no se
observé un incremento (3.2 mM) con respecto a hepatocitos normales (3.6 +
0.24 mM) (Marin Hernandez et al., 2006). Se puede proponer que en MDA-MB
231 el ATP no ejerce el efecto inhibitorio sobre la PFK-1, ya que de acuerdo a
estudios realizados por Marin Hernandez, una concentracion de 5 uyM de F-2,6-
BP es suficiente para bloquear el efecto inhibitorio de 3.9 mM de ATP sobre la

PFK-1.

4.5 Glucolisis

Con la finalidad de evaluar si MDA-MB 231 presenta alta glucdlisis en
presencia de oxigeno, se determind la velocidad de glucdlisis para esta linea
tumoral. Para tal propdsito se cuantifico la cantidad de lactato producido, tanto
en presencia de 5 mM de glucosa (C/G) como en ausencia de glucosa (S/G),
tal como es descrito en Métodos. El objetivo de cuantificar el lactato en
ausencia de glucosa es para garantizar que el flujo glucolitico neto depende
s6lo de la glucosa externa. En esta linea tumoral la cantidad de lactato sin
agregar glucosa fue un resultado negativo, lo que nos indicaria que no existio
un suministro endégeno de glucosa por degradacion de glucégeno o bien que

los 10 min previos de incubacion son suficientes para eliminar el glucégeno
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existente. Para obtener la velocidad de la glucdlisis, la cantidad del lactato
formada se dividié entre el tiempo de incubacion con glucosa (3 min). En la
Tabla 8 se muestran los resultados obtenidos con el numero de

determinaciones realizadas entre paréntesis.

Tabla 8. Velocidad de la Glucolisis en MDA-MB 231

Condicion Lactato (nmol/min*mg de
prot)
SIG -18.8 (1)
C/IG 17.2+9.4 (4)

La velocidad glucolitica en MDA-MB 231 fue de 17.2 nmol de
lactato/min*mg de prot, una velocidad glucolitica menor a las reportadas para
AS-30D y HelLa (21 y 32 nmol de lactato/min*mg de prot, respectivamente)
pero mucho mayor a la velocidad glucolitica presente en hepatocitos normales
(2.4 nmol de lactato/min*mg de prot) (Marin Hernandez et al., 2006), resultado
que apoya a la gran variedad de estudios previos, acerca de que muchas
lineas tumorales de rapido crecimiento muestran una glucélisis desmedida con
altos niveles de produccién de lactato, aun en presencia de oxigeno. Asi
también, la alta produccion de lactato en esta linea tumoral con respecto a
hepatocito es congruente con la actividad incrementada de HK y PFK-1,

descritas anteriormente para esta linea tumoral.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La purificacion de la PPi-PFK de papa mediante una técnica econdémica,

permitié obtener una actividad util para cuantificar F-2,6-BP en extractos celulares.

La concentracion de F-2,6-BP en células de AS-30D fue de 6 uM y en
células tumorales de cancer de mama MDA-MB 231 de 13 uM, valores elevados
con respecto a tejido normal. Estos resultados apoyan la ausencia de control de la

PFK-1 sobre la glucdlisis en las células tumorales de mama.

En cambio, la HK ejerce control sobre la glucélisis debido a su baja
actividad en presencia de su producto la G6P. Por lo tanto, puede proponerse
como un blanco terapéutico para disminuir la glucdlisis en este tipo de células

tumorales.
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CAPITULO 6

PERSPECTIVAS

Determinar la velocidad méxima del Transportador de Glucosa isoforma 1

(GLUT1) y el porcentaje de HK mitocondrial y HK citosolica.
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CAPITULO 7

APENDICE

7.1 Columna de intercambio i6nico.

7.1.1 Lavado de la columna de intercambio ionico.

1.- Hacer pasar por la columna 50 mL de NaCl 2 M.

2.- Posteriormente, se pasan 30 mL de Tris 0.1 M — NaCl 0.5 M pH 8.5.

3.- Después, se pasan 30 mL de acetato de sodio 0.1 M — NaCl 0.5 M pH 4.5
4.- Se repiten estos dos ultimos pasos.

5.- Finalmente, se pasan 50 mL de azida 10 mM en agua.

7.2 Cuantificacién de proteina.

7.2.1 Método de Biuret.

1.- Agregar a 6 tubos de ensayo 800 yL de agua y 50 uL de DOC 0.4%
2.- Agregar 0, 0.5, 1 y 2 mg de albumina.

3.- De las muestras problema, agregar entre 10 y 20 yL de muestra.
4.- Adicionar a todos los tubos 2 mL de NaOH al 10%.

5.- Posteriormente, agregar 100 yL de CuSO,

6.- Incubar 10 — 15 minutos y medir a 540 nm.
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7.2.2 Método de Lowry.

1.- Preparar una dilucion 1:10 de la muestra

2.- Agregar 0, 20, 40, 60 y 80 ug de albumina. Llevar a 100 pyL con agua.

3.- En otros dos tubos, agregar en uno 20 pL de la dilucién de la muestra y 60 pL
en el otro tubo. Llevar a 100 yL con agua.

4.- Preparar una mezcla de la soluciéon A (Na,COs al 2% y NaOH 0.1M) y B
(CuSO4*5H,0 al 1% vy tartrato soédico-potasico al 2%) para Lowry, en una
proporcion 1:50 (B:A) y agregar 1 mL esta mezcla a todos los tubos e incubar por
15 — 20 minutos.

5.- Terminado el periodo de incubacion, agregar a todos los tubos 100 uL del
reactivo de  Folin-Ciocalteau  (constituido  principalmente  por  acido
fosfomolibdotlingstico) e incubar de 15 — 20 minutos.

6.- Leer a 660 nm.
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