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I. RESUMEN

Las células tumorales se distinguen por poseer un incremento en su metabolismo
glucolitico con respecto a las células no tumorales. Esta caracteristica les confiere
una ventaja selectiva para poder sobrevivir en un medio donde el oxigeno es

limitado.

La glucodlisis en las células normales se controla principalmente por dos enzimas la
hexocinasa (HK) y la fosfofructo cinasa tipo 1 (PFK-I). En estudios recientes se
demostré que en las células tumorales de rata hepatoma AS-30D, el control es

ejercido por el transportador de glucosa (GLUT) y la HK.

Con el fin de poder establecer si en las lineas tumorales humanas se controla la
glucolisis la misma manera que en el hepatoma de rata, en el presente trabajo se
caracterizd cinéticamente cada una de las enzimas involucradas en la via
glucolitica en células tumorales humanas de cancer cérvico-uterino (HelLa) y de
cancer de prostata (PC-3), determinando sus parametros cinéticos (Vmax y Km). A
su vez, se evalud el efecto inhibitorio de la glucosa-6-fosfato (G6P) sobre la HK asi

como el efecto activador de la F-2,6-BP sobre la PFK-I.

A partir de los resultados obtenidos podemos proponer que en las células
tumorales humanas el GLUT y la HK pueden ser los principales puntos de control
de la glucdlisis. Esto debido a que el GLUT mantiene la Vmax menor con respecto

a las enzimas glucoliticas ya que la HK es inhibida fuertemente por la G6P. Sin
1
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embargo, aun faltan estudios mas detallados para poder determinar el porcentaje

con que contribuye cada enzima en el control del flujo de la glucolisis.
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II. MARCO TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DEL CANCER

El cancer es un trastorno en los mecanismos que controlan la proliferacion y la
diferenciacién en las células eucariéticas superiores. Existe un tiempo de vida
determinado de cada organismo, y por tanto de sus células, en donde los
procesos de crecimiento y divisidbn estan controlados; sin embargo en las células
tumorales dichos controles no se cumplen (Figura 1) (Torroella y Villa, 1998)

Las células normales y las células tumorales presentan caracteristicas distintas y
bien definidas, las cuales se resumen en la Tabla 1.
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Célula Normal Célula Tumoral
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Figura 1. En las células normales, una célula con dafo celular al no poderse
reparar es canalizada directamente a apoptosis; en cambio en las células
cancerosas este mecanismo no esta presente y la célula con dafio celular

(anormal) se sigue dividiendo descontroladamente.
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Tabla 1. Caracteristicas de las células normales y de las células tumorales
Células Normales Células Tumorales
Respetan una division de funciones No respetan la divisién de funciones en
dentro del tejido el tejido.
Tienen un tiempo de vida limitado.  Tienen un tiempo de vida ilimitado
Presentan inhibicién al contacto. Hay pérdida de la inhibicién por contacto
Presentan proliferacion controlada  La proliferacion celular es descontrolada
Poseen citoesqueleto con una Pérdida de la organizacion.
organizacion determinada.
Uso de vias convencionales en la Uso de vias anaerobias en la
produccion de energia generacion de energia (Fermentacion)

(Mitocondria)

Datos tomados de Torroella y Villa (1998); Romero Lira (2000).
Por su origen histoldgico los canceres pueden clasificarse en:
1. Carcinomas: Son los mas frecuentes y se derivan de la malignizacién de
epitelios.
2. Sarcomas: Son el resultado de la transformacion maligna de células de
tejidos conectivos o de sostén.

3. Leucemias y linfomas: Son malignizaciones de células hematopoyéticas.

2.2 EL CANCER EN MEXICO

En el 2006 los tumores malignos fueron la tercera causa de muerte en México; 63,

888 personas fallecieron por éstos, el volumen representa 12.9% del total de las
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defunciones registradas (INEGI, 2008). En las mujeres, 13.9% de las defunciones
por cancer maligno corresponden al cérvico-uterino y 15% mas al de mama;
asimismo, el de higado y vias biliares intrahepaticas ocasion6 9.2% de las muertes
(Figura 2). En los hombres existen tres tipos de tumores malignos que son la
causa principal de muerte: tumores en aparato respiratorio, tumores de proéstata y
tumores de estomago, siendo los de mayor incidencia los tumores de prostata con
17.1%, los de traquea, bronquios y pulmén con un 16.6% y por ultimo los de

estémago con 10.4% (Figura 2).

Distribucion porcentual de las defunciones por tumores malignos para cada sexo

2006-2007
2006 2007 Tumores malignos 2006 2007
6 3 Encéfalo 26 23 3
25 23 Laringe 04 0.3
16.6 140 Traquea, bronguios v pulmén 7.7 6.8
0.1 0.1 Mama 15.0 13.8
86 71 Higado 92 76
5.6 5.2 Pancreas 5.8 5.4
10.4 9.0 Estomage 2.4 75
35 33 Vigg urinarias 22 20
17.1 15.7 Prostata Ovarios 5.5 49
Cuello del Gtero 13.9 121
5.0 48 Colon 48 47
7.0 6.2 Leucemia 58 54
40 36 Linfoma no Hedgkin 30 27
160 258 Otros 159 245

Fuente: INEGI. Estadisticas Vitales. Defunciones 2008 y 2007, Baze de dates.

Figura 2. Incidencia del cancer en México en el 2007. Fuente INEGI, 2008. En
esta figura se muestra la distribucion porcentual por sexo de los diferentes tipos de

cancer.
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2.3 CANCER CERVICO-UTERINO

El cancer cérvico-uterino es el mas frecuente en las mujeres, representa mas del
24% de todas las neoplasias malignas reportadas en México, siendo esta

neoplasia uno de los problemas de salud mas graves en México (INEGI, 2008).

Este tipo de cancer se situa en la porcion inferior y estrecha del utero que
desemboca en la vagina (cérvix uterino). Empieza creciendo lentamente, los
tejidos pasan por un proceso (displasia) en el cual empiezan a aparecer células
anormales, lo cual se diagnosticara por una citologia con tincién de Papanicolaou
donde se encuentran células pre-malignas; posteriormente las células cancerosas
empiezan a crecer y se diseminan con mayor profundidad en el cuello uterino y
tejidos circundantes (Instituto Nacional del Cancer de los Estados Unidos

CancerNet en http://cancernet.nci.nih.gov).

El cancer cérvico-uterino puede ser clasificado en las siguientes etapas:

¢ Estadio 0 o carcinoma in situ: Las células anormales se encuentran solo
en la primera capa de células que recubren el cuello uterino y no invaden
los tejidos mas profundos del cuello uterino.

¢ Estadio I. El cancer afecta el cuello uterino.

¢ Estadio Il. Existe diseminacion pero ain se encuentra en la region
pélvica.

€ Estadio lll. La diseminacion ha llegado a toda la regién pélvica. Las

células cancerosas pueden haberse diseminado a la parte inferior de la


http://www.monografias.com/trabajos5/lacel/lacel.shtml?interlink
http://www.monografias.com/trabajos14/administ-procesos/administ-procesos.shtml#PROCE?interlink
http://cancernet.nci.nih.gov/
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vagina. Las células también pueden haberse diseminado para bloquear
los tubos que conectan los rifiones a la vejiga (los uréteres).

€ Estadio IV. El cancer esta presente en otras partes del cuerpo (Instituto
Nacional del Cancer de los Estados Unidos CancerNet en

http://cancernet.nci.nih.gov).

2.4 CANCER DE PROSTATA

El cancer de préstata es el mas comun en los hombres de edad avanzada, con
mayor frecuencia a partir de los 60 afios. Se diagnostica por medio de tres
procedimientos: tacto rectal, antigeno prostatico especifico (PSA) vy

puncién/biopsia de prostata.

Este esta constituido por el desarrollo de células indiferenciadas denominadas
malignas dentro de la préstata, generalmente en la regidon posterior cerca del
recto, aunque en etapas avanzadas se pueden encontrar fuera de ella como en

huesos y ganglios linfaticos.

Existen cuatro estadios en los que se puede clasificar el cancer de prostata en
base a los cuales se determina la gravedad de la enfermedad y por tanto el

tratamiento a seguir.

© Estadio I. El cancer esta localizado solo en la prostata.
® Estadio Il. Es mas avanzado, pero no se ha diseminado fuera de la

prostata.


http://cancernet.nci.nih.gov/
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€ Estadio Illl. Se ha diseminado fuera de la préstata. Se puede
encontrar en las vesiculas seminales, pero no se ha diseminado a los
ganglios linfaticos.

€ Estadio IV. Puede estar en los musculos u 6rganos vecinos. Se
puede haber diseminado a los ganglios linfaticos. Es posible que se
haya diseminado a otras partes del cuerpo (National Cancer Institute,

htpp://www.cancer.gov).

2.5 METABOLISMO ENERGETICO DE LAS CELULAS TUMORALES

2.5.1 Glucolisis
La glucdlisis es la secuencia de 10 reacciones enzimaticas que convierte la
glucosa en piruvato (PYR) con la produccion de ATP (2 moles de ATP por cada
mol de glucosa GLU). La glucdlisis desempefia un papel importante en el
metabolismo energético pues proporciona una parte muy importante de energia
utilizada por el organismo; ademas de convertir la glucosa en piruvato para que
pueda ser empleada en la degradacién oxidativa (ciclo de Krebs) donde existe una
mayor produccion de ATP (32 por mol de glucosa) y por consiguiente mayor

energia (Stryer, 1993).

En una via metabdlica la concentracion de intermediarios se mantiene constante,
debido a que, las velocidades de sintesis y degradacion son similares; estas
concentraciones y el nivel del flujo metabdlico en el que se mantiene la via pueden
variar dependiendo de las necesidades del organismo. Esto ocurre a través de un

sistema de controles precisos y muy sensibles; en el caso de la glucdlisis dicho


http://www.cancer.gov/espanol/sabersobre/prostata/page15#g117
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control es ejercido por dos enzimas de la via: la hexocinasa (HK) y la fosfofructo
cinasa tipo | (PFK-I), ya que la HK es inhibida por su producto G6P y la PFK-I es
estimulada alostéricamente por F-2,6B-P e inhibida por ATP y citrato (Voet, 1990).
Bajo condiciones aerdbicas, en muchas células de mamifero, la glucodlisis se
inhibe por la presencia de oxigeno que permite a las mitocondrias oxidar el
piruvato a CO; y H,0, este fendmeno se conoce con el nombre de efecto Pasteur.
Si el suministro de oxigeno es insuficiente, el piruvato se convierte en lactato

(Figura 3) (Racke, 1974; Samenza et al. 2001; Gatenby vy Gillies, 2004).

En general las células tumorales tienen como alteracion mas notoria un
incremento en la capacidad glucolitica. En estas células, el efecto Pasteur se
pierde, en cambio se observa el “efecto Warburg” en el cual se incrementa la
glucdlisis aerdbica, es decir, la conversion de glucosa a acido lactico en presencia

de oxigeno (Racker, 1974; Samenza, 2001; Gatenby y Gillies, 2004).

Este incremento en el flujo glucolitico puede favorecer la proliferacion de las
células tumorales sobre las células normales en un medio acido confiriéndoles asi
una ventaja selectiva e incrementando su supervivencia en un medio con bajas
concentraciones de oxigeno (Mazurek et al., 1997, Gatenby y Gillies 2004; Marin
et al.,, 2006 y Moreno et al., 2007). Ademas el aumento en la glucdlisis es una
forma de respuesta de las células tumorales para suplir el aumento en la demanda
de energia en forma de ATP para llevar a cabo su proliferacion (Moreno et al
2007). Se ha reportado que hay lineas tumorales en las que la glucdlisis

suministra del 50% al 70% del requerimiento de ATP (energia) (Warburg, 1956),
9
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sin embargo hay reportes de otras lineas tumorales en donde la glucdlisis solo
aporta un 10% de este suministro de ATP (Zu y Guppy, 2004) ya que la

fosforilacién oxidativa suministra la mayor parte de la energia.

Fig. 3. Glucdlisis. Reacciones enzimaticas de la via y algunas de sus
ramificaciones. 1. Hexocinasa (HK); 2. Hexosa fosfato isomerasa (HPI); 3.
Fosfofructocinasa tipo | (PFK-1); 4. Aldolasa (ALD); 5. Triosafosfato isomerasa
(TPI); 6. Gliceraldehido-3-Pdeshidrogenasa (G3PDH); 7. Fosfoglicerato cinasa

(PGK); 8. Fosfoglicerato mutasa (PGM); 9. Enolasa (ENO); 10 Piruvato cinasa

10
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(PK); 11. Lactato deshidrogenasa (LDH); 12. Piruvato deshidrogenasa (PYDH);

13.Citrato sintasa; 14. Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.

El persistente incremento de la fermentacion lactica tiene como resultado un
incremento significativo en la acidez local del microambiente con valores hasta de
pH 6.0 en tumores de animales y humanos (Raghunand et al 2004; Gillies et al
2002). Las células normales no son capaces de sobrevivir en este ambiente acido
pues no cuentan con los mecanismos de adaptacion necesarios para resistir la

acidosis extracelular (Raghunand et al. 2004; Morita et al.1992).

El fenotipo glucolitico se desarrolla en microambientes que son avasculares, es
decir, las células estan envueltas fisicamente y separadas del suministro de
oxigeno por una membrana (en tumores in situ); lo cual promueve la difusién de
sustratos para que pueda llevarse a cabo la proliferacion del epitelio tumoral. El

carcinoma in situ en su ultimo estadio se caracteriza por ser angiogénico.

Ademas el fenotipo glucolitico en las células puede ser importante para la
metastasis ya que la  regulacion glucolitica incrementa la concentracion
intratumoral de lactato lo cual ha sido asociado con un incremento en la
metastasis en cancer cérvico-uterino. Durante el proceso de metastasis, las
células migran e invaden el estroma a lo largo de las arteriolas, capilares y
precapilares. Estas células experimentan posiblemente periodos en donde la
concentracion de oxigeno es muy baja o bien carecen de este en su proliferacion;

por lo cual el estado final de la secuencia metastasica favorece que las células

11
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sean glucoliticas y resistentes a la hipoxia o apoptosis inducida por la acidez

confiriéndoles una ventaja selectiva.

2.5.2 Mecanismos que inducen el incremento en la velocidad de glucdlisis
EL FACTOR INDUCIBLE POR HIPOXIA (HIF-1)
HIF-1 es un factor de transcripcién que esta constituido por dos subunidades: HIF-
1a y HIF-1B (Moreno et al., 2007). El HIF-1 regula la expresion de 70 genes cuyos
productos estan implicados en la respuesta celular a la hipoxia, entre los que se
encuentran factores de crecimiento, factores angiogénicos y factores
hematopoyéticos (Marie et al. 2006). HIF-1 favorece el incremento del flujo
glucolitico ya que promueve la expresion de los genes que codifican para cada
una de las enzimas de la via glucolitica: HK, PFK-I, PFK-2, ALD, GAPDH, PGK,
ENO, PK, y LDH (Dang y Semenza, 1999, Minchenko et al. 2003; Moreno et al.,

2007).

Diversos reportes indican que HIF-1 se encuentra sobre-expresado en diferentes
tipos de tumores y en sus metastasis, pero no en sus tejidos de origen o tumores

benignos (Gatenby y Gillies, 2004; Robey et al. 2005).

ONCOGENES

Ademas de HIF-1, se han identificado algunos oncogenes que podrian
incrementar la glucdlisis ya que aumentan la transcripcion de enzimas glucoliticas
(PFK-1, GAPDH, PK, HPI, PGK, ENO y LDH) y del GLUT1, como es el caso del

oncogen c-myc (Dang et al. 1997; Osthus et al. 2000 y Moreno et al. 2007). c-
12
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Myc es una proteina que pertenece a una familia de factores de transcripcidn
constituida por L-Myc, N-Myc y c-Myc; esta familia de proteinas Myc se
encuentran involucradas en la regulacion de la proliferacion celular, apoptosis y

crecimiento celular (Baena et al.2005).

2.5.3 Cambios en los mecanismos de regulacion de la HK y de la PFK

La HK y la PFK-1 son las enzimas de la glucdlisis que ejercen la mayor parte del
control sobre el flujo glucolitico. Esto determinado en diversos modelos de tejidos
no tumorales como eritrocitos humanos, hepatocitos, corazén y musculo
esquelético de rata. Las isoformas de estas enzimas se incrementan en las células
tumorales y al parecer influyen en el incremento del flujo glucolitico (Kashiwaya et

al., 1994; Sanchez y Aragon, 1997; Weber, 2001 y Moreno et al., 2007).

HEXOCINASA (HK)

La HK cataliza la fosforilacion de glucosa a G6P. En las células de mamifero
existen diferentes isoformas de la HK (HKI, HKII, HKIII, y HKIV) que presentan
diferentes propiedades cinéticas, especificidad y localizacién (Cornish y Cardenas,
1991; y Wilson 2003). La isoforma predominante en cerebro, glandula mamaria,
riidn y retina es la HKI (Wilson 2003); la HKIl predomina en el musculo
esquelético y en las células adiposas, sin embargo su actividad es relativamente

mas baja (Wilson, 2003).

13
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En las células tumorales de rapido crecimiento, la isoforma predominante es la
HK-Il con excepcion de las células tumorales de cerebro en las cuales predomina
HK-I. (Cornish y Cardenas, 1991; Wilson 2003; y Moreno et al., 2007). En los
hepatomas de Norvikoff, H19 y AS-30D, la actividad de la HK-ll es de 20-306
veces superior a la actividad en células de higado de rata (Marin et al., 2006;

Nakashima et al., 1988; Bustamante y Pedersen 1977).

La G6P es un potente inhibidor de HKI, HKII y HKIII (Wilson 2003). Sin embargo,
hay reportes que indican que al encontrarse unida la HKIl a la membrana externa
mitocondrial (como ocurre en las células tumorales) disminuye la inhibicion que
ejerce la G6P, ademas de brindar a la enzima proteccion frente a proteasas y
proveer de acceso directo al ATP generado por la mitocondria (Moreno et al.,
2007). Por este motivo se consideraria que la HK no estaria ejerciendo un control

importante sobre la glucdlisis en las células tumorales.

FOSFOFRUCTOCINASA TIPO | (PFK-I)

Esta enzima cataliza la fosforilacion de fructosa-6-P (F6P) para formar la fructosa-
1,6-BP (F-1,6-BP). En las células de mamiferos hay tres tipos de isoenzimas de
PFK-I: L, My C (Aguirre y Sotelo, 2008 y Moreno et al., 2007). En higado y rifidn la
isoenzima predominante es la L, en el musculo esquelético la mas abundante es la
M, en las plaquetas solo hay isoenzima C y en el cerebro existen las tres

isoenzimas (Dunaway et al. 1988, Sanchez y Aragén 1997, Moreno et al., 2007).

14
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En diferentes tipos de tumores malignos humanos, de rata y lineas celulares las
subunidades C y L predominan. Las subunidades de PFK-I tienen diferentes
propiedades cinéticas, por lo tanto las propiedades del heterotetramero tanto
cinéticas como regulatorias dependen del tipo y la proporcién de las diferentes
subunidades (Oskam et al., 1985; Sanchez y Aragon, 1997; Aguirre y Sotelo,

2008).

La PFK-I de tumores es menos sensible a la inhibicion por ATP y citrato que la
PFK-I normal, ya que en células normales de cerebro la Ki por citrato es de 0.1mM
y en células normales de gliomas la Ki es de 0.75 mM. Ademas en gliomas
humanos la PFK-l es mas sensible a la activacién por F-2,6-BP con una Ka =1 yM
menor que la Ka = 5 pM de la enzima de cerebro normal (Staal et al., 1987 y

Moreno et al., 2007).

FOSFOFRUCTO CINASA TIPO Il (PFK-2)

Existen cuatro diferentes isoformas de PFK-2 en las células de mamifero: PFKFB-
1, PFKFB-2, PFKFB-3 y PFKFB-4. La PFK-2 es una enzima bifuncional con
actividad de cinasa y fosfatasa; esta enzima modula la concentracion celular de F-
2,6-BP metabolito que es el activador mas potente de la PFK-1 en células
normales y tumorales. (Atsumi et al.,, 2002; Minchenko et al., 2003; Aguirre y

Sotelo, 2008)

La sobre-expresiéon de PFK-2 conlleva a un incremento en fructosa-2,6-bifosfato

(F-2,6-BP) en las células tumorales ya que la isoenzima PFKFB-3 es la que se

15
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expresa en las células tumorales; dicha isoenzima incrementa la concentracion de
F-2,6-BP pues posee una mayor actividad de cinasa que de fosfatasa con
respecto a las otras isoenzimas, contribuyendo asi a la acumulacién de F-2,6-BP
(Atsumi et al., 2002; Minchenko et al., 2003; Aguirre y Sotelo, 2008). Este
mecanismo contribuye importantemente al incremento en el flujo glucolitico de las
células tumorales con la pérdida del efecto Pasteur (Marin et al., 2006; y Moreno

et al., 2007).

2.5.4 Distribucion del control de la glucolisis en las células tumorales

La glucdlisis en las células de mamifero esta controlada principalmente por la
hexocinasa (HK) con un 70% vy la fosfofructo cinasa tipo | (PFK-I) con un 30%
(Rapoport et al., 1974). Sin embargo se ha observado que en las células
tumorales AS-30D (de hepatoma de rata) la regulacion cambia, ya que la HK junto
con el transportador de glucosa (GLUT) controlan un 71%, la PFK-l 4% y entre el
resto de las enzimas de parte baja de la glucdélisis (bloque formado por la aldolasa-

lactato deshidrogenasa) el 25% (Marin et al., 2006).

En este estudio se establecié que la pérdida de control por parte de la PFK-1
tumoral se debe al incremento en la actividad de la enzima y a la acumulacién de
la F-2,6-BP, activador que bloquea la inhibicidon que ejercen tanto el citrato como
el ATP sobre la enzima. En cambio, aunque la HK incrementé su actividad
mantuvo un control importante porque su producto la G6P inhibié fuertemente su

actividad independientemente de que se encontrara unida a la membrana externa

16
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mitocondrial o libre en el citosol. Esto sugirié que la unién de la HK a la membrana
externa no evitaba la inhibicion por la G6P. Finalmente, el GLUT por su baja

actividad mantuvo un control importante.

Con base a estos antecedentes, ahora en este trabajo de tesis se trata de

establecer cuales son las enzimas que controlan la glucdlisis en las células

tumorales humanas.

17
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I1I. INTRODUCCION

3.1 JUSTIFICACION

Tanto el cancer cérvico-uterino como el cancer de préstata representan una
causa de muerte muy elevada en mujeres y en hombres, respectivamente.
Actualmente los principales y mas usados tratamientos se enfocan en alterar la
reproduccion celular atacando directamente a nivel de DNA, con el fin de que
las células tumorales frenen su crecimiento. Sin embargo los medios
empleados para este fin (quimioterapia, agentes alquilantes, radioterapia, etc.),
no son selectivos pues atacan tanto a las células tumorales como a las no

tumorales.

Por lo anterior, extender el estudio del control de la glucdlisis a células
tumorales humanas puede ser de gran utilidad para poder dilucidar nuevos
blancos terapéuticos, que podrian ser mas especificos contra las células
tumorales y permitir la elaboracién de nuevos farmacos para el tratamiento del

cancer.

En este trabajo utilizaremos como modelos de estudio células de cancer

cérvico-uterino (HelLa) y de cancer de prostata (PC-3).
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3.2 HIPOTESIS

En las células tumorales humanas los principales puntos de control son el
transportador de glucosa (GLUT) y la hexocinasa (HK) como ocurre en las células

tumorales AS-30D.

3.3 OBJETIVO GENERAL

Determinar qué enzimas controlan la glucdlisis en las células tumorales humanas

HelLay PC-3.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar los parametros cinéticos de cada enzima de la glucdlisis en
extractos de células de cancer cérvico-uterino (HeLa).

e Determinar las actividades de la HK y la PFK-1 en las células PC-3.

e Determinar las concentraciones de los siguientes metabolitos G6P, F6P, F-
1,6-BP y ATP en las células tumorales HeLa y PC-3.

e Medir los flujos glucoliticos en las células tumorales HeLa y PC-3.
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 CULTIVO DE CELULAS

HelLa
Estas células provienen de un adenocarcinoma epitelial de cérvix estadio IV de
una mujer de 31 afios. Se ha reportado que contienen secuencias del virus del

papiloma humano 18 (HPV-18) (http://www.atcc.org).

PC-3
PC-3 son células provenientes de un adenocarcinoma de prostata estadios IV de
un hombre de 62 afos; estas células exhiben bajo acido prostatico y actividad

testosterona-5-a-reductasa (http://www.atcc.org).

Ambas lineas tumorales fueron cultivadas a 37 °C, en medio de cultivo Eagle’s
Dulbeco’s modificado (DME) adicionado con 3.7 g/L de NaHCO3;, HEPES 6 g/L,
10, 000 U de penicilina/estreptomicina y suero fetal bovino 5 %; dicho medio fue
previamente esterilizado mediante filtracibn usando una membrana de poro de

0.22 um.

4.2 EXTRACTOS CELULARES

Las células se emplearon cuando alcanzaron un 90-95 % de confluencia.
1. Se lavaron las células con medio Ringer-Krebs pH 7.4.

2. Se despegaron raspando la botella de cultivo empleando un “scraper”.

20



UNAM. Facultad de Quimica Materiales y Métodos

3. Se centrifugaron a 400 X g, durante 3 min a temperatura ambiente.

4. El boton se resuspendidé en Ringer-Krebs y se centrifugd nuevamente a 400
Xg durante 3 min a temperatura ambiente.

5. Se cuantificod la proteina celular por el método de Biuret, para calcular la
cantidad de medio (Tris-HCI 25 mM pH 7.6, adicionado con EDTA 1 mM,
PMSF 1 mM y DTT 5 mM) necesario para resuspender el boton de células,
con base la relacion 10 mL de medio por cada 650 mg de células.

6. Las células resuspendidas fueron sometidas a congelacién en nitrogeno
liquido y posteriormente se descongelaron en un bafio maria a 37°C. Este
proceso se realizd dos veces mas.

7. Posteriormente se centrifugd a 17 500 X g a 4 °C durante 5 min y se
recupero el sobrenadante.

8. Se realizé otra centrifugacion a 17 500 X g durante 15 min a 4 °C y se
recupero el sobrenadante.

9. Al sobrenadante restante se le cuantifico proteina por el método de Lowry.

10. Los extractos se conservaron adicionando 10 % (v/v) de glicerol y en

refrigeracion a -72 °C para su posterior empleo.

4.3 CUANTIFICACION DE PROTEINA POR BIURET

Se realiza una curva con albumina (BSA) al 10 % con concentraciones de 0.5, 1.0,
y 2.0 mg siguiendo el siguiente procedimiento.
Se colocé una serie de 6 tubos con 800 uL de agua y se adiciono BSA (10 %) y

muestra como se indica a continuacion:
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—

. Blanco ( s/BSA 'y s/muestra)
2. 5uL de BSA
3. 10uL BSA
4. 20 yL BSA
5. 20 yL de extracto
6. 40uL de extracto
A continuacion se adicionan 50uL de desoxicolato (DOC), se agita y se deja

incubar por 10 min.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion de agregan 100 pyL de sulfato de

cobre (CuSOy), se deja incubar por otros 10 min y se determina la absorbencia a

A=540 nm.

Posteriormente se realiza una regresion lineal y se interpolan los valores de las

muestras para obtener la concentracion de proteina presente en los extractos.

4.4 CUANTIFICACION DE PROTEINA POR LOWRY

Se realiza una curva de la siguiente manera
1.0 yLBSA + 100 pL agua
2.20 yL BSA + 80 pL agua
3. 40 uL BSA + 60 pL agua
4. 60 yL BSA + 40 pL agua
5. 80 uL BSA + 20 yL agua

6. 20 pL de extracto + 80 uL agua
22
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7. 60 pL de extracto + 40 yL de agua
Posteriormente se adiciona 1mL de una solucion preparada con 50 partes de la
solucion B en 1 parte de la solucion A, se agita vigorosamente y se deja incubar
por 15 min. Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se agregaron 100 uL de
Folin, se agitd y se dejo incubar por espacio de 15min. Posteriormente se midio la
absorbencia a 660nm. Se realizd la regresion lineal y se interpold para calcular la

concentracion de proteina presente en los extractos.

4.5 DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Las velocidades maximas de cada enzima se determinaron en condiciones de
velocidad inicial (concentraciones saturantes de los sustratos). Se monitoreo la
aparicion o desaparicion de NAD(P)H a 340 nm. Todos los ensayos se realizaron
en medio MOPS 50 mM, pH 7, en celdas de plastico de 1mL de acuerdo con

Saavedra et al (2005).

Estos ensayos se realizaron con la finalidad de obtener los parametros cinéticos
de cada una de las enzimas: velocidad maxima (Vnmax) ¥ la constante de Michaelis-

Menten (Kn). Ver Apéndice.

Ademas antes de proceder a realizar cada ensayo se efectuaron mediciones
previas para garantizar que los ensayos se realizaran dentro de la zona lineal de la
reaccion enzimatica. En dichos ensayos se colocaron diferentes cantidades de

proteina en presencia de concentraciones saturantes de sustrato (10 veces la Kp,)
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para garantizar que estos no fueran limitantes en la reaccion. Esto se repitidé hasta
determinar la cantidad de proteina con la cual los nmol de producto obtenido eran

directamente proporcionales con la cantidad de proteina agregada.

Cabe mencionar que para cada una de las cinéticas realizadas se efectuaron por

lo menos 6 puntos variando la concentracion del sustrato los cuales fueron

cuantificados el mismo dia espectrofotométricamente usando ensayos acoplados.

Hexocinasa (HK)

Reaccion

HK G6PDH

Glu m G6P —~~ 6P gluconato

ATP ADP NADP* NADPH

Se empled6 NADP* 1 mM, G6PDH 1 U, MgCl, 15 mM, y ATP 10 mM. La reaccion
se arrancé variando las concentraciones de glucosa de 0.004 a 5.1 mM. Ademas

se variaron las concentraciones de ATP entre 0.3 mM a 6 mM.

Hexosa fosfato isomerasa (HPI)

Reaccion directa

HPI PPIPFK ALD
G6P — FG6P m’ F-1,6-BP ——» G3P
ATP ADP NADH NAD+
TPI
» DHAP — > Gilicerol-3P

aGDH
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Se coloco en la celda MgCl, 1 mM, EDTA 1 mM, NADH 0.15 mM, PPi 1 mM, ALD
0.36 U, TPI 1.8 U, aGDH 0.6 U, PPi-PFK recombinante de Entamoeba histolytica
0.5 Uy G6P de 0.02 a 8.4 mM como sustrato para arrancar la reaccion.

Reaccidon reversa

AP SOPOR - 6p-fosfog t
FGBP ——» GB6P m -fosfogluconato

NADP+ NADPH

Para esta medicion se empleé NADP* 1 mM, G6PDH 1 U, y F6P de 0.035 a 3.5

mM con la cual se arranco la reaccion.

Fofofructocinasa tipo | (PFK-I)

Reaccion
PFK-I AD  an
F6P m’ F-1,6-BP —
lT NADH NAD+
ATP ADP
L » DHAP —Z% Giicerol-3-P

aGDH

Se colocé MgCl, 5 mM, EDTA 1mM, NADH 0.15 mM, aGDH 0.6U, TPI 1.8 U, ALD
0.36 U, ATP 0.8 mM y la concentracién de F6P con la que se arrancé la reaccion.
Se vario de 1 a 17.5 mM para determinar la Km, en el caso de la Km por ATP se
vario la concentracion de ATP en concentraciones de 0.1 a 1.9 mM, arrancando la

reaccion con F6P 10 mM.
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Aldolasa (ALD)
Reaccion
ALD
ALD D aap
F-1,6-BP H NADH NAD+
L » DHAP 7% Glicerol-3-P

aGDH
En la celda de reaccion se colocaron: NADH 0.15 mM, aGDH 0.6 U, TPI 1.8 Uy
se arranco la reaccion con diferentes concentraciones de F-1,6-BP (0.003 a 0.58

mM).

Triosafosfato isomerasa (TPI)

Reaccion directa

TPI GAPDH ., o0
DHAP ——> G3P —— >
NAD+ NADH

La mezcla de reaccion consistio en EDTA 2.5 mM, NAD* 1 mM, cisteina 5 mM,
AsO4 10 mM, GAPDH 3 U y DHAP de 0.05 a 1.85 mM para arrancar la reaccion.

Reaccioén reversa

G3P — "' » DHAP % Glicerol-3-P
NADH NAD+

La reaccion reversa se midié en presencia de EDTA 2.5 mM, NADH 0.15 mM,
aGDH 3.4 U y se arranco la reaccion con diferentes concentraciones de G3P (0.02

a 1.3 mM).
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Gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

Reaccion directa

GAPDH

G3P m?

NAD+ NADH

1,3-BPG

En la celda de reaccién se adiciond: NAD* 1mM, cisteina 5 mM, arsenito 50 mM y
G3P de 0.03 a 1.24 mM para arrancar la reaccion.

Reaccioén reversa

PGK GAPDH
PG Z~="> 1.3-BPG <> G3P
GTP GDP NADH NAD*

La actividad se determin6 en presencia de MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, cisteina 5
mM, GTP 0.6 mM y 4 U de PGK recombinante de Entamoeba histolytica. Se
arrancdé la reaccién con 3PG variando las concentraciones entre 0.03 a 2.63 mMy
con una concentracion fija de NADH (0.15 mM). En otro ensayo para determinar la
Km por NADH se variaron las concentraciones de éste entre 0.01 a 0.70 mM

manteniendo fija la concentracion de 3PG a 5 mM.

Fosfoglicerato cinasa (PGK)

Reaccion directa

PGK
G3P G?AF_’%, 13BPG 7<= 3PG

NAD+ NADH ADP  ATP
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Esta medicion se realizé en amortiguador de KH,PO4 50 mM y pH 7, en presencia
de MgCl, 5 mM, DTT 2 mM, EDTA 1 mM, NAD" 0.7 mM, GAPDH 3 U, ADP 1 mM
y G3P de 0.02 a 1.58 mM para arrancar la reaccion.

Reaccion reversa

PGK GAPDH
3PG m 1,3-BPG m G3P
ATP ADP NADH NAD+

Esta actividad se midi6 en presencia de MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 2 mM,
NADH 0.15 mM, 1.6 U de GAPDH, ATP 2 mM y 3 PG de 0.01 a 0.84 mM para

arrancar la reaccion.

Fosfoglicerato mutasa (PGAM)

Reaccion directa

PGM ENO LDH
3PG ——» 2PG ——» PEP % PYR =< LACTATO

ADP ATP NADH NAD+

La celda de reaccion contenia: MgCl, 5 mM, NADH 0.15 mM, PYK 0.7 U, LDH 0.7
U, ADP 1.2 mM, enolasa recombinante de Entamoeba histolytica 1 U y se arranco
la reaccion con diferentes concentraciones de 3PG (0.06 a 2.3 mM).

Reaccidén reversa

PGM PGK GAPDH
2PG — 3PG —><= 1.3-BPG G3P
GTP GDP NADH NAD+
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Esta reaccion se midié en presencia de MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 2 mM,
NADH 0.15 mM, PGK recombinante de Entamoeba histolytica 0.16 U, GAPDH 1.6
U, GTP 1 mM y 2PG como sustrato para arrancar la reaccion en un intervalo de

concentraciones de 0.004 a 1.0 mM.

Enolasa (ENQO)

Reaccion directa

2PG ENO PEP PYK PYR LDH LACTATO
— — —
(7 x> (77 x>

ADP ATP  NADH NAD+

La mezcla de reaccion donde se midi6 la actividad contenia MgCl, 5 mM, NADH
0.15 mM, PYK 0.7 U, LDH 0.7 U, ADP 1.2 mM, y se arrancé la reaccién con
diferentes concentraciones de 2PG (0.01 a 0.80 mM).

Reaccioén reversa

ENO PGM PGK GAPDH

GTP GDP NADH NAD+

Esta reaccion se midié en presencia de MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, DTT 2 mM,
NADH 0.15 mM, GTP 1 7 mM, PGM y PGK recombinantes de Entamoeba
histolytica 0.2 U y 1.2 U respectivamente y GAPDH 1.6 U. La reaccién se arranco

con diferentes concentraciones de PEP 0.01 a 0.84 mM,
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Piruvato cinasa (PYK)

Reaccion

PEP %» PYR % LACTATO

ADP ATP NADH NAD+

La celda de reaccion contenia MgCl, 5 mM, NADH 0.15 mM, LDH 4.1 U, PEP
1mM y se arranco la reaccion con diferentes concentraciones de ADP (0.01 a 0.9
mM). Para determinar la afinidad por PEP, se mantuvo fija la concentracion de
ADP a 1mM y se arrancé la reaccion con diferentes concentraciones de PEP

(0.005 a 0.332 mM).

Lactato deshidrogenasa (LDH)

Reaccion

LDH
PYR m LACTATO

NADH NAD+
La actividad se midié en presencia de NADH 0.15 mM y se arranco la reaccién con

diferentes concentraciones de piruvato (0.04 a 2.12 mM).

En estas mediciones se observaron graficos como se muestra en la Figura 4 y 5
en base a los cuales se determinaron los cambios de absorbencia (AAbs) y de
tiempo (At) con los que fue posible calcular la actividad para cada concentracion

de sustrato empleada.

Con los cambios de absorbencia (AAbs) y de tiempo (At) se realizaron los

siguientes calculos para conocer la actividad de enzimatica:
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DATOS:

€ = coeficiente de absortividad molar para el NADH

£=6.22mM’ At= 3 min AAbs= 0.025

Proteina contenida en el extracto celular empleado en el ensayo = 0.049 mg
Entonces: Actividad = 0.025 / 6.22 mM™" = 4.02 X 10° mM de NADH en la
cubeta. Como todas las reacciones fueron efectuadas en celdas de 1 mL por lo
cual:
4.02 x 10 mM (1000uM/1mM) = 4.02 pM = 4.02 pmol/L= (4.02 nmol/mL) *(1mL) =
4.02 nmol
4.02 nmol / 3 min = (1.34 nmol / min) / (0.049 mg de proteina) = 27.3 nmol /min

*mg de proteina.

Una unidad de enzima (U) se refiere a los micromoles por minuto de producto
obtenidos en una reaccion enzimatica (U = pmol / min = 1000 nmol/min).

Por lo cual:

Actividad = (27.3 nmol/min* mg de proteina) / (1000 nmol/min)

Actividad = 0.0273 U /mg de proteina.

Con las actividades calculadas para cada concentracion de sustrato empleada se
grafic6 en el programa Origin 5.0 y se realizaron los ajustes no lineales
dependiendo de la cinética de cada enzima y mediante estos graficos se
determinaron los parametros cinéticos, velocidad maxima (Vmax) y constante de

Michaelis-Menten (Km) como se muestra en el ejemplo contenido en la Figura 6.
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Figura 4. Ejemplo de grafico obtenido en una reaccion enzimatica en la cual se

monitoreo la aparicion de NAD(P)H

094 .
0.8 1 *.

07 hhbg, e

064

Absarbance AL

054

044

034

CONSMO DE NAD(MH

T T
200 400 =]
Timea(s)

T T
200 1000

Figura 5. Ejemplo de grafico obtenido en una reacciéon enzimatica en la cual se

monitoreé el consumo de NAD(P)H
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Figura 6. Ejemplo de grafico obtenido al realizar el ajuste no lineal con los datos
obtenidos en el ensayo de la enzima HPI en el programa Origin 5.0 para obtener

los parametros cinético Ky, ¥ Vinax

4.6 MEDICION DE PFK-1 CON ACTIVADOR (F-2,6-BP)

El ensayo se realizé practicamente igual al descrito anteriormente para la actividad
de la PFK-1. Se colocé en celdas de 1mL MgCl, 5 mM, EDTA 1 mM, NADH 0.15
mM, o-GDH 0.62 U, TPI 1.8 U, ATP 0.8 mM, ALD 0.36 U y F6P 10 mM para
arrancar la reaccion. Se realizaron varios ensayos adicionando a las celdas
diferentes concentraciones de F-2,6-BP para evaluar su efecto activador (5 uM, 10
MM, 30 uM y 50 uM), en estos se monitored la desaparicion de NADH en el ensayo

acoplado descrito a continuacion.
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PFK-I ALD  ap
F6P m’ F-1,6-BP —
ATP ADP H NADH NAD+

N SN 7 % Glicerol-3-P
oaGDH

Posteriormente se efectud el mismo ensayo manteniendo la concentracion de F6P
fija en 2.4 mM (concentracion intracelular de HelLa) y otro con concentracion de
0.4 mM de F6P (concentracion intracelular de AS-30D) en el cual se vario la

concentracion de F-2,6-BP en un intervalo de 0 mM a 5.0 mM.

4.7 MEDICION DE HK CON INHIBIDOR (G6P)

En una celda de 2.0 mL se colocé la cantidad de extracto citosdlico necesaria para
tener 1.4 mg de proteina aproximadamente en presencia de MgCl, 5 mM, ATP
3mM, oligomicina 1uM; se incubd durante 3 min en bafno maria a 37 °C, ademas
el ensayo se realizé variando concentraciones de G6P de 0.0, 0.05, 0.1, 0.5 y 1

mM.

Transcurridos 50 s de la incubacion se tomé una alicuota de 500 uL a la cual se le
adicion6é 50 pL de HCIO4 30 % / EDTA 10 mM y se centrifugd a 1118 Xg durante 2
min. El sobrenadante se colectd y se neutralizé con KOH 3 M / TRIS 0.1 M con
ayuda del indicador de Kodak; una vez neutralizado fue centrifugado nuevamente
bajo las mismas condiciones. El sobrenadante se recolecté y se guarddé a -72 °C

para su posterior uso. Esta alicuota tomada representa el blanco de la reaccion.
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Después de 1 min de incubacién se adiciono a la celda 1 mM de glucosa y se dejo
transcurrir la reaccion durante 3 min, luego de los cuales se tomo otra alicuota de

500 pL que se proces6 como se describid anteriormente.

El sobrenadante resultante del tratamiento de las muestras se descongel6 y
centrifugd a 1118 X g por 3 min; en éste se cuantificé el ADP generado por la
actividad de HK en las muestras. La cuantificacion fue realizada
espectrofotométricamente midiendo la desaparicion de NADH, para la cual se
coloco en celdas de 1.0 mL MgCl; 5 mM, NADH 0.15mM, LDH 2.7 U, y PK 0.25 U.

La reaccion se arrancé con PEP 1 mM.

PEP —X2» PYR =2H—» LACTATO

ADP ATP NADH NAD+

4.8 ENSAYO DE GLUCOLISIS

En un frasco se colocaron de 2 a 10 mg de células con la cantidad adecuada de
medio para obtener un volumen final de 2.0 mL, se incubo a 37 °C durante 13 min.
Transcurridos 9.3 min se tomo una alicuota de 500 pL a la que se agrego 50 pL
de HCIO4 30 % / EDTA 10 mM; a los 10 min se adiciono 5 mM de glucosa,
transcurridos 13 min se tomé una alicuota de 1000 pL y se afiadié también HCIO4

30 % / EDTA 10 mM.
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Las muestras en perclérico se centrifugaron a 1118 X g durante 2 min, se
recolecto el sobrenadante y se neutraliz6 con KOH 3 M/ TRIS 0.1 M con ayuda de
indicador de Kodak. Posteriormente las muestras una vez neutralizadas se
centrifugaron nuevamente durante 2 min a 1118 X g recolectando el sobrenadante
el cual se congelé a —72°C para la posterior medicion de acido lactico e

intermediarios (ATP, G6P y F6P)

4.9 CUANTIFICACION DE INTERMEDIARIOS

Se cuantifico la G6P, la F6P y el ATP presentes en las células en extractos

generados en los ensayos de glucdlisis.

Se coloco en celdas de cuarzo 5 mM MgCl, 2 mM de glucosa, 1 mM NADP, y 100-
500 pL del extracto. Se monitore6 espectrofotométricamente a 340 nm la aparicién
de NADPH. Para efectuar la cuantificacion de G6P se arranco la reaccién con 1 U
de G6PDH, para cuantificar la F6P se arrancé con 1 U de HPI y finalmente para el
ATP con 1.5 U de HK (Figura 7). Con los deltas de absorbencia se calculd la
cantidad de intermediario presente en los extractos como se muestra en el
siguiente ejemplo.
DATOS:

¢ = coeficiente de absortividad molar para el NADPH

£=6.22mM" AAbs= 0.025

Proteina contenida en el extracto celular empleado en el ensayo = 0.049 mg
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Entonces:

[G6P] =0.025/6.22 mM™ =4.02 X 10° mM de NADPH que es la concentracion
en la cubeta. Como la cuantificacion se realizé en celdas de cuarzo de 2 mL por lo
cual:

[G6P] = 4.02 x 10> mM (1000uM/1mM) = 4.02 uM = 4.02 pmol/L= (4.02 nmol/mL)
*(2mL) = 8.04 nmol/0.049 mg= 164 nmoles/mg de proteina.

Lo anterior se repitio para el resto de los metabolitos.

CUANTIFICACION DE INTERMEDIARIOS
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Figura 7. Grafico obtenido en la cuantificaciéon de intermediarios de la glucolisis

(G6P, F6P y ATP).

4.10 CUANTIFICACION DE LACTICO

Se midi6 espectrofotométricamente la aparicion de NADH colocando en celdas de

cuarzo: NAD+ 1 mM, LDH 28 U, y arrancando la reaccion con el extracto obtenido
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en la realizacion del ensayo de glucdlisis. La reaccion se efectu6 en medio

Hidracina 0.4 M / Glicina 0. 5M.

Figura 8. Ejemplo del grafico obtenido en el ensayo de cuantificacion de lactico.

Con el cabio de absorbencia y de tiempo obtenidos en el grafico se calculo la
cantidad de lactico presente procesando los datos como se indica en las paginas

30 - 31.

4.11 MEDICION DE FLUJOS

Se midid espectrofotométricamente la desaparicion de NADH. En celdas de
plastico de 1.0 mL se colocaron los siguientes reactivos: ATP 10 mM, aGDH 3.4
U, MgCl; 15 mM, NADH 0.15 mM y F-2,6-BP 6 uM para lograr medir los flujos a
través de las enzimas presentes en los extractos celulares.

Para registrar el flujo de la HK la reaccién se arrancé con 2 mM de glucosa, para

el de HPI se inicié con 10 mM de G6P, para PFK-I con 5 mM de F6P y finalmente
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para detectar el flujo de ALD con 1 mM de F-1,6-BP. Los ensayos acoplados
fueron los siguientes:

Para el flujo e Hexocinasa

HK : ALD
Glu 7> GGP&FGP%F-1 6-Bp— »G3P
ATP  ADP ATP ADP TP,UNADH NAD+

DHAPWG“CGFO'-BP
Para el flujo de HPI d

HPI PFK-I ALD
G6P — F6P m’ F-1,6-BP —— G3P
ATP ADP - H NADH NAD+

DHAP — Glicerol-3P

aGDH
Para el flujo de PFK-I

PFK-I ALD

FoP > F-168P G3P
ATP ADP H NADH NAD+
> ST Glicerol-3-P
aGDH

Para el flujo de ALD

AD - G3p

F-1,6-BP |1 NaDH NAD+

L » DHAP 274 Glicerol-3-P
oGDH

Se obtuvieron graficos como el que se presenta a continuacion (Figura 9) con los
que fue posible calcular el flujo de cada una de las enzimas con los cambios de
absorbencia y de tiempo obtenidos empleando el mismo algoritmo de calculo

descrito en la pag. 30 — 31.
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Figura 9. Grafico obtenido en la determinacién de flujos glucoliticos.
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V. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Parametros cinéticos

Los parametros cinéticos de cada enzima se encuentran en la Tabla 2 para la
reaccion directa y en la Tabla 3 para la reaccion reversa, tanto para las enzimas
de HelLa y de AS-30D. Estos parametros se determinaron a pH 7 y 37 °C, para
simular las condiciones fisioldgicas en las que pueden encontrase las enzimas en
el citosol de las células tumorales, en las cuales el pH se reduce de 7.2 a 6.8

cuando se activa la glucdlisis (Rodriguez-Enriquez et al., 2001).

En las tablas podemos observar que a excepciéon de la PGK y de la PYK, en su
mayoria las afinidades encontradas para las enzimas de HelLa son similares a las
reportadas para las enzimas de AS-30D, lo que sugiere que pueden tratarse de las
mismas isoformas. Como ocurre en el caso de la HK, en donde las afinidades por
ATP y glucosa corresponden a las reportadas para la HKIl (Wilson JE, 2003). Esto
no es extraino considerando que diversos autores reportan que la HKIl es la

enzima que predomina en ceélulas tumorales.

En cambio la Km de la PGK por ADP y la de la PYK por PEP sugieren la expresion
de diferentes isoformas en HelLa con respecto a AS-30D. Algo similar ocurre con
el transportador de glucosa (Tabla 4), ya que de acuerdo con reportes de nuestro
laboratorio en AS-30D se expresa el GLUT3 que tiene mayor afinidad por glucosa,
en tanto que en HelLa se expresa el GLUT1 que tiene un baja afinidad (Rodriguez-
Enriquez et al., 2009). Sin embargo, a pesar de que se conocen dos isoenzimas

de la PGK y cuatro de la PYK, es dificil establecer que isoforma se expresa en
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HelLa, debido a que no se cuenta con reportes que indiquen las afinidades de cada

isoforma.

Enzima Parametro AS-30D HeLa Enzima Parametro AS-30D Hela
HK Vimax 0.46 0.06 GAPDH Vpax 1 1.9
K GLU 0.18 0.1 Kmn G3P 0.29 0.19
Kn ATP 0.99 1.1 Kmn NAD+ 0.08 0.09
PGK
Vmax 27 12.9
HPI Vimax 1.6 2.65 Kmn G3P ND ND
Kmn G6P 0.48 0.34 Kmn ADP 0.67 0.04
PFK-1  Viax 0.21 0.04 PGAM  Viax 20 0.59
Kn F6P 0.59 Kmn 3PG 0.18(2) 0.19
Kmn ATP 0.04 ENO Vinax 0.51 0.18
PYK Kn 2PG 0.16 0.04
Vinax 6.6 1.6
Kmn PEP 0.4 0.01
ALDO Vi 0.23 0.25 Kmn ADP 0.3 0.28
Kn F6BP  0.01 0.01 -DH Vinax 13.4 11.4
TPI Vmax 5.6 4.9 Km PYR 0.13 0.28
Kn DHAP 1.9 1.6 Kn NADH ND ND

Tabla 2. Velocidades maximas (Vmax) directas y constantes de Michaelis - Menten (Km)

de las enzimas de la glucdlisis determinadas en células HeLa. Vmax, U/mg; Km, mM. Los

datos de Vmax de AS-30D se tomaron de Marin-Hernandez et al. (2006) y las Km son

datos no publicados de Marin-Hernandez A. ND: No determinado. HK: hexocinasa, HPI:

hexosafosfato isomerasa,

triosafosfato isomerasa,

PFK-1:

fosfofructocinasa tipo

ALD:

aldolasa,

GAPDH: (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa,

TPI:

PGK:

fosfoglicetaro cinasa, PGAM: fosfoglicerato mutasa, ENO: enolasa, PYK: piruvato cinasa,

LDH: lactato deshidrogenasa, G6P: glucosa-6-fosfato, F6P: fructosa-6-fosfato, F-1,6-BP:

fructosa-1,6-bifosfato, DHAP: dihidroxiacetona fosfato, G3P: gliceraldehido-3-fosfato,

3PG: 3-fosfoglicerato.
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Enzima Parametro AS-30D HelLa
HPI Vmax 1.6 2.65
Km Fep 0.1 0.093
ALD Vmax 0.233 0.037
Km bHAP ND ND
Kmasp ND ND
TPI Vmax 56 60
Kmesp 0.28 0.19
GAPDH Vmax 0.9 0.9
Km NADH 0.01 0.009
Km 3pp 0.9 0.35
PGK Vmax 43 3.8
K atp 0.15 0.27
Km sre 0.12 0.13
ENO Vmax 0.87 0.39
Km pep 0.036 0.062

Tabla 3. Velocidades maximas (Vmax) reversas y constantes de Michaelis (Km) de las
enzimas de la glucdlisis determinadas en células HelLa. Los datos de Vmax de AS-30D se
tomaron de Marin-Hernandez et al. (2006) y las Km son datos no publicados de Marin-

Hernandez A. Vmax, U/mg; Km, mM.

Parametro AS-30D HelLa

GLUT  Vmax 0.035* 0.015*
Km GLU 0.013* 0.9*

Tabla 4. Velocidades maximas (Vmax) y constante de Michaelis (Km) para el
transportador de glucosa. * Datos tomados de Rodriguez-Enriquez et al. (2009). Vmax,
U/mg; Km, mM.
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Por otra parte, al hacer un analisis de las velocidades maximas y considerar el
valor reportado para el GLUT se puede observar que tanto el GLUT como las
enzimas HK y PFK-I presentan la menor Vmax (0.015, 0.06 y 0.04 U/mg de
proteina, respectivamente); estos datos sugieren que estas enzimas y el GLUT
pueden ser responsables del control del flujo la via debido a que al mantener una
Vmax baja, con respecto al resto, frenan el flujo de intermediarios en la glucdlisis.
Sin embargo, se esperaria que la velocidad del transportador y de las enzimas
fuera aun mas baja, considerando que una enzima bajo condiciones fisiolégicas no
se mantiene trabajando en condiciones de Vmax (bajo concentraciones saturantes

de sustratos y en ausencia de productos e inhibidores).

5.2 Inhibicién de la HK por G6P
Con el fin de determinar si la HK que se expresaba en HelLa era inhibida por su
producto la (G6P); se determino la inhibicion de la HK por la G6P en extractos

celulares (Figura 10).

En la Figura 10 se observa que al incrementar la concentracion de G6P disminuye
la actividad de la HK y se calculdé la concentracién Inhibitoria media (Clsg) de 0.08
1+ 0.04 mM cuyo valor es 3 veces mas bajo con respecto al reportado para la HK
de AS-30D (Cl5=0.26 mM) (Marin-Hernandez et al., 2006). La concentracion
intracelular de G6P que se encuentra en células HeLa es de 0.6 mM (Marin-
Hernandez et al., 2006), que corresponderia a 7.5 veces la Clsg, lo que sugiere la
HK presente en HelLa podria contribuir importantemente en el control de la

glucdlisis debido a que es inhibida fuertemente. Como ocurre en las células AS-
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30D en donde se reporto que la HK puede mantener un control de un 70% junto
con el transportador, debido a que es inhibida fuertemente por la GG6P,
independientemente de encontrarse unida o libre en el citosol (Marin Hernandez et
al., 2006). En el caso de células HelLa no se caracterizo la inhibicion de la HK
unida a la mitocondria, debido a las dificultades técnicas para obtener

mitocondrias.
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Figura 10. Inhibicion de HK a diferentes concentraciones de G6P. Medio MOPS 50

mM pH 7, 3 min de incubacion a 37 °C.

5.3 Activacion PFK-1 por F-2,6-BP

Después de comprobar que la HK seguia siendo sensible a su inhibidor fisiolégico
G6P (Grafico 3), se procedié a evaluar que ocurria con la PFK-l en presencia de
su activador la F-2,6-BP. Para lo cual se midi6 la actividad de la PFK-I en

presencia de diferentes concentraciones de F-2,6-BP (0 pM a 50 uM).
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Como puede observarse en la Figura 11, la PFK-l presente en las células
tumorales HelLa es sensible a su activador fisiolégico F-2,6-BP, ya que a mayor

concentracion la actividad se incrementa.
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Figura 11. Activacion de PFK-I a diferentes concentraciones de su activador F-2,6-

BP. Medio MOPS 50 mM pH 7.0 a 37 °C.

Una vez comprobado el efecto activador de la F-2,6-BP sobre la PFK-I se procedi6
a realizar otro ensayo, en donde se mantuvo fija la concentracién de F6P y se
variaron las concentraciones de activador, con la finalidad de conocer la
constante de activacion aparente (Kos) y poder comparar la sensibilidad de la
enzima de las células HelLa a la F-2,6-BP con respecto a la enzima presente en

las células AS-30D, reportada por Marin — Hernandez et al. 2006.
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El experimento se realizé con dos concentraciones de F6P, 2.4 mM que
corresponde a la concentraciéon de F6P presente en AS-30D y con 0.4 mM que
representa la concentracién en HelLa, con la finalidad de poder comparar con lo
reportado por Marin — Hernandez et al. 2006 (Kos) y conocer el valor en

condiciones fisiolégicas de Hel a.

Al graficar la actividad de PFK-I obtenida en este experimento (calculada como se
muestra en pag. 29 — 30) vs la concentracién de F-2,6-BP se obtuvd la gréafica
mostrada en la Figura 12 a partir de la cual se calculé la Kos para ambas
concentraciones de glucosa haciendo una ajuste de Michaelis - Menten en donde
el valor de Km corresponde a la Kgs5. Con lo anterior se obtuvo un valor de Ko s =
3.1 yM (1) para la concentracion de F6P correspondiente a las células AS-30D
que fue 3 veces menor al valor reportado por Marin-Hernandez et al. 2006 de 0.96
MM; lo que sugiere que la enzima en HelLa es menos sensible a la activacion por
F-2,6-BP que su contraparte en AS-30D. Lo anterior se hizo mas evidente cuando
se fijo la concentracion de la F6P a 0.4 mM (concentracion intracelular en Hela) y

se obtuvo una Ko 5 de 10.3 uM (1).

Los resultados obtenidos indican que la enzima PFK-I de las células HelLa
requiere de mas activador, por lo cual podria verse disminuida su actividad en
presencia de citrato y ATP (inhibidores fisiologicos). Esto resulta importante
porque la F-2,6-BP activa a la enzima e impide la inhibicién que ejercen el citrato y

el ATP en condiciones fisiolégicas.
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Figura 12. Actividad de PFK-I a concentraciones fijas de F6P, 0.4 mM y 2.4 mM,
correspondientes a la concentracion fisiolégica en células HelLa y As-30D

respectivamente. Medio MOPS 50 mM, pH 7.0, a 37 °C.

5.4 Flujos de la primera seccion de la glucdlisis

En base a los datos anteriores y para tener una mejor idea sobre lo que pasa in
vivo, ya que bajo estas condiciones las enzimas se encuentran en presencia tanto
de sus sustratos como de sus productos, se decididé medir los flujos a través del
bloque de las enzimas de la parte alta de la glucdlisis (HK, HPI, PFK-1, ALD y

TPI).
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El flujo a través del bloque HK-TPI no se detectd, lo cual pudo deberse a que la
HK al estar inhibida fuertemente por la G6P, produjo poco sustrato para la HPI lo
cual se refleja en un flujo muy bajo. Lo que concuerda con que el flujo a través del
bloque PFK-I no se incrementa de manera importante. El flujo del resto de los
bloques (HPI-TPI, PFK-1-TPI, ALD-TPI) fue detectable, siendo el flujo mas lento el
del bloque HPI-TPI, debido probablemente a que en este bloque de enzimas la
PFK-1 es la que tiene la menor actividad. Mientras, que el flujo del bloque ALD-TPI
fue el mas rapido porque las actividades de la ALD y la TPI fueron mayores que
las actividades de la HK y de la PFK-1. El siguiente paso fue medir la velocidad de
glucolisis y la concentracién de algunos metabolitos (G6P, F6P y ATP) (Tabla 6),
cuyos valores fueron similares a los reportados previamente para esta linea celular

(Marin-Hernandez et al., 2006).

Enzimas Flujo (nmol / min mg de proteina)

HelLa PC-3
HK-TPI N.D N.D
HPI-TPI 26.67 (1) 48.24 £ 5.6 (3)

PFK-1-TPI 32.05 (1) 66.60 = 18.9 (3)
ALD-TPI 65.63 (1) 223.83 £ 31.6 (3)

Tabla 5. Flujos de la primera seccidn de la glucélisis. Medio MOPS 50 mM, pH 7.0,
37 °C.

Al analizar los resultados obtenidos e incluir en este analisis los datos de nuestro
grupo sobre el GLUT (Rodriguez-Enriquez et al., 2009) podemos establecer que
el GLUT puede controlar la glucélisis en HeLa por presentar una afinidad baja por
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glucosa y mantener la Vmax mas baja de la via. Asi mismo, la HK, también puede
ser un punto de control importante ya que ademas de mantener una baja
velocidad, es inhibida fuertemente por la G6P. En tanto, que la PFK-1 puede
mantener un control importante dependiendo de dos cosas: de la concentracion de
F-2,6-BP y de la concentracion de sus inhibidores fisiologicos (citrato y ATP). Por
lo cual queda pendiente determinar la concentracion intracelular de F-2,6B-P, de
citrato y ATP.

Dada la posible distribucion del control de la glucdlisis en Hela, se trato de hacer
el mismo analisis con la linea tumoral PC-3 (células de cancer de préstata), con el
fin de establecer si las enzimas que en HelLa controlan podrian hacerlo también en
otra linea tumoral. Tomando como referencia los resultados obtenidos en Hela se
midié la actividad de la HK y la PFK-1, los flujos de la primera seccion de la
glucalisis, la produccion de lactato y la concentraciéon de algunos intermediarios

(G6P, ATP y F6P).

METABOLITO Hela PC-3
(mM)
G6P 1.9(1) 2.8+1.3(3)
F6P 22(1) 2.6+14(3)
ATP 6.6 (1) 13.2+4.6 (3)

Tabla 6. Concentracion de metabolitos presentes en las lineas celulares (mM).
Medio MOPS 50 mM, pH 7.0, 37 °C.

Se encontré que la Vmax de HK fue menor que la de la PFK-I, por lo cual podria
controlar el flujo glucolitico. Al medir los flujos de la parte alta de la glucdlisis se

encontré que el flujo del bloque HK-TPI no fue detectado, de forma similar a lo que
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ocurrié en Hela, lo que sugiere que su baja velocidad y la fuerte inhibicion que
ejerce la G6P la HK limito el flujo de este bloque. En tanto que los bloques HPI-TPI
y PFK-1-TPI mantuvieron un flujo semejante al encontrado en Hela; la excepcion
fue el bloque ALD-TPI que presento un incremento en el flujo de 3.5 veces. Este
resultado sugiere que las actividades de la ALD y la TPl eran mayores en PC-3
que en Hela, en cambio, el del resto de las enzimas (HK, HPI y PFK-1) era muy
similar en ambos modelos tumorales. Sin embargo, la diferencia en el flujo del
bloque ALD-TPI no conducia a un incremento en el flujo glucolitico ni en la
concentracion de G6P, F6P y ATP en PC-3.

Lo anterior nos indica que como en Hela, la HK en PC-3 también podria controlar
la glucolisis y que la PFK-1 dependiendo de la concentracién de inhibidores y
activadores podria o no contribuir en el control. En tanto que también podria
considerarse que el GLUT podria contribuir en el control en ambos modelos

tumorales; sin embargo, falta por evaluar la actividad de éste en PC-3.

ENZIMA LINEA CELULAR
Hela PC-3
HK 58.7+6.6 (5) 34.7+ 1.8(3)
PFK-l  47.6 £ 6.9 (3) 108.5 (2)

Tabla 7. Actividades enzimaticas en nmol/min*mg de proteina para la HK y PFK-I.

Medio MOPS 50 mM, pH 7.0, 37 °C.
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El sugerir que en HelLa y PC-3 controlen el GLUT y la HK, coincide con que en las
células tumorales AS-30D este transportador y la HK sean los principales sitios de
control (Marin-Hernandez et al., 2006). Las causas de que estos controlen en AS-
30D, son las mismas que hemos considerado proponer en Hela y son la baja
velocidad del GLUT y la alta sensibilidad de la HK a la inhibicién por G6P. Para
validar nuestra propuesta sobre los principales puntos de control en HelLa y poder
establecer el porcentaje en que controla cada uno (GLUT y HK), se propone la
construccion de un modelo cinético que considere los parametros cinéticos de
cada enzima (determinados en este trabajo). Este modelo se construira en el
programa Gepasi, para lo cual se emplearan los datos de Vmax de las reacciones
directas y reversas, las afinidades tanto por sustratos y productos, las ecuaciones
de velocidad correspondientes, las concentraciones de intermediarios, entre otra

serie de parametros y consideraciones.

52



UNAM. Facultad de Quimica Conclusiones

VI. CONCLUSIONES

El control metabdlico de la via glagolitica en las células de cancer cérvico-uterino
Hela y de prostata PC-3 probablemente se encuentre ejercido por el transportador

de glucosa (GLUT) y la Hexocinasa (HK).

El control que puede ejercer la PFK-I en ambas lineas celulares esta en funcion

de la concentracion de F-2,6-BP.
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VII. PERSPECTIVAS

e Medir la velocidad maxima del transportador de Glucosa (GLUT) en las
células PC-3.

e Determinar actividad de la HK unida a la membrana externa mitocondrial.

e Determinar las concentraciones intracelulares de F-2,6-P, citrato y ATP en
las células HeLa y PC-3.

e Evaluar el efecto inhibitorio del citrato y del ATP sobre la actividad de la
PFK-I.

e Construir un modelo cinético de la glucdlisis de Hela.
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VIII. ABREVIATURAS

[S]: Concentracion de sustrato.
1,3-BPG: 1,3-Bisfosfoglicerato.

2PG: 2-fosfoglicerato.

3PG: 3-fosfoglicerato.

AcetilCoA: Acetil coenzima A

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADP: Adenosin disfosfato.

Ala: Alanina

ALD: Aldolasa.

AsOy: Arsenito.

ATP: Adenosin trifosfato.

BSA: Albumina de suero bovino.

CoA: Coenzima A

Clso: Concentracion inhibitoria media.
Cys: Cisteina.

DHAP: Dihidroxiacetona fosfato.
DMEM: Medio Eagle’s Dulbeco’s modificado.
DOC: Desoxicolato

DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido etilen-diamino-tetra-acético.
EGTA: Acido etilen-glicol-tetra-acético.

ENO: Enolasa.
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F-1,6-BP: Fructosa -1,6- bisfosfato.

F-2,6-BP: Fructosa -2,6-bisfosfato.

FG6P: Fructosa-6-fosfato.

FdG: "®Fluorodesoxiglucosa.

Glicerol-3-P: Glicerol-3-fosfato

G3P: Gliceraldehido-3-fosfato.

G6P: Glucosa-6-fosfato.

G6PDH: Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa.
GAPDH: Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.
Glu: Glucosa

GLUT: Transportador de glucosa.

Gly: Glicina.

GTP: Guanosin trifosfato.

HIF-1: Factor de transcripcion inducible por la hipoxia.
HK: Hexocinasa.

HPI: Hexosa fosfato isomerasa.

HPV-18: Virus de papiloma Humano 18.

INEGI: Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica.
Ka: Constante de activacion.

Ko.s: Constante aparente de activacion.

Ki: Constante de inhibicion.

Km: Constante de Michaelis-Menten.

LDH: Lactato deshidrogenasa.

MOPS: Acido 3-(N-Monrfolino)- propanosulfénico.
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NAD": Dinucleétido de nicotinamida adenina

NADH: Forma reducida del dinucledétido de nicotinamida adenina.
NADP™: Dinucleétido fosfato nicotinamida adenina.
NADPH: Forma reducida del dinucledtido fosfato nicotinamida adenina.
PEP: Fosfoenol piruvato.

PET: Tomografia por emision de positrones.

PFK: Fosfofructocinasa.

PGK: Fosfoglicerato cinasa.

PGM: Fosfoglicerato mutasa.

pH: Potencial de Hidrogeno.

PYK: Piruvato cinasa.

PMSF: Fluoruro metilfenilmetanosulfonil fluoruro.

Pi: Fosfato inorganico.

PPi: Pirofosfato.

PPiPFK: Fosfofructocinasa dependiente de pirofosfato.
PYR: Piruvato

Ser: Serina.

TPI: Triosa fosfato isomerasa.

Vmax: Velocidad maxima.

a-GDH: Alfa glicerol fosfato deshidrogenasa.

AAbs: Cambio de Absorbencia.

At: Cambio de tiempo.
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IX. ANEXO. COMPOSICION DE MEDIOS EMPLEADOS

Medio Eagle’s Dulbeco’s modificado (DME)

COMPONENTE g/L COMPONNTE g/L
L- arginina HCI 0.084 L-Lisina HCI 0.146
L-cisteina HCI 0.626 L-Metionina 0.03
L-glutamina 0.584 L-Fenilalanina 0.066
Glicina 0.03 L-Serina 0.042
L-Histidina HCI H20 0.042 L-Treonina 0.095
L-Isoleucina 0.105 L-Triptofno 0.016
L-Leucina 0.105 L-Tirosina 2Na H20 0.10379
L-Valina 0.094 Niacinamida 0.004
Cloruro de colina 0.004 Acido D-Pantoneico hemiclcico ~ 0.004
Acido folico 0.004 Piridoxal HCI 0.004
Inositol 0.007 Riboflavina 0.0004
Triamina HCI 0.004 Cloruro de Potasio 04
Cloruro de calcio anhidro 0.2 Cloruro de Sodio 6.4
Nitrato férrico 9H20 0.0001 Fosfato monobasico de sodio 0.109

anhidro

Sulfato de Magnesio 0.0976 Glucosa 4.5
anhidro
Rojo de fenol Na 0.0159 Acido piruvico 0.11

Ringer-Krebs

NaCl 125 mM

KCI 5 mM

HEPES 25 mM
KH2PO4 1.3 mM
CaCl2 1.4 mM
MgCI2 1mM

Se ajustaelpHa 7.4
Tris/HCI

Tris 25mM

Se ajustaelpHa 7.6
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HEPES/EGTA

HEPES 50 mM
EGTA 1 mM

Se ajustaelpHa 7.4
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X. APENDICE

ECUACION DE MICHAELIS - MENTEN
Michaelis y Menten establecieron la siguiente expresidon matematica a fin de

describir la cinética enzimatica:

Vo=Vmax[S] /(Ku+[S])
Esta ecuacion describe una hipérbola rectangular como la que se muestra a
continuacion en donde pueden ser localizados graficamente, los parametros

cinéticos.

En donde Vmax (velocidad maxima) es la velocidad de una reaccion cuando la
enzima se encuentra saturada de sustrato. La K, (constante de Michaelis) se
define como la cantidad de sustrato en la que se alcanza la mitad de la velocidad
maxima y el inverso representa la afinidad que tiene la enzima por el sustrato. vy
(velocidad inicial) representa la velocidad inicial de la reaccion cuando aun es

lineal y antes de que la enzima sea inhibida por su producto.
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