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RESUMEN

El aporte de ATP que proviene de la fosforilacion oxidativa (FO) es > 80% en las células
tumorales (Moreno-Sanchez et al. 2009) siendo los principales sitios de control de esta ruta
metabolica, la NADH" deshidrogenasa de la cadena respiratoria (40%) y las vias
consumidoras de ATP (30%) (Rodriguez-Enriquez et al. 2000); sin embargo, no se ha
evaluado el control que ejercen en esta ruta metabdlica las enzimas del ciclo de Krebs
(CK). En un avance para dilucidar otros sitios de control y posibles sitios terapéuticos en
las vias de sintesis de ATP, se analizaron, la velocidad maxima (Vi,b), la afinidad (K7 v la
eficiencia catalitica (Vin/Km)® de las enzimas: citrato sintasa (CS), aconitasa (AC), isocitrato
deshidrogenasa  (ICDH), 2-oxoglutarato  deshidrogenasa (20GDH), succinato
deshidrogenasa (SDH), malato deshidrogenasa (MDH), y fumarasa (FH) en mitocondrias
del tumor AS-30D, comparando los pardmetros cinéticos con mitocondrias de higado de
rata (RLM).

En las enzimas ensayadas, las velocidades méaximas (V) fueron significativamente
mayores en el tumor (1.8-5 y hasta 20 veces) respecto a RLM, pero las afinidades (Kr) por
cada uno de sus sustratos fueron muy parecidas en los dos tipos de mitocondria y similares
a las reportadas en la literatura. En ambos tipos de mitocondrias la V/Ky, reveléd que las
enzimas cataliticamente menos eficientes fueron MDH, NAD-ICDH y 20GDH, las cuales
podrian ser sitios de control del ciclo de Krebs. Con los datos cinéticos obtenidos se esta
construyendo un modelo matematico para la identificacion de otros posibles blancos

terapéuticos en los tumores dependientes del metabolismo oxidativo

! Velocidad alcanzada con sustrato saturante en ausencia de producto.

Z Concentracion a la cual se alcanza la mitad de la velocidad méxima, valor inverso de afinidad de la enzima
por su sustrato.

® Eficiencia catalitica. Capacidad de la enzima de transformar el sustrato en producto.
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1. INTRODUCCION

Seccion |

1.1. El cancer

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en 2008 estimo que la principal causa
de muerte es el cancer con 7.6 millones de casos a nivel mundial y calcul6 que el nimero
de casos aumentard hasta 13.1 millones de defunciones en los proximos 15 afios
(Globocan, 2008; IARC, 2010). En México, los tipos de cancer que causan mayor nimero
de defunciones anuales en mujeres son el de mama (7.6 %), ovario (6.4%) y cuello del
utero (2.7%); mientras que en hombres son el de préstata (8.1%) y vias respiratorias
(traguea, bronquios y pulmén, con 7%) (INEGI, 2008).

El céncer es una enfermedad multifactorial donde el control de la proliferacion y la
diferenciacion celular se pierde debido a la alta tasa de mutaciones inducidas por la
exposicién a la radiacion, a los compuestos quimicos y a algunos virus oncogénicos. En
consecuencia, la célula normal se trasforma en un tumor (Vogelstein y Kinzler, 2004;
Tysnes y Bjerkvig, 2007; Romero-Garcia et al., 2011). La tumorigenesis involucra la
activacion de oncogenes como HER2, Src, H-RAS, c-MYC vy la inactivacion de genes
supresores de tumores como PTEN, p53 y pRb que intervienen en la regulacion del ciclo
celular y en la proliferacion (Vogelstein & Kinzler, 2004; Gillies et al., 2008).

Las células tumorales desarrollan caracteristicas distintivas durante y hasta su
transformacion como son: 1) potencial ilimitado de replicacion; 2) angiogénesis sostenida;
3) evasion de la apoptosis; 4) cambios en la sensibilidad a sefiales de crecimiento y de no-

crecimiento, 5) induccion de metastasis (invasion de tejidos); 6) evasion del sistema
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inmune y 7) reprogramacion del metabolismo energético (Hanahan y Weinberg, 2011;
Romero-Garcia et al., 2011).

Las terapias tradicionales contra el céncer (radioterapia y quimioterapia) tienen
como blanco proteinas y vias de sefializacion que tienen las células en acelerada
proliferacion. Sin embargo, las células tumorales co-existen con células sanas. Entre las
células sanas, las epiteliales y hematopoyéticas comparten la acelerada proliferacion siendo
susceptibles al dafio inducido por el tratamiento. (Denekamp, 1980). Por lo tanto, se pone
atencion en el desarrollo de terapias méas selectivas contra el cancer basado en las
diferencias entre las células tumorales y las sanas (Moreno-Sanchez et al., 2007). En este
sentido, la reprogramacion en el metabolismo energético (glucolisis y fosforilacion
oxidativa) en respuesta a fluctuaciones en la disponibilidad del oxigeno y nutrientes es una
caracteristica distintiva en las células tumorales. Recientemente, se han desarrollado
terapias novedosas que se enfocan en la identificacion de las enzimas o proteinas
involucradas en dichos cambios para proponerlas como nuevos blancos terapéuticos

(Marin-Hernandez et al., 2009; Romero-Garcia et al., 2011).

1.2. Metabolismo energético en las células tumorales

La acelerada proliferaciéon celular y la formacion de vasos sanguineos fragiles y
cadticos durante el desarrollo de un tumor sélido (fig.1.), generan zonas donde los niveles
de oxigeno y otros nutrientes (principalmente, la glucosa) son limitados (Onozuka et al.,
2011), en consecuencia co-existen dos poblaciones celulares cuya dependencia energética

dependera de su ubicacion en el tejido tumoral: en aquellas zonas hipoxicas predominan las
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células dependientes del metabolismo glucolitico, mientras que las poblaciones cercanas a
los vasos sanguineos dependen principalmente de la fosforilacion oxidativa (FO) para el
suministro de ATP (Sonveaux et al., 2008). Independiente de los diversos cambios a nivel
genético y de transduccién de sefiales, la célula tumoral depende de la glucolisis o
fosforilacion oxidativa para obtener ATP. Por lo que el estudio del metabolismo energético
tumoral puede ser Util en el desarrollo de estrategias terapéuticas mas efectivas. En este
sentido, las células tumorales presentan generalmente un aumento en la velocidad de la
glucolisis en normoxia (efecto Warburg), con respecto a las células normales. Al parecer la
activacion de oncogenes (c-MYC, H-RAS) o del factor inducido por hipoxia (HIF-1a)
(Dang et al., 1997) son los responsables de aumentar la sobre-expresion e incremento de la
actividad de la mayoria de las enzimas y transportadores de la glucolisis (GLUT 1, GLUT
3, HKI, HKII, PFK-1, ALD-A, ALD-C, PGK1, ENO-a, PYK-M2, LDH-A y PFKF)
(Marin-Hernandez et al., 2009). Aunado a lo anterior, en la célula tumoral se suscitan
cambios en los mecanismos de regulacién de las enzimas que ejercen el control en su
glucdlisis (hexocinasa, HK y fosfofructocinasa, PFK-1). (Marin-Hernandez et al., 2011).
La hipdtesis de Warburg en 1956 promovié el supuesto de que el aumento del flujo
glucolitico serviria para compensar un déficit mitocondrial (Warburg, 1956). Sin embargo,
experimentalmente diversas lineas celulares de cancer de roedor (AS-30D, Ehrlich Letreé
fibrosarcoma y cancer epitelial de mama 1929) y humanas (colon HT29, carcinoma de
pulmon de Lewis, cancer de mama MCF-7, cancer de cérvix, Hela) (Sauer, 1977; Lanks y
Li, 1988; Kallinowski et al., 1989, Gauthier et al., 1990; Miralpeix et al., 1990; Rodriguez-
Enriquez et al., 2006)) mantienen (i) elevada su velocidad de respiracion con respecto a su

tejido de origen (de 1.5 a 2.3 veces mayor). y (ii) mantienen sobre-expresadas varias
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proteinas mitocondriales como la enzima malica, la glutaminasa y algunas enzimas del
ciclo de Krebs (Baggetto, 1992, Dietzen y Davis, 1993; Moreno-Sanchez et al., 2007).

La aplicacion del Analisis de Control Metabdlico (ACM) permitié la identificacion
de posibles sitios de control de la glucotlisis asi como de la FO y su contribucion
cuantitativa al control ejercido sobre el flujo (Moreno-Sanchez et al., 2007). Una enzima
que ejerce mayor control en un flujo metabdlico se puede identificar como aquella que con
una pequefia variacion en su actividad afecta importantemente el flujo de la via en la que se
encuentra; por tanto, las enzimas reguladoras podrian ser consideradas como blancos
terapéuticos. Con el ACM, se demostré que los puntos de control principales en la
glucolisis tumoral son el transportador de glucosa (GLUT), la hexocinasa (HK) y la hexosa
fosfatoisomerasa (HPI) (Marin-Hernandez et al., 2009); mientras que para la FO el
Complejo | (la NADH-Q -ubiquinona o plastoquinona- oxidoreductasa) de la cadena
transportadora de electrones y las reacciones consumidoras de ATP (proliferacion, sistemas
de transporte, biosintesis de macromoléculas) son las que ejercieron mayor control
(Rodriguez-Enriquez et al., 2000). Sin embargo en este estudio no se analizd el control
ejercido por cada una de las enzimas del ciclo de Krebs. De hecho se ha demostrado que en
algunos tumores asciticos como el hepatoma AS-30D, la actividad de la mayoria de las
enzimas del ciclo de Krebs estd aumentada de manera significativa (de 1.5 a 8.5 veces)
(Dietzen y Davis, 1993). Por lo tanto, la identificacion de la o las enzimas del ciclo de
Krebs que presenten diferencias cinéticas con respecto a su tejido de origen podrian

también ser considerados como potenciales sitios terapéuticos.
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Seccion 1l

1.3. El ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs forma parte del sistema oxidativo de la FO. Entre sus funciones
principales se encuentra (i) la generacion de poder reductor (NADH) utilizado por el sitio |
de la cadena transportadora de electrones. La oxido-reduccion de este substrato promueve
un transporte vectorial de electrones entre los complejos respiratorios y un bombeo de
protones del complejo I, 1l y 111 de la matriz al espacio intermembranal. Este gradiente de
protones es substrato de la ATP synthase (0 ATP sintasa) para la sintesis de ATP a partir de
ADP y fosfato; (ii) sintesis de precursores para la formacion de aminoécidos y de colesterol
y acidos grasos para la biosintesis de membranas celulares (Muller-Esterl, 2008). El ciclo
de Krebs consta de ocho enzimas localizadas en su mayoria en la matriz mitocondrial
(Fig.2) excepto la succinato deshidrogenasa que se encuentra en la cara interna de la
membrana interna mitocondrial (Nelson et al., 2008; Muller-Esterl, 2008; Norris, 1971;
Rogers et al., 2009). En la Tabla 1 se resumen la localizacién y las isoformas de cada una
de las enzimas que componen al ciclo de Krebs.

Citrato sintasa (CS). Condensa al oxaloacetato y al acetil coenzima A para la
formacion de citrato. El valor de AG’® para esta reaccion es de -31.5 KJ/mol resultando
una reaccion exergoénica e irreversible. La enzima es un homodimero que se encuentra
Unicamente en la matriz mitocondrial, razon por la que es utilizada como marcador de dafio
mitocondrial. Su actividad es inhibida por ATP, NADH y por derivados de acidos grasos.

Aconitasa (AC). En reaccién hacia adelante, la enzima isomeriza al citrato para

transformarlo en isocitrato. La enzima en su sitio activo posee un grupo hierro-azufre que
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Figura 2. El ciclo de Krebs. PDH, piruvato deshidrogenasa; AAT, transaminasa glutamato-aspartato
(aspartato amino transferasa); CS, citrato sintasa; AC, aconitasa; IDH, isocitrato deshidrogenasa, 20GDH, 2-
oxoglutarato deshidrogenasa; SCS, succinil coenzima A sintetasa; SDH, succinato deshidrogenasa; FH,

fumarasa; MDH, malato deshidrogenasa.
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es altamente sensible a oxigeno por lo que es usada como un marcador de estrés oxidativo.
Ademas, se sugiere como sensor intramitocondrial del estado redox (balance entre el estrés
oxidativo y las defensas antioxidantes). EI valor de AG’® para esta reaccion es de 5
KJ/mol.

Isocitrato deshidrogenasa (ICDH). Esta enzima es considerada como uno de los
principales puntos de control del ciclo de Krebs en células normales, ya que tiene
regulacion alostérica (Rogers A., Gibon Y., 2009). Tiene como activadores al ADP, el
ca®*, al Mg**, al Mn*" y al citrato, y como inhibidores al 2-oxoglutarato, al NADH y al
ATP. La reaccion que cataliza es la descarboxilacion del isocitrato con la formacion de 2-
oxoglutarato, junto con la reduccién de NAD" a NADH; esta reaccion en mamiferos es
irreversible (AG’® -21 KJ/mol). Existen tres isoformas de la enzima: dos dependientes de
NADP® (ICDH 1 y 2, homodimeros) que se encuentran en el citosol y la matriz
mitocondrial respectivamente y una dependiente de NAD™ (ICDH 3) que se encuentra como
heterotetrdmero en la matriz mitocondrial. EI gen de esta isoforma presenta splicing
alternativo del cual se obtienen tres productos (Voet & Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007,
Muiller-Esterl, 2008; Chen y Zheng, 2008).

2-oxoglutarato deshidrogenasa (20GDH). Es un complejo multienzimatico que
consiste de madaltiples copias de tres subunidades: la oxoglutarato descarboxilasa
dependiente de TPP (E1), la enzima nucleo dihidrolipil succinil-transferasa (E2), y la
dihidrolipoil deshidrogenasa (LAD, E3). Esta ultima presente también en el complejo de la
PDH (piruvato deshidrogenasa). En particular, la oxoglutarato descarboxilasa dependiente
de TPP, se inactiva por especies reactivas de oxigeno que en ocasiones, ella misma
produce. La 20GDH cataliza la descarboxilacion del 2-oxoglutarato en succinil CoA y
NADH con un AG™ de -33 KJ/mol. Es una enzima altamente regulada activada
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principalmente por Ca**, e inhibida por NADH y succinil-CoA (Voet y Voet, 1995; Reisch
y Elpeleg, 2007, Mdller-Esterl, 2008).

Succinil coenzima A sintetasa (SCS). La enzima SCS utiliza succinil-CoA (un
tioéster de alta energia con un AG™° de hidrolisis de -33.5 KJ/mol) para fosforilar ADP o
GDP. Existen dos isoformas mitocondriales de este heterodimero (compuesto por
subunidades o y B), una isoforma que fosforila ADP (SCS-A) y otra que fosforila GDP
(SCS-G). Al parecer su especificidad depende de la subunidad . Se propone que la SCS-
A favorece la reaccion en sentido hacia adelante (forward), mientras que la SCS-G cataliza
la reaccién en sentido inverso (reverse). La isoforma SCS-A se encuentra preferentemente
en tejidos anabdlicos como higado y rifion; y la isoforma SCS-G se encuentra en tejidos
catabolicos como testiculos y cerebro (Voet y Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007, Mdiller-
Esterl, 2008).

Succinato deshidrogenasa (SDH). Este complejo enziméatico (conocido también
como el complejo 11, succinato-ubiquitinona 6xido reductasa), se encuentra embebido en la
membrana interna mitocondrial (subunidades hidrofilicas A y B; subunidades hidrofdbicas
C y D) orientada hacia la matriz mitocondrial. Este complejo tiene una participacion dual
en el CK y en la cadena transportadora de electrones donde la oxidacion del succinato a
fumarato (con un AG™ de 6 KJ/mol) provee de un par de electrones por la oxidacion del
FADH, (complejo 1) a la poza de quinonas (Reisch y Elpeleg, 2007, Miller-Esterl, 2008).

Fumarasa (FH). Esta enzima cataliza la oxidacion de fumarato a malato (AG°=-
3.4 KJ/mol). Existen dos isoformas, una mitocondrial y otra citosolica, ambas producto de

un solo gen a través de splicing alternativo. Se propone que la version citosolica puede
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contribuir al ciclo de la urea y en el metabolismo de aminoacidos (Reisch y Elpeleg, 2007;
Yogev et al., 2011)

Malato deshidrogenasa (MDH). Esta enzima interviene en la oxidacién del malato
a oxaloacetato. Conforma un homotetrdmero y tiene dos isoformas, una mitocondrial y
otra citosélica; ambas forman parte de la lanzadera malato/aspartato. Por el AG™ (+29.7
KJ/mol) de esta reaccién se favorece la reaccion en el sentido inverso o reverse.

(oxaloacetao/NADH— malato/NAD") (Reisch y Elpeleg, 2007; Mller-Esterl, 2008).
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Tabla 1. Isoformas de las enzimas del ciclo de Krebs.

i L Estado de
Enzima Isoformas Localizacion . o
oligomerizacion
Citrato sintasa Ninguna Matriz mitocondrial Homodimero
AC (IRP-3) Matriz mitocondrial
Aconitasa IRP1 (AC1), IRP2 (AC3) Mondmero
(proteina reguladora de hierro- Citosol
1ly?2)
.ICDHl . Citosol Homodimero
(dependiente de NADP™)
Isocitrato ICDH2 .
deshid dependiente de NADP* Homodimero
eshidrogenasa (dep IICDH3 ) Matriz mitocondrial
: . Heterotetramero
(dependiente de NAD™)
Complejo
2-Oxoglutarato . . . . p J, .
. Ninguna Matriz mitocondrial ~ multienzimatico
deshidrogenasa .
(3 enzimas)
SCS-A
Suc_cmll CoA (dependiente de ATP) Matriz mitocondrial Heterodimero
sintetasa SCA-G
(dependiente de GTP)
. Embebido en la Complejo
Succinato . . .
deshidrogenasa Ninguna membrana interna enzimatico
g mitocondrial (4 subunidades)
FH1 Matriz mitocondrial )
Fumarasa - Homotetramero
FH2 Citosol
Malato MDH1 Citosol )
. Homodimero
deshidrogenasa MDH?2 Matriz mitocondrial

Voet & Voet (1995); Reisch y Elpeleg (2007); Chen y Zheng (2008); Yogev et al. (2011),

NCBI Gene (2013).
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1.4. El ciclo de Krebs en células tumorales

Diversos grupos de investigacion en céncer consideraron el ciclo de Krebs en
células tumorales no funcional. Esta suposicion se apoyé por las siguientes evidencias
experimentales: 1) la mayor parte del piruvato proveniente de la glucélisis es desviado
hacia la produccion de lactato (y no entra al CK) debido a que la PDH es inhibida por
acetoina (Baggeto, 1992); 2) una elevada expulsion de citrato de la mitocondria al citosol,
por ejemplo, el hepatoma Morris 3924A, expulsa 4 veces mas rapido el citrato que el
higado normal. (Parlo & Coleman, 1984); y 3) a mutaciones en algunas de las enzimas del
ciclo (SDH, FH e IDH) (Cardaci & Ciriolo, 2012). Sin embargo, en algunos modelos de
células tumorales se demostré que el ciclo de Krebs es funcional (Dietzen & Davis en
1993) pero con algunas diferencias, por ejemplo, parte de los intermediarios del ciclo,
provienen principalmente de la glutamindlisis, en lugar de que la fuente sea el piruvato
producido en la glucolisis. La glutamina, el sustrato preferentemente consumido por las
células tumorales, dentro de la mitocondria es deaminada a glutamato por la glutaminasa, el
glutamato es transaminado por la glutamato deshidrogenasa a 2-oxoglutarato, intermediario
del CK, en el cual es oxidado por medio de la 20GDH, SCS, SDH, FH y MDH (Baggeto,
1992).

Las células tumorales de proliferacion continua requieren de macromoléculas para
mantener dicha proliferacién. Esto se logra con la formacidn de precursores a partir de la
generacion de intermediarios. Lo anterior no es posible con un ciclo truncado. Lo que es
cierto, es que en algunos tipos de tumores, como en cancer renal de células papilares y

paragangliomas de cabeza y cuello; se han reportado mutaciones en algunas enzimas del
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ciclo de Krebs como la succinato deshidrogenasa (SDH), la fumarasa (FH) y la isocitrato
deshidrogenasa (IDH) (Pollard, et al, 2003; Turcan, et al., 2012) que detienen el ciclo en
diferentes etapas. Las mutaciones de SDH y FH producen una pérdida parcial o completa
de la funcién, lo cual conduce a la acumulacién de sus sustratos (succinato y fumarato),
dichos metabolitos actian como inhibidores de las prolil-hidroxilasas. Normalmente las
prolil-hidroxilasas hidroxilan a HIF-1a que es ubiquitinado y degradado por el proteosoma.
Por lo tanto la acumulacion de estos metabolitos al estabilizar HIF-1a propician una
pseudo-hipoxia. El factor transcripcional se une a elementos de respuesta a hipoxia,
desencadenando el incremento de la glucodlisis (Marin-Hernandez, et al. 2009). Otras
mutaciones carcinogénicas son las halladas en la isocitrato deshidrogenasa, algunas de las
cuales son suficientes para establecer el fenotipo del glioma hipermetilador. (Turcan, et al.,
2012).

Por otra parte, aunque no se tienen reportes sobre si en las mitocondrias tumorales
se expresan isoformas especificas de las enzimas del ciclo, como ocurre para la glucdlisis,
se ha observado un incremento en la actividad de la mayoria de la enzimas de la via, entre
1.5 a 8.5 veces con respecto a la actividad que se observa en mitocondrias de tejidos
normales (Tabla 2). Lo anterior correlaciona con un aumento en el flujo de la via de 6
veces (Dietzen & Davis, 1993). De manera interesante, la IDH y la 20GDH, enzimas
consideradas como los principales puntos de control en el ciclo de Krebs en células
normales (Muller-Esterl, 2008), incrementan su actividad (1.5-8.5 veces) (Tabla 2).
Ademas la membrana externa mitocondrial tumoral contiene mas colesterol respecto a las
membranas de mitocondrias no tumorales (Baggeto, 1992). El colesterol rigidiza la
membrana, lo que la hace menos permeable y permitiendo la acumulacion de iones,
algunos de estos como el Ca’'y el Mg”* son activadores muy potentes de la ICDH y
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20GDH, (Dietzen y Davis, 1993). Esta informacion sugiere que ambas enzimas pueden ser
muy activas y no limitar el flujo del ciclo como ocurre en células normales (en las cuales
son controladoras del flujo). Si las enzimas limitantes del CK en células tumorales son
distintas a las enzimas de células no tumorales, entonces la distribucion del control del flujo
también sera diferente. Por lo que establecer cuéles son los principales sitios de control en
el ciclo de Krebs tumoral permitiria proponer nuevos sitios terapéuticos. Para ello se puede
determinar el grado de control que ejerce cada una de las enzimas de la via a través de un
modelado cinético, que se construye a partir de los parametros cinéticos (K, ,Vm) de cada
una de las enzimas que componen la ruta metab6lica. Como primer paso en la construccion
del modelo del ciclo de Krebs, en la presente tesis se caracterizd cada una de las enzimas de
esta via en mitocondrias tumorales. Asi mismo, a partir de los valores de los parametros
cinéticos se determinaron las eficiencias cataliticas (Vn/Kp) y se realizd la prediccion de

las enzimas que podrian controlar el flujo de la via, al presentar menor eficiencia.

Seccion I

1.5. Cinética enzimatica

La actividad de una enzima es efectuar catalisis. La velocidad de catalisis dependera de la
cantidad de enzima activa y las concentraciones de metabolitos cuyo papel sea el de
activadores, inhibidores y/o sustratos. La velocidad maxima V., de la enzima, es la
velocidad que alcanza en condiciones de sustrato saturante, en presencia de activadores y

en ausencia de inhibidores. Para que un sustrato se encuentre saturante, es necesario que su
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concentracion sea 10 veces la Ky, La afinidad Ky, es la concentracion a la cual la enzima
alcanza la mitad de la velocidad maxima (Rogers y Gibon, 2009). La eficiencia catalitica,
fisiologica, V/Ky es la capacidad de la enzima de transformar el sustrato en producto
(Saavedra, et al., 2005).

Un primer acercamiento para determinar si una enzima puede ser controladora en una via
metabdlica, es que su actividad sea menor a la del resto de las enzimas, siendo el paso
limitante. El enfoque anterior no contempla la afinidad de la enzima por su sustrato, puede
que el paso limitante se encuentre en alguna enzima cuya afinidad sea la menor de la via.
La eficiencia catalitica, contempla ambos parametros cinéticos (Saavedra, et al., 2005). Sin
embargo, serd posible sefialar el grado de control de una enzima hasta tener un ACM
completo (Moreno-Séanchez et al., 2007).

La velocidad méxima de una enzima se determina en condiciones de velocidad
inicial. En la cual la concentracion de sustrato se encuentra en exceso y la del producto es
practicamente nula (Rogers y Gibon, 2009). Para determinar la actividad de una enzima,
primero se establece el rango de proteina con el cual se obtiene una actividad proporcional,
es decir, si se ensaya con el doble o la mitad de proteina, corresponde con el doble o la
mitad de la actividad. Después, si la enzima cuenta con activadores fisiol6gicos reportados,
se realizan ensayos en los que se comparan diversos activadores. Los activadores se utilizan
a diferentes concentraciones para establecer el mejor activador y la concentracién 6ptima
de activacion. Por ultimo se realizan ensayos donde el sustrato principal se varia
(determinacién expeimental de Ky). En caso de contar con méas de un sustrato, primero se
determina la afinidad por uno de ellos. Despues ese sustrato se mantiene en concentracion

fija saturante, y se varia la concentracion de otro sustrato (Rogers y Gibon, 2009).

27



Para determinar los parametros cinéticos de una enzima (Vi Y Kn), se grafican los datos
obtenidos experimentalmente: la velocidad de catalisis respecto a diferentes
concentraciones de sustrato. Se realiza el ajuste no lineal en un programa computacional
que indicara el comportamiento de la enzima, ya sea que se ajuste a la ecuacion de
Michaelis-Menten o a la ecuacion de Hill, con un sitio activo o mas, respectivamente

(Rogers y Gibon, 2009).

Ecuacion de Michaelis-Menten Ecuacion de Hill
v= Vnl[9] r= n[s]"
Km + [S] K+ [S]"
v velocidad r fraccidn de sitios ocupados
V, velocidad méaxima n moléculas de sustrato
[S] concentracién de producto [S] concentracion de producto
Km concentracion a la cual se alcanza la Kq constante de disociacion, para [S]

mitad de la velocidad maxima

28



Tabla 2. Comparacion de velocidades maximas de algunas enzimas del ciclo de Krebs
en mitocondrias aisladas de células tumorales y no tumorales.

Reportado
Enzima (nmol/min*mg de proteina) Incremento
(veces)
AS-30D Higado

Citrato sintasa 1007 143 7
Aconitasa 359 95 3.7
2-oxoglutarato deshidrogenasa 68 48 1.5
Isocitrato deshidrogenasa 297 35 8.5
Malato deshidrogenasa* 5515 3407 1.6

Tomado de Dietzen y Davis. Arch Biochem Biophys. 1993, 305:91-102.

*reaccion en reversa, reverse

Tabla. 2. Se comparan las V., determinadas en el hepatocarcinoma AS-30D con su tejido
de origen higado, asi mismo se calcula su incremento en nimero de veces.
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2. JUSTIFICACION

Las enzimas que controlan el ciclo de Krebs en células no tumorales son la IDH y la
20GDH (Mdiller-Esterl, 2008). Estas enzimas incrementan su actividad (1.6 a 5.2 veces) y
se presenta una mayor concentracién de sus activadores fisiologicos. En conjunto esto
puede indicar que las enzimas reguladoras son otras, al no ser estas los pasos limitantes en
el flujo de la via. Las enzimas que revelen menor eficiencia catalitica seran las enzimas que

puedan controlar el flujo del CK en células tumorales.
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3. HIPOTESIS

En el ciclo de Krebs de células tumorales existe una redistribucién del control en el flujo de
la via, en comparacion con su tejido de origen, por lo que las enzimas limitantes son

diferentes.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
e Caracterizar cinéticamente a cada una de las enzimas del ciclo de Krebs en
mitocondrias de células tumorales AS-30D.
4.2. Objetivos particulares

e Estandarizar las técnicas espectofotométricas para medir la actividad de las

enzimas del ciclo de Krebs.

Determinar los parametros cinéticos (Vi Y Kn) para cada una de las enzimas
del ciclo de Krebs en mitocondrias aisladas de hepatoma AS30D.

Determinar las velocidades maximas de cada enzima en mitocondrias de

higado de rata.

Determinar y comparar las eficiencias cataliticas (Vmax/Km) de las enzimas
del ciclo de Krebs de mitocondrias de AS-30D e higado.

Identificar a las enzimas menos eficientes en mitocondrias de AS-30D e

higado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Linea tumoral

Se aislaron mitocondrias de higado de rata y de hepatoma ascitico AS-30D de acuerdo con
las técnicas reportadas por Moreno-Sanchez et al., 1985 y Moreadith, 1984; las cuales se

describen a continuacion.

5.2. Aislamiento de mitocondrias

La linea tumoral utilizada como modelo experimental, AS-30D, es un hepatocarcinoma
ascitico de rata. Tiene como origen higado de rata transformado por medio de la
administracion oral de 3 -metil-4-dimetilaminoazobenceno (0.06% w/w). (Smith, et al.,
1970). Esta linea pertenece a las células tumorales de rapido crecimiento, conforme a la
clasificacion de Pedersen (1978). Tiene como principales caracteristicas: glucolisis aerdbica
incrementada, acrecentada sintesis de lipidos y colesterol, asi como elevada velocidad en el
consumo de glutamato y glutamina (Greenhouse et al., 1976; Pedersen 1978; Nakashima et
al., 1984; Briscoe et al., 1994; Kelleher et al., 1987). El liquido ascitico se caracteriza por

baja glucosa y no presentar hipoxia (Rodriguez-Enriquez et al., 2000).

5.2.1. AS-30D

La linea celular AS-30D se propagd por inoculacion de 3 a 4 mL de liquido ascitico, via
intraperitoneal a ratas hembra de la cepa Wistar (200-250 g de peso). Las ratas se
mantuvieron con comida y agua ad libitum de 5 a 8 dias. Posteriormente, las ratas se
sacrificaron por dislocacion cervical y se extrajo el liquido de ascitis (alrededor de 25 mL).
Este se centrifug6 a 1800 rpm durante 2 minutos a 4°C, se retird el sobrenadante, el boton

se resuspendié en 30 mL de buffer NKT ( NaCl 150 mM, KCI 5mM y Tris/HCI 10mM, pH
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7.4) (para lisar los eritrocitos presentes) y se centrifugd a 1800 rpm por 2 minutos a 4°C.
Al término se descartd el sobrenadante y nuevamente se resuspendié el botdn celular en
buffer NKT. EI proceso de lavado se repitid hasta obtener el boton celular libre de
eritrocitos, para ello se disminuyd entre cada lavado la velocidad de centrifugacion (100
rpm), teniendo como limite de velocidad 800 rpm. Posteriormente, el boton se resuspendid
en buffer SHE (Sacarosa 250mM, HEPES 10mM y EGTA 1mM, pH 7.4), se determind la
proteina celular (por el método de Biuret, conforme a Gornall et al. 1949, utilizando un
estandar de albdmina sérica bovina de 100mg/mL) y se ajust6 la suspensién celular a una
concentracion de 30 mg/mL. Con agitacion continua y en presencia de albumina sérica
bovina al 0.4%, se agregd gota a gota digitonina (10 pg/mg de proteina celular). Se incubd
la suspensidn por tres minutos a 4°C. Pasado este tiempo, se adicioné SHE (20 mL) y se
centrifugd a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C. Se retir0 el sobrenadante, se resuspendio el
boton y se homogenizé manualmente en un homogenizador de tejidos, émbolo-tubo de
vidrio. ElI homogenizado se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos a 4 °C, el
sobrenadante resultante se separ0, el boton se resuspendié y se homogenizd nuevamente.
Este proceso se repitio al menos 3 veces o hasta que el boton resultante fuera totalmente
blanguecino. Los sobrenadantes se centrifugaron primero a 2500 rpm durante 5 minutos a
4 °C (para eliminar los restos celulares) y posteriormente al pasarlos a tubos limpios se
centrifugaron a 9500 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Los botones se resuspendieron con
500 pL de SHE, se juntaron en un Unico tubo y se incubaron 10 minutos con ADP 1 mMy
albumina deslipidada al 0.1%. Al término de este tiempo se adiciond SHE (30 ml), y se
centrifugo a 9800 rpm durante 10 minutos a 4 °C. EIl botdn se resuspendié con 1 mL de

SHE y se determino la concentracion de proteina.
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5.2.2. Higado

A una rata hembra (cepa Wistar, 200-250 g) se le extrajo el higado, se coloco en SHE y se
cortd en trozos pequefios. Estos se homogenizaron manualmente en un homogenizador de
tejidos, émbolo-tubo de vidrio. Se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el
sobrenadante se filtré con una gasa humedecida con SHE. Posteriormente el sobrenadante
(ya filtrado) se centrifug6 a 9500 rpm durante 10 minutos a 4 °C, el sobrenadante se retird y
el botén mitocondrial se resuspendié con 1mL de SHE; se incubd 10 minutos con ADP 1
mM vy alblmina deslipidada al 0.1%. Una vez transcurrido este tiempo las mitocondrias se
resuspendieron en 30 mL de SHE vy se centrifugd a 9800 rpm durante 10 minutos a 4 °C, el
sobrenadante se retird y el boton mitocondrial fue resuspendido con 1 mL de SHE y se

determind el contenido de proteina por el método de Biuret.
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Fig.3. Trazos representativos: generacion / consumo de NAD(P)H.

A) Cinética representativa de generacion de NADH™ y en donde se muestra como la variacion de la actividad

es proporcional a la cantidad de proteina ensayada.
B) Cinética representativa de consumo de NADH™ Se sefiala la zona en donde la pendiente es recta, y cuyos

datos de absorbancia y de tiempo, se utilizaron para los célculos de velocidad.
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5.3. Determinacién de actividades enzimaticas

Los ensayos se realizaron en un espectrofotometro con arreglo de diodos (Agilent 8453), en
celdas de 1 cm de paso de luz y 1 mL de capacidad, en medio HKE (HEPES 10 mM, KCI
100 mM, EDTAL1 mM, pH 7.4)a 37°C. Las mitocondrias se permeabilizaron con triton al
0.02%. La mayoria de los ensayos se acoplaron a reacciones que consumian o generaban
NAD(P)H (Fig. 3) (con excepcion de los ensayos de la CS, SDH y la fumarasa en la
reaccion reverse, ver detalles mas adelante), que absorbe a una longitud de onda de 340 nm
y tiene un coeficiente de extincion molar de 6.22 mM™ cm™ (Rogers y Gibon, 2009). Para
evitar el consumo del NADH por el complejo I (NADH deshidrogenasa) se agregd
rotenona 4 pM. La sensibilidad de deteccion del método es de 0.6 nmol de NAD(P)H.

Para cada ensayo: a) se determind el intervalo de concentracidn de proteina en el
cual, la actividad es proporcional a la cantidad de proteina. Es decir, al ensayar con el doble
o0 con la mitad de proteina, se obtuvo la mitad o el doble de la actividad y, b) se determin6
que la reaccion era especifica para el sustrato ensayado ya que en ausencia de este no se

observé actividad.

Citrato sintasa

Reaccion:
AcCoA CoA + DTNB = CoA-SH + NBT amarillo
OAA AA_’SC Citrato

Para la determinacion de la actividad de esta enzima (CS), se utilizo DTNB (5°, 5°-

ditiobis 2- acido nitrobenzoico), que al reaccionar con la CoA liberada durante la
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condensacion, se forma CoA-SH y NTB, este ultimo de color amarillo y que absorbe a 412
nm (coeficiente de extincién molar= 13.6 mM™ cm™). La sensibilidad de deteccién para
este método es de 0.14 nmol de TNB. Para determinar el valor de K, por oxaloacetato, se
mantuvo fija la concentracion de acetil CoA, en 0.06 mM y se vario la concentracion de
oxaloacetato entre 0.005 y 0.2 mM. Mientras que para determinar la K, por acetil CoA, la
concentracion se varié entre 0.003 a 0.3mM, manteniendo fija la concentracion de
oxaloacetato (0.1mM). En el ensayo se utiliz6 de 3 a 6 g de proteina mitocondrial, DTNB

0.1 mMy la reaccion se inici6 con la adicion de acetil CoA.

Aconitasa
Reaccioén:
+
NADPUNADPH
Citrato » Isocitrato » 2-oxoglutarato
AC IDH =
CcO

2

Como la enzima es sumamente sensible al oxigeno (estrés oxidativo), a las mitocondrias
aisladas se les adicion6 1 mM de DTT. El medio de reaccion (HKE) se burbujed con
nitrégeno por al menos 30 minutos, y el ensayo se realiz6 en una atmdsfera saturante de
nitrégeno. La reaccion forward (citrato a isocitrato) se midié en presencia de isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP* 3 uL (1:10)= 1 U, MnCl, 0.5 mM y 0.25-0.5 mg de

proteina mitocondrial. La reaccion se inici6 con la adicion de citrato (0.4 mM a 6 mM).

NAD, NADH AcCoA,  CoA

Malato < \] > OAA < \/ Citrato Isocitrato

MDH CL AC
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La reaccion reverse (isocitrato-citrato) se acoplo a citrato liasa (CL, 1U -que genera a partir
de citrato, acetil-CoA y oxaloacetato-) y malato deshidrogenasa (MDH, 1U); en presencia
de 0.25 a 0.5mg de proteina mitocondrial y MnCl, 2 mM. La reaccién se inicié con la

adicion de DL-isocitrato 0.8 mM.

Isocitrato deshidrogenasa

NAD*-ICDH
En 1 mL de HKE (volumen final). Se afiadi6 0.1-0.2 mg de proteina mitocondrial, ADP 2
mM, NAD® 0.015-1.5 mM y MnCl, 2 mM. La reaccion se inicio con la adicion de DL-
isocitrato (0.3-30mM). Cuando se determinaron los valores de K, por NAD" e isocitrato,
se mantuvo fija la concentracion de isocitrato (2.5 mM) y la de NAD® (1 mM),
respectivamente. Se compar6 el efecto de los activadores MgCl, y MnCl,, en sus
concentraciones optimas.

NADP™-ICDH
Para medir la actividad de esta isoforma se emplearon 0.1-0.2 mg de proteina mitocondrial,
NADP* (0.01 a ImM) y MnCl; (0.02 mM) o MgCl, (0.1mM). El ensayo se inicié con la
adicion de DL-isocitrato (0.015 mM a 1.5 mM). Para determinar los valores de Ky, por
NADP y DL-Isocitrato se mantuvo fija la concentracion de DL-isocitrato (1 mM) o la de

NADP* (1 mM), respectivamente.
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2-oxoglutarato deshidrogenasa

Reaccién:

NAD, NADH

2-Oxoglutarato — » Succinil CoA

CoA 20GDH *CO,

La actividad de la enzima se midié en presencia de 2-oxoglutarato (0.25- 10 mM),
coenzima A (0.025 — 1 mM), NAD" (0.01mM — 2.5 mM), MgCl; ( 1 mM) y TPP*? (0.85
mM). Se utilizaron de 0.25 a 0.5 mg de proteina mitocondrial, la mezcla se incub6 por 4
min, y se inicio la reaccion con la coenzima A. Al determinar los valores de Ky, de alguno
de los sustratos (2-oxoglutarato, NAD™ o CoA) se mantuvo fija la concentracion del resto

(2-oxoglutarato 10 mM; NAD" 1 mM., 0 CoA 0.5 mM).

Succinato deshidrogenasa

Reaccién:

FAD* FADH+ DCPIP = pérdida de azul

Succinato Fumarato
SDH

La actividad se determino utilizando el ensayo colorimétrico de la reduccion del
2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), con fenazina metasulfato (PMS, por sus siglas en

inglés) como acarreador de electrones.

2 |a coenzima pirofosfato de tiamina (TPP, en inglés) o cocarboxilasa, es la forma activa de la tiamina
(Vitamina B1). Esta coenzima forma parte integral del sitio reactivo de la 2-OGDH y de la PDH. (Hawkins, et
al., 1989).
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El medio de reaccion contenia PMS 0.4 mM, DCPIP 75 uM 'y mitocondrias (0.25-
1 mg de proteina). El ensayo se inicio con la adicion de succinato y se determind la K, al
variar su concentracion (0.1-10 mM). Se monitored la reduccién del DCPIP (e= 21.3 mol

cm ) a 600 nm.

Fumarasa
Reaccion:
H,0 NADP,  NADPH
/ :
Fumarato « > Malato% Piruvato
FH EM CcoO

2

Para la determinacion de los parametros cinéticos de esta enzima en el sentido forward
(fumarato —malato), el ensayo se acopld a la enzima maélica recombinante de E. coli
dependiente de NADP" (1U) (que a partir de malato y NADP" genera piruvato, CO, y
NADPH). Ademas de esta enzima, el medio de reaccién contenia 30 a 60 pg de
mitocondrias, NADP* (0.5 mM) y MgCly( 2 mM) Con la adicion de fumarato recién
preparado (0.1 -10 mM) se comenzé la reaccion.

La reaccion reverse (malato—fumarato) se midié en celdas de cuarzo a 250 nm, a esta
longitud de onda absorbe el fumarato que tiene un e= 1.62 mM™ cm™. La reaccién se inici6

con la adicion de malato (0.08-8 mM).

Malato deshidrogenasa

+

NAD NADH AcCoA CoA + DTNB = CoASH + NBT amatrillo

Malato U » OAA A-,L» Citrato
MDH CS
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Dado que la reaccion reverse se ve favorecida, para medir la reaccion forward se acopld la
reaccion a citrato sintasa (CS, 1 U), para que el oxaloacetato generado en la reaccion de la
MDH se condensara con el acetil CoA para formar citrato. Ademas el medio de reaccion
contenia 0.04 — 0.08 mg de mitocondrias, NAD" (0.004— 0.8 mM), AcCoA (0.8 mM) y
malato (0.25- 5 mM). Para determinar los valores de K., por NAD" o malato, las
concentraciones de malato y NAD™ que se usaron fueron 5 mM y 1 mM, respectivamente.

El ensayo para medir la reaccion reversa contenia 6 — 12 pg de mitocondrias, NADH"
(0.001 a 0.1 mM) y oxaloacetato (0.008 a 0.8 mM), respectivamente. La reaccion se inicié
con la adicion del oxaloacetato. Para determinar la afinidad por NADH, la concentracion
de oxaloacetato utilizada fue 0.1mM, mientras que cuando se determiné la afinidad por

oxaloacetato la concentracién utilizada de NADH™ fue 0.1mM.

NAD . NADH
Malato v OAA
MDH
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5.4. Determinacion de parametros cinéticos
Para determinar los parametros cinéticos, se calculd la actividad correspondiente a la
concentracion de sustrato ensayada como se indica a continuacion:
Calculo de velocidad
En el trazo de la actividad, se verifica la zona lineal de la reaccidn, y se calculan los AA'y
AT.
Con los cambios de absorbancia y de tiempo se realiza el siguiente célculo:
Datos: &= Coeficiente de extincién molar (NAD*) = 6.22 mM™ cm™

A t=176.5 segundos
A A =0.05534
Proteina utilizada en el ensayo= 0.034 mg**
Actividad: 0.05534 / 6.22 = 8.89 x 10 mM de NADH en la celda de 1 mL, por lo cual

8.89 x 10 > mM x 0.001L= 8.89 x 10 mmol = 8.89 nmol

8.89 nmol / 176.5 s = 0.0504 nmol/ s
0.0504 nmol/s x 60 = 3.024 nmol/min
(3.024 nmol/min) / 0.034 mg = 88.9 nmol / min * mg

La concentracién de los stocks de los sustratos se cuantificé por medio de ensayos
enzimaticos asociados a la generacion o consumo de NAD(P)H. De esta forma se
determind la concentracion de cada stock. Los valores de velocidad y de las
concentraciones de sustrato se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten; para
determinar los parametros cinéticos de velocidad maxima (V) y Ky, . Este procedimiento

se realizd en el programa computacional Origin5.0.

 proteina corregida por la concentracion de la preparacion y el volumen agregado en el ensayo.
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6. RESULTADOS

6.1 Caracterizacioén cinética

6.1.1 Aconitasa

La AC tiene en su sitio activo un centro hierro-azufre altamente sensible a oxigeno (estrés
oxidativo), por este motivo la actividad de la aconitasa se midié en tres condiciones
diferentes. En presencia de aire (atmosférico), con el medio de reaccion burbujeado con
nitrégeno (minimo 30 minutos) y por ultimo, con el medio de reaccién burbujeado y una
atmosfera de nitrogeno. En esta Gltima condicién la Vi, que se obtuvo fue 6 veces mayor
que en la condicion con aire (fig. 4. A). La aconitasa es dependiente de Mn?*, ya que es
esencial para la actividad de la enzima, se probo variar la concentracion de 0.25a1 mM y
se determind la concentracion dptima de 0.5 mM. Al determinar la afinidad por citrato se
observo una disminucion en la actividad a una concentracion mayor a 2 mM de citrato (fig.
4. B). Una explicacion posible fue que el citrato estuviese quelando al manganeso (esencial
para la reaccion), pero el incremento en la concentracién de Mn®* durante el ensayo, no
revirtié la inhibicion, lo que sugirié que el Mn?* quelado por citrato no fue lo que
disminuyd la actividad enzimatica, sino el incremento del citrato que ejerci6 inhibicion por

sustrato.
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Fig.4. Actividad de Aconitasa

A) Velocidad maxima de la aconitasa, en diversas condiciones: Aire (estandar), medio burbujeado con
nitrogeno (medio + N) y medio burbujeado con nitrégeno y una atmdésfera saturante de nitrdgeno (medio +N
y atm N).

B) Cinética de la aconitasa en buffer burbujeado con nitrégeno y atmésfera saturante de nitrégeno. Se observa
inhibicion por sustrato a concentraciones mayores de 1.6 mM, por lo que los Gltimos puntos no se utilizaron
para el ajuste de la determinacion de la V, y la Ky,
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6.1.2. Isocitrato deshidrogenasa
NAD*-ICDH

La enzima presentd cooperatividad con respecto al isocitrato (Fig. 5. A), teniendo como
activadores alostéricos al Mn?*, Mg?* ya | ADP; sus concentraciones 6ptimas fueron 2,
10 y 1 mM, respectivamente. Debido al efecto sinérgico del ADP y Mn?* sobre la actividad
de la enzima, ambos se incluyeron en los ensayos de actividad.
NADP*-ICDH

En el caso de la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP®, no se observd
cooperatividad con respecto a isocitrato, la enzima presenté una cinética hiperbdlica (Fig.
5. B). El mejor activador fue el magnesio seguido por manganeso, sus concentraciones

Optimas fueron de 0.1 y 0.02 mM, respectivamente.

6.1.3. Succinato deshidrogenasa

La actividad de la enzima fue 10 veces menor a la que se estimé a partir del consumo de
oxigeno en condiciones saturantes de succinato. En mitocondrias de AS-30D e higado, la
velocidad de consumo de oxigeno fue de 240 y 90 ngAtO min mg, mientras que por el
método espectrofotométrico con DCPIP fue de 15 y 40 nmol/min*mg, respectivamente. Lo
que sugiere que con el método espectofotométrico se subestima la actividad de la enzima, y

se tendré que buscar otra técnica para caracterizar a la enzima..

NOTA: El resto de las caracterizaciones no se describen, porque a) las enzimas presentaron

comportamiento michaeliano, y b) se resolvid la estandarizacion de la técnica.
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Figura 5. Isocitrato deshidrogenasa.

A) Cinética de la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD", los datos se ajustaron a la ecuacion de Hill
(ecuacioén logaritmica aplicada a enzimas de comportamiento cooperativo, es decir, con mas de un sitio
activo, Seccion Il1), en ambos ajustes se observa cooperatividad de la enzima por isocitrato, en presencia de
Mg?* (simbolos rojos) o0 Mn?* (simbolos negros).

B) Cinética de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* con Mn?** 0.1 mM, los valores se ajustaron a
la ecuacion de Michaelis-Menten (ecuacion que describe como varia la velocidad de reaccion en funcion de la
concentracion de sustrato, descrita en la Seccion I11).
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6.2. Parametros cinéticos de cada una de las enzimas del ciclo de Krebs

6.2.1. Afinidades

En general, las afinidades (K,) determinadas para las enzimas del ciclo de Krebs en
mitocondrias aisladas de AS-30D fueron similares a los reportados para enzimas no
tumorales (Tabla 3). Las enzimas NAD*-IDH, 20GDH y FH presentaron diferencias en la
afinidad. Para descartar que la diferencia se debiera a las condiciones experimentales o la
metodologia utilizada, se realiz6 la caracterizacion cinética de estas enzimas en higado
(NAD* /INADP*-ICDH, 20GDH y FH). En particular la NAD*-ICDH mostré6 una menor
afinidad por isocitrato con respecto a la enzima de higado, también la FH mostré6 menor
afinidad por fumarato, mientras que la afinidad incrementd por malato, a diferencia de la
enzima de higado, en donde ocurrié lo contrario. Lo anterior sugirié la presencia de

enzimas diferentes en cada tipo de mitocondrias, es decir la presencia de isoformas.

6. 2.2. Velocidades maximas

Las enzimas de AS-30D tuvieron una velocidad maxima mayor en comparacién con las
mitocondrias de higado, como fue reportado por Dietzen y Davis (1993) (tabla 4).

En particular, la velocidad maxima de la fumarasa se increment6 20 veces, en otras enzimas
como la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP* y NAD", citrato sintasa, malato
deshidrogenasa (en la reaccion reverse) y la fumarasa (en la reaccion reverse), se
incrementd la Vi, de 1.8 a 5 veces, dicho aumento fue estadisticamente significativo (p

0.05-0.001). Las enzimas con menor Vp, fueron la AC, la20GDH y la SDH.
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Algunas enzimas presentaron inhibicion por sustrato (AC, 20GDH y MDH), sin embargo,
las condiciones para que esto ocurra, son concentraciones de los sustratos que no se

alcanzan fisiol6gicamente.

6.2.3. Eficiencias cataliticas

En AS30D las eficiencias cataliticas se calcularon a partir de los valores de Vi, y Kp, en el
caso de AS-30D, se utilizaron las velocidades méximas y afinidades determinadas, mientras
que en el caso de higado, se utilizaron las velocidades mé&ximas determinadas en estas
mitocondrias y las afinidades determinadas en AS-30D. Ya que en se encontré que los
valores de K, fueron similares a los reportados para las enzimas no tumorales. Analizando
las eficiencias de cada reaccion por separado (forward y reverse), en AS-30D las enzimas
menos eficientes fueron la SDH, O2GDH y NAD*-IDH. En higado, las enzimas menos
eficientes con este analisis fueron la 20GDH, AC y FH (tabla 5). Sin embargo, al tomar
en cuenta la eficiencia de la reaccién en ambos sentidos (reaccion global), las menos
eficientes en higado y AS-30D fueron la MDH, 20GDH y NAD*-IDH; adicionalmente en

higado la FH (tabla 5).
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Tabla 3. Afinidades determinadas para las enzimas del ciclo de Krebs en mitocondrias de células tumorales y las afinidades
reportadas para enzimas de células normales.

AS-30D No tumoral

AS-30D No tumoral
Enzima Sustrato
Km

SDH Succ 92 25°
C

FH Fum (Mg**1.5mMm) 1000 (553 0)
25°¢

Mal 400 (1700)

MDH Mal 450 NR
NAD" 110 NR

OAA 7 40°

NADH" 17 50°

Enzima Sustrato
Km
CS OAA 11 6
AcCoA 3 52
AC Cit  (Mn* 2mMm) 500 9502
) 2 200"
+_ 2+
NAD*-ICDH  Isocit  (Mn*" 2mM) 900 (130)
NAD" 300 80
NADP*-ICDH Isocit (Mg* 1mM) 46 22°
’ (40)
NADP* 78 562
117°
20GDH 20G 730 (400)
CoA 50 ND
NAD" 630 ND

Los valores de Ky, (UM) son de diversas fuentes tales como
%rata, °humano, y Ccerdo. ~NR No reportado ND No
determinado. n=1

Entre paréntesis se presentan los valores de afinidad
determinados en mitocondrias aisladas de higado de rata.

CS citrato sintasa, AC aconitasa, NAD*-ICDH isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NAD, NADP*-ICDH isociteato
deshidrogenasa dependiente de NADP, 20GDH 2-oxoglutarato
deshidrogenasa, SDH succinato deshidrogenasa, FH fumarasa,
MDH malato deshidrogenasa
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Tabla 4. Velocidades maximas determinadas para lea enzimas del ciclo de Krebs en mitocondrias aisladas de higado y AS-30D.

Enzima Higado AS-30D Incremento
AS-30D / Higado
CS V f 495 + 140 1260 + 470 * 2.5
AC Vi f 13 +£8 20 £ 10 1.5
Vi 1 ND 8 (1) -
NAD*-ICDH Vi f 35 + 15 130 + 80 * 3.7
NADP -ICDH Vi f 100 + 40 520 + 300 * 5.2
20GDH Vi f 12 £ 6 20 £ 10 1.6
SDH Vi f 40+ 10 13 +£8 -
FH Vi f 170 £ 10 3360 + 340 ** 20
Vi 1 190 + 80 340 £ 90 * 1.8
MDH Vi f 520 + 270 300 + 115 -
Vi 1 1100 + 520 2070 + 460 * 1.9

+ D.E. ND, No determinado. n=3-8 p< 0.05*,< 0.001* vs hepatocitos. Las velocidades maximas se determinaron en condiciones
saturantes de sustrato (al menos 10 veces el valor de Ky,) y concentraciones Optimas de activadores a 37°C y pH 7.4 (ver la seccién de
métodos). CS citrato sintasa, AC aconitasa, NAD*-ICDH isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD, NADP*-ICDH isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NADP, 20GDH 2-oxoglutarato deshidrogenasa, SDH succinato deshidrogenasa, FH fumarasa, MDH
malato deshidrogenasa, Vinf velocidad méaxima forward, Vif velocidad maxima reverse.
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Tabla 5. Eficiencias cataliticas de las enzimas del ciclo de Krebs determinadas en mitocondrias de higado y AS-30D.

AS-30D Higado
sutra (GO Wakor (vl
CS citrato sintasa oxaloacetato 0.12 0.12 0.05 0.05
AC aconitasa citrato 2x10™ ND 2x107° ND
NAD*-ICDH isocitrato deshidrogenasa isocitrato 1.3x10™ 1.3x10™ 22x10* 22x10*
NADP*-ICDH isocitrato deshidrogenasa isocitrato 0.01 0.01 4x10°73 4x10°73
20GDH 2-oxoglutarato deshidrogenasa 2-oxoglutarato 1.3x10° 1.3x10° 4x10° 4x10°
SDH succinato deshidrogenasa succinato 4x107 ND 2x10° ND
fumarato 3.4x10 ® 6.6x10™
FH fumarasa 25x10° - 4,6x10™
malato 9x 10 2x10™
MDH malato deshidrogenasa malato 22310 -0.3 tx10” -0.16
0.3 0.16

oxaloacetato

Eficiencia Catalitica = Vin/Kp, en (L / min* mg)

ND = No Determinado

Se presentan los calculos de las eficiencias cataliticas (V/Kp), tanto en forward, como en reverse por separado; para la reaccion global

se tomd en cuenta la eficiencia en ambos sentidos, forward y reverse. .
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7. DISCUSION

.El ciclo de Krebs es una via de vital importancia para la célula, una de sus funciones
principales es la de producir el poder reductor que es utilizado por la cadena respiratoria
para generar el gradiente de protones necesario para la sintesis de ATP. En el caso de las
células proliferativas, como las tumorales, est4 via participa de manera significativa con la
sintesis de precursores para formacion de macromoléculas. Estudios previos indican que
esta via contribuye en el control de la fosforilacion oxidativa. Por ello, su estudio puede ser
util para proponer nuevos blancos terapéuticos.

En esta tesis se realiz6 la caracterizacion cinética de la mayoria de las enzimas del
ciclo de Krebs. La velocidad de las enzimas en AS-30D fue de 1.4 a 20 veces mayor
comparada con las enzimas de higado de rata. No obstante a ello, las enzimas AC, 20GDH,
NAD*-ICDH y la SDH presentaron velocidades menores en la via completa. Esto puede
deberse a una subestimacion, al menos con la AC y SDH, La AC es una enzima altamente
sensible a estrés oxidativo (por lo que es un biomarcador de dicho estrés) reduciendo su
actividad, al no encontrarse en la mitocondria intacta, donde también se encuentran las
defensas antioxidantes La baja velocidad de la SDH puede atribuirse a la inespecificidad en
la reduccion del DCPIP. Esto altimo fue validado con la velocidad de consumo de oxigeno
inducido por succinato que fue mayor respecto a la determinada con la reduccion del
DCPIP

Sin embargo, un analisis de velocidad maxima no es suficiente para sefialar a una
enzima como limitante (o la que podria ejercer control sobre el flujo de una via), ya que

también depende de la afinidad que tiene por su sustrato.
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Las afinidades de la mayoria de las enzimas no mostraron, diferencias entre las
reportadas en células o tejidos no tumorales y tumorales, sugiriendo que no hay expresion
de isoformas. Sin embargo: AC, NAD*-ICDH, SDH y FH; presentaron diferencias en su
afinidad por citrato, isocitrato, succinato y fumarato, respectivamente. Estos cambios en la
afinidad podrian indicar la expresion diferencial de isoformas entre células tumorales y no
tumorales con diferentes afinidades, como ocurre para la glucolisis (Marin-Hernandez et
al., 2009), o bien, podria atribuirse a alguna mutacion en los genes que las codifican (Lu et
al., 2012; Turcan et al., 2012).

Con los valores de Vi, y Kn, se puede tener una primera aproximacion para
determinar si una enzima ejerce control en una via metabdlica, al calcular la eficiencia
catalitica (Vi/Knm) (Saavedra-Lira et al., 2005). La velocidad méxima y la afinidad por
separado, indican que tan rapido la enzima transforma el sustrato en producto y la afinidad
con la que se une a este, respectivamente. Al involucrar ambos pardmetros, se determina la
capacidad de la enzima de transformar el sustrato en producto. Si la enzima es poco
eficiente, por convertir lentamente el sustrato en producto y/o requerir de altas
concentraciones de sustrato para llevar a cabo su funcién; muy probablemente esta sera una
enzima limitante en el flujo de la via, y podria controlarlo. (Fell D., 1997).

El andlisis de las eficiencias cataliticas indica que las enzimas menos eficientes en
higado y AS-30D son las mismas: la MDH, la 20GDH y la NAD*-ICDH. A pesar del
incremento de las velocidades méaximas y cambios puntuales en las afinidades. Esto se
debe a que la 20GDH y la NAD* ICDH son las enzimas que mantienen menor velocidad
méaxima en el ciclo y una baja afinidad por sus sustratos. Debido a estas caracteristicas son
los principales sitios de control (Muller-Esterl, 2008). Por otro lado, el que la MDH sea
una de las enzimas menos eficientes es de llamar la atencion. El analisis cinético nos
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permite entender por qué. Esto se debe a que la reaccion reverse (oxaloacetato— malato) se
ve favorecida por la alta afinidad que tiene la MDH por oxaloacetato (7 uM) a diferencia de
la que tiene por malato (450 uM). La enzima transforma el malato a oxaloacetato siempre
y cuando este metabolito sea consumido inmediatamente por la CS en condiciones
fisioldgicas. De lo contrario el oxaloacetato se transforma inmediatamente en malato.

La determinacién de las eficiencias cataliticas es una primera aproximacion para
poder establecer los posibles sitios de control en el ciclo de Krebs tumoral. Sin embargo
este andlisis no contempla que las concentraciones fisioldgicas de sustratos, productos,
inhibidores y activadores presentes puedan modificar la actividad de las enzimas. Por lo
anterior, el siguiente paso es la construccién del modelo cinético a partir de los parametros
cinéticos de cada enzima asi como de las concentraciones in situ de metabolitos de la via
permitira esclarecer los mecanismos de regulacion y control del ciclo de Krebs tumoral, asi

como proponer, posibles blancos terapéuticos. a futuro.

8. CONCLUSION

Las enzimas, 20GDH, NAD*-ICDH y MDH son menos eficientes cataliticamente y posibles
sitios de control en mitocondrias tumorales, también son las menos eficientes en su tegido

de origen

9. PERSPECTIVAS

Determinar la concentracién de metabolitos y el flujo del ciclo de Krebs en mitocondrias

aisladas. Construir el modelo cinético del ciclo de Krebs.
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