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RESUMEN 

El aporte de ATP que proviene de la fosforilación oxidativa (FO) es > 80% en las células 

tumorales (Moreno-Sánchez et al. 2009) siendo los principales sitios de control de esta  ruta 

metabólica, la NADH
+
 deshidrogenasa de la cadena respiratoria (40%) y las vías 

consumidoras de ATP (30%) (Rodríguez-Enríquez et al. 2000); sin embargo, no se ha 

evaluado el control que ejercen en esta ruta metabólica las enzimas del ciclo de Krebs 

(CK). En un avance para dilucidar otros sitios de control y posibles sitios terapéuticos en 

las vías de síntesis de ATP, se analizaron, la velocidad máxima (Vm
1
), la afinidad (Km

2
) y la 

eficiencia catalítica (Vm/Km)
3
 de las enzimas: citrato sintasa (CS), aconitasa (AC), isocitrato 

deshidrogenasa (ICDH), 2-oxoglutarato deshidrogenasa (2OGDH), succinato 

deshidrogenasa (SDH), malato deshidrogenasa (MDH), y fumarasa (FH) en mitocondrias 

del tumor AS-30D, comparando los parámetros cinéticos con mitocondrias de hígado de 

rata (RLM).  

En las enzimas ensayadas, las velocidades máximas (Vm) fueron significativamente 

mayores en el tumor (1.8-5 y hasta 20 veces) respecto a RLM, pero  las afinidades (Km) 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 Vm/Km reveló que las 

enzimas catalíticamente menos eficientes fueron MDH, NAD-ICDH  y 2OGDH, las cuales 

podrían ser sitios de control del ciclo de Krebs. Con los datos cinéticos obtenidos se está 

construyendo un modelo matemático para la  identificación de otros posibles blancos 

terapéuticos en los tumores dependientes del metabolismo oxidativo 

                                            
1
 Velocidad alcanzada con sustrato saturante en ausencia de producto. 

2
 Concentración a la cual se alcanza la mitad de la velocidad máxima, valor inverso de afinidad de la enzima 

por su sustrato. 
3
 Eficiencia catalítica. Capacidad de la enzima de transformar el sustrato en producto. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Sección I 

1.1. El cáncer 

La Organización Mundial de la Salud (OMS) en 2008 estimó que la principal causa 

de muerte es el cáncer con 7.6 millones de casos a nivel mundial y calculó que el número 

de casos  aumentará hasta 13.1 millones de defunciones en los próximos 15 años 

(Globocan, 2008; IARC, 2010).  En México, los tipos de cáncer que causan mayor número 

de defunciones anuales en mujeres son el de mama (7.6 %), ovario (6.4%) y cuello del 

útero (2.7%); mientras que en hombres son el de próstata (8.1%) y vías respiratorias 

(tráquea, bronquios y pulmón, con 7%) (INEGI, 2008). 

 El cáncer es una enfermedad multifactorial donde el control de la proliferación y la 

diferenciación celular se pierde debido a la alta tasa de mutaciones inducidas por la 

exposición a la radiación, a los compuestos químicos y a algunos virus oncogénicos.  En 

consecuencia, la célula normal se trasforma en  un tumor (Vogelstein y Kinzler, 2004; 

Tysnes y Bjerkvig, 2007; Romero-García et al., 2011).  La tumorigenesis  involucra la 

activación de oncogenes como HER2, Src, H-RAS, c-MYC y la inactivación de genes 

supresores de tumores como PTEN, p53 y pRb que intervienen en la regulación del ciclo 

celular y en la proliferación (Vogelstein & Kinzler, 2004; Gillies et al., 2008).  

Las células tumorales desarrollan características distintivas durante y hasta su 

transformación como son: 1) potencial ilimitado de replicación; 2) angiogénesis sostenida; 

3) evasión de la apoptosis; 4) cambios en la sensibilidad a señales de crecimiento y de no-

crecimiento, 5) inducción de metástasis (invasión de tejidos); 6) evasión del sistema 
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inmune y 7) reprogramación del metabolismo energético (Hanahan y Weinberg, 2011; 

Romero-García et al., 2011). 

Las terapias tradicionales contra el cáncer (radioterapia y quimioterapia) tienen 

como blanco proteínas y vías de señalización que tienen  las células en acelerada 

proliferación. Sin embargo, las células tumorales co-existen con células sanas. Entre las 

células sanas, las epiteliales y hematopoyéticas comparten la acelerada proliferación siendo 

susceptibles al daño inducido por el tratamiento. (Denekamp, 1980).  Por lo tanto, se pone 

atención en el desarrollo de terapias más selectivas contra el cáncer basado en las 

diferencias entre las células tumorales y las sanas (Moreno-Sánchez et al., 2007). En este 

sentido, la reprogramación en el metabolismo energético (glucólisis y fosforilación 

oxidativa) en respuesta a fluctuaciones en la disponibilidad del oxígeno y nutrientes es una 

característica distintiva en las células tumorales.  Recientemente, se han desarrollado 

terapias novedosas que se enfocan en la identificación de las enzimas o proteínas 

involucradas en dichos cambios para proponerlas como nuevos blancos terapéuticos 

(Marín-Hernández et al., 2009; Romero-García et al., 2011). 

 

1.2. Metabolismo energético en las células tumorales  

La acelerada proliferación celular y la formación de vasos sanguíneos frágiles y 

caóticos durante el desarrollo de un tumor sólido (fig.1.), generan zonas donde los niveles 

de oxígeno y otros nutrientes (principalmente, la glucosa) son limitados (Onozuka et al., 

2011), en consecuencia co-existen dos poblaciones celulares cuya dependencia energética 

dependerá de su ubicación en el tejido tumoral: en aquellas zonas hipóxicas predominan las  
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Fig. 1. Gradientes de oxígeno y glucosa en un tumor sólido. En función de la distancia 

del tumor a los vasos sanguíneos. 
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células dependientes del metabolismo glucolítico, mientras que las poblaciones cercanas a 

los vasos sanguíneos dependen principalmente de la fosforilación oxidativa (FO) para el 

suministro de ATP (Sonveaux et al., 2008).  Independiente de los diversos cambios a nivel 

genético y de transducción de señales, la célula tumoral depende de la glucólisis o 

fosforilación oxidativa para obtener ATP.  Por lo que el estudio del metabolismo energético 

tumoral puede ser útil en el desarrollo de estrategias terapéuticas más efectivas.  En este 

sentido, las células tumorales presentan generalmente un aumento en la velocidad de la 

glucólisis en normoxia (efecto Warburg), con respecto a las células normales.  Al parecer la 

activación de oncogenes (c-MYC, H-RAS) o del factor inducido por hipoxia (HIF-1α) 

(Dang et al., 1997) son los responsables de aumentar la sobre-expresión e incremento de la 

actividad de la mayoría de las enzimas y transportadores de la glucólisis (GLUT 1, GLUT 

3, HKI, HKII, PFK-1, ALD-A, ALD-C, PGK1, ENO-, PYK-M2, LDH-A y PFKF) 

(Marín-Hernández et al., 2009).  Aunado a lo anterior, en la célula tumoral  se suscitan 

cambios en los mecanismos de regulación de las enzimas que ejercen el control en su 

glucólisis  (hexocinasa, HK y fosfofructocinasa, PFK-1). (Marín-Hernández et al., 2011). 

La hipótesis de Warburg en 1956 promovió el supuesto de que el aumento del flujo 

glucolítico serviría para compensar un déficit mitocondrial (Warburg, 1956).  Sin embargo, 

experimentalmente diversas líneas celulares de cáncer de roedor (AS-30D, Ehrlich Letreé 

fibrosarcoma y cáncer epitelial de mama 1929) y humanas (colon HT29, carcinoma de 

pulmón de Lewis, cáncer de mama MCF-7, cáncer de cérvix, HeLa) (Sauer, 1977; Lanks y 

Li, 1988; Kallinowski et al., 1989, Gauthier et al., 1990; Miralpeix et al., 1990; Rodríguez-

Enríquez et al., 2006)) mantienen (i) elevada su velocidad de respiración 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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proteínas mitocondriales como la enzima málica, la glutaminasa y algunas enzimas del 

ciclo de Krebs  (Baggetto, 1992, Dietzen y Davis, 1993; Moreno-Sánchez et al., 2007). 

La aplicación del Análisis de Control Metabólico (ACM) permitió la identificación 

de posibles sitios de control de la glucólisis así como de la FO y su contribución 

cuantitativa al control ejercido sobre el flujo (Moreno-Sánchez et al., 2007).  Una enzima 

que ejerce mayor control en un flujo metabólico se puede identificar como aquella que con 

una pequeña variación en su actividad afecta importantemente el flujo de la vía en la que se 

encuentra; por tanto, las enzimas reguladoras podrían ser consideradas como blancos 

terapéuticos.  Con el ACM, se demostró que los puntos de control principales en la 

glucólisis tumoral son el transportador de glucosa (GLUT), la hexocinasa (HK) y la hexosa 

fosfatoisomerasa (HPI) (Marín-Hernández et al., 2009); mientras que para la FO el 

Complejo I (la NADH–Q -ubiquinona o plastoquinona- oxidoreductasa) de la cadena 

transportadora de electrones y las reacciones consumidoras de ATP (proliferación, sistemas 

de transporte, biosíntesis de macromoléculas) son las que ejercieron mayor control 

(Rodríguez-Enríquez et al., 2000).  Sin embargo en este estudio no se analizó el control 

ejercido por cada una de las enzimas del ciclo de Krebs.  De hecho se ha demostrado que en 

algunos tumores ascíticos como el hepatoma AS-30D, la actividad de la mayoría de las 

enzimas del ciclo de Krebs está aumentada de manera significativa (de 1.5 a 8.5 veces) 

(Dietzen y Davis, 1993).  Por lo tanto, la identificación de la o las enzimas del ciclo de 

Krebs que presenten diferencias cinéticas con respecto a su tejido de origen podrían 

también ser considerados como potenciales sitios terapéuticos. 
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Sección II 

 

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 generación de poder reductor (NADH) utilizado por el sitio I 

de la cadena transportadora de electrones.  La oxido-reducción de este substrato promueve 

un transporte vectorial de electrones entre los complejos respiratorios y un bombeo de 

protones del complejo I, II y III de la matriz al espacio intermembranal.  Este gradiente de 

protones es substrato de la ATP synthase (o ATP sintasa) para la síntesis de ATP a partir de 

ADP y fosfato; (ii) síntesis de precursores para la formación de aminoácidos y de colesterol 

y ácidos grasos para la biosíntesis de membranas celulares (Müller-Esterl, 2008).  El ciclo 

de Krebs consta de ocho enzimas localizadas  en su mayoría 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; Müller-Esterl, 2008; Norris, 1971; 

Rogers et al., 2009).  En la Tabla 1 se resumen la localización 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 

formación de citrato.  El valor de ΔG´° para esta reacción es de -31.5 KJ/mol resultando 

una reacción exergónica e irreversible.  La enzima es un homodímero que se encuentra 

únicamente en la matriz mitocondrial, razón por la que es utilizada como marcador de daño 

mitocondrial. Su actividad es inhibida por ATP, NADH y por derivados de ácidos grasos.  

Aconitasa (AC).  En reacción 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, 2OGDH, 2-

oxoglutarato deshidrogenasa; SCS, succinil coenzima A sintetasa; SDH, succinato deshidrogenasa; FH, 

fumarasa; MDH, malato deshidrogenasa. 
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es altamente sensible a oxígeno por lo que es usada como un marcador de estrés oxidativo. 

Además, se sugiere como sensor intramitocondrial del estado redox (balance entre el estrés 

oxidativo y las defensas antioxidantes).  El valor de ΔG´° para esta reacción 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 

regulación alostérica (Rogers A., Gibon Y., 2009).  Tiene como  activadores al ADP, el 

Ca
2+

, al Mg
2+

, al Mn
2+

 y al citrato, y como inhibidores al 2-oxoglutarato, al NADH y al 

ATP.  La reacción que cataliza es la descarboxilación del isocitrato con la formación de 2-

oxoglutarato, junto con la reducción de NAD
+
 a NADH; esta reacción en mamíferos es 

irreversible (ΔG´° -21 KJ/mol).  Existen tres isoformas de la enzima: dos dependientes de 

NADP
+
 (ICDH 1 y 2, homodímeros) que se encuentran en el citosol y la matriz 

mitocondrial respectivamente y una dependiente de NAD
+ 

(ICDH 3) que se encuentra como 

heterotetrámero en la matriz mitocondrial. El gen de esta isoforma presenta splicing 

alternativo del cual se obtienen tres productos (Voet & Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007, 

Müller-Esterl, 2008; Chen y Zheng, 2008). 

2-oxoglutarato deshidrogenasa  (2OGDH). Es un complejo multienzimático que 

consiste de múltiples copias de tres subunidades: la oxoglutarato descarboxilasa 

dependiente de TPP (E1), la enzima núcleo dihidrolipil succinil-transferasa (E2), y la 

dihidrolipoil deshidrogenasa (LAD, E3). Esta última presente también en el complejo de la 

PDH (piruvato deshidrogenasa).  En particular, la oxoglutarato descarboxilasa dependiente 

de TPP, se inactiva por especies reactivas de oxígeno que en ocasiones, ella  misma 

produce. La 2OGDH cataliza la descarboxilación del 2-oxoglutarato en succinil CoA y 

NADH con un ΔG´° de -33 KJ/mol.  Es una enzima altamente regulada activada 
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principalmente por Ca
2+

, e inhibida por NADH
 
 y succinil-CoA (Voet y Voet, 1995; Reisch 

y Elpeleg, 2007, Müller-Esterl, 2008). 

Succinil coenzima A sintetasa (SCS). La enzima SCS utiliza succinil-CoA (un 

tioéster de alta energía con un  ΔG´° de hidrólisis  de -33.5 KJ/mol) para fosforilar ADP o 

GDP. Existen dos isoformas mitocondriales de este heterodímero (compuesto por 

subunidades  y ), 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 reacción en sentido hacia adelante (forward), mientras que la SCS-G cataliza 

la reacción en sentido inverso (reverse).  La isoforma SCS-A se encuentra preferentemente 

en tejidos anabólicos como hígado y riñón; y la isoforma SCS-G se encuentra en tejidos 

catabólicos como testículos y cerebro (Voet y Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007, Müller-

Esterl, 2008). 

Succinato deshidrogenasa (SDH). Este complejo enzimático (conocido también 

como el complejo II, succinato-ubiquitinona óxido reductasa), se encuentra embebido en la 

membrana interna mitocondrial (subunidades hidrofílicas A y B; subunidades hidrofóbicas 

C y D) orientada hacia la matriz mitocondrial.  Este complejo tiene una participación dual 

en el CK y en la cadena transportadora de electrones donde la oxidación del succinato a 

fumarato (con un ΔG´° de 6 KJ/mol)  provee de un par de electrones por la oxidación del 

FADH2 (complejo II) a la poza de quinonas (Reisch y Elpeleg, 2007, Müller-Esterl, 2008).  

Fumarasa (FH). Esta enzima cataliza la oxidación de fumarato a malato (ΔG´°=-

3.4 KJ/mol).  Existen dos isoformas, una mitocondrial y otra citosólica, ambas producto de 

un solo gen a través de splicing alternativo.  Se propone que la versión citosólica puede 
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contribuir al ciclo de la urea y en el metabolismo de aminoácidos (Reisch y Elpeleg, 2007; 

Yogev et al., 2011) 

Malato deshidrogenasa (MDH). Esta enzima interviene en la oxidación del malato 

a oxaloacetato.  Conforma  un homotetrámero y tiene dos isoformas, una mitocondrial y 

otra citosólica; ambas forman parte de la lanzadera malato/aspartato.  Por el ΔG´° (+29.7 

KJ/mol) de esta reacción se favorece la reacción en el sentido inverso o reverse. 

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

Enzima Isoformas Localización 
Estado de 

oligomerización 

Citrato sintasa Ninguna Matriz mitocondrial Homodímero 

Aconitasa 

AC (IRP-3) Matriz mitocondrial 

Monómero IRP1 (AC1), IRP2 (AC3) 

(proteína reguladora de hierro-

1 y 2) 

Citosol 

Isocitrato 

deshidrogenasa 

ICDH1 

(dependiente de NADP
+
) 

Citosol Homodímero 

ICDH2 

(dependiente de NADP
+
) 

Matriz mitocondrial 

Homodímero 

ICDH3 

(dependiente de NAD
+
) 

Heterotetrámero 

2-Oxoglutarato 

deshidrogenasa 
Ninguna Matriz mitocondrial 

Complejo 

multienzimático 

(3 enzimas) 

Succinil CoA 

sintetasa 

SCS-A 

(dependiente de ATP) 

SCA-G 

(dependiente de GTP) 

Matriz mitocondrial Heterodímero 

Succinato 

deshidrogenasa 
Ninguna 

Embebido en la 

membrana interna 

mitocondrial 

Complejo 

enzimático 

(4 subunidades) 

Fumarasa 
FH1 Matriz mitocondrial 

Homotetrámero 
FH2 Citosol 

Malato 

deshidrogenasa  

MDH1 Citosol 
Homodímero 

MDH2 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 investigación en cáncer consideraron el ciclo de Krebs en 

células tumorales no funcional.  Esta suposición se apoyó por las siguientes  evidencias 

experimentales: 1)  la mayor parte del piruvato proveniente de la glucólisis es desviado 

hacia la producción de lactato (y no entra al CK) debido a que la PDH es inhibida por 

acetoína (Baggeto, 1992); 2) una elevada expulsión de citrato de la mitocondria al citosol, 

por ejemplo, el hepatoma Morris 3924A, expulsa 4 veces más rápido el citrato que el 

hígado 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 demostró 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 glutaminólisis, en lugar de que la fuente sea el piruvato 

producido en la glucolísis. 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 proliferación continua requieren de macromoléculas para 

mantener dicha proliferación. Esto se logra con la formación de precursores a partir de la 

generación de intermediarios. Lo anterior no es posible con un ciclo truncado.  Lo que es 

cierto, es que en algunos tipos de tumores, como en cáncer 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 función, lo cual conduce a la acumulación de sus sustratos (succinato y fumarato), 

dichos metabolitos actúan como inhibidores de las prolil-hidroxilasas. Normalmente las 

prolil-hidroxilasas hidroxilan a HIF-1α que es ubiquitinado y degradado por el proteosoma.  

Por lo tanto la acumulación de estos metabolitos  al estabilizar HIF-1α propician una 

pseudo-hipoxia. El factor transcripcional se une a elementos de respuesta a hipoxia, 

desencadenando el incremento de la glucólisis (Marín-Hernández, 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 específicas de las enzimas del ciclo, como ocurre para la glucólisis, 

se ha observado un incremento en la actividad de la mayoría de la enzimas de la vía, 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 vía de 6 

veces  (Dietzen & Davis, 1993).  De manera interesante, la IDH y la 2OGDH, enzimas 

consideradas como los principales puntos de control en el ciclo de Krebs en células 

normales (Müller-Esterl, 2008), incrementan su actividad (1.5-8.5 veces) (Tabla 2).  

Además la membrana externa mitocondrial tumoral contiene más 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 acumulación de iones, 

algunos de estos como el Ca
2+

y el Mg
2+

 son activadores muy potentes de la ICDH y 
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2OGDH, (Dietzen y Davis, 1993).  Esta información 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 distribución del control del flujo 

también será diferente. Por lo que establecer cuáles son los principales sitios de control en 

el ciclo de Krebs tumoral permitiría proponer nuevos sitios terapéuticos.  Para ello se puede 

determinar el grado de control que ejerce cada una de las enzimas de la vía a través de un 

modelado cinético, que se construye a partir de los parámetros cinéticos (Km,
 
,Vm) de cada 

una de las enzimas que componen la ruta metabólica.  Como primer paso en la construcción 

del modelo del ciclo de Krebs, en la presente tesis se caracterizó cada una de las enzimas de 

esta vía en mitocondrias tumorales.  Así mismo, a partir de los valores de los parámetros 

cinéticos se determinaron las eficiencias catalíticas  (Vm/Km) y se realizó la predicción de 

las enzimas que podrían controlar el flujo de la vía, al presentar menor eficiencia. 

 

Sección III 

 

1.5. Cinética enzimática 

 

La actividad de una enzima es efectuar catálisis. La velocidad de catálisis dependerá de la 

cantidad de enzima activa y las concentraciones de metabolitos cuyo papel sea el de 

activadores, inhibidores y/o sustratos. La velocidad máxima Vm, 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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concentración sea 10 veces la Km  La afinidad Km, es la concentración a la cual la enzima 

alcanza la mitad de la velocidad máxima (Rogers y Gibon, 2009). La eficiencia catalítica, 

fisiológica, Vm/Km 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 vía 

metabólica, 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 vía.  

La eficiencia catalítica, contempla ambos parámetros cinéticos (Saavedra, et al., 2005).  Sin 

embargo, será posible señalar el grado de control de una enzima hasta tener un ACM 

completo (Moreno-Sánchez et al., 2007). 

La velocidad máxima de una enzima se determina en condiciones de velocidad 

inicial. En la cual la concentración de sustrato se encuentra en exceso y la del producto es 

prácticamente nula (Rogers y Gibon, 2009). Para determinar la actividad de una enzima, 

primero se establece el rango de proteína con el cual se obtiene una actividad proporcional, 

es decir, si se ensaya con el doble o la mitad de proteína, corresponde con el doble o la 

mitad de la actividad. Después, si la enzima cuenta con activadores fisiológicos 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 concentración óptima 

de activación. Por último se realizan ensayos donde el sustrato principal se varía 

(determinación expeimental de Km). En caso de contar con más de un sustrato, primero se 

determina la afinidad por uno de ellos. Después ese sustrato se mantiene en concentración 

fija saturante, y se varía la concentración de otro sustrato (Rogers y Gibon, 2009). 

 



 
 

28 
 

Para determinar los parámetros cinéticos de una enzima (Vm y Km), se grafican los datos 

obtenidos experimentalmente: la velocidad de catálisis respecto a diferentes 

concentraciones de sustrato. Se realiza el ajuste no lineal en un programa computacional 

que indicará el comportamiento de la enzima, ya sea que se ajuste a la ecuación de 

Michaelis-Menten o a la ecuación de Hill, con un sitio activo o más, respectivamente 

(Rogers y Gibon, 2009). 

 

Ecuación de Michaelis-Menten 

v = Vm [S] 

Km + [S] 

 

ν  velocidad 

Vm velocidad máxima 

[S] concentración de producto 

Km concentración a la cual se alcanza la 

mitad de la velocidad máxima 

 

Ecuación de Hill 

r = n[S]
n
 

Kd + [S]
n
 

 

r fracción de sitios ocupados 

n moléculas de sustrato  

[S] concentración de producto 

Kd constante de disociación, para [S] 
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Tabla 2. Comparación de velocidades máximas de algunas enzimas del ciclo de Krebs 

en mitocondrias aisladas de células tumorales y no tumorales. 

 

 

Enzima 

Reportado 

(nmol/min*mg de proteína) Incremento 

(veces) 
AS-30D Hígado 

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. 

*reacción en reversa, reverse  

Tabla. 2. Se comparan las Vm determinadas en el hepatocarcinoma AS-30D con su tejido 

de origen hígado, así mismo se calcula su incremento en número de veces.  
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2. JUSTIFICACIÓN 
 
Las enzimas que controlan el ciclo de Krebs en células no tumorales son la IDH y la 

2OGDH (Müller-Esterl, 2008).  Estas enzimas incrementan su actividad (1.6 a 5.2 veces) y 

se presenta una mayor concentración de sus activadores fisiológicos. En conjunto esto 

puede indicar que las enzimas reguladoras son otras, al no ser estas los pasos limitantes en 

el flujo de la vía. Las enzimas que revelen menor eficiencia catalítica serán las enzimas que 

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

En el ciclo de Krebs de células tumorales existe una redistribución del control en el flujo de 

la vía, en comparación con su tejido de origen, por lo que las enzimas limitantes son 

diferentes. 

4. OBJETIVOS 

4.1. Objetivo general 

 Caracterizar cinéticamente a cada una de las enzimas del ciclo de Krebs en 

mitocondrias de células tumorales AS-30D. 

4.2. Objetivos particulares 

 Estandarizar las técnicas espectofotométricas para medir la actividad de las 

enzimas del ciclo de Krebs. 

 Determinar los parámetros cinéticos (Vm y Km) para cada una de las enzimas 

del ciclo de Krebs en mitocondrias aisladas de hepatoma AS30D. 

 Determinar las velocidades máximas de cada enzima  en mitocondrias de 

hígado de rata. 

 Determinar y comparar las eficiencias catalíticas (Vmax/Km) de las enzimas 

del ciclo de Krebs de mitocondrias de AS-30D e hígado. 

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

hígado. 
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5. MATERIALES Y MÉTODOS  

5.1. Línea tumoral 

Se aislaron mitocondrias de hígado de rata y de hepatoma ascítico AS-30D de acuerdo con 

las técnicas reportadas por Moreno-Sánchez et al., 1985 y Moreadith, 1984; las cuales se 

describen a continuación. 

5.2. Aislamiento de mitocondrias 

La línea tumoral utilizada como modelo experimental, AS-30D, es un hepatocarcinoma 

ascítico de rata. Tiene como origen hígado de rata transformado por medio de la 

administración oral de 3´-metil-4-dimetilaminoazobenceno (0.06% w/w). (Smith, et al., 

1970). Esta línea pertenece a las células tumorales de rápido crecimiento, conforme a la 

clasificación de Pedersen (1978). Tiene como principales características: glucólisis aeróbica 

incrementada, acrecentada síntesis de lípidos y colesterol, así 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 líquido ascítico se caracteriza por 

baja glucosa y no presentar hipoxia (Rodríguez-Enríquez et al., 2000). 

5.2.1. AS-30D 

La línea celular AS-30D se propagó por inoculación de 3 a 4 mL de líquido ascítico, vía 

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 días. Posteriormente, las ratas se 

sacrificaron por dislocación cervical y se extrajo el líquido de ascitis (alrededor de 25 mL).  

Este se centrifugó a 1800 rpm durante 2 minutos a 4°C, se retiró el sobrenadante, el botón 

se resuspendió en 30 mL de buffer NKT
 
( NaCl 150 mM, KCl 5mM y Tris/HCl 10mM, pH 
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7.4) (para lisar los eritrocitos presentes) y se centrifugó a 1800 rpm por 2 minutos a 4°C.  

Al término se descartó el sobrenadante y nuevamente se resuspendió el botón celular en 

buffer NKT.  El proceso de lavado se repitió hasta obtener el botón celular libre de 

eritrocitos, para ello se disminuyó entre cada lavado la velocidad de centrifugación (100 

rpm), teniendo como límite de velocidad 800 rpm.  Posteriormente, el botón se resuspendió 

en buffer SHE 
 
(Sacarosa 250mM, HEPES 10mM y EGTA 1mM, pH 7.4), se determinó la 

proteína celular (por el método de Biuret, conforme a Gornall et al. 1949, utilizando un 

estándar de albúmina sérica bovina de 100mg/mL) y se ajustó la suspensión celular a una 

concentración de 30 mg/mL.  Con agitación continua y en presencia de albúmina sérica 

bovina al 0.4%, se agregó gota a gota digitonina (10 μg/mg de proteína celular).  Se incubó 

la suspensión por tres minutos a 4°C.  Pasado este tiempo, se adicionó SHE (20 mL) y se 

centrifugó a 2500 rpm por 5 minutos a 4°C.  Se retiró el sobrenadante, se resuspendió el 

botón y se homogenizó manualmente en un homogenizador de tejidos, émbolo-tubo de 

vidrio.  El homogenizado se centrifugó a 2500 rpm durante 5 minutos a 4 °C, el 

sobrenadante resultante se separó, el botón se resuspendió y se homogenizó nuevamente.  

Este  proceso se repitió al menos 3 veces o hasta que el botón resultante fuera totalmente 

blanquecino.  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 µL de SHE, se juntaron  en un único tubo y se incubaron 10 minutos con ADP 1 mM y 

albúmina deslipidada al 0.1%.  Al término de este tiempo se adicionó SHE (30 ml), y se 

centrifugó a 9800 rpm durante 10 minutos a 4 °C.  El botón se resuspendió con 1 mL de 

SHE y se determinó la concentración de proteína.   
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5.2.2. Hígado 

A una rata hembra (cepa Wistar, 200-250 g) se le extrajo el hígado, se colocó en SHE y se 

cortó en trozos pequeños.  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 filtró con una gasa humedecida con SHE.  Posteriormente el sobrenadante 

(ya filtrado) se centrifugó a 9500 rpm durante 10 minutos a 4 °C, el sobrenadante se retiró y 

el botón mitocondrial se resuspendió con 1mL de SHE; se incubó 10 minutos con ADP 1 

mM y albúmina deslipidada al 0.1%.  Una vez transcurrido este tiempo las mitocondrias se 

resuspendieron en 30 mL de SHE y se centrifugó a 9800 rpm durante 10 minutos a 4 °C, el 

sobrenadante se retiró y el botón mitocondrial fue resuspendido con 1 mL de SHE y se 

determinó el contenido de proteína por el método de Biuret. 
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A)

0.2 mg

0.1 mg

0.05 mg

zona lineal

zona lineal

B)

 

Fig.3. Trazos representativos: generación / consumo de NAD(P)H. 

A) Cinética representativa de generación de NADH
+
 y en donde se muestra como la variación de la actividad 

es proporcional a la cantidad de proteína ensayada. 

B) Cinética representativa de consumo de NADH
+.

 Se señala la zona en donde la pendiente es recta, y cuyos 

datos de absorbancia y de tiempo, se utilizaron para los cálculos de velocidad. 

A 

A1 

A2 

t1 t2 

T 

/ 

} 
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5.3. Determinación de actividades enzimáticas 

Los ensayos se realizaron en un espectrofotómetro 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, KCl 

100 mM, EDTA1 mM,  pH 7.4)a 37°C.  Las mitocondrias se permeabilizaron con tritón al 

0.02%.  La mayoría de los ensayos se acoplaron a reacciones que consumían o generaban 

NAD(P)H (Fig. 3) (con excepción de los ensayos de la CS, SDH y la fumarasa en la 

reacción reverse, ver detalles más adelante), que absorbe a una longitud de onda de 340 nm 

y tiene un coeficiente de extinción molar de 6.22 mM
-1

 cm
-1

 (Rogers y Gibon, 2009).  Para 

evitar el consumo del NADH por el complejo I (NADH deshidrogenasa) se agregó 

rotenona 4 μM.  La sensibilidad de detección del método es de 0.6 nmol de NAD(P)H.   

Para cada ensayo: a) se determinó el intervalo de concentración de proteína en el 

cual, la actividad es proporcional a la cantidad de proteína. Es decir, al ensayar con el doble 

o con la mitad de proteína, se obtuvo la mitad o el doble de la actividad y, b) se determinó 

que la reacción era específica para el sustrato ensayado ya que en ausencia de este no se 

observó actividad.    

 

Citrato sintasa 

Reacción:  

 

 

 

Para la determinación de la actividad de esta enzima (CS), se utilizó DTNB (5’, 5’-

ditiobis 2- ácido nitrobenzoico), que al reaccionar con la CoA liberada durante la 

Citrato OAA 

AcCoA 

SC 

CoA   + DTNB = CoA-SH + NBT amarillo 
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condensación, se forma CoA-SH y NTB, este último  de color amarillo y que absorbe a 412 

nm (coeficiente de extinción molar= 13.6 mM
-1

 cm
-1

). La sensibilidad de detección para 

este método es de 0.14 nmol de TNB. Para determinar el valor de Km por oxaloacetato, se 

mantuvo fija la concentración de acetil CoA, en 0.06 mM y se varió la concentración de 

oxaloacetato entre 0.005 y 0.2 mM.  Mientras que para determinar la Km por acetil CoA, la 

concentración se varió entre 0.003 a 0.3mM, manteniendo fija la concentración de 

oxaloacetato (0.1mM).  En el ensayo se utilizó de 3 a 6 µg de proteína mitocondrial, DTNB 

0.1 mM y la reacción se inició con la adición de acetil CoA. 

 

Aconitasa 

Reacción: 

 

 

 

Como la enzima es sumamente sensible al oxígeno (estrés oxidativo), a las mitocondrias 

aisladas se les adicionó 1 mM de DTT. El medio de reacción (HKE) se burbujeó con 

nitrógeno por al menos 30 minutos, y el ensayo se realizó en una atmósfera saturante de 

nitrógeno.  La reacción forward (citrato a isocitrato) se midió en presencia de isocitrato 

deshidrogenasa dependiente de NADP
+
 3 μL (1:10)= 1 U, MnCl2  0.5 mM y 0.25-0.5 mg de 

proteína mitocondrial.  La reacción se inició con la adición de citrato (0.4 mM a 6 mM). 

 

 

 

Citrato Isocitrato 

AC IDH 

NADP
+
 NADPH 

CO
2
 

Malato OAA 

NAD
+
 NADH

+
 

Citrato 

AcCoA 

CL 

CoA 

MDH 

Isocitrato 

AC 

2-oxoglutarato 
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La reacción reverse (isocitrato-citrato) se acopló 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 proteína mitocondrial y MnCl2 2 mM.  La reacción se inició con la 

adición de DL-isocitrato 0.8 mM. 

 

Isocitrato deshidrogenasa 

NAD
+
-ICDH 

En 1 mL de HKE (volumen final). Se añadió 0.1-0.2 mg de proteína mitocondrial, ADP 2 

mM,  NAD
+
 0.015-1.5 mM y MnCl2 2 mM.  La reacción se inició con la adición de DL-

isocitrato (0.3-30mM).  Cuando se determinaron los valores de Km por NAD
+
 e isocitrato, 

se mantuvo fija la concentración de isocitrato (2.5 mM) y la de NAD
+
 (1 mM), 

respectivamente. Se comparó el efecto de los activadores MgCl2 y MnCl2, en sus 

concentraciones óptimas. 

NADP
+
-ICDH 

Para medir la actividad de esta isoforma se emplearon 0.1-0.2 mg de proteína mitocondrial, 

NADP
+
 (0.01 a 1mM) y MnCl2 (0.02 mM) o MgCl2 (0.1mM).  El ensayo se inició con la 

adición de DL-isocitrato (0.015 mM a 1.5 mM).  Para determinar los valores de Km por 

NADP y DL-Isocitrato se mantuvo fija la concentración de DL-isocitrato (1 mM) o la de 

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

Reacción: 

 

 

 

La actividad de la enzima se midió en presencia de 2-oxoglutarato (0.25- 10 mM), 

coenzima A (0.025 – 1 mM), NAD
+
 (0.01mM – 2.5 mM), MgCl2 ( 1 mM) y TPP

12
 (0.85 

mM).  Se utilizaron de 0.25 a 0.5 mg de proteína mitocondrial, la mezcla se incubó por 4 

min, y se inició la reacción con la coenzima A.  Al determinar los valores de Km de alguno 

de los sustratos (2-oxoglutarato, NAD
+
 o CoA) se mantuvo fija la concentración del resto 

(2-oxoglutarato 10 mM; NAD
+
 1 mM., o CoA 0.5 mM). 

 

Succinato deshidrogenasa 

Reacción:  

 

La actividad se determinó utilizando el ensayo colorimétrico de la reducción del 

2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP), con fenazina metasulfato (PMS, por sus siglas en 

inglés) como acarreador de electrones.  

                                            
12

 La 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). 

Fumarato Succinato 

FADH+ DCPIP =  pérdida de azul 

                                
FAD

+ 

Succinil CoA 2-Oxoglutarato 

NAD
+
 NADH 

CO
2
 CoA 2OGDH 

SDH 
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El medio de reacción contenía PMS 0.4 mM, DCPIP  75 μM y  mitocondrias (0.25-

1 mg de proteína). El ensayo se inició con la adición de succinato y se determinó la Km  al 

variar su concentración (0.1-10 mM).  Se monitoreó la reducción del DCPIP (ε= 21.3 mol
−1

 

cm
−1

) a 600 nm. 

 

Fumarasa 

Reacción: 

 

 

 

Para la determinación de los parámetros cinéticos de esta enzima en el sentido forward 

(fumarato →malato), el ensayo se acopló a la enzima málica recombinante de E. coli 

dependiente de NADP
+
 (1U) (que a partir de malato y NADP

+
 genera piruvato, CO2 y 

NADPH).  Además de esta enzima, el medio de reacción contenía 30 a 60 µg de 

mitocondrias, NADP
+
 (0.5 mM) y MgCl2( 2 mM)  Con la adición de fumarato recién 

preparado (0.1 -10 mM) se comenzó la reacción. 

La reacción reverse (malato→fumarato) se midió en celdas de cuarzo a 250 nm, a esta 

longitud de onda absorbe el fumarato que tiene un ε= 1.62 mM
-1

 cm
-1

. La reacción se inició 

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

 

Malato deshidrogenasa 

 

Malato Fumarato 

H
2
O 

FH 

Piruvato 

CO
2
 

NADP
+
 NADPH 

EM 

Malato 

NAD
+
 NADH 

MDH 

Citrato OAA 

AcCoA 

CS 

CoA + DTNB = CoASH + NBT  amarillo 
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Dado que la reacción reverse  se ve favorecida, para medir la reacción forward se acopló la 

reacción a citrato sintasa (CS, 1 U), para que el oxaloacetato generado en la reacción de la 

MDH se condensara  con el acetil CoA para formar citrato.  Además el medio de reacción 

contenía 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 Km 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 reacción reversa contenía 6 – 12 µg de mitocondrias, NADH
+
 

(0.001 a 0.1 mM) y oxaloacetato (0.008 a 0.8 mM), respectivamente.  La reacción se inició 

con la adición del oxaloacetato.  Para determinar la afinidad por NADH
+
, la concentración 

de oxaloacetato utilizada fue 0.1mM, mientras que cuando se determinó la afinidad por 

oxaloacetato la concentración utilizada de NADH
+
 fue 0.1mM.   

 

 

 

Malato 

NAD
+
 NADH 

MDH 

OAA 
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 5.4. Determinación de parámetros cinéticos 

Para determinar los parámetros cinéticos, se calculó la actividad correspondiente a la 

concentración de sustrato ensayada como se indica a continuación:  

Cálculo de velocidad 

En el trazo de la actividad, se verifica la zona lineal de la reacción, y se calculan los A y 

T. 

Con los cambios de absorbancia y de tiempo se realiza el siguiente cálculo: 

Datos:  = Coeficiente de extinción molar (NAD
+
) = 6.22 mM

-1
 cm

-1
 

   t = 176.5 segundos 

   A = 0.05534  

  Proteína utilizada en el ensayo= 0.034 mg
14

 

Actividad: 0.05534 / 6.22 = 8.89 x 10
-3

 mM de NADH en la celda de 1 mL, por lo cual 

  8.89 x 10 
-3

 mM x 0.001L= 8.89 x 10
-6

 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 concentración de los stocks de los sustratos se cuantificó por medio de ensayos 

enzimáticos  asociados a la generación o consumo de NAD(P)H.  De esta forma se 

determinó la concentración de cada stock.  Los valores de velocidad y de las 

concentraciones de sustrato se ajustaron a la ecuación de Michaelis-Menten; para 

determinar los parámetros cinéticos de velocidad máxima (Vm) y Km .  Este procedimiento 

se realizó en el programa computacional Origin5.0.

                                            
14

 Proteína corregida por la concentración de la preparación y el volumen agregado en el ensayo. 
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6. RESULTADOS  

 

6.1 Caracterización cinética 

6.1.1 Aconitasa  

La AC tiene en su sitio activo un centro hierro-azufre altamente sensible a oxígeno (estrés 

oxidativo), por este motivo la actividad de la aconitasa se midió en tres condiciones 

diferentes.  En presencia de aire (atmosférico), con el medio de reacción burbujeado con 

nitrógeno (mínimo 30 minutos) y por último, con el medio de reacción burbujeado y una 

atmósfera de nitrógeno. En esta última condición la Vm que se obtuvo fue 6 veces mayor 

que en la condición con aire (fig. 4. A).  La aconitasa es dependiente de Mn
2+

, ya que es 

esencial para la actividad de la enzima, se probó variar la concentración de 0.25 a 1 mM y 

se determinó la concentración óptima de 0.5 mM.  Al determinar la afinidad por citrato se 

observó una disminución en la actividad  a una concentración mayor a 2 mM de citrato (fig. 

4. B). Una explicación posible fue que el citrato estuviese quelando al manganeso (esencial 

para la reacción), pero el incremento en la concentración de Mn
2+

 durante el ensayo, no 

revirtió la inhibición, lo que sugirió que el Mn
2+

 quelado por citrato no fue lo que 

disminuyó la actividad enzimática, sino el incremento del citrato que ejerció inhibición por 

sustrato. 
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Fig.4. Actividad de Aconitasa 

 
A) Velocidad máxima de la aconitasa, en diversas condiciones: Aire (estándar), medio burbujeado con 

nitrógeno (medio + N) y medio burbujeado con nitrógeno y una atmósfera saturante de nitrógeno (medio +N 

y atm N). 

B) Cinética de la aconitasa en buffer burbujeado con nitrógeno y atmósfera saturante de nitrógeno. Se observa 

inhibición por sustrato a concentraciones mayores de 1.6 mM, por lo que los últimos puntos no se utilizaron 

para el ajuste de la determinación de la Vm y la Km. 
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6.1.2. Isocitrato deshidrogenasa 

NAD
+-ICDH 

La enzima presentó cooperatividad con respecto al isocitrato (Fig. 5. A), teniendo como 

activadores alostéricos al Mn
2+

, Mg
2+

 y a l ADP; sus concentraciones óptimas fueron 2, 

10 y 1 mM, respectivamente.  Debido al efecto sinérgico del ADP y Mn
2+

 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 observó 

cooperatividad con respecto a isocitrato, la enzima presentó una cinética hiperbólica (Fig. 

5. B).  El mejor activador fue el magnesio seguido por manganeso, sus concentraciones 

óptimas 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  estimó a partir del consumo de 

oxígeno en condiciones saturantes de succinato.  En mitocondrias de AS-30D e hígado, la 

velocidad de consumo de oxígeno 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 tendrá 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 resolvió la estandarización de la técnica. 
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A)

B)

 
Figura 5. Isocitrato deshidrogenasa. 

 
A) Cinética de la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD

+
, los datos se ajustaron a la ecuación de Hill 

(ecuación logarítmica aplicada a enzimas de comportamiento cooperativo, es decir, con más de un sitio 

activo, Sección III), en ambos ajustes se observa cooperatividad de la enzima por isocitrato, en presencia de 

Mg
2+

 (símbolos rojos) o Mn
2+

 (símbolos negros). 

B) Cinética de isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP
+
 con Mn

2+
 0.1 mM, los valores se ajustaron a 

la ecuación de Michaelis-Menten (ecuación que describe cómo varía la velocidad de reacción en función de la 

concentración de sustrato, descrita en la Sección III). 
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6.2. Parámetros cinéticos de cada una de las enzimas del ciclo de Krebs 

6.2.1. Afinidades 

En general, las afinidades (Km) 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, 2OGDH y FH presentaron diferencias en la 

afinidad.  Para descartar que la diferencia se debiera a las condiciones experimentales o la 

metodología utilizada, se realizó la caracterización cinética de estas enzimas en hígado 

(NAD
+ /NADP

+-ICDH, 2OGDH y FH).  En particular la NAD
+-ICDH mostró una menor 

afinidad por isocitrato con respecto a la enzima de hígado, también la FH mostró menor 

afinidad por fumarato, mientras que la afinidad incrementó por malato, a diferencia de la 

enzima de hígado, en donde ocurrió lo contrario.  Lo anterior sugirió la presencia de 

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

 

6. 2.2. Velocidades máximas 

Las enzimas de AS-30D tuvieron una velocidad máxima mayor en comparación con las 

mitocondrias de hígado, como fue reportado por Dietzen y Davis (1993) (tabla 4).  

En particular, la velocidad máxima de la fumarasa se incrementó 20 veces, en otras enzimas 

como la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP
+
 y NAD

+
, citrato sintasa, malato 

deshidrogenasa (en la reacción reverse) y la fumarasa (en la reacción reverse), se 

incrementó la Vm de 1.8 a 5 veces, dicho aumento fue estadísticamente significativo (p 

0.05-0.001).  Las enzimas con menor Vm, fueron la AC, la 2OGDH y la SDH. 
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Algunas enzimas presentaron inhibición por sustrato (AC, 2OGDH y MDH), sin embargo, 

las condiciones para que esto ocurra, son concentraciones de los sustratos que no se 

alcanzan fisiológicamente. 

 

6.2.3. Eficiencias catalíticas 

En AS30D las eficiencias catalíticas se calcularon a partir de los valores de Vm y Km, en el 

caso de AS-30D, se utilizaron las velocidades máximas y afinidades determinadas, mientras 

que en el caso de hígado, se utilizaron las velocidades máximas determinadas en estas 

mitocondrias y las afinidades determinadas en AS-30D. Ya que en se encontró que los 

valores de Km fueron similares a los reportados para las enzimas no tumorales.  Analizando 

las eficiencias de cada reacción por separado (forward y reverse), en AS-30D las enzimas 

menos eficientes fueron la SDH, O2GDH y NAD
+
-IDH.  En hígado, las enzimas menos 

eficientes con este análisis fueron  la 2OGDH, AC y FH (tabla 5).  Sin embargo, al tomar 

en cuenta la eficiencia de la reacción en ambos sentidos (reacción global), las menos 

eficientes en hígado y AS-30D fueron la MDH, 2OGDH y NAD
+
-IDH;  adicionalmente en 

hígado 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. 

 

 

Enzima Sustrato 
AS-30D No tumoral 

Km 

CS OAA 11 6 

 AcCoA 3 5
a
 

AC Cit    (Mn
2+

 2mM) 500 950
 a
 

NAD
+-ICDH Isocit    (Mn

2+
 2mM) 900 

2 200
b 

(130) 

 NAD
+
 300 80 

NADP
+-ICDH Isocit    (Mg

2+
 1mM) 46 

22
 a 

(40) 

 NADP
+
 78 56

 a
 

20GDH 20G 730 
117

b 

(400) 

 CoA 50 ND 

 NAD
+
 630 ND 

 

Enzima Sustrato 
AS-30D No tumoral 

Km 

SDH Succ 92 25
 a
 

FH Fum    (Mg
2+

1.5mM) 1 000 
5

c 

(530) 

 Mal 400 
25

 c 

(1 700) 

MDH Mal 450 NR 

 NAD
+
 110 NR 

 OAA 7 40
 a
 

 NADH
+
 17 50

 a
 

Los valores de Km (µM) son de diversas fuentes tales como 
a
rata, 

b
humano, y 

c
cerdo.  NR No reportado ND No 

determinado. n=1 

Entre paréntesis se presentan los valores de afinidad 

determinados en mitocondrias aisladas de hígado 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 máximas determinadas para lea enzimas del ciclo de Krebs en mitocondrias aisladas de hígado y AS-30D. 

Enzima Hígado AS-30D 
Incremento 

AS-30D / Hígado 

CS Vm f 495  ±  140 1260 ±  470  * 2.5 

AC Vm f 13  ±  8 20  ±  10 1.5 

 Vm r ND 8   (1) - 

NAD
+-ICDH Vm f 35  ±  15 130  ±  80  * 3.7 

NADP -ICDH Vm f 100  ±  40 520  ±  300  * 5.2 

2OGDH Vm f 12  ±  6 20  ±  10 1.6 

SDH Vm f 40 ±  10 13  ±  8 - 

FH Vm f 170  ±  10 3360  ±  340  ** 20 

 Vm r 190  ±  80 340  ±  90  * 1.8 

MDH Vm f 520  ±  270 300  ±  115 - 

 Vm r 1 100  ±  520 2 070  ±  460  * 1.9 

± D.E. ND, No determinado. n=3-8  p 0.05*,< 0.001* vs hepatocitos.      Las velocidades máximas se determinaron en condiciones 

saturantes de sustrato (al menos 10 veces el valor de Km) y concentraciones óptimas de activadores a 37°C y pH 7.4 (ver la sección 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, Vmf velocidad máxima forward, Vmr velocidad máxima reverse.
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    Tabla 5. Eficiencias catalíticas de las enzimas del ciclo de Krebs determinadas en mitocondrias de hígado y AS-30D. 

 

  AS-30D Hígado 

Enzima Sustrato 
(Vm/Km)f o 

(Vm/Km)r 

(Vm/Km)f-

(Vm/Km)r 

(Vm/Km)f o 

(Vm/Km)r 

(Vm/Km)f-

(Vm/Km)r 

CS citrato sintasa oxaloacetato 0.12 0.12 0.05 0.05 

AC aconitasa citrato 2 x 10
-4

 ND 2 x 10 
-5

 ND 

NAD
+-ICDH isocitrato deshidrogenasa isocitrato 1.3x10

-4
 1.3x10

-4
 2.2 x 10 

-4
 2.2 x 10 

-4
 

NADP
+-ICDH isocitrato deshidrogenasa isocitrato 0.01 0.01 4 x 10 

-3
 4 x 10 

-3
 

2OGDH 2-oxoglutarato deshidrogenasa 2-oxoglutarato 1.3x10
-5

 1.3x10
-5

 4 x 10
-5

 4 x 10
-5

 

SDH succinato deshidrogenasa succinato 4x10
-5

 ND 2 x 10
-3

 ND 

FH fumarasa 
fumarato 3.4x10 

-3
 

2.5 x 10 
-3

 
6.6 x 10 

-4
 

- 4.6x10
-4

 

malato 9 x 10 
-4

 2 x 10
-4

 

MDH malato deshidrogenasa 
malato 2.2x10 

-4
 

-0.3 
1 x 10 

-3
 

-0.16 

oxaloacetato 0.3 0.16 

Eficiencia Catalítica = Vm/Km, en (L / min* mg)  ND = No Determinado 

Se presentan los cálculos de las eficiencias catalíticas (Vm/Km), tanto en forward, como en reverse por separado; para la reacción global 

se tomó en cuenta la eficiencia en ambos sentidos, forward y reverse. . 
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7. DISCUSIÓN  

.El ciclo de Krebs es una vía 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 síntesis de ATP.  En el caso de las 

células proliferativas, como las tumorales, está vía participa de manera significativa con la 

síntesis de precursores para formación de macromoléculas.  Estudios previos indican que 

esta vía contribuye en el control de la fosforilación oxidativa.  Por ello, su estudio puede ser 

útil para proponer nuevos blancos terapéuticos. 

En esta tesis se realizó la caracterización cinética de la mayoría 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 hígado de rata. No obstante a ello, las enzimas AC, 2OGDH, 

NAD
+-ICDH y la SDH presentaron velocidades menores en la vía completa. Esto puede 

deberse a una subestimación, 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 reducción del DCPIP. Esto último fue validado con la velocidad de consumo de oxígeno 

inducido por succinato que fue mayor respecto a la determinada con la reducción del 

DCPIP  

Sin embargo, un análisis de velocidad máxima no es suficiente para señalar a una 

enzima como limitante (o la que podría ejercer control sobre el flujo de una vía), ya que 

también depende de la afinidad que tiene por su sustrato. 
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Las afinidades de la mayoría de las enzimas no mostraron, diferencias entre las 

reportadas en células o tejidos no tumorales y tumorales, sugiriendo que no hay expresión 

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 podrían indicar la expresión diferencial de isoformas entre células tumorales y no 

tumorales con diferentes afinidades, como ocurre para  la glucólisis (Marín-Hernández et 

al., 2009), o bien, podría atribuirse a alguna mutación en los genes que las codifican (Lu et 

al., 2012; Turcan et al., 2012). 

Con los valores de Vm y Km, se puede tener una primera aproximación para 

determinar si una enzima ejerce control en una vía metabólica, al calcular la eficiencia 

catalítica (Vm/Km) (Saavedra-Lira et al., 2005).  La velocidad máxima y la afinidad por 

separado, indican que tan rápido la enzima transforma el sustrato en producto y la afinidad 

con la que se une a este, respectivamente.  Al involucrar ambos parámetros, 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 función; muy probablemente esta será una 

enzima limitante en el flujo de la vía, y podría controlarlo. (Fell D., 1997). 

El análisis de las eficiencias catalíticas indica que las enzimas menos eficientes en 

hígado y AS-30D son las mismas: la MDH, la 2OGDH y la NAD
+-ICDH. A pesar del 

incremento de las velocidades máximas y cambios puntuales en las afinidades.  Esto se 

debe a que la 2OGDH y la NAD
+ ICDH son las enzimas que mantienen menor velocidad 

máxima en el ciclo y una baja afinidad por sus sustratos. Debido a estas características  son 

los principales sitios de control (Müller-Esterl, 2008).  Por otro lado, el que la MDH sea 

una de las enzimas menos eficientes es de llamar la atención. El análisis cinético nos 
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permite entender por qué. Esto se debe a que la reacción reverse (oxaloacetato→ malato) se 

ve favorecida por la alta afinidad que tiene la MDH por oxaloacetato (7 µM) a diferencia de 

la que tiene por malato (450 µM).  La enzima transforma el malato a oxaloacetato siempre 

y cuando este metabolito sea consumido inmediatamente por la CS en condiciones 

fisiológicas. De lo contrario el oxaloacetato se transforma inmediatamente en malato. 

La determinación de las eficiencias catalíticas es una primera aproximación para 

poder establecer los posibles sitios de control en el ciclo de Krebs tumoral. Sin embargo 

este análisis no contempla que las concentraciones fisiológicas de sustratos, productos, 

inhibidores y activadores presentes puedan modificar la actividad de las enzimas.  Por lo 

anterior, el siguiente paso es la construcción del modelo cinético a partir de los parámetros 

cinéticos de cada enzima así como de las concentraciones in situ de metabolitos de la vía 

permitirá esclarecer los mecanismos de regulación y control del ciclo de Krebs tumoral, así 

como proponer,  posibles blancos terapéuticos. a futuro. 

 

8. CONCLUSIÓN 

Las enzimas, 2OGDH, NAD
+-ICDH y MDH son menos eficientes catalíticamente y posibles 

sitios de control en mitocondrias tumorales, también son las menos eficientes en su tegido 

de origen 

 

9. PERSPECTIVAS 

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

aisladas. Construir el modelo cinético del ciclo de Krebs. 
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