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RESUMEN

En las células tumorales estan reportados cambios en los mecanismos de regulacion de las
vias metabolicas esenciales, como la glucdlisis y la sintesis-degradacion de glucdgeno. Esto
se debe a la expresion de isoformas con caracteristicas cinéticas distintas (menor
sensibilidad a inhibidores, mayor afinidad por activadores y/o sustratos) a las que se
expresan en células no tumorales. En el caso del ciclo de Krebs se propone que los
parametros cinéticos de sus enzimas, asi como la sensibilidad a sus moduladores
(activadores e inhibidores) son diferentes entre las células tumorales y no tumorales, y es lo
que propicia un incremento en el flujo de la via en las células tumorales. Por lo anterior, en
este trabajo se realiz6 la caracterizacion cinética de las enzimas del ciclo de Krebs y de las
enzimas anaplerdticas en mitocondrias aisladas de higado de rata y de células tumorales
AS-30D.

A partir de la caracterizacion cinética se determind que la mayoria de las enzimas
tumorales analizadas incrementaron su V,, entre 1.8 a 15 veces con respecto a las enzimas
de higado. También se encontr6é que en las mitocondrias tumorales se expresa una isoforma
de la glutaminasa (GA) que es activada por Pi y que la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NAD" (NAD'-ICDH) tumoral, a bajas concentraciones de isocitrato fue
mas sensible al efecto inhibitorio del NADH y ATP en comparacion con la enzima de
higado. Finalmente, al determinar las eficiencias cataliticas se establecié que la NAD'-
ICDH y la 2-oxoglutarato deshidrogenasa son las enzimas menos eficientes en el ciclo de

Krebs tanto en higado como en las células AS-30D. Para de las enzimas anaplerdticas, la



GA en higado y la enzima malica en las células AS-30D fueron las menos eficientes, por lo

que estas enzimas podrian controlar el flujo del ciclo de Krebs.



ABSTRACT

Changes in the regulatory mechanisms of essential metabolic pathways, such as glycolysis
and glycogen synthesis and degradation, have been reported in tumor cells. These changes
are due to the expression of isoforms with different kinetic characteristics (less sensitivity
to inhibitors, greater affinity for activators or substrates, higher catalytic rate). In the Krebs
cycle it is proposed that the kinetic parameters of the enzymes of this pathway as well as
the sensitivity to their modulators (activators and inhibitors) are different between tumor
and non-tumor cells which in turn, may be responsible of higher flux of Krebs cycle in
tumor cells.. Therefore, in this work the kinetic characterization of the Krebs cycle
enzymes and anaplerotic enzymes in isolated mitochondria from both, rat liver and AS-30D
tumor cells was evaluated.

Results showed that most tumor enzymes increased their 7, by 1.8 to 15 times with
respect to liver enzymes. In addition, it was determined that a glutaminase isoform (GA),
which is activated by Pi, is expressed in tumor mitochondria; meanwhile, at low isocitrate
concentrations the tumor NAD-dependent isocitrate dehydrogenase (NAD +-ICDH) was
more sensitive to the inhibitory effect of NADH and ATP than the liver enzyme. Finally, it
was established that NAD "-ICDH and 2-oxoglutarate dehydrogenase were the least
efficient enzymes in the Krebs cycle in both liver and AS-30D cells. Whilst GA in liver and
malic enzyme in AS-30D were the least efficient of the anaplerotic enzymes, suggesting

that these enzymes may exert the main control of the flux in the Krebs cycle.



INTRODUCCION

El Cancer

El cancer es una enfermedad que surge de una serie de alteraciones genéticas
(mutaciones, amplificaciones y pérdidas de genes) o agentes ambientales (radiacion,
carcindgenos y virus oncogénicos), los cambios dejan sin regulacion la proliferacion y la
diferenciacion celular, lo que propicia que una célula pueda generar un tumor (Volgelstein
y Kinzler, 2004; Tysnes y Bjerkvig, 2007).

El cancer es la segunda causa de muerte en todo el mundo, y fue responsable de 8,8
millones de muertes en 2015 (OMS, 2015); s6lo en el 2012, en México se reportaron casi
150 mil nuevos casos de cancer, con una mortalidad alrededor de 80,000 casos. Los
canceres mas significativos en mujeres son el de mama y el cérvico-uterino; en hombres el
de prostata y de pulmoén (IARC, 2012).

Las terapias tradicionales contra el céncer (radioterapia y quimioterapia) tienen
como blanco a los sistemas de duplicacion y replicacion del ADN, y proteinas de vias de
sefializacion asociadas con una proliferacion exacerbada. Esto hace a las células sanas que
mantienen una acelerada proliferacion como las epiteliales y las hematopoyéticas,
susceptibles al dafio inducido por el tratamiento. (Denekamp, 1980). Por lo tanto, se
requiere del desarrollo de terapias més selectivas contra el cancer basado en las diferencias
entre las células tumorales y células sanas (Moreno-Sanchez et al., 2007). Por ello,
encontrar diferencias a nivel molecular entre las células no tumorales y las células

tumorales es esencial (Pelicano et al., 2006).



La reprogramacion del metabolismo energético es una de las caracteristicas
recientemente afiadida a la lista de Hallmarks que definen al cancer; dichos marcadores
engloban cambios generalizados que distinguen a este tipo de células de las no tumorales
(Hanahan D y Weinberg RA, 2011).

Por lo anterior, diversos grupos de investigaciéon consideran que inhibir el
metabolismo energético (glucolisis y fosforilacion oxidativa, FO) podria ser una adecuada
estrategia en el tratamiento del cancer (Pedersen et al., 2002; Pelicano et al., 2006; Moreno-
Sanchez et al., 2007). Para que dicha inhibicion sea mas efectiva se debe inhibir sélo a las
enzimas que controlan dichas vias metabolicas. Esto debido a que, conjuntamente a los
diversos cambios que ocurren a nivel genético y de transduccion de sefiales, la célula
tumoral también depende, energéticamente, de la glucdlisis y/o de la fosforilacion oxidativa
para obtener ATP (Moreno-Sanchez et al., 2007). En el caso de la FO se determind que el
40% del control recae en el Complejo I de la cadena respiratoria, un 30% en las reacciones
consumidoras de ATP y el 30% restante aparentemente puede encontrarse distribuido en el
ciclo de Krebs, el transporte de sustratos y la fuga pasiva de protones (Rodriguez-Enriquez
et al., 2000).

Existen reportes indicando que enzimas como la isocitrato deshidrogenasa y la
piruvato deshidrogenasa, presentan cambios en su sensibilidad a activadores e inhibidores
(Murphy et al., 1988; Lazo y Sols, 1980). Por ello, en este trabajo de tesis se realizo la
caracterizacion cinética de las enzimas del ciclo de Krebs y las enzimas anapleréticas. Con
la determinacion de los parametros cinéticos y la identificacion de los posibles cambios en

la regulacion de la actividad de algunas enzimas del ciclo de Krebs se podra construir un



modelo cinético que nos permita establecer los sitios de control del ciclo de Krebs que

podrian ser considerados como potenciales sitios terapéuticos.

Generalidades del ciclo de Krebs

El ciclo de Krebs forma parte del metabolismo energético. Entre sus funciones
principales se encuentra (i) la generacion de poder reductor (NADH) utilizado por el
Complejo I de la cadena transportadora de electrones. La oxido-reduccion de este substrato
produce transporte de electrones entre los complejos respiratorios y el bombeo de protones
de los complejos I, IIl y IV de la matriz al espacio intermembranal. Este gradiente de
protones es substrato de la ATP sintasa para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato;
(ii) sintesis de precursores para la formacion de aminodcidos (2-oxoglutarato, que da lugar
a glutamato, prolina y arginina), de colesterol y 4cidos grasos (citrato que genera en el
citosol acetil CoA y que posteriormente se emplea en la sintesis de colesterol y acidos
grasos) para la biosintesis de membranas celulares (Lehninger et al., 2000; Miiller-Esterl,
2008). El ciclo de Krebs consta de ocho enzimas, la mayoria localizadas en la matriz
mitocondrial (Figura 1) excepto la succinato deshidrogenasa que se encuentra adosada en la
membrana interna mitocondrial (Nelson et al., 2008; Miiller-Esterl, 2008; Rogers et al.,
2009). En la Tabla 1 se resumen la localizacion y las isoformas de cada una de las enzimas
que componen al ciclo de Krebs.

Citrato sintasa (CS, EC. 2.3.3.1). Es la primera enzima del ciclo. La reaccion que
lleva a cabo es la condensacion del oxaloacetato con la acetil coenzima A (AcCoA) para la
formacion de citrato, durante la reaccion la coenzima A (CoA) es liberada. El valor de

AG’® para esta reaccion es de -31.5 KJ/mol, resultando una reaccion exergbnica e



irreversible. La enzima es un homodimero que se encuentra Unicamente en la matriz
mitocondrial, razén por la que es utilizada como marcador mitocondrial. Su actividad es
inhibida por ATP, NADH y por derivados de los acidos grasos.

Aconitasa (AC, EC 4.2.1.3). Esta enzima isomeriza al citrato y lo transforma en
isocitrato. La enzima posee un grupo hierro-azufre en su sitio activo que es altamente
sensible a oxigeno, por lo que es usada como un marcador de estrés oxidativo, es decir, que
es sensor intramitocondrial del estado redox (balance entre el estrés oxidativo y las
defensas antioxidantes). El valor de AG® para esta reaccion es de 5 KJ/mol. En el citosol
se encuentran al menos 2 isoformas de esta enzima con parametros cinéticos idénticos
(Guarriero-Bobylemva et al.,, 1973; Eprintsev et al., 1994). Esta enzima requiere un
cofactor metalico de manera esencial, ademas del hierro catalitico, el cual puede ser el
hierro, el magnesio o el manganeso. El activador principal dependerd de la afinidad y
disponibilidad del cation, el magnesio se encuentra libre a mayor concentracion (0.35 — 1.5
mM), en comparacion con el Mn*" (80 nM / 3.4 uM) (Rodriguez-Zavala y Moreno-
Sanchez, 1998).

Isocitrato deshidrogenasa (ICDH, EC 1.1.1.41 y 2). Esta enzima es considerada
como uno de los principales puntos de control del ciclo de Krebs en células no tumorales,
ya que tiene regulacion alostérica (Rogers y Gibon, 2009). Tiene como activadores no
esenciales al ADP, al citrato y como activadores esenciales a metales cationicos divalentes
como lo son: Mn® ©, Mg®", Co*", Zn*" y Ca*". Sus inhibidores son el 2-oxoglutarato, NADH
y ATP, los cuales actian competitivamente. = La reaccion que cataliza es la
descarboxilacion oxidativa del isocitrato con la formacion de 2-oxoglutarato, junto con la

reduccion de NAD" a NADH vy la liberacion de CO,; esta reaccion es irreversible (AG™ = -



21 KJ/mol). Existen tres isoformas de la enzima: dos dependientes de NADP" (ICDH 1 y
2) que son homodimeros (2 subunidades a) y se encuentran en el citosol y en la matriz
mitocondrial respectivamente; y una dependiente de NAD" (ICDH 3) que se encuentra
como heterotetramero (subunidades 2a, B y v) en la matriz mitocondrial; también se han
reportado heterotetrametros asociados en pares. Los genes de las subunidades B y y pueden
dar origen a dos y tres productos respectivamente, mediante splicing alternativo (NCBI
Gene Data Bank). Lo descrito sobre el splicing alternativo en la subunidad 3 es que uno de
los productos con 354 aminoacidos se encuentra de manera especifica en el tejido muscular
(cardiaco y estriado) tiene un pH 6ptimo de 7.6 y una afinidad por isocitrato de 3.11 mM,;
en contraparte, el otro producto de B con 349 aminoécidos se ha encontrado en riiién y
cerebro, tiene un pH optimo de 8 y una afinidad por isocitrato de 1.3 mM (Kim, 1999).

2-oxoglutarato deshidrogenasa (20GDH, EC 1.2.4.2; 2.3.1.61 y 1.8.1.4). Es un
complejo multienzimdtico que consiste de multiples copias de tres subunidades: la
oxoglutarato descarboxilasa dependiente de TPP (El1, EC 1.2.4.2), la enzima nucleo
dihidrolipoil succinil-transferasa (E2, EC 2.3.1.614), y la dihidrolipoil deshidrogenasa
(LAD, E3 EC 1.8.1.4). Esta ultima presente también en el complejo de la piruvato
deshidrogenasa (cPDH). En particular, la E1, 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 por Ca®”, e inhibida por NADH y succinil-CoA (Voet y Voet
1995; Reisch y Elpeleg, 2007; Miiller-Esterl, 2008).

Succinil coenzima A sintetasa (SCS, EC 6.2.1.4 y 5). El succinil-CoA es un

tioéster de alta energia (su AG™ de hidrdlisis es de -33.5 KJ/mol) que es utilizado por la



enzima SCS para fosforilar un nucleosido difosfato a nivel de sustrato (ADP o GDP); el
AG’® de la reaccion es de -2.1 KJ/mol. Existen dos isoformas mitocondriales de este
heterodimero (compuesto por subunidades o y ), una isoforma que fosforila ADP (SCS-A,
EC 6.2.1.5) y otra GDP (SCS-G, EC 6.2.1.4), su especificidad depende de la subunidad f3.
La primera isoforma (SCS-A) se expresa en tejidos anabdlicos como el higado y el rifién; y
la segunda (SCS-G) isoforma en tejidos catabolicos como los testiculos y el cerebro. (Voet
y Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007; Miiller-Esterl, 2008).

Succinato deshidrogenasa (SDH, EC 1.3.5.1). Este complejo enzimdtico (conocido
también como el complejo II, ubiquinona o complejo Q), se encuentra embebido en la
membrana interna mitocondrial (subunidades hidrofilicas A y B; subunidades hidrofobicas
C y D), tiene una participacion dual, en el ciclo de Krebs y en la cadena transportadora de
electrones. En el ciclo, cataliza la reaccion de succinato a fumarato (con un AG™ de 6
KJ/mol) y dona los electrones del FADH, a las ubiquinonas. (Reisch y Elpeleg, 2007;
Miiller-Esterl, 2008).

Fumarasa (FH, EC 4.2.1.2). La reaccioén que cataliza la fumarasa es la conversion
de fumarato a malato (AG"°=-3.4 KJ/mol). Existen dos isoformas, una mitocondrial y otra
citosolica, ambas son productos del splicing alternativo de un solo gen. Se propone que la
version citosdlica puede participar en el ciclo de la urea y en el metabolismo de los
aminoacidos (Reisch y Elpeleg, 2007; Yogev et al., 2011).

Malato deshidrogenasa (MDH, EC 1.1.1.37). La ultima reaccion de la via consiste
en la oxidacion del malato a oxaloacetato, este ultimo con acetil CoA da inicio nuevamente

al ciclo. Esta enzima es un homotetramero y tiene dos isoformas, una mitocondrial y otra



citosolica; ambas forman parte de la lanzadera de malato/aspartato. Por el AG™ (+ 29.7
KJ/mol) de esta reaccion se favorece la reaccion en el sentido de la generacion de malato

(oxaloacetato + NADH— malato + NAD") (Reisch y Elpeleg, 2007; Miiller-Esterl, 2008).

Figura 1. El ciclo de Krebs y enzimas anapleréticas. En azul claro, las enzimas del ciclo
de Krebs y en morado las enzimas anapleroticas. CS, citrato sintasa; AC, aconitasa; ICDH,
isocitrato deshidrogenasa; 20GDHc, complexo de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa; SCS,
succinil coenzima A sintetasa; SDH, succinato deshidrogenasa; FH, fumarasa; MDH,
malato deshidrogenasa; cPDH, complejo de la piruvato deshidrogenasa; AAT, aspartato
amino transferasa; ME, enzima malica; GA, glutaminasa; GDH, glutamato deshidrogenasa.
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Dentro de las enzimas que no son parte del ciclo de Krebs pero alimentan a esta via
con intermediarios (Figura 1, Tabla 2), se encuentran: El complejo de la piruvato
deshidrogenasa (cPDH), la enzima malica (ME), la glutamato deshidrogenasa (GDH), la

glutaminasa (GA) y la aspartato amino transferasa (AAT)

Piruvato deshidrogenasa (cPDH, EC 1.2.4.1, 2.3.1.12 y 1.8.1.4). Al igual que la 2-
oxoglutarato deshidrogenasa es un complejo multienzimatico, que cataliza la
descarboxilacion del piruvato en acetil-CoA (AG°= -33.5 KJ/mol). La actividad de este
complejo se regula por dos mecanismos: covalente y no covalente. La primera por la
fosforilacion en tres residuos de serina en la subunidad PDHE1a (Saunier et al., 2016). Y la
no covalente consiste en la inhibicidén por producto, es decir por el NADH y la AcCoA
(Lehninger, et al., 2000).

Enzima malica (ME, EC 1.1.1.38, 39 y 40). Es un homotetramero que cataliza la
reaccion de descarboxilacion del L-malato a piruvato, con la simultdnea reduccién de
NAD(P)" a NAD(P)H, (AG°= 57.4 KJ/mol). Se encuentran tres isoformas, una es
citosolica (ME1, c-NADP-ME) y dos son mitocondriales (ME2, m-NAD(P) y ME3, m-
NADP-ME). La actividad de estas enzimas puede ser regulada por fumarato (activador) y
por ATP (inhibidor) (Hsieh et al., 2015).

Glutamato deshidrogenasa (GDH, EC 1.4.1.2, 3 y 4). Esta enzima es
homohexamero que cataliza la desaminacion del glutamato en presencia de NAD(P)+ con
la generacion de 2-OG, NH; y NAD(P)H, (AG"°= 30 KJ/mol). Se reportan dos isoformas
(GDH1 y GDH2) que se encuentran en la mitocondria y en el nucleo; su actividad se regula

por ADP (activador) y por GTP (inhibidor).
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Glutaminasa (GA, EC 3.5.1.2). Esta enzima es un dimero que cataliza la
conversion de glutamina a glutamato (AG’°= 58 KJ/mol). Existen dos isoformas, la tipo K
y la tipo L. La tipo K, que presenta alta afinidad por glutamina, es activada por fosfato e
inhibida fuertemente por glutamato, pero no muestra cooperatividad con respecto a la
glutamina; mientras que la tipo L tiene baja afinidad por glutamina, es activada por amonio,
no es inhibida por glutamato y muestra cooperatividad con respecto a la glutamina (Ralph
etal., 2010).

Aspartato amino transferasa (AAT, EC 2.6.1.1). Es una enzima homodimérica
que cuenta con dos isoformas, una mitocondrial y una citosdlica, AAT 1 y 2,
respectivamente (Panteghini, 1990). Esta enzima cataliza la transferencia reversible, del
grupo o-amino entre el aspartato y el 2-OG con la produccion de glutamato y oxaloacetato,

(AG"°= - 1.47 KJ/mol) (Alberty RA, 2005).
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Tabla 1. Isoformas y estado de oligomerizacion de las enzimas del ciclo de Krebs.

Estado d
Enzima Isoformas Localizacion ) St ? e. ,
oligomerizacion
Citrato sint CS . . .
lEré g;lg.?sa No tien(e isc)) formas Matriz mitocondrial Homodimero
AC (IRP-3) Matriz mitocondrial
Aconitasa ,
EC4.2.13 IRP1 (AC1), IRP2 (AC3) Monomero
(proteina reguladora de hierro-1 Citosol
y2)
,ICDHI . Citosol Homodimero
(dependiente de NADP")
Isocitrato ICDH2 ,
] . Homodimero
deshidrogenasa (dependiente de NADP")
EC1.1.141y2 [CDI3 Matriz mitocondrial Heterf)tetrémero y
] . dimero de
(dependiente de NAD") i
heterotetrameros
2- 1 )
Ox.og utarato Complejo
deshidrogenasa .
20GDHc .. ) multienzimatico
EC1.2.4.2; ) ) Matriz mitocondrial ) )
’3.1.61 No tiene 1soformas (3 tipos de enzimas
'1 .8 '1 4y y multiples copias)
Succinil CoA 4 d‘SCS_dAATP A
sintetasa (depen ;’éﬁ: (e} A Matriz mitocondrial Heterodimero
EC62.14y5 (dependiente de GTP,5)
Succinato SDH Embebida en la Complejo
deshidrogenasa No fiene isoformas membrana interna enzimatico
EC1.3.5.1 mitocondrial (4 subunidades)
FH1 Matriz mitocondrial
Fumarasa Homotetramero
EC4.2.1.2 FH2 Citosol
Malato MDHI1 Citosol
deshidrogenasa Homodimero
EC1.1.1.37 MDH?2 Matriz mitocondrial

Voet & Voet, 1995; Reisch y Elpeleg, 2007; Chen y Zheng, 2008; Yogev et al., 2011,
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Tabla 2. Isoformas y estado de oligomerizacion de las enzimas anaplerdticas del ciclo

de Krebs.
Estado de
Enzima Isoformas Localizacion
oligomerizacion
Complejo de la
piruvato Complejo
deshidrogenasa PDHc Matriz mitocondrial myltienzimét‘ico
EC1.2.4.1, (3 tipos de enzimas
23.1.12y y multiples copias)
1.8.1.4
MEI1 Citosol
Enzima malica . . .
EC 1.1.1.40. 38 ME2 Matriz mitocondrial ~ Homotetramero,
' '3'9 ’ dimero de dimeros
y ME3 Matriz mitocondrial
GDHI1 .. )
Glutamato (NAD'/ NADP") Matriz mitocondrial ~ Homohexamero,
deshidrogenasa homodimeros
GDH2 ;
EC14.12,3y4 (NAD"/ NADP" Matriz mitocondrial funcionales
Glutaminasa Tipo K Matriz mitocondrial
Dimero
EC3.5.1.2 Tipo L Matriz mitocondrial
AAT AATI1 Matriz mitocondrial
Dimero
EC26.1.1 AAT 2 Citosol

Panteghini, 1990; Voet y Voet, 1995; Lehninger, 2000; Hsieh et al., 2015; Saunier et al.,

2016; Yu et al., 2015.
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Enzimas del ciclo de Krebs y su relacion con cancer.

En algunos tipos de cancer como el renal, de las células papilares y los
paragangliomas de cabeza y cuello, se han reportado mutaciones en algunas enzimas del
ciclo de Krebs, como la succinato deshidrogenasa (SDH) y la fumarasa (FH) (Pollard, et al,
2003; Turcan, et al., 2012). Estas mutaciones producen una pérdida parcial o completa de
la funcidn, lo cual conduce a la acumulacion de sus sustratos (succinato y fumarato); los
cuales actiian como inhibidores de las prolil-hidroxilasas. Fisiologicamente estas enzimas
hidroxilan al HIF-1a que es ubiquitinado y degradado por el proteosoma; al encontrarse
inhibidas se induce la estabilizacion de HIF-1a y se genera una pseudo-hipoxia. El factor
transcripcional se une a elementos de respuesta a hipoxia, desencadenando el incremento de

la glucdlisis (Marin-Hernandez, et al. 2009).

El ciclo de Krebs tumoral

Aunque el CK proporciona algunos precursores para la sintesis de macromoléculas
necesarias para una activa proliferacion celular, como ocurre con las tumorales, su estudio
en este tipo cé€lulas no se habia llevado a cabo debido a que diversos grupos de
investigacion consideraron que no era funcional (Parlo y Coleman, 1984; Baggeto, 1992;
Cardaci y Ciriolo, 2012). Esta suposicion se apoyd en las siguientes evidencias
experimentales: 1) la mayor parte del piruvato proveniente de la glucolisis 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
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(en el hepatoma de Morris 3924 es 4 veces mas rapida la expulsion de citrato que el higado
de rata) (Parlo y Coleman, 1984) y 3) mutaciones en algunas de las enzimas del ciclo
(SDH, FH e ICDH 1 y 2) que producen enzimas inactivas o con preferencia por otro
sustrato (Cardaci y Ciriolo, 2012). Sin embargo, en otros modelos de células tumorales
(Hepatocarcinomas AS-30D y Erlich-Letree) se demostrd que el ciclo de Krebs es
funcional (Dietzen y Davis, 1993; Lazo y Sols, 1980). Aunque no se conoce si en las
mitocondrias tumorales se expresan isoformas especificas de las enzimas del ciclo de
Krebs, como se ha descrito para la glucolisis tumoral, se ha observado un incremento
significativo (de 2 a 5 y hasta 20 veces) en las velocidades maximas (V) en la mayoria de
las enzimas de la via (Dietzen y Davis, 1993; Del Mazo-Monsalvo, 2014) que se asocia con
el incremento en el flujo de la via ,de hasta 4 veces, en mitocondrias aisladas de células
tumorales AS-30D, con respecto a mitocondrias de higado de rata (RLM) (Dietzen y Davis,
1993). El incremento en el flujo del CK en las células tumorales se puede atribuir al
incremento en la actividad de la isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y la 2-oxoglutarato
deshidrogenasa (20GDH), que se sabe limitan el flujo del CK en células no tumorales
(Lehninger et al., 2000). A esto se suman las diferencias en la sensibilidad a
activadores/inhibidores de estas enzimas, por ejemplo, en las células tumorales AS-30D se
reporta que la NAD'-ICDH se inhibe totalmente por NADH 100 pM vs RLM (Murphy et

al., 1988).

Adicionalmente a los cambios reportados en el ciclo de Krebs, algunas de las
enzimas que proporcionan intermediarios a esta via (enzimas anaplerdticas) presentan

algunos cambios, por ejemplo, la glutamina es el sustrato que las células tumorales oxidan
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preferentemente (Dietzen y Davis, 1993; Dang, 2010). La glutamina es desaminada a
glutamato por la glutaminasa, el glutamato puede ser desaminado nuevamente por la
glutamato deshidrogenasa a 2-oxoglutarato, o el glutamato (junto con el aspartato) es
transaminado por la aspartato aminotransferasa (AAT) a 2-oxoglutarato u oxaloacetato,
(Baggeto, 1992). La via de glutamindlisis se encuentra incrementada por varios factores,
entre ellos, el transportador de glutamina incrementa su velocidad de 4 a 10 veces.
Asimismo, la glutaminasa incrementa su actividad hasta 10 veces y se reportan cambios en
la expresion de las isoformas de la glutaminasa, aumenta el contenido de GLS1 (isoforma
de rifion, tipo K) que es activada por fosfato y disminuye el contenido de GLS2 (isoforma

de higado, tipo L) (Yu et al., 2015).

Otra diferencia importante es la presencia de la enzima malica mitocondrial, cuya
actividad se encuentra de 10 a 20 veces mas activa en el tumor en comparacion son su
tejido de origen (Lenta y Riehl, 1949). Asi mismo se ha reportado que el AMP activa
(Kos= 40 uM) al complejo de la PDH en el hepatocarcinoma de Ehrlich-Lettre pero no al

complejo de higado de rata (Lazo y Sols, 1980).

Ademas, la membrana externa mitocondrial tumoral contiene mas colesterol
respecto a las membranas de mitocondrias no tumorales (Baggeto, 1992). EI colesterol
rigidiza la membrana, lo que la hace menos permeable, permitiendo la acumulacion de
jones, algunos de estos como el Ca*" y el Mg*™ que son activadores muy potentes de la
ICDH y la 20GDH, (Dietzen y Davis, 1993). Esto sugiere que ambas enzimas pueden ser
muy activas y no limitar el flujo del ciclo, como ocurre en células normales (en las cuales

son importantes sitos de control del flujo).
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Si las enzimas limitantes del CK en las células tumorales son distintas a las enzimas
de células no tumorales, entonces el control del flujo también serd diferente, de tal forma
que establecer cudles son los principales sitios de control en el ciclo de Krebs tumoral
permitira proponer nuevos sitios terapéuticos. Las enzimas que ejercen control podrian ser
consideradas blancos terapéuticos, debido a que una reduccion en su actividad puede
producir una disminucion en el flujo de la via (Moreno-Sanchez et al., 2005; 2007). Para

lograr esto, una estrategia es la construccion de un modelo cinético a partir de los
parametros cinéticos (K, V;,) de cada una de las enzimas que componen la via metabdlica.

Como primer paso en la construccion del modelo del ciclo de Krebs, en mi tesis de
licenciatura comencé con la caracterizacion de las enzimas de esta via en mitocondrias
tumorales y no tumorales. Ahora, el analisis se enfoco, principalmente en la determinacion
de la respuesta a activadores e inhibidores fisiologicos de las enzimas de esta via (NAD'-
ICDH y 2-OGDH), asi como en la determinacién de los parametros cinéticos de las
principales enzimas anapleroticas (cPDH, ME, GDH, AAT y GA), cuyas reacciones
alimentan el CK con intermediarios. A partir de los valores de los parametros cinéticos se
determinaron las eficiencias cataliticas (V,,/K,,) y con base en la eficiencia catalitica, se

hizo la prediccion de las enzimas que podrian controlar el flujo de la via.
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HIPOTESIS

Las enzimas del ciclo de Krebs tumoral presentan cambios en sus parametros cinéticos (V,,,

K., Vaw/Ky) y en la respuesta a sus moduladores (activadores e inhibidores). Por lo tanto,

las enzimas que limitan el flujo del ciclo de Krebs tumoral seran diferentes a las enzimas

que limitan el flujo en las células no tumorales.

OBJETIVOS

GENERAL

e Caracterizacion cinética del ciclo de Krebs tumoral y de las principales enzimas

anapleroticas.

PARTICULARES

e Determinar los pardmetros cinéticos (V,, K, , V,/K,) de las enzimas del ciclo de
Krebs (AC, NAD'-ICDH, 20GDH) y de las principales enzimas anaplerdticas
(cPDH, ME, GDH, TGO y GA) en mitocondrias aisladas de AS-30D y de higado de
rata.

e Determinar el efecto de los activadores (MgCl,, y ADP) e inhibidores (ATP,
NADH) sobre la actividad de la NAD-ICDH y de la 2-OGDH.

e Determinar y comparar las eficiencias cataliticas (V,,/K,,) de las enzimas del ciclo

de Krebs y de las enzimas anapleroéticas.
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ANTECEDENTES

Con el propésito de establecer cualitativamente una posible diferencia en la
distribucion de control de flujo en el CK, se realizd la caracterizacion cinética de la mayoria
de las enzimas de la via (CS, AC, ICDH, 2-OGDH, MDH, succinato deshidrogenasa y
fumarasa) bajo las mismas condiciones de pH y temperatura y se encontré6 que las
velocidades maximas (V,,) fueron significativamente mayores en las mitocondrias
tumorales (1.8-5 y hasta 20 veces) respecto a las mitocondrias de higado de rata, pero las
afinidades (K,,) por cada uno de sus sustratos fueron muy parecidas en ambos tipos de
mitocondrias y similares a las reportadas en la literatura (Del Mazo-Monsalvo, 2014). A
partir del calculo de las eficiencias cataliticas (V,,/K,,) se determind que las enzimas de la
via menos eficientes fueron la MDH, la ICDH y la 2-OGDH en ambos tipos de
mitocondrias, lo que sugeria que no habria diferencia en la distribucion de control (Del
Mazo-Monsalvo, 2014). Sin embargo, esta aproximacion experimental no contemplé las
concentraciones fisiologicas de sustratos, productos, inhibidores y activadores que pueden
modificar la actividad de las enzimas, sobre todo la concentracién de los activadores (Ca*"
y Mg®") de la ICDH y de la 2-OGDH. Lo anterior sugiere que ambas enzimas pueden ser
muy activas y no limitar el flujo del ciclo en las células tumorales, por lo tanto la
distribucion del control del flujo podria ser diferente entre las células tumorales y no
tumorales.

Adicionalmente, en este primer estudio faltd caracterizar a otras enzimas que
estrictamente no son parte del ciclo de Krebs pero aportan intermediarios y que podrian

controlar el flujo del ciclo, como la enzima malica (ME), la piruvato deshidrogenasa
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(PDH), la glutamato deshidrogensa (GDH), la aspartato amino transferasa (AAT) y la
glutaminasa (GLS) (Moreadith y Fiskum, 1984). Particularmente las tres Gltimas enzimas
participan en la oxidacién de glutamina, que es el sustrato que preferentemente consumen
las células tumorales (Baggeto, 1992; Rodriguez-Enriquez, et al., 2000).

Por lo anterior, en este proyecto se propone la caracterizacion cinética de las
enzimas mencionas. A partir de estos resultados se podra construir un modelo cinético de la
via que explique los mecanismos de regulacion y control del CK tumoral y predecir los

posibles sitios de control de flujo.

21



METODOLOGIA

Linea tumoral AS-30D

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 una velocidad
elevada 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).
Aislamiento de mitocondrias

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.

Células AS-30D

La linea celular AS-30D se propag6 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 (25 — 50 mL). Este se
centrifugé 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 5 mM y Tris/HCI 10 mM, pH
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7.4) (para lisar los eritrocitos presentes) y se centrifugd a 1800 rpm por 3 minutos a 4°C.
Al término se descartod el sobrenadante y nuevamente se resuspendioé el botoén celular en
buffer NKT. EIl proceso de lavado se repitid hasta obtener el botén celular libre de
eritrocitos, para ello se disminuy6 entre cada lavado la velocidad de centrifugacion (100
rpm), teniendo como limite de velocidad 800 rpm. Posteriormente, el boton se resuspendio
en buffer SHE (Sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM y EGTA 1 mM, pH 7.4), se determino
la proteina celular (por el método de Biuret, conforme a Gornall et al. 1949, utilizando un
estandar de albumina sérica bovina) y se ajustd la suspension celular a una concentracion
de 30 mg/mL. Con agitacion continua y en presencia de albimina sérica bovina al 0.4%, se
agreg6 gota a gota digitonina (10 pg/mg de proteina celular). Se incubd la suspension por
tres minutos a 4°C. Pasado este tiempo, se adiciond6 SHE (20 mL) y se centrifugd a 2500
rpm por 10 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante, se resuspendio el boton y se
homogenizd (con un homogenizador de tejidos de émbolo tubo de vidrio, con una
separacion de 0.2 mm). El homogenizado se centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos a 4
°C, el sobrenadante resultante se reservo, el boton se resuspendid y se homogenizod
nuevamente; este proceso se repitid al menos 3 veces o hasta que el boton 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 uL de SHE, se colocaron en un tnico tubo y se incubaron 10
minutos con ADP 1 mM y albiimina deslipidada al 0.1%. Al término de este tiempo se
adicion6 SHE (30 ml), y se centrifugd a 9800 rpm durante 10 minutos a 4 °C. El boton de

mitocondrias se resuspendié en 30 mL de SHE y se centrifugd a 9800 rpm durante 10
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minutos a 4 °C, este proceso se repitid dos veces mas (para evitar la contaminacion del
citosol). Finalmente, el botén se resuspendid en 1 mL de SHE y se determind la

concentracion de proteina por el método de Biuret.

Higado de rata

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 (con un homogenizador de
tejidos de émbolo tubo de vidrio, con una separaciéon de 0.2 mm) y la suspension se
centrifugd a 2000 rpm durante 5 minutos a 4 °C y el sobrenadante se filtr6 con una gasa
humedecida con SHE. Posteriormente el sobrenadante (ya filtrado) se centrifugd a 9500
rpm durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se retird y el boton se resuspendié en 1 mL
de SHE; se incubd 10 minutos con ADP 1 mM y albiimina deslipidada al 0.1%. Una vez
transcurrido este tiempo, las mitocondrias se resuspendieron en 30 mL de SHE y se
centrifugaron a 9800 rpm durante 10 minutos a 4°C, el sobrenadante se retird y el botoén
mitocondrial se resuspendi6 nuevamente en 30 mL de SHE y se centrifugd. Este
procedimiento se repitid6 dos veces mds, como se menciono, para evitar la contaminacion
citosolica. Finalmente, el boton mitocondrial se resuspendid en 1 mL de SHE y se

determind el contenido de proteina por el método de Biuret.

Determinacion de actividades enzimaticas y parametros cinéticos

Los ensayos se realizaron en un espectrofotometro con arreglo de diodos (Agilent
8453), en celdas de polimetacrilato con paso de luz de 1 cm y 1 mL de capacidad, en medio

HKE (HEPES 10 mM, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.4) a 37°C. Las mitocondrias se
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permeabilizaron con triton al 0.02%. La mayoria de los ensayos se acoplaron a reacciones
que consumian o generaban NAD(P)H, que absorbe a una longitud de onda de 340 nm y
tiene un coeficiente de extincion molar de 6.22 mM™ ecm™ (Rogers y Gibon, 2009). Para
evitar el consumo del NADH por el complejo I (NADH deshidrogenasa) se agrego
rotenona 5 pM. La sensibilidad de deteccion del método es de 0.6 nmol de NAD(P)H.

Para cada ensayo: a) se determiné el intervalo de concentracion de proteina en el
cual, la actividad es proporcional a la cantidad de proteina. Es decir, al ensayar con el doble
o con la mitad de proteina, se obtuvo la mitad o el doble de la actividad; b) y se determin6
que la reaccion era especifica para los sustratos ensayados, ya que en ausencia de alguno no
se observo actividad.

Los parametros cinéticos se obtuvieron al ajustar los valores de velocidad a las
ecuaciones de Michaelis-Menten, inhibicién competitiva simple, inhibicién no competitiva
simple o la ecuacion de Monod-Wyman y Changeux de enlazamiento exclusivo. Esto se

realizd con el programa Origin 5.
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El complejo de la piruvato deshidrogenasa
Reaccion:

NAD NADH (o

piruvato \ /\ f; acetil-CoA

/
SH-CoA cPDH

La actividad se determiné en 1 mL de HKE con NAD" (0.1 - 10 mM), piruvato fresco (0.03
-12 mM), TPP (1 mM), DTT (1 mM) y 0.01 mg de proteina mitocondrial. La reaccion se
inici6é con CoA fresca (0.005 - 0.4 mM)). Para la determinacion de los valores de K, para

alguno de los sustratos (piruvato, NAD" o0 CoA) se mantuvo saturante la concentracion del

resto de los sustratos (piruvato 4 mM, NAD" 3 mM, o CoA 0.1 mM).

Aconitasa

Reaccion y sistema acoplante:

+

NADP, NAQPH
Citrato < » [socitrato » 2-oxoglutarato
ICDH =

2

Debido a que esta enzima es sumamente sensible al oxigeno (estrés oxidativo), a las
mitocondrias aisladas se les adicion6 1 mM de DTT. El medio de reacciéon (HKE) se
burbujed con nitrégeno por al menos 30 minutos, y el ensayo se realizd en una atmoésfera
microaerofilica (condicion de mezcla de gases: 80% nitrégeno, 15% didxido de carbono y

5% de helio, con un nivel de oxigeno que no superé 1 ppm) dentro de una camara de
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anaerobiosis (modelo COY Laboratory products Inc., Michigan, USA). La reaccion
forward (citrato a isocitrato) se determind en presencia de isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NADP" (1 U), MgCl, (0.5 - 2 mM) y 0.15 mg de proteina mitocondrial. La

reaccion se inicié con la adicion de citrato (0.4-6 mM).

Isocitrato deshidrogenasa

Reaccion:

NAD" NADH

Isocitrato 2-oxoglutarato
ICDH CO,

NAD'-ICDH
En un volumen final de 1 mL de HKE. Se afiadi6 0.1 mg de proteina mitocondrial, NAD"
(0.015 - 3 mM) y MgCl; (0 - 2 mM) o MnCl, (1 mM); con y sin ADP 1 mM. La reaccion
se inicid con la adicion de DL-isocitrato (0.1 - 8 mM, concentracién basada en el contenido
de L-isocitrato). Cuando se determiné la K, por NAD" se mantuvo fija la concentracion de
isocitrato (6 mM), mientras que la de NAD" (2.5 mM) cuando se determiné la Km por L-

Isocitrato.
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2-oxoglutarato deshidrogenasa

Reaccion:

NADH

il

2-oxoglutarato < succinil CoA
CoA 20GDH CO,

La actividad de la enzima se ensayd en presencia de 2-oxoglutarato (0.75 - 15 mM),
coenzima A (0.025 — 1 mM), NAD" (0.15mM — 2 mM), MgCl, (0 - 2 mM), TPP' (1 mM)
y DTT (1 mM). Se utilizaron de 0.2 a 0.25 mg de proteina mitocondrial, la mezcla se
incubd por 4 min, y se inicid la reaccion con la coenzima A. Al determinar los valores de
K, de alguno de los sustratos (2-oxoglutarato, NAD" o CoA) se mantuvo fija la
concentracion del resto de los sustratos (2-oxoglutarato 10 mM; NAD" 1 mM; o CoA 0.5

mM).

Enzima malica

Reaccion:
N
NADP  NADPH
malato < \: piruvato

ME CO,

En la mezcla de reaccion para cuantificar la actividad de la enzima en el sentido de la

generacion de piruvato contenia 0.2 mg de mitocondrias y NADP" (1 — 25 mM). La

' La coenzima pirofosfato de tiamina (TTP, en inglés 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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reaccion se inicid con la adicién del malato (1 - 15 mM). Para determinar la K, por el
NADP", la concentracion de malato utilizada fue 10 mM, mientras que cuando se
determino6 la K, por malato la concentracion de NADP" fue de 1.5 mM. El efecto de
activacion por MgCl, (0 - 5SmM) y fumarato (3 - 9 mM) se determiné con respecto a ambos
sustratos. Dado que esta enzima no se encuentra en mitocondrias de higado, se comparé

con la presente en corazon de rata.

Glutamato deshidrogenasa (GDH)

Reaccion:

NAD, NADH

N

glutamato — » 2-oxoglutarato
H, O GDH NH,"

Para determinar los parametros cinéticos en la reaccion forward de esta enzima, el medio
de reaccion contenia glutamato (0.1 - 25 mM) y 5-10 pg de proteina mitocondrial. La
reaccion se inicié con NAD" (0.25 - 10 mM). En la reaccion reverse se utilizo NH;" (5 -
120 mM), NADH (0.02 - 0.15 mM), 0.2 mg de proteina mitocondrial. La reaccion se inicid
con 2-oxoglutarato (0.1 - 2.5 mM). Se evalu6 el efecto de activadores como el MgCl, (2
mM) y el ADP (1 mM, con 2 mM de MgCl,) con respecto a los dos sustratos de la enzima,

glutamato (0.025 - 25 mM) y NAD" (2 mM).

Glutaminasa (GA)

Reaccion:
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glutamina — > glutamato
H0 GA \NH4+

Para determinar la actividad de la glutaminasa, a 200 pL. de medio SHE se le adicion6
glutamina 70 mM y Triton X-100 al 0.02%. Cuando fue necesario se usé fosfato (100 mM)
0 amonio (3.5 mM). Esta mezcla se incub6 a 37°C. La reaccion se inicié con la adicion de
0.22 mg de proteina mitocondrial y se paré a los 10 minutos, adicionando 20 pL de PCA
(30%) y EDTA (10 mM). El extracto se neutraliz6 con KOH (3M), TRIS (0.1M). El
glutamato generado por la actividad de la glutaminasa se determin6 mediante la formacioén
de NADH por acciéon de la glutamato deshidrogenasa. Para ello se colocaron 100 pL de
extracto a 2 mL buffer Tris (50mM), Hidracina (400 mM) a pH 9 que contenia: NAD" 1

mM, ADP 2 mM, MgCl, 3 mM, y GDH 1.5 U/mL.

Aspartato amino transferasa (AAT).

Reaccion:

aspartato — > oxaloacetato

\
2-oxoglutarato AAT glutamato

La actividad de esta enzima se ensayo en presencia de aspartato (0.1-20 mM), NADH 0.15
mM, malato deshidrogenasa 1 U y 0.04-0.08 mg de proteina. Con la adicion de 2-
oxoglutarato (0.05-10 mM) se arrancd la reaccion. Cuando se determinaron los valores de
Km por el aspartato o el 2-oxoglutarato el otro sustrato se mantuvo saturante (2-

oxoglutarato 10 mM o aspartato 10 mM).
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Determinacion de metabolitos

Contenido total de magnesio y manganeso

La concentracion de  magnesio y manganeso se determind a través de
espectofotometria de absorcion atomica (EAA), en un equipo Varian Spectra AA 644,
utilizando una mezcla de aire/acetileno con un flujo de 13.5/4.5 L/min. Para ello, 0.5 mg
de proteina mitocondrial se mezclaron con 1 mL de una solucion de H,SO, y de HNO;3
(3:1). Posteriormente las muestras se incubaron a 90°C durante 12 - 24 hrs (hasta eliminar
la materia organica) en un digestor analdgico. En las muestras se determin el contenido de
cada metal con la ayuda de una curva de calibracion que tuvo un intervalo de 0.5 a 4 ppm

de los metales (estandares comerciales para EAA).

Contenido de Mg*" libre en la matriz mitocondrial

Las mitocondrias se cargaron con 5 uM Mag-Fura-2, se incubaron 30 - 40 mg de
mitocondrias en 2 mL de medio SHE y el Mag-Fura-2 por 20 minutos. Al término de la
incubacion, las mitocondrias se diluyeron con medio SHE frio y se centrifugaron a 9800
rpm por 10 min, el boton se resuspendi6 en un 1 mL de SHE. Posteriormente, 0.5 mg de
mitocondrias cargadas con el indicador se incubaron en medio KME (que contenia
succinato 5 mM y rotenona 4 uM) en agitacion suave a 30°C y en una celda gaseada con
oxigeno Los cambios de fluorescencia se monitorearon en un espectrofluorometro Aminco
Bowman Serie 2. Las longitudes de onda de excitacion fueron 340 y 398 nm y la emision
se recogio a 483 nm. La concentracién de Mg®" libre en la matriz mitocondrial ([Mg” 7] m)

se determino a partir de la sefial de la relacion de fluorescencia a 398/340 nm (R). R nax Yy R
31



min S€ obtuvieron al final de cada experimento. R i, se obtuvo por la adicion de 800 pmol
de A23187/mg de proteina y suficiente EDTA-Tris, pH 8,0, para quelar todo el Mg” *
presente en el medio de incubacioén y se anadiéo Triton X-100 al 0.0075% (v / v) para
asegurar que el Mg” “se equilibrara través de la membrana. Mientras, que R nax se obtuvo
después de la adicion de MgCl, 70 mM. El calculo de [Mg® "] m se realizé usando la
siguiente ecuacion:

R — Rmin . Sf)

[Mg**] = Kogug —
g d(Mg +) Rmax_R Sb

Donde Kq (v~ ) es la constante de disociacion para el complejo Mg-indicador en la matriz
mitocondrial y Sry Sy son las intensidades de fluorescencia del indicador a 398 nm con
cero y exceso de Mg® *, respectivamente. El valor de Ky utilizado fue de 1.52 mM

(Rodriguez-Zavala y Moreno-Sanchez, 1998).

Determinacion de intermediarios del ciclo de Krebs.
Las mitocondrias (5 mg) se colocaron en un tubo con 1 mL de PCA al 3% (v/v) y la mezcla
se agitd vigorosamente. Posteriormente, se centrifugd a 2500 rpm por 5 min y se recupero
el sobrenadante. Este se neutralizé con KOH (3M) yTris (0.1 M) y se centrifugd a 14000
rpm por 5 min. El sobrenadante se guard6 a -72 °C. Las concentraciones de isocitrato, de
2-oxoglutarato y de NAD" se determinaron por medio de ensayos enzimaticos acoplados a
la generacion o consumo de NADH en el medio HEPES 10 mM, EGTA 1 mM y pH 7.4, de

acuerdo a los ensayos reportados en la literatura (Bergmeyer, 1983).
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RESULTADOS

En todos los ensayos de actividad se emplearon mitocondrias que fueron lavadas
tres veces con medio SHE, para eliminar la contaminacion citosdlica, con lo cual se evito la
actividad de interferencia provocada por las isoformas citosolicas de enzimas
mitocondriales (AC, TGO, ME), asi como de la LDH que interfirié en el ensayo de la PDH.
Con los lavados la actividad contaminante en las mitocondrias de LDH (marcador
citosolico) fue reducida alrededor de 90% en mitocondrias de higado y un 80% en
mitocondrias de AS-30D% (vs mitocondrias no lavadas de higado y AS-30D); mientras que

el control positivo (CS, marcador de mitocondria) se mantuvo similar.

Aconitasa (AC)

En los ensayos para medir la actividad de esta enzima se hicieron en una condicion
microaerofilica (alrededor de 1 ppm de O,) para evitar que la actividad de la enzima se
modificara por la presencia de oxigeno.

En ausencia de MgCl,, la enzima de higado y la de AS-30D no tuvieron actividad.
La concentracidon optima de este metal fue de 1 mM, con la que se obtuvo una V,, de 12.5
nmoles/min*mg (n=2) y una K,, por citrato de 0.26 mM (n=2) para la enzima de AS-30D.
Mientras que para la enzima de higado, los valores fueron de 4 nmoles/min*mg de proteina
(n=1) y 0.1 mM (n=1), respectivamente (Fig. 2.).

Otros metales, como el MnCl, (1 mM) y el FeCl, (80 uM) mostraron ser mejores
activadores que el MgCl,, pero a concentraciones que no se encuentran fisiologicamente en

la matriz mitocondrial.
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Figura 2. Cinética de activacion de la aconitasa de higado y de AS-30D por MgCl,. A) Parametros cinéticos de la AC de higado en
la condicién de 2 mM de MgCl,. B) Familia de curvas en las que se observa la activacion de la aconitasa de AS-30D por MgCly; las
concentraciones de MgCl, empleadas fueron 0 (e), 0.5 (m), 1 (¥)y 2 (A) mM. En (0 mM, e) se observa que el activador es esencial
ya que en su ausencia no hay actividad, en 0.5 mM (m) y ImM (V) la V,, incrementa a la par de la afinidad (hasta 12 nmol/min*mg y
0.8-0.24 mM, respectivamente), en 2mM la V,, disminuye (a 3 nmol/min*mg) y la afinidad aumenta (hasta 0.2 mM); pardmetros
similares a los obtenidos en RLM en la misma condicion (¥, 3.44 nmol/min*mg y K, 0.021 mM).
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Isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD"

En cuanto a la NAD-ICDH, previamente se determind que el mejor activador era el
manganeso (2 mM) (Del Mazo-Monsalvo, 2014.), que incrementd la V,, y la afinidad en
ambos tipos de mitocondrias, con respecto al efecto del magnesio (2 mM) a pesar de no ser
el activador fisioldgico.

Cabe resaltar que con MnCl, se observaron diferencias en el comportamiento de la
enzima de AS30D con respecto a la enzima de las mitocondrias de higado de rata, en
relacion a la afinidad por el isocitrato. La enzima tumoral mostrd una cinética sigmoidal
con una n de 2.55 £ 0.04 (que indica cooperatividad entre mas de los dos sitios cataliticos
encontrados en un heterotetramero, lo que sugiere un arreglo dimérico de €stos) y una Ky s
de 0.64 mM (n= 2); mientras que la enzima de higado present6 una cinética hiperbolica (K,
=0.13 mM; n= 2) (Figuras 3A y 3B). Pero la enzima de AS-30D (95 nmol/min*mg, n=2)
presentd una V,, 2.4 veces mayor con respecto a la enzima de higado (28 nmol/min*mg,
n=2).

En presencia de MgCl, (2 mM), ambas enzimas mostraron una cinética sigmoidal.

Con respecto a la V,,, se observo la disminucion en el valor de ésta, cercana al 50% en

higado y al 40% en AS-30D, respectivamente; comparando el efecto del MnCl, (2 mM)
con el MgCl, (2 mM). Sin embargo, a pesar de esta disminucion, la actividad de la enzima
en AS-30D (37 £+ 3, n=3) fue 2.8 veces mayor en comparacion con la enzima de higado
(13.2 + 3.6, n=3). Estos resultados indicaron que el Mn”" es un activador mas potente que
el Mg®" (Figura 3). Los valores de la K;5 y el de n se determinaron al ajustar los datos a la

ecuacion de Hill y ambos parametros fueron similares para la enzima de higado (Kjs= 1.38
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+0.22 mM y n=2.53 + 0.14; n=3) y para la enzima de AS-30D (Kys=1.4+0.11 yn=2.9 +
0.24; n= 3). Asimismo, valores similares de n se calcularon para las enzimas de higado
(1.93 £ 0.5, n=3) y AS-30D (2.33 £+ 0.33, n=3), a partir de los regraficos de doble
reciprocos al corregir 1/S por 1/S"™ siendo n > 1 y manteniendo R (coeficiente de
determinacion) lo mas cercana a 1 (Figuras 3C y 3D).

Al incrementar la concentracion de magnesio de 0.5 a 2 mM (Figura 4), la velocidad
de la NAD-ICDH de higado y de AS-30D aumenté alrededor de 3 veces, pero sélo en la
enzima de AS-30D la afinidad por el isocitrato aumento 3 veces (Figura 4).

En la condicion en que no fue afiadido magnesio (MgCl, 0 mM) en las mitocondrias
de higado, no se detect6 actividad de la NAD'-ICDH. En esta misma condicién la enzima
de AS-30D tuvo una actividad baja (2 = 1.6 nmol/min*mg de proteina, n=3) (Figura 4).
Sin embargo al realizar el ensayo con EDTA (2.5 mM) la actividad de la enzima no fue
detectada. Por lo que la actividad observada se atribuyd a la enzima dependiente de
NADP" (isoforma mitocondrial), debido a que el NAD" utilizado durante los ensayos
contenia trazas de NADP™ (aproximadamente del 1%). Esta isoforma también es
dependiente de Mg®" y se activa a menores concentraciones (desde 0.1 mM) que la
dependiente de NAD".

Posteriormente, se determind el efecto del ADP (1 mM) en la actividad de la enzima
en presencia de MgCl, (2 mM). El ADP incremento la V,, y la afinidad de la enzima por
isocitrato con respecto a solo Mg>". En la enzima de higado, el ADP volvio hiperbolica la
cinética respecto al isocitrato (coeficiente de Hill, n ~ 1); mientras que en AS-30D se

mantuvo sigmoidal (n de 1.7 a 1.99).
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También se determind el efecto del NADH y el ATP, inhibidores clasicos y
fisiologicos de esta enzima; junto con los activadores Mg®" y ADP, en las condiciones:
MgCl, y MgCl, + ADP. La inhibicién por NADH con respecto al NAD" (subsaturante) fue
similar en la enzima de higado y de AS-30D, alrededor del 50% con 40 uM en presencia de
Mg®" y Mg”>" + ADP (Figuras 5A y 5C). La inhibicion por NADH con respecto a isocitrato
(subsaturante) fue mayor al 50% entre 80 y 140 uM de NADH en la enzima de AS-30D
incluso en la condicion de MgCl, + ADP, mientras que la enzima de higado solo se inhibio
un 50% (condicion de MgCl,; Figura 5B) o no fue inhibida y en su lugar fue activada
(condicion de MgCl,+ ADP; Figura 5D). Un resultado similar se obtuvo con ATP como
inhibidor. La inhibicién con respecto al NAD" (subsaturante) no mostré diferencias entre
la enzima de higado y la de AS-30D; mientras que con respecto al isocitrato (subsaturante)
la enzima tumoral mostr6 una inhibicion mayor al 50% con ATP 1 mM en presencia de

Mg”" + ADP (Figura 6).

Sin embargo, al determinar la K; por NADH con respecto al NAD" (Figuras 7A y
7B) o con respecto al isocitrato (Figuras 7C y 7D), no se observd una diferencia
significativa entre los valores de K; para ambas enzimas (Tabla 3), asi como en el resto de
los parametros cinéticos (K,,, n, L). Solo el valor de la V,, de la enzima de AS-30D fue 3
veces mayor con respecto a la enzima de higado (Tabla 3). Cabe sefialar que para obtener
los valores de Ki (con respecto a isocitrato) los datos se ajustaron a la ecuacion de Monod-
Wyman y Changeux de enlazamiento exclusivo para inhibicion de enzimas cooperativas
(Figuras 7C y 7D). Mientras que con respecto a NAD", la Ki se determiné al ajustar los
valores a la ecuacion de inhibicion competitiva simple (en el caso de la enzima de AS-30D)
0 no competitiva (en el caso de la enzima de higado) (Figuras 7A y 7B).
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Por otra parte, se evalud el efecto del calcio (100 uM de Ca*" libre), otro activador
de la ICDH. El calcio activ6 a la enzima de AS-30D entre un 30 a 50% (n= 1) en presencia
de 1 y 2 mM de MgCl,, respectivamente, con isocitrato subsaturante (1.5 mM), en
contraste, la enzima de higado no se activo (n=1). Ambas enzimas fueron activadas hasta
un 90%, con 1 y 2 mM de MgCl, cuando el NAD" se encontraba a una concentracion
subsaturante (0.3 mM). Cabe senalar que el calcio s6lo activd a las enzimas cuando el

magnesio se encontraba en el medio de reaccion.
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Figura 3. Efecto del magnesio y del manganeso en la actividad de la NAD"-ICDH de higado de rata y de las células tumorales
AS-30D. En el ensayo la concentracion de MnCl, (A y B) y MgCl, (C y D) fue de 2 mM, asi mismo se usaron concentraciones
saturantes de NAD" (2.5 mM). Los parametros cinéticos se determinaron a partir del ajuste no lineal de los datos a la ecuacion de
Michaelis-Menten (A) o Hill (B, C y D). En los insertos de cada figura se muestra el grafico de dobles reciprocos, y en donde la
enzima presento cooperatividad se corrigié 1/S por 1/S™ siendo n > 1 y manteniendo R (coeficiente de determinacion) cercana a 1.

39



Figura 4. Efecto del MgCl, en la actividad de l]a NAD"-ICDH de higado de rata (A) y de AS-30D (B). Las concentraciones de
MgCl, empleadas fueron 0 (m), 0.5 (o), 1 (A)y 2 (¥) mM. Los valores obtenidos se ajustaron para a la ecuacién de Hill. Los
parametros cinéticos determinados se resumen en la siguiente Tabla.

Higado AS-30D
MgCl, (mM) 0 0.5 1 2 0 0.5 1 2
Vo
(nmol/min*mg) - 3.6 6.6 13.2 - 16 27 52
K,./Ky s (mM) - 1.2 1.1 1.38 - 4 3 1.4
N - 0.95 1.2 1.7 - 2.5 1.77 29
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Figura 5. Inhibicién de la NAD"-ICDH por NADH en presencia de MgCl, y/o ADP.
Las barras negras corresponden a la enzima de higado, y las barras blancas a la enzima de
AS-30D.  Inhibicion por NADH con respecto a NAD' (A) o isocitrato (B) a
concentraciones subsaturantes, en presencia de MgCl, 2 mM. Inhibicién por NADH con
respecto a NAD" (C) o isocitrato (D) a concentraciones subsaturates, en presencia de
MgCl, (2 mM) y ADP (I mM). Cuando las concentraciones del NAD" (0.3 mM) o
isocitrato (1.5 mM) fueron subsaturantes, las concentraciones de isocitrato o NAD™ fueron
saturantes (6 y 2.5 mM, respectivamente). EI 100% de la actividad para la enzima de
higado fue 7.6+ 2 (A), 3.1 0.1 (B), 9+ 1 (C) y 6.1% 2.6 (D) nmoles/min*mg de proteina.
Mientras que el 100% de la actividad para la enzima de AS-30D fue 25.8 £ 18 (A), 13.1 £
1.5 (B), 30.4 £ 18 (C) y 14.2 £ 3.2 (D) nmoles/min*mg de proteina. Los valores en las
graficas corresponden a la media £ DS de 3-5 determinaciones independientes. El analisis
estadistico se realizo con la prueba ¢ de student: * p <0.05 y ** p < 0.01 vs higado.
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Figura 6. Inhibicién de la NAD*-ICDH por ATP en presencia de MgCl, y/o ADP . Las
barras negras corresponden a la enzima de higado, y las barras blancas a la enzima de AS-
30D. Inhibiciéon por ATP con respecto a NAD" (A) o isocitrato (B) en presencia de MgCl,.
Inhibicion por ATP con respecto a NAD" (C) o isocitrato (D) en presencia de MgCl, (2
mM) y ADP (1 mM). Cuando las concentraciones del NAD" (0.3 mM) o isocitrato (1.5
mM) fueron subsaturantes, las concentraciones de isocitrato o NAD" fueron saturantes (6 y
2.5 mM, respectivamente). El 100% de la actividad para la enzima de higado fue 6.3+ 1.2
(A), 3.8 0.7 (B), 9+ 0.7 (C) y 4.9 £ 0.12 (D) nmoles/min*mg de proteina. Mientras que el
100% de la actividad para la enzima de AS-30D fue 34 + 14.6 (A), 11 £ 6.7 (B), 36 £ 9 (C)
y 17.9 + 2.7 (D) nmoles/min*mg de proteina. Los valores en las graficas corresponden a la
media + DS de 3-5 determinaciones independientes. El analisis estadistico se realiz6 con la
prueba 7 de student: * p <0.05 y** p <0.01 vs higado.
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Figura 7. Inhibicién de la NAD"-ICDH por NADH. Al evaluar el efecto del NADH con
respecto al NAD", las concentraciones de NADH empleadas fueron 0 (m), 25 (8)y 75 (A)
uM.  Los valores obtenidos para la enzima de higado se ajustaron a la ecuacioén de
inhibicion no competitiva simple (A) y los datos de AS-30D se ajustaron a la ecuacion de
inhibicion competitiva simple (B). Cuando se evalu6 el efecto del NADH con respecto al
isocitrato, las concentraciones de NADH empleadas en higado (C) fueron 0 (m), 5 () y 10
(A) uM vy las utilizadas en AS-30D (D) fueron O (m), 25 (@) y 75 (A) uM. Los valores de
velocidad se ajustaron a la ecuacion de Monod-Wyman y Changeux de enlazamiento
exclusivo (C y D).
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Tabla 3. Resumen de los parametros cinéticos de la NAD*-ICDH de higado rata y de las células AS-30D.

Parametro Higado AS-30D

Vn 15+4 50+ 10
(nmol*min/mg)
Sustrato 'socitrato *NAD' 'Isocitrato NAD"
Km (mM) 3+03 0.5+0.14 5.71£0.02 0.32+0.1

Ki o (BM) 30+ 17 87 44 40+ 8 75 +38
n 1.93+0.5 2.33+0.33
L 1.5+0.75 0.64 (2)

" " " - T " "
Los valores obtenidos al ajustar los valores de velocidad a la ecuacion de 'Monod-Wyman y Changeux de enlazamiento exclusivo,

2. e ., . 3. e ., .. . . . . .
inhibicién competitiva e “inhibicion no competitiva. Los valores corresponden a la media de 2-3 determinaciones independientes.
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2-Oxoglutarato deshidrogenasa (20GDH)

En mitocondrias de higado y de AS-30D se determiné la actividad de la 2-OGDH
asi como la afinidad por 2-oxogluratato, CoA y NAD", en presencia de MgCl, 2 mM. La
V'm fue 1.8 veces mayor en la enzima de AS-30D con respecto a la enzima de higado y no
se observaron cambios en la afinidad por los sustratos (Figura 8, Tabla 4).

El siguiente paso fue determinar el efecto inhibitorio del NADH y ATP en la
actividad de la enzima. El NADH (80 uM) a concentraciones subsaturantes de NAD"
inhibié aproximadamente el 50% de la actividad de la 20GDH en ambos tipos de
mitocondrias (Figura 9A), sin embargo el ADP (1 mM) activador de la enzima disminuyd
el efecto inhibitorio del NADH (Figura 9C). En el caso del ATP como inhibidor respecto
al NAD" como sustrato subsaturante, la enzima de AS-30D mostrd la tendencia a ser mas
sensible con respecto a la enzima de RLM, pero esta diferencia no fue significativa (Figura
10A). En presencia de ADP, el ATP no inhibi6 a la enzima tumoral mientras que la enzima
de higado se activé alrededor de un 54 + 23 % a concentraciones de 0.25 y 0.5 mM de ATP
(Figura 10C).

Con respecto al 2-oxoglutarato (subsaturante), la enzima de AS-30D (con y sin
ADP) mostro la tendencia a ser mas sensible (50-70% de inhibicién) que la de higado en
presencia de NADH (140 pM) sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
entre ambos modelos (Figuras 9B y 9D). Mientras, que el ATP (0.5-1 mM) inhibi6 la
actividad de la enzima de AS-30D alrededor de un 25 % en ausencia de ADP (Figura 10B)

y el mismo porcentaje a la de higado en presencia de ADP (Figura 10D).
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Figura 8. Determinacion de los parametros cinéticos de la enzima 20GDH en higado y
en AS-30D. A y B; C y D corresponden a higado de rata y a AS-30D, respectivamente.

Los parametros determinados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Parametros cinéticos de la 2-OGDH.

Higado AS-30D
Vin 10+4 1811
K., 206 1.1+£09 1+0.3
K nap+ 04+0.2 0.4+0.18
K coa 0.05 0.015

Los valores corresponden a la media de 1-3 determinaciones independientes.
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Figura 9. Inhibicion de la 2-OGDH por NADH en presencia de MgCl, y/o ADP. Las
barras negras corresponden a la enzima de higado, y las barras blancas a la enzima de AS-
30D. Inhibicion por NADH con respecto a NAD' (A) o 2-oxoglutarato (B) en presencia de
MgCl; (2 mM). Inhibicién por NADH con respecto a NAD" (C) o 2-oxoglutarato (D) en
presencia de MgCl, y ADP (1 mM). Cuando las concentraciones del NAD" (0.4 mM) o 2-
oxoglutarato (1 mM) fueron subsaturantes, las concentraciones de 2-oxoglutarato, NAD" y
CoA fueron saturantes (9, 2 y 0.5 mM, respectivamente). El 100% de la actividad para la
enzima de higado fue 68 + 4.5 (A), 79 £ 3.5 (B), 65 + 38 (C)y 7 £ 24 (D)
nmoles/min*mg de proteina. Mientras que el 100% de la actividad para la enzima de AS-
30D fue 5.13 £ 1.9 (A), 12 £9 (B), 5.1 £4.1 (C) y 13.4 £ 11.6 (D) nmoles/min*mg de

proteina. Los valores en las graficas corresponden a la media + DS de 3-5 determinaciones
independientes.
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Figura 10. Inhibicion de la 2-OGDH por ATP en presencia de MgCl, y ADP. Las
barras negras corresponden a la enzima de higado, y las barras blancas a la enzima de AS-
30D. Inhibicién por ATP con respecto a NAD" (A) o 2-oxoglutarato (B) en presencia de
MgCl, (2mM). Inhibiciéon por ATP con respecto a NAD' (C) o 2-oxoglutarato (D) en
presencia de MgCl, y ADP (1 mM). Cuando las concentraciones del NAD" (0.4 mM) o 2-
oxoglutarato (1 mM) fueron subsaturantes, las concentraciones de 2-oxoglutarato, NAD" y
CoA fueron saturantes (9, 2 y 0.5 mM, respectivamente). El 100% de la actividad para la
enzima de higado fue 7.6 £ 3 (A), 8 + 5 (B), 4.1 £ 1.9 (C) y 10 + 4.5 (D) nmoles/min*mg
de proteina. Mientras que el 100% de la actividad para la enzima de AS-30D fue 10.2 + 7.5
(A), 16.1 £11.5(B), 5+4.2 (C) y 13 £10.9 (D) nmoles/min*mg de proteina. Los valores
en las graficas corresponden a la media = DS de 3-5 determinaciones independientes.
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El complejo de la piruvato deshidrogenasa (cPDH)

En este caso se obtuvieron los pardmetros cinéticos del complejo en mitocondrias
aisladas de corazén de rata y de las células AS-30D. En los ensayos se emplearon
mitocondrias lavadas para evitar la interferencia de la lactato deshidrogenasa (LDH)
citosolica contaminante en la fracciéon mitocondrial (2-5 % 6 6 a 17 nmol*min/mg de
proteina). Los valores de Km obtenidos para la enzima de AS-30D fueron similares a los
reportados anteriormente para el hepatocarcinoma Ehrlich-Letré (Lazo y Sols, 1980) (Tabla
5). Pero la Vm fue 3.7 veces menor que la determinada en mitocondrias de corazon (control
de enzima no tumoral) y 14 veces mayor a la determinada en las mitocondrias de higado
(Tabla 5).

Como la actividad de este complejo multimérico disminuy6 con el paso del tiempo,
la determinacion de los parametros cinéticos se realizo en diferente orden. Asi mismo, con
base al reporte sobre que en el el complejo del hepatoma Erich-Letreé era activado por
AMP (Kys= 40 uM, Lazo y Sols, 1980), se probo el efecto del AMP en la enzima de AS-
30D pero no se observd cambio en la actividad hasta una concentracion de 1 mM.

Tabla 5. Parametros cinéticos del complejo de la PDH

Tipo de

. . Higado AS-30D corazon
mitocondrias
V
" 1.37+0.55 20+ 6 75 (2)
(nmol/min*mg)
n =2 -3 determinaciones independientes.

Sustratos Piruvato CoA N AD+

K (uM) AS-30D 75(2) 15(2) 360 (2)
Erich-Letreé* 20-40 15 700
*Reportado: Lazo y Sols, 1980. n =2 -3 determinaciones independientes.

49



Enzima malica (ME)

La actividad de esta enzima se determind en las mitocondrias de AS-30D y de
corazon de rata, este tltimo modelo se us6 para comparar, debido a que en las mitocondrias
de higado no se encuentra esta enzima. El magnesio y el fumarato fueron activadores no
esenciales de tipo mixto (respecto a malato) con valores de K, o y f de 23 mM, 0.33 y 0.24
para el magnesio y de 0.5 mM, 3.5 y 1.5, para el fumarato (Figura 11).

La V,, de la enzima en mitocondrias aisladas de corazén fue 8 veces mayor con
respecto a AS-30D (40 y 6 nmol/min*mg, respectivamente) y fueron similares en cuanto a

K,, (=5 mM, por malato y NAD").

A) ) . B) 10
) 5 8 v v ——
£ 3- E
= T 6] S
£, £ =
g ° 4
2 £
E 14 £ 2
£ ([ > ||
> 0_ 0_ [ ] [ ] [ ] | ]

0 5 10 15 25 0 5 10 15 30
Malato (mM) Malato (mM)
C) 6 D) 7,

Figura 11. Efecto del MgCl, y del fumarato en la actividad de la enzima malica. En
ambas graficas se aprecia el efecto sobre la V,, y la afinidad (K,,) que ejercen el MgCl, (A)
y el fumarato (B). Las concentraciones de MgCl, empleadas fueron 0 (m), 2 (8) y 5 (A)
mM; y las concentraciones de fumarato fueron 0 (m), 6 (8) y 9 (A) mM. Los valores de
velocidad se ajustaron a la ecuacion de activadores de tipo mixto (A y B).
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Glutamato deshidrogenasa (GDH)

Los parametros cinéticos de la GDH se determinaron en la reaccion forward, el
sentido oxidativo. En ausencia de activador (Mg”" o ADP) la enzima de ambos tipos de
mitocondria presentaron similar ¥, (AS-30D, 9 + 1.4 nmol/min*mg; higado, 12 + 4
nmol/min*mg, n=3) y afinidad (K,,) por glutamato (AS-30D, 0.25 + 0.018 mM; higado,
0.25£ 0.11 mM) y NAD" (AS-30D, 5.2 mM; higado, 1.2 mM, n = 3); con inhibiciéon por
sustrato (a partir de 2 mM). En presencia MgCl, el valor de la K, aument6 ligeramente a
0.34 y 0.36 mM, la ¥, no cambid y ya no se observé inhibicion por sustrato (hasta 10 mM
de glutamato). En presencia de ADP (activador), en higado se observaron dos isoformas
con afinidad diferente por glutamato (K,, = 0.1 y 4 mM, respectivamente), lo que no
ocurrio en las mitocondrias de AS30D, donde se encontrd solo una isoforma con afinidad
cercana a 1 mM (Figura 12). Por otra parte el ADP con respecto al NAD", no tuvo efecto

sobre la actividad ni la afinidad de la enzima en ambos modelos.

Glutaminasa

En la estandarizacion de la técnica se usaron dos medios de reaccion HKE (HEPES
20 mM, KCI 140 mM, EGTA 1mM, pH 7.3) y SHE (Sacarosa 250 mM, HEPES 10 mM,
EGTA 1 mM y pH 7.3) dando mejor actividad en el medio SHE.

La actividad de la glutaminasa se ensayo a los tiempos 0, 2, 5 y 10 minutos
comportandose linealmente entre 5 y 10 minutos. Asimismo se hizo una curva de proteina

(0.11, 0.22 y 0.44 mg de proteina mitocondrial) observandose que la actividad fue lineal
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entre 0.11 y 0.22 mg. Con base a estos resultados la actividad de la enzima se determin6
empleando 0.22 mg de proteina y 10 minutos de incubacion.

Los parametros cinéticos determinados para glutaminasa de higado de rata fueron de K,,= 8
mM (2) y V,, = 13.5 (2) nmol/min*mg de proteina mitocondrial en presencia de amonio 3.5
mM; mientras que para la enzima tumoral se obtuvo una Kys=10.8 £ 2.6 3) mM y V,, =
67 £ 31 (3) nmol/min*mg de proteina, en presencia de fosfato 100 mM. Estos datos
indicaron que la enzima de AS-30D fue alrededor de 3 veces mas activa que la enzima de
higado. Al ajustar al modelo de Hill, la enzima tumoral presentd cooperatividad con
respecto a la glutamina que se reflejo con un valor de n = 2.0 + 0.3 a diferencia de la de

higado que en presencia de amonio no presentd cooperatividad, con un valor de n = 0.7 (2).

La caracterizacion de esta enzima se realizO con la colaboraciéon de Luis Ricardo
Hernandez Barrientos estudiante de la carrera de Quimica Farmacéutico Biologica, de la

Facultad de Quimica, UNAM.

Aspartato amino transferasa (AAT)

Los valores de K, obtenidos para la enzima de AS-30D fueron similares a los
reportados para la enzima de higado, 1.3 mM (n = 2) para 2-oxoglutarato y 0.62 mM (n =
2) para aspartato. De igual forma, los valores de V,, fueron similares entre ambas enzimas,
525 (n=2) y 420 + 250 (n = 3) nmoles/min* mg de proteina para la enzima de AS-30D e

higado, respectivamente.
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Figura 12. Activacion de la GDH por ADP con respecto a glutamato. Las
concentraciones de ADP empleadas en higado (A) fueron O (m), 0.5 (e) y 1 (A) mM y las
utilizadas en AS-30D (B) fueron 0 (m), 0.75 () y 1 (A) mM. Los valores de higado y de
AS-30D se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten. En C y D se muestran los
regraficos de dobles reciprocos (1/S vs 1/v) para higado (C) y AS-30D (D).
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Eficiencia catalitica de las enzimas del ciclo de Krebs y anaplerdticas

A partir de los parametros cinéticos determinados para cada una de las enzimas del
ciclo de Krebs y enzimas anapleréticas se calcularon las eficiencias cataliticas (Vm/Km)
encontrandose que la NAD'-ICDH y la 20GDH fueron las enzimas menos eficientes en el
ciclo de Krebs, en ambos tipos de mitocondrias (Tabla 6). Mientras que la glutaminasa en
higado y la enzima malica en AS-30D fueron las menos eficientes de las enzimas

anapleroticas.

Tabla 6. Eficiencia catalitica (V,/K,,) de las enzimas del ciclo de Krebs y

anapleroticas.
Enzima Sustrato RLM AS-30D
Vi/Km (L / min*mg)
PDH Pir 1.8x 107 2.7x10%
AcCoA 0.099 0.42
*CS
0AA 0.05 0.12
AC Cit 4x10° 48x107
NAD'-ICDH Isocit 5x10° 8.8x10°
20GDH 20G 9.1x10° 1.8x 107
*SDH Succ 2x10° 4x 107
Fum 6.6x 10™ 3.4x10°
*FH
Mal 2x10™ 9x10™
Mal 1x10° 22x10*
*MDH
044 0.16 0.3
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RLM AS-30D

Enzima Sustrato Vo/Kp (L / min*mg)
Aspartato 6.8x 10 8.5x 10
AAT 4 4
20G 32x10 4x10
GDH Glutamato 4.8x 107 3.6x 107
Glutaminasa glutamina 1.7x10° 6.2x10°
ME Mal ND 1x10°

Eficiencia catalitica: L / min* mg. ND no detectado; RLM, mitocondrias de higado de rata.
* Valores tomados de Del Mazo-Monsalvo, 2014

Concentracion de metales (Mg2+ y Mn*") y de metabolitos del ciclo de Krebs

Considerando que varias de las enzimas del ciclo de Krebs son dependientes de
metales como el Mn*" y el Mg”", se determiné la concentracion de estos en mitocondrias de
higado, de AS-30D y de corazdn, el contenido total de ambos metales fue similar entre los
diferentes tipos de mitocondrias (Tabla 7). Pero el magnesio fue el que se encontrdé en
mayor concentracion (180 - 300 veces) con respecto a manganeso. Por ello se determind el
magnesio libre en las mitocondrias de higado, obteniéndose que en la matriz mitocondrial
el magnesio se encontré a una concentracion de 0.27 = 0.1 mM (n=3), este valor se
encuentra en el intervalo reportado (0.2 - 1.5 mM; Rodriguez-Zavala y Moreno-Sanchez,
1998). Debido a que no fue posible permeabilizar eficientemente las mitocondrias de AS-
30D no se logré determinar la concentracion de magnesio libre.

Asi mismo, se determiné la concentracion de isocitrato, 2-OG y NAD', sustratos de

la NAD-IDH y de la 20GDH (Tabla 8). La concentracion de isocitrato fue similar en las
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mitocondrias de higado y de AS-30D. En cuanto al 20G y al NAD", sus concentraciones

fueron 2-4 veces mayores en AS-30D con respecto a higado.

2+ 2+
Tabla 7. Contenido total de Mg y Mn en mitocondrias aisladas de higado, AS-30D y

corazon.
nmol/mg Higado AS-30D Corazon
Mg2+ 532 £352(3) 313 £ 146 (6) 389 (1)
Mn2+ 1.7+£1(3) 1.2+0.8 (4) 2.1(1)

Los valores corresponden a la media de 1-6 determinaciones independientes.

Tabla 8. Concentracion de metabolitos en la matriz mitocondrial de higado y AS-30D.

Metabolito Higado AS-30D
Isocitrato
207 + 80 195 + 50
(HM)+
NAD 8.6+49 182+3.9
(mM)
20G
(mM) 8+4.7 3444+ 14.6

Los valores corresponden a la media de 3 determinaciones independientes.
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DISCUSION

El ciclo de Krebs es una via de vital importancia para la célula ya que produce el
poder reductor (NADH) 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 células tumorales, esta via participa de manera importante en la sintesis de
precursores para la formacion de macromoléculas. Por ello, su estudio puede ser util para
proponer nuevos blancos terapéuticos, sobre todo considerando que estudios previos
indican que esta via contribuye en el control de la fosforilacion oxidativa (Rodriguez-
Enriquez et al., 2000), que es la principal fuente de ATP en la células tumorales (Zu y
Guppy, 2004).

En un estudio previé se realizd la caracterizacion cinética de la mayoria de las
enzimas del ciclo de Krebs en mitocondrias aisladas de higado de rata asi como de células
tumorales AS-30D (Del Mazo-Monsalvo, 2014). Sin embargo, una caracterizacion cinética
mas amplia de las enzimas 2-OGDH, NAD'-ICDH y AC, asi como las caracterizacion
cinética de las enzimas anapleroticas (cPDH, ME, GA, GDH y AAT) era necesaria para
establecer posibles diferencias en los mecanismos de regulacion de estas enzimas en las
células tumorales y no tumorales.

En general la V,, de las enzimas analizadas fue 1.8 a 14.6 veces mayor en las
mitocondrias de las células AS-30D con respecto a las mitocondrias de higado, incrementos
similares se han reportado para algunas enzimas del ciclo de Krebs y enzimas anapleroticas
en ambos modelos (Dietzen y Davis, 1993; Del Mazo-Monsalvo, 2014; Rodriguez-

Enriquez et al., 2015).
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Por otra parte, los valores de K,, fueron similares entre las enzimas tumorales y no
tumorales lo que sugiere que en ambos modelos se expresan las mismas isoformas. Pero en
el caso de la GDH se observo la presencia de dos isoformas en las mitocondrias de higado
que mostraron diferente afinidad por glutamato, esto aparentemente inducido por la
presencia de ADP. En mitocondrias de cerebro de bovino una concentracion de 1 mM de
ADP (concentracion similar a lo que se us6 en este estudio) induce un efecto similar en la
afinidad por glutamato de las isoformas de la GDH (Bunik et al., 2016). Asi mismo, en el
caso de la GA de AS-30D, la sensibilidad que mostré la enzima por fosfato indica que se
expresa la isoforma tipo K que es activada por fosfato (Patel y McGivan, 1984) a diferencia
de las mitocondrias higado que expresan la isoforma tipo L que es activada por amonio
(Patel y McGivan, 1984; Verhoeven et al., 1983).

Aunque en el caso de la NAD-ICDH los parametros cinéticos y las constantes de
inhibiciéon no indicaron la presencia de alguna isoforma de esta enzima en las células
tumorales AS-30D. La cinética sigmoidal que mostré la enzima en presencia de Mn”" (a
diferencia de la enzima de higado que mostré6 una cinética hiperbolica) y la mayor
sensibilidad a la inhibicion por NADH y ATP con respecto al isocitrato a concentraciones
subsaturantes, sugiere que la enzima puede tener algliin tipo de mutacidon o que se trata de
alguna isoforma, aunque de esta enzima no se han reportado isoformas. Pero es posible que
existan isoformas de las subunidades regulatorias B y vy, ya que sus genes pueden generar
dos o tres productos por splicing alternativo (Kim, 1999). Ademas, no solo se observa el
efecto inhibitorio del NADH en presencia de ADP, sino en también en presencia de calcio,

otro activador de la enzima como lo indica un reporte previo (Murphy et al., 1988).
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La inhibiciéon que ejercen el NADH y al ATP sobre la NAD'-ICDH a
concentraciones sub-saturantes de isocitrato podria ser un mecanismo de regulacion
importante en ambos modelos debido a que las concentraciones de isocitrato determinadas
en las mitocondrias oscilan alrededor de 200 uM por lo que las enzimas no estaria en
condiciones saturantes de este sustrato mientras que el NAD' se encontraria en
concentraciones saturantes. A diferencia de la NAD'-ICDH, la 20GDH tumoral y la de
higado respondieron de la misma manera al efecto inhibitorio del ATP y del NADH a
concentraciones subsaturates de 20G y NAD", pero el efecto de estos metabolitos podria
no ser tan importante porque las concentraciones determinadas de 20G y NAD" serian
saturantes, sin embargo faltaria determinar cudles son los niveles de la CoA, otro de los
sustratos de la enzima.

Otro punto interesante que puede influir en la regulacion de algunas de las enzimas
del ciclo de Krebs (AC, NAD'-ICDH y la 20GDH) y enzimas anapleréticas (ME y GDH)
es la concentracién de Mg”" libre, en higado se determiné que la concentracion de este
metal se encuentra alrededor de 0.27 mM; lamentablemente no fue posible determinar el
contenido en las mitocondrias de AS-30, pero considerando que el contenido total de Mg**
fue similar en ambos modelos, es posible que la concentracion de Mg>™ libre en las
mitocondrias de AS-30D se aproxime a la determinada en higado.

Debido a que un analisis de velocidad méaxima no es suficiente para sefialar a una
enzima como limitante (o la que podria ejercer control sobre el flujo de una via), una
primera aproximacion sobre si una enzima ejerce control en una via metabdlica es calcular
la eficiencia catalitica (V,/K,) (Saavedra-Lira et al., 2005). La V,, y la K,, por separado,

indican que tan rapido la enzima transforma el sustrato en producto y la afinidad con la que
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la enzima se une a este, respectivamente. Al involucrar ambos parametros, se indica 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 serd una
enzima limitante en el flujo, y podria ejercer control en la via metabdlica. (Fell, 1997). En
este sentido, las enzimas con menor eficiencia catalitica en el ciclo de Krebs fueron la 2-
OGDH y la NAD"-ICDH en ambos modelos y de las enzimas anaplerdticas, la glutaminasa
en higado y la enzima malica en AS-30D. Esto se debe a que estas enzimas tienen una baja
velocidad o una baja afinidad por sus sustratos. Por lo que se podrian considerar posibles
sitios de control del flujo en el ciclo de Krebs.

Sin embargo este andlisis no contempla que las concentraciones fisiologicas de
sustratos, productos, inhibidores y activadores presentes puedan modificar la actividad de
las enzimas. Por lo anterior, el siguiente paso es la construccion del modelo cinético a
partir de los pardmetros cinéticos de cada enzima asi como de las concentraciones in situ de
metabolitos de la via, lo que permitira esclarecer los mecanismos de regulacion y control
del ciclo de Krebs tumoral y de las enzimas anapleroticas, asi como proponer, posibles

blancos terapéuticos.
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CONCLUSIONES

® La isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD" tumoral fue la enzima que
mostré cambios en la sensibilidad a sus inhibidores fisiologicos NADH y ATP.

® Las enzimas que pueden ejercer control sobre el flujo del ciclo de Krebs tanto en
las  células tumorales y como en higado son la isocitrato deshidrogenasa
dependiente de NAD", la 2-oxoglutarato deshidrogenasa, la glutaminasa y la enzima

malica.
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