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Resumen 

La reprogramación metabólica es un fenómeno frecuente en tumores que, en parte, permite 

optimizar el consumo de esqueletos de carbono y nitrógeno para la síntesis anabólica de 

macromoléculas necesarias para sustentar procesos de proliferación y migración. 

En células no-cancerosas, el amonio es considerado como un desecho del metabolismo de 

aminoácidos el cual puede comportarse químicamente con alta toxicidad (al competir el amonio 

con el potasio en la bomba sodio/potasio modifica el gradiente electroquímico de dichos iones 

y generando acidosis metabólica). Sin embargo, este metabolito se encuentra presente en el 

microambiente tumoral a concentraciones mayores (0.14- 5 mM) que en tejidos sanos o 

plasma en el orden de 0.027-0.05 mM. Al parecer, el aumento de amonio en células tumorales 

está al proceso de oxidación activa de la glutamina Estudios recientes demostraron que el 

amonio suplementado al medio de cultivo de varios tipos de carcinomas (mama, hígado, colon, 

próstata, pulmón y neuroblastoma) es activamente metabolizado en las vías anabólicas por la 

reacción reversa de la glutamato deshidrogenasa (GDH).  La GDH cataliza 1) la desaminación 

de glutamato a α-ketoglutarato (acido dicarboxílico que se incorpora al ciclo de Krebs), 2) la 

liberación de amonio y 3) la reducción NAD(P)+ a NAD(P)H+H. El favorecimiento de la reacción 

reversa de la GDH implica la incorporación y “asimilación” del amonio; proponiéndose como 

fuente de nitrógeno para la proliferación celular. 

 

Resultados:  

 

En el presente trabajo fueron incluidas líneas celulares metastásicas de cáncer de próstata 

(PC3), colon (HCT116 y COLO205) y de baja metástasis (DU145), las cuales fueron expuestas 

a concentraciones fisiológicas y patológicas (0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mM) de NH4Cl en presencia o 

ausencia de glutamina para impulsar la incorporación de amonio como única fuente de 

nitrógeno. El efecto citotóxico del amonio se analizó midiendo la densidad celular, tiempo 

generacional e índice de duplicación (µ) durante 7 días de cultivo in vitro. A este respecto, la 

aplicación del amonio (5-10 mM) promovió la proliferación celular de líneas celulares en un 

rango de 37-107%, reduciéndose el tiempo de duplicación celular entre 8-30 horas, e 

incrementando la densidad celular en cerca de 0.4 a 2 veces. Mientras que, en la condición 

libre de glutamina la ausencia de este aminoácido afectó la proliferación y el amonio como 

fuente de nitrógeno, no la rescató; excepto en COLO 205 donde 0.1-5 mM de NH4Cl aumentó 



la proliferación en 16-66%. Con esta información se eligió la condición de 5 mM de NH4Cl 

durante 5 días de cultivo para los experimentos de contenido de proteína y actividad 

enzimática. El contenido de proteína total de la GDH 1/2 no presento diferencias entre las 

células incubadas con NH4Cl versus células control. Sin embargo, la actividad de la GDH 

(Vmaxrev) en las células expuestas a 5mM de NH4Cl incrementó de 0.3-3 veces. Esta 

información sugiere que la suplementación de NH4Cl estimula el índice de proliferación celular 

en líneas metastásicas de próstata y colon y que, un mecanismo para atenuar la toxicidad por 

amonio es la activación enzimática de la GDH. 

 

Conclusión 

 

La suplementación de NH4Cl estimula la proliferación celular de las líneas metastásicas de 

próstata PC3 y colon (HCT116 y COLO205). Sin embargo, no todas las líneas celulares son 

capaces de utilizar dicho metabolito como fuente de nitrógeno (DU145). El contenido de 

proteína de la GDH no presenta diferencias significativas entre las células expuestas a 5 mM 

de NH4Cl y las células libres de tratamiento; sin embargo, el incremento en la actividad de la 

GDH en células (PC3, HCT116 y COLO25) expuestas a 5mM de NH4Cl podría modularse 

por modificaciones postraduccionales, como fosforilación y acetilación.  
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1.- Introducción. 

1.1 Cáncer; problema de salud pública en México y el mundo. 

El cáncer es un conjunto de enfermedades entre cuyas características principales destaca 

mantener una división celular descontrolada y presentar metástasis, es decir la capacidad de 

diseminarse a otros tejidos. La metástasis es la principal causa de muerte por este 

padecimiento (Organización Mundial de la Salud, 2018)  

A nivel mundial el cáncer es la segunda causa principal de muerte con 9.6 millones de muertes 

en el 2018 (Organización Mundial de la Salud, 2018). Los cánceres de pulmón, próstata, 

colorrectal, estómago e hígado son los tipos de cáncer más comunes en hombres, mientras 

que el de mama, colorrectal, pulmón, cérvix y tiroideo son los más comunes en las mujeres 

(Figura 1; GLOBOCAN, 2018).  

 

Fig. 1, Principales cánceres en el mundo. Incidencia y mortalidad con respecto a ambos sexos en todas las 

edades (GLOBOCAN, 2018). 

 

En el año 2018 se describió que el cáncer de próstata representa una de las principales 

neoplasias en la población mexicana del género masculino, señalando una incidencia de 

25,049 nuevos casos, así como el mayor número de muertes por cáncer (6,915), seguido por 

el cáncer de colon con incidencia de 7,795 casos y 3,719 muertes. (Figura 2; GLOBOCAN, 

2018). 
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Fig. 2, Principales canceres en la población masculina mexicana. Incidencia y mortalidad, todas las edades 

(GLOBOCAN, 2018). 

 

Lamentablemente se prevé que para el 2040, los casos de cáncer aumentarán cerca del 63% 

comparado con el año 2020 a nivel mundial. Los países en vías de desarrollo no cuentan con 

la infraestructura apropiada para ofrecer métodos de detección y estrategias de tratamiento 

oportunas. Tal es el caso de México, donde se estima un aumento del 89% de casos de cáncer 

para ese año (GLOBOCAN, 2018). 

1.2.- Hallmarks y Metabolismo energético del cáncer. 

Los hallmarks del cáncer son características distintivas que le permiten a las células tumorales 

sobrevivir, proliferar, diseminarse a otros tejido e invadir . El análisis en conjunto de estos 

hallmarks moleculares permite entender la biología y el comportamiento de las células 

neoplásicas. (Hanahan y Weinberg, 2000) (Fig. 1). El metabolismo tumoral se ha propuesto 

como un hallmark molecular (Negrini et al., 2010; Luo et al., 2009; Colotta et al., 2009, Hanahan 

y Weinberg, 2011) (Fig. 3). Durante la progresión tumoral la reprogramación del metabolismo 

es un fenómeno frecuente en células cancerosas para optimizar el consumo de esqueletos de 

carbono y nitrógeno para la síntesis macromoléculas para sostenerla proliferación y la 

migración del cáncer (Hanahan y Weinberg, 2011. Pascual, 2018, Keshet, et al., 2018). Por lo 

que el análisis del metabolismo energético tumoral emerge como una alternativa potencial para 

el desarrollo de estrategias terapéuticas (Hensley et al.. 2013).  
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Fig. 3. Hallmarks moleculares del cáncer (Modificado de Hanahan y Weinberg, 2011). 

 

1.3.- Metabolismo mitocondrial en células de cáncer 

Las observaciones en levadura y musculo por parte de Louis Pasteur, Otto Meyerhof y 

Archibald Hill, establecieron los fundamentos del consumo de la glucosa mediado por la 

disponibilidad de oxígeno. En presencia de oxígeno, la respiración desempeña un papel 

predominante en la transformación de la glucosa a piruvato y su oxidación subsecuente en la 

mitocondria por el ciclo de Krebs; mientras que, en condiciones anaeróbicas, la glucólisis es la 

principal vía de consumo de glucosa, con la producción de lactato como metabolito final (Otto 

2016, Tanner et al., 2018). 

Otto Warburg observó en tumores que, en condiciones aeróbicas, el flujo glucolítico y la 

síntesis de lactato estaban incrementados; fenómeno conocido ahora como “Efecto Warburg”. 

(Warburg, et al., 1927, Warburg, 1956; Valle y Soto, 2014). En estas primeras observaciones 

se estableció que las células tumorales mantienen una programación metabólica diferente a 

las células normales, asumiendo una aparente disfunción mitocondrial (Zu y Guppy, 2004, 

DeBerardinis y Chandel, 2016; Fan et al., 2014; Vander y DeBerardinis, 2017; Zong et al., 

2016; Spinelli, 2017). Lo anterior provocó que el análisis de la función mitocondrial en el cáncer 

fuera ignorado hasta mediados de los 90. Actualmente, el estudio del metabolismo energético 

mitocondrial en tumores ha cobrado relevancia. En este sentido, nuestro grupo de trabajo ha 
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sido pionero en demostrar que la fosforilación oxidativa provee más del 50% del ATP celular 

utilizado para sostener los procesos de proliferación y de invasión tumoral en carcinomas 

humanos de cérvix (HeLa), mama (MCF7, MDA-MB-231, MDA-MB-468) y hepatoma de roedor 

(AS-30D) (Rodríguez-Enríquez et al., 2008, 2010, 2015; Mandujano-Tinoco et al., 2013; 

Hernández-Reséndiz et al., 2015; Pacheco-Velázquez et al., 2018). 

1.4.- Metabolismo de aminoácidos en células cancerosas 

Los cuerpos cetónicos, ácidos grasos y aminoácidos como la glutamina y el glutamato son los 

metabolitos mitocondriales preferentemente consumidos por las células tumorales (Rodríguez-

Enríquez et al., 2000, 2006, 2015). Los aminoácidos contribuyen en la progresión del cáncer 

dado su papel biosintético y bioenergético (Lieu et al., 2019). El metabolismo de aminoácidos 

varía notablemente en función del tejido de origen, subtipo de cáncer, microambiente tumoral 

y mutaciones oncogénicas (Luke et al., 2017).  

La glutamina, un aminoácido abundante en el plasma sanguíneo (Cantor J., et al 2017), se 

metaboliza en el ciclo de Krebs a través de un proceso llamado glutaminólisis cuya función 

principal es la generación de equivalentes reductores que son oxidados en la cadena 

transportadora de electrones para la generación de un gradiente de protones utilizado por la 

ATPsynthase para la formación de ATP. Además de su papel catabólico, la glutamina 

proporciona esqueletos de carbono para la síntesis de otros aminoácidos, lípidos, glutatión, α-

ketoglutarato (α-KG) y nucleótidos; metabolitos de importancia durante la proliferación tumoral. 

(DeBerardinis et al. 2010., Spinelli et al., 2018., Keshet., et al. 2018, Choi., et al. 2019). 

La glutaminólisis es una vía altamente activa en tumores (DeBerardinis., et al 2016, Jin., et al 

2016) (Yang et al. 2017).  En esta vía, la glutamina entra a la célula por el transportador 

SLC7A25 o mediante el transportador de aminoácidos neutros SLC1A5 (ASCT2), después 

ingresa a la mitocondria por una variante del mismo transportador (Keshet., et al. 2018, Stine 

y Dang., 2020). En la mitocondria, la glutamina es oxidada por la glutaminasa (GLS) para 

formar glutamato, el cual es metabolizado a α-ketoglutarato (un intermediario del ciclo de 

Krebs) (Fig. 4) por la glutamato deshidrogenasa (GDH) o a través de la aspartato 

aminotransferasa (GOT) (Yang et al., 2017). 
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1.5.- Metabolismo del amonio. 

En el cáncer, las desaminaciones de la glutamina a glutamato por la glutaminasa y de 

glutamato a 2-oxoglutarato por la GDH proveen de una elevada fuente de NH4. En individuos 

sanos, las concentraciones fisiológicas de amonio oscilan en el rango micromolar (50-150 µm). 

Cuando la concentración de amonio es mayor de 1 mM (hiperamonemia) éste compite con el 

potasio alterando la función de las bombas de Na+/K+ y, en consecuencia, el gradiente 

electroquímico iónico lo que conlleva a un proceso llamado acidosis metabólica (Martinelle et 

al. 1993). Para evitar su acumulación intracelular, el amonio debe ser oxidado y transformado 

a metabolitos de desecho como la urea utilizando enzimas mitocondriales y citosólicas. (Fig. 

4.) 

 

Fig.4. Glutaminólisis y metabolismo del amonio. La glutaminasa (GLS) oxida glutamato a partir de glutamina 

el cual es oxidado y desaminado a su vez por la glutamato deshidrogenasa (GDH) a α-ketoglutarato. La aspartato 

aminotransferasa (GOT) intercambia el grupo amino entre el glutamato y el oxaloacetato; generando α-

ketoglutarato y aspartato.  Ambas desaminaciones producen NH4, que es substrato de la carbamil fosfato 

sintetasa 1 (CPS1) en una reacción dependiente de ATP para formar carbamil fosfato, un intermediario del ciclo 

de la urea (Modificado de Lehninger, A. L, 2013)  
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La concentración de amonio en el microambiente tumoral de algunas células cancerosas de 

mama oscila entre 0.14 y 5 mM, mientras que en la sangre de pacientes con cáncer hepático 

la concentración es de 6-10 mM (Kodama et al., 2015).  En contraste, en tejidos sanos y plasma 

la concentraciones oscilan entre 0-50 μM (Chance et al., 1988; Chance et al., 1989; Gamcsik 

et al., 1991; Eng et al., 2010 Spinelli et al., 2017). La razón de la elevada concentración en el 

microambiente tumoral y en la sangre de paciente con cáncer es por el acelerado catabolismo 

de la glutamina, siendo ésta la principal fuente de producción de amonio. (Reitzer et al., 1979; 

Segura et al 1989; Cluntun et al., 2017. De Berardinis et al., 2010). la baja difusión de este 

compuesto favorece su acumulación intracelular, además el amonio compite por el transporte 

con el potasio en las bombas de Na+/K+ (Martinelle et al., 1993), siendo otro mecanismo 

internalización celular en contra del gradiente electroquímico. Por otra parte, en el espacio 

extracelular la presencia de vasos disfuncionales en el tumor impide su liberación al torrente 

sanguíneo (Spinelli et al., 2017). (Fig. 5 Modificado de Martinelle et al., 1993).  

 

Fig. 5. Transporte del amonio en células de mamíferos/el amonio se transporta al interior de la célula de dos 

maneras. 1) Por difusión simple, donde se desprotona en función del gradiente electroquímico para ingresar como 

amoniaco (NH3) 2) Por transporte activo utilizando la ATPasa de Na+/K+ en competencia por el transporte con el 

potasio K+ debido a la similitud entre los radios iónicos de ambos iones. Sin embargo, la principal fuente de amonio 

es el metabolismo de aminoácidos. Una vez adentro el amonio puede difundir hacia la mitocondria para ser 

metabolizado. 
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1.6.- GDH y “asimilación” de amonio.  

La célula cancerosa desarrolla estrategias para contender contra la toxicidad del amonio. 

Recientemente, el estudio de la reacción reversa de la GDH ha cobrado importancia ya que, 

en algunos tipos de carcinomas de mama, el amonio puede ser utilizado como fuente de 

nitrógeno para la síntesis de aminoácidos contribuyendo a la progresión del cáncer. 

La GDH es una enzima hexamérica mitocondrial que cataliza la desaminación de glutamato a 

α-ketoglutarato y amonio acoplado a la reducción de NAD(P)+ a NAD(P)H+H. Este 

dicarboxilato se incorpora al ciclo de Krebs. Además de su rol anaplerótico, la GDH tiene la 

capacidad de proveer equivalentes reductores en forma de NADPH para el manejo del estrés 

oxidativo en la matriz mitocondrial (Plaitakis et al., 2017). Estudios iniciales ubicaron a esta 

enzima en la matriz mitocondrial en hígado y cerebro. Más tarde se detectó actividad en 

fracciones nucleares de hígado y cerebro de rata e hígado de pollo (Di Prisco et al. 1968, 

Panda et al., 2011). 

En los humanos, existen dos isoformas de GDH, las GDH1 y GDH2 codificadas por los genes 

GLUD1 y GLUD2, respectivamente. Por microscopia confocal e inmunohistoquímica se ha 

confirmado la presencia de ambas isoformas en la mitocondria, sin embargo, también se han 

observado en el núcleo y en menor proporción en el retículo endoplasmático (Mastodermos et 

al., 2009, Panda et al., 2011). La distribución fisiológica de la isoforma GDH1 se encuentra 

primordialmente en hígado y glía mientras que la GDH2 está asociada células neuronales, 

tejido embrionario, testículos y algunos tipos de cáncer (Bunik et al., 2016; Spanki et al., 2016; 

Spinelli et al., 2017, Takeuchi et al., 2017). 

En el 2017, Moreno- Sánchez y colaboradores observaron que la reacción reversa de la GDH 

se ve favorecida en un hepatoma ascítico de rata (AS-30D); lo que implica la incorporación y 

asimilación del amonio como una vía anabólica (Tabla 1. Moreno Sánchez et al. 2017). Esto 

concuerda con lo propuesto anteriormente en 1975 por McGivan y Chappell que, de acuerdo 

con los parámetros cinéticos y termodinámicos, la reacción reversa se encuentra favorecida 

en condiciones fisiológicas a pH 7, con una temperatura de 37°C y a concentraciones bajas de 

amonio encontradas en la sangre (McGivan y Chappell, 1975). 

En líneas celulares de cáncer de mama (MCF7 yT47D), se evaluó la toxicidad del amonio 

(0.05-50 mM) en medio sin glutamina. Sorprendentemente, este no resultó tóxico; por el 

contrario, estimuló el crecimiento en esferoides de mama MCF7 (0.4-0.6 veces) y se observó 
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la síntesis de novo de aminoácidos, sugiriendo que el amonio puede ser incorporado para 

formar aminoácidos como glutamina, glutamato, prolina y aspartato (Tabla1) tal como se 

describió por Spinelli et al. (2017).  lo anterior correlacionó con la activación de vías de 

señalización de AMPK y de mTORC1 inducidas por amonio, lo que conllevó a una activación 

mitocondrial y en consecuencia a una elevación en la velocidad de proliferación (Tabla 1. Merhi 

et al., 2017; Lie et al., 2019).  El principal mecanismo molecular sugerido para explicar este 

fenómeno es la potencial utilización de amonio por la GDH en células expuestas a amonio 

extracelular (Spinelli et al., 2017; Takeuchi et al., 2017; Moreno-Sánchez et al. 2017 y Lie. 

2019).  Aunque, la expresión o el contenido de proteína total de la GDH no cambia 

significativamente en células de cáncer (MCF7, T47D, SH-SY5Y, HCT116, HT29, A549, PC3 

y HCT116) expuestas a amonio (Tabla 1; Lie. 2019), monitorear los cambios en el contenido 

de mRNA y proteínas no considera las modificaciones postraduccionales que pueden alterar 

la función/actividad de la enzima y los mecanismos reguladores que entran en acción, para 

coordinar las actividades de las proteínas (Moreno-Sánchez et al. 2015). De hecho, algunos 

carcinomas mamarios no metastásicos como MCF7 y T47D que son capaces de proliferar en 

condiciones de hiperamonemia (5mM) y en ausencia de glutamina (Spinelli et al., 2017; 

Takeuchi et al., 2017 tienen un mayor contenido de mRNA de la GDH2 (Takeuchi et al., 2017), 

interesantemente, la eliminación de la GDH2 por knockdown en estas células de cáncer de 

mama, promovió la incapacidad para proliferar en un medio suplementado con amonio y 

ausente de glutamina.  Por el contrario, se reportó que canceres con baja capacidad de 

proliferación en presencia de amonio como el cáncer de próstata PC3 de alta metástasis, 

requieren de la sobreexpresión de la GDH2 para adquirir la capacidad de proliferación. Lo 

anterior sugiere que la isoforma 2 de la GDH podría ser la responsable de catalizar la reacción 

reversa de incorporación de amonio en un proceso parecido a la “asimilación” de amonio 

ocurrida en plantas (Tabla 1. Takeuchi et al., 2017).
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Tabla 1. Efecto del amonio en la proliferación y metabolismo de células tumorales. 

Abreviaturas; IDH (Isocitrato Deshidrogenasa), GDH (Glutamato Deshidrogenasa), TH (Tirosina Hidroxilasa), GR (Glutatión Reductasa), GPx (Glutatión 
Peroxidasa), GS (Glutamina Sintetasa) 

Tejido/célula Modelo Parámetro evaluado Conclusiones Referencias 

AS-30D  
 
Hepatoma, hígado, 
corazón. 

Hepatoma de 
rata 
 
Mitocondria 
aislada 

IDH, GDH, TH, ME, GR, GPx 
• Contenido de proteínas (WB) 
• Parámetros cinéticos (Vmax, Km, Ki) 
• Cuantificación de metabolitos. 

La reacción en reversa de la GDH está 
favorecida 

Moreno-
Sánchez et 
al. 2017) 

Carcinoma de mama 
T47D, MCF7 
 

Esferoides 
multicelulares 
de cáncer 

• Ensayos de citotoxicidad NH
4
Cl 0.05-50 mM, 

48hrs. 

• Marcaje con [
15

N]NH
4
Cl, rastreo y abundancia 

15
N-isotopólogos, 8 hrs 

• Crecimiento de esferoides. 0.5mM, 8 días. 

El amonio no resulta toxico en ninguna 
condición 
↑ Aminoácidos marcados radioactivamente 
(0.2-0.5 veces) 
↑ Crecimiento (0.4-0.6 veces) 

Spinelli et al. 
2017 

Carcinoma de próstata 
(PC3), Mama (Hs578T, 
MCF7, T47D)  
 

Cultivo 2D • Crecimiento a 3 días en medio DMEM sin 
glutamina 

• Proliferación 72 hrs. sin Gln +5 mM NH
4
Cl 

• Contenido mRNA GDH1 y GDH2 
• Síntesis glutamato 

-Sólo MCF7 es capaz de proliferar tras 
suplementación de amonio. - 
↑ Proliferación 0.5 veces. 
↑ Glutamato 0.7 veces. 
↑ GLUD2; responsable de la producción 
de glutamato. 

Takeuchi et 
al. 2018 

Cancerosa:  
Médula ósea (SH-SY5Y), 
Colon (HCT116), HT29, 
LNCAP, Pulmón (A549), 
Mama (MCF7, T47D) 
Hígado (Huh7) 
No Cancerosas: Mama 
(MCF10A), Riñón de rata 
(HEK293) 

Cultivo 2D • Crecimiento a 3 días en tres condiciones: 
• glutamina 8 mM 
• NH

4
Cl 0.8 mM sin glutamina 

• medio sin NH
4
Cl ni glutamina 

• Contenido de Proteínas (WB): GDH, GS 

En NH
4
Cl 0.8 mM sin glutamina 

LNCAP y MCF10A; NH4Cl ↓ viabilidad 
(20-30%) 
SH-SY5Y, HCT116, HT29 y A549; no 
proliferan, viabilidad se mantiene 
MCF7, T47D, Huh7 y HEK293; ↑ 
Crecimiento (0.2-6 veces) 

↑ GDH, GS 2-7 veces 

Lie et a. 2019 

Carcinoma de mama, 
(MCF7) 
 

Cultivo 2D • Incubaciones largas: Crecimiento a 3 y 5 días, 
NH

4
Cl 0.1-20 mM, con y sin glutamina (2 mM) 

 
• Incubaciones cortas: NH

4
Cl 5 mM durante 30 

minutos. Activación de la vía mTOR 

↑ Crecimiento (≈0.2 veces) en las 
condiciones 2, 3 y 5 mM (glutamina 2 mM) 
↓ Crecimiento (20-50%) en las condiciones 
10 y 20 mM (glutamina 2 mM) 
↑ Crecimiento (1 vez) en las condiciones 2, 
3 y 5 mM (sin glutamina) 
Amonio induce la activación de mTORC1 
mediante la vía β1-
integrin/FAK/PI3K/mTORC2/AKT 

Merhi et al. 
2017 
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2.- Justificación. 

El amonio es un metabolito útil para la progresión tumoral en diferentes células cancerosas.  

La GDH tumoral es la enzima responsable de la incorporación de este metabolito tóxico como 

fuente de nitrógeno, Entender las respuestas diferenciales de las células cancerosas nos 

permitirá dilucidar los mecanismos de regulación metabólica al estrés del microambiente 

tumoral.  

3.- Hipótesis. 

El amonio promueve la proliferación de células tumorales de alta capacidad metastásica de 

origen de próstata y colon a través de la activación de la GDH.  

 

4.- Objetivo General.  Determinar el efecto del amonio sobre la proliferación celular, el 

contenido de proteína y actividad de la GDH en líneas celulares metastásicas de humano PC3, 

HCT116 y COLO205, en contraste de células no-metastásicas DU145. 

Objetivos Particulares. 

 Identificar la condición óptima de proliferación celular en presencia de concentraciones 

crecientes de NH4Cl en presencia y ausencia de glutamina.  

 Evaluar el contenido de proteína de la GDH1/2 por Western Blot.  

 Determinar la velocidad máxima reversa (Vmax rev) de la GDH por un ensayo acoplado 

a la generación de NADPH+H.  
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5.- Metodología. 

5.1 Modelos de Estudio. 

Se emplearon líneas metastásicas tumorales de próstata y colon genotipificadas por la ATCC. 

Para las correspondientes a cáncer de próstata se utilizaron las líneas celulares de grado IV 

con morfología epitelial adherente; PC3 proveniente de un sitio metastásico de hueso y DU145 

proveniente de un sitio metastásico de cerebro (American Type Culture Collection, 2019). En 

cáncer de próstata se ha observado que la pérdida del gen de la tirosina fosfatasa (PTEN) 

promueve la actividad y cascada de señalización del receptor de quimioquinas 4 (CXCR4) por 

el factor inducible de células estromales (SDF1α), asociados a la progresión tumoral y 

metástasis por la transición epitelio-mesénquima (Mahandranauth et al., 2010). PC3 no 

expresa PTEN y posee un alto potencial metastásico; sin embargo, DU145 expresa PTEN 

wildtype y aunque es capaz de migrar tiene capacidad baja, por lo que podría considerarse de 

baja metástasis (Mahandranauth et al., 2010). 

En el caso de las líneas celulares metastásicas de colon se utilizó la línea celular HCT116 

grado IV de morfología epitelial, adherente y COLO205 en estadio Dukes Type D (Grado IV) 

de morfología mixta; epitelial adherente y en suspensión, proveniente de un sitio metastásico 

de ascitis. (American Type Culture Collection, 2019) ambas con potencial de migración a 

pulmones e hígado. (Ehrig, 2013). 

Como control se evaluaron las líneas celulares no cancerosas, fibroblastos de ratón 3T3 y 

fibroblasto de piel humana BJ. También se incluyó en este análisis la línea celular de 

fibroblastos de riñón HEK293 el cual posee un cariotipo aberrante e inestabilidad cromosómica, 

que ocasionan que su transcriptoma se desregule severamente (Stepanenko y Dmitrenko, 

2015).  Se ha reportado que esta línea celular, a pesar de no ser cancerosa, posee un elevado 

potencial tumoral (Chao et al. 2018) por lo que HEK293 es considerada una línea celular Tumor 

like. 

5.2.- Cultivo celular. 

Las líneas celulares tumorales de próstata (PC-3 y DU145) y colon (HCT116 y COLO 205) se 

incubaron en medio DMEM (Dublecco ́s modified Eagle ́s medium) con 25 mM de glucosa, 4 

mM de glutamina, 10% de suero fetal bovino, 200 u/ml de penicilina y 200 μg/ml de 

estreptomicina en condiciones de incubación a 37° y 5% CO2. (Rodríguez-Enríquez et al., 

2010). Al observar coloración naranja-amarilla del medio por su acidificación, se lavaban con 
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buffer de fosfatos salino PBS (por sus siglas en inglés Phosphate Buffered Saline) y se 

cambiaba el medio continuamente hasta obtener una confluencia del 80-90% para su uso. 

5.3.- Curvas de Crecimiento. 

En cajas de 96 pozos se sembraron 10,000 células por cada pozo las células fueron expuestas 

a concentraciones crecientes de 0, 0.1, 0.5, 1, 5 y 10mM de NH4Cl en medio DMEM con y sin 

glutamina y se realizó un conteo diario por medio de la cámara de neubauer. De los conteos 

se obtuvieron los tiempos de duplicación y la tasa de crecimiento específica. El tiempo de 

duplicación se determinó utilizando la siguiente ecuación: 

𝑛 =
1

[3.32(logN𝐹−logN𝐼)] (t𝐹−t𝐼)⁄
; donde NF representa el número de células cultivadas al final de la 

fase de crecimiento exponencial; NI representa el número de células al comienzo de la curva 

de crecimiento; tF es el tiempo final en el que se recolectaron las células y tI es el tiempo de 

cultivo inicial.  

La tasa de crecimiento específica (μ(h-1)) se calculó a partir de la pendiente de un gráfico 

semilogarítmico de densidades celulares en la fase de crecimiento exponencial frente al 

tiempo. (McAtter y Davis, 1994). 

5.4.- Western blot (WB).  

Las células se lavaron con buffer de fosfatos (PBS), se desprendieron por raspado y 

centrifugaron a 2600 rpm/3minutos. El botón celular se mezclo en 250 μl de amortiguador de 

Tris (Tris-HCl 25mM pH 7.6 con DTT 5mM, EDTA 1mM y PMSF 1mM) se rompieron mediante 

presión mecánica. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm/30 minutos. Se cuantificó el 

contenido de proteína por el método de Lowry. Para el ensayo de WB se cargaron 50 μg de 

proteína en un gel de SDS-PAGE al 12.5% de poliacrilamida y se electrotransfirieron a 

membranas de PVDF (BioRad; Hercules, CA, USA). Posteriormente las membranas se 

incubaron con un anticuerpo humano monoclonal (Santa Cruz; CA, USA, dilución 1:1000) 

específico para la GDH. Las bandas de hibridación se revelaron con su anticuerpo secundario 

mouse conjugado a peroxidasa de rábano y se detectó la señal de la proteína con el sistema 

ECL-plus (Amersham; Buckinghamshire,UK). El análisis densitométrico se realizó con el 

software Scion Image (ScionCorp; Frederic, MD, USA). Cada banda se normalizó con respecto 

a un control de carga, de 100%. (Rodríguez-Enríquez et al., 2010.) 
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5.5.- Actividad enzimática. 

El ensayo de actividad de GDH se realizó a 37° en buffer KME a pH 7, en presencia de 0.8 

mM MgCl2, 0.02% Triton X-100, 0-2.4 mM ADP, 0-0.75 mM 2-OG, 0.15-0.2 mM NADPH y 50-

100 mg de proteína. La reacción específica de la GDH se inició mediante la adición de NH4Cl 

5-100 mM. Se siguió la disminución de la absorbancia a 340 nm durante varios minutos para 

permitir el desarrollo completo del comportamiento de histéresis enzimática (Moreno-Sánchez 

et al. 2017). Para el cálculo de la velocidad máxima se consideró la pendiente de la 

absorbancia con respecto al tiempo en su región linear, el coeficiente de extinción molar del 

NADPH (340nm) y el volumen de la celda.   

 

Fig. 6. Diseño experimental. Abreviaturas: Glc (Glucosa), Gln (Glutamina), GDH 1/2 (Glutamato 

Deshidrogenasa), Vmaxrev (Velocidad máxima reversa.)
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6.- Resultados. 

6.1.- Curvas de Crecimiento 

6.1.1 Líneas celulares Cancerosas.  

PC3 (Línea Celular Metastásica). 

El amonio estimuló la proliferación de PC3 hasta la maxima concentración evaluada de 10 mM 

de NH4Cl sin resultar toxico, disminuyendo progresivamente los tiempos de duplicación con 

una diferencia contrastante de 10 horas entre la condición control y la máxima concentración 

evaluada. Sin embargo, al dia 5 de la curva de crecimiento comienza un declive en la densidad 

celular. Cuando la glutamina se depleta la proliferación celular decae incluso en la condición 

control; la suplementación de 1 mM de NH4Cl solo al día 5 aumenta ligeramente la proliferació 

con respescto al control, mientras que concentraciones menores a 1 mM no rescatan ni 

estimula la proliferación y concentraciones mayores a 1 mM resultan negativas, aumentando 

los tiempos de duplicación (Figura 7). 

 
Fig. 7 Efecto de la suplementación con amonio sobre la línea celular PC3 en presencia y ausencia de 

glutamina. Arriba; Una densidad celular (10 x 103 células/pozo) se incubaron en cajas de 96 pozos a 

concentraciones crecientes 0 (■), 0.1 ( ), 0.5 (●), 1 (▲), 5 (♦) y 10 (▼) mM de NH4Cl. El índice de proliferación 

fue monitoreado cada 24 hrs. mediante el conteo de la densidad celular. Viabilidad>90% en todas las condiciones. 

Abajo, Tablas de tiempo de duplicación (h). Los datos muestran la media ± DE de al menos tres repeticiones.  

Análisis estadístico por ANOVA con prueba de comparación Scheffe. *P<0.05 vs. Control. 
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HCT116. (Línea Celular Metastásica) 

El amonio de igual manera estimuló la proliferación de la línea celular metastasica de cancer 

de colon HCT116 en todas las concentraciones evaluadas sin resultar toxico; decrementando 

el tiempo de duplicación con una diferencia de hasta 31 horas entre la maxima concentración 

evaluada de 10 mM de NH4Cl en comparación con el control sin amonio. Durante la depleción 

de la glutamina la densidad celular decae en todas las condiciones evaluadas en los primeros 

días y sólo comienzan a proliferar a partir del día 2. Las concentraciones de 0.1 y 0.5 mM de 

NH4Cl no estimularon la proliferación en comparación del control, la condición de 1 mM de 

NH4Cl incrementó ligeramente la densidad celular al día 5 en comparación con el control y 

concentraciones de 5 y 10 mM resultaron demasiado agresivas aumentando los tiempos de 

duplicación con una diferencia contrastante de 20 horas entre la máxima concentración 

evaluada y el control (Fig. 8). 

 

Fig. 8. Efecto de la suplementación con amonio sobre la línea celular HCT116 en presencia y ausencia de 

glutamina. Arriba; Una densidad celular (10 x 103 células/pozo) se incubaron en cajas de 96 pozos a 

concentraciones crecientes 0 (■), 0.1 ( ), 0.5 (●), 1 (▲), 5 (♦) y 10 (▼) mM de NH4Cl. El índice de proliferación 

fue monitoreado cada 24 hrs. mediante el conteo de la densidad celular. Viabilidad>90% en todas las condiciones. 

Abajo, Tablas de tiempo de duplicación (h). Los datos muestran la media ± DE de al menos tres repeticiones.  

Análisis estadístico por ANOVA con prueba de comparación Scheffe. *P<0.05 vs. Control. 
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Colo 205 (Línea Celular Metastásica).  

La proliferación de Colo 205 se ve favorecida en todas las concentraciones evaluadas de 

NH4Cl sin resultar tóxico, decrementando el tiempo de duplicación con una diferencia de hasta 

8 horas entre el control y la concentración de 10 mM de NH4Cl. Sin embargo, la densidad 

celular decae primero en esta condición al día 4 de la curva de crecimiento. Se obtuvo una 

densidad celular mayor del 20% en las concentraciones de 1 y 5 mM de NH4C al quinto día. 

Por otra parte, al depletar la glutamina del medio la densidad celular decrece; iniciando la 

proliferación al segundo día, Interesantemente, concentraciones hasta 5 mM estimularon y 

rescataron parcialmente la proliferación de manera significativa con respecto al control (se 

observó el doble de densidad celular en la concentración de 5 mM al quinto día de la curva de 

crecimiento con respecto al control). Aunque; la máxima concentración (10 mM) resultó 

demasiado agresiva; frenando la proliferación e incrementando el tiempo de duplicación (Fig. 

9). 

 

Fig. 9. Efecto de la suplementación con amonio sobre la línea celular COLO205 en presencia y ausencia 

de glutamina. Arriba; Una densidad celular (10 x 103 células/pozo) se incubaron en cajas de 96 pozos a 

concentraciones crecientes 0 (■), 0.1 ( ), 0.5 (●), 1 (▲), 5 (♦) y 10 (▼) mM de NH4Cl. El índice de proliferación 

fue monitoreado cada 24 hrs. mediante el conteo de la densidad celular. Viabilidad>90% en todas las condiciones. 

Abajo, Tablas de tiempo de duplicación (h). Los datos muestran la media ± DE de al menos tres repeticiones.  

Análisis estadístico por ANOVA con prueba de comparación Scheffe. *P<0.05 vs. Control. 
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DU145. (Baja metástasis) 

En el caso de la línea celular de baja metástasis de cáncer de próstata DU145 la 

suplementación de NH4Cl en concentraciones menores 1mM estimulan la proliferación con una 

densidad celular significativamente mayor en comparación al control al día 5 de la curva de 

crecimiento. Sin embargo, concentraciones mayores a 1mM resultaron toxicas, incrementando 

el tiempo de duplicación abatiendo la proliferación decayendo la densidad celular al día 4 de 

la curva de crecimiento (Fig. 10). 

 

Fig. 10 Efecto de la suplementación con amonio en la línea celular DU145 en presencia de glutamina. Las 

células (10 x 103 células/pozo) se incubaron en cajas de 96 pozos a concentraciones crecientes 0 (■), 0.1 ( ), 

0.5 (●), 1 (▲), 5 (♦) y 10 (▼) mM de NH4Cl. La proliferación se monitoreo cada 24 hrs. por el conteo de la densidad 

celular. Viabilidad>90% en todas las condiciones. Tablas de tiempo de duplicación (h). Los datos muestran la 

media ± DE de al menos tres repeticiones.  Análisis estadístico por ANOVA con prueba de comparación Scheffe. 

*P<0.05 vs. Control. 
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6.1.2.- Líneas Celulares No Cancerosas. 

La suplementación de amonio en la línea celular de fibroblastos de riñón HEK293 a 

concentraciones de 0.1 y 0.5 mM de NH4Cl no fue toxica; aunque no presentó diferencias con 

el control (no se estimuló la proliferación). Por otra parte, concentraciones mayores a 1 mM 

resultaron toxicas, aumentando el tiempo de duplicación; decreciendo la densidad celular. En 

cuanto a las líneas celulares de fibroblastos de ratón y piel humana 3T3 y BJ el aumentó el 

tiempo de duplicación al incrementar este metabolito (Fig. 11).  

 

Fig. 11.  Efecto de la suplementación con amonio en Células No Cancerosas en presencia de glutamina. 

HEK293 (Fibroblastos de riñón humano), 3T3 (Fibroblastos de ratón) y BJ (fibroblasto de piel humana) (10 x 

103celulas/pozo) se incubaron en cajas de 96 pozos a concentraciones crecientes 0 (■), 0.1 (●), 0.5 (●), 1 (▲), 5 

(♦) y 10 (▼) mM de NH4Cl. La proliferación se monitoreo cada 24 hrs. por el conteo de la densidad celular. 

Viabilidad>90% en todas las condiciones. Tablas de tiempo de duplicación (h) y máxima densidad celular obtenida 

(x103). Los datos muestran la media± DE de al menos tres repeticiones.  Análisis estadístico por ANOVA con 

prueba de comparación Scheffe. *P<0.01 vs. 1, 5, o10 mM NH4
+. 
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El comportamiento de la dosis-respuesta al amonio (NH4Cl) por parte de estas líneas celulares 

puede analizarse a través de la velocidad de duplicación en función de la concentración de 

NH4Cl (Fig. 12). La línea celular metastásica de cáncer de próstata PC3 presentó la mejor 

respuesta a la suplementación de amonio; aumentando su duplicación, con la mayor velocidad 

a 10 mM de NH4Cl. Un fenómeno similar ocurre en las líneas celulares metastásicas de cáncer 

de colon. En HCT116 se observa que el amonio estimuló la proliferación a concentraciones de 

5 mM y 10 mM. Por su parte, Colo 205 incrementó su duplicación desde 0.5 mM de NH4Cl. 

Interesantemente, en la línea celular cáncer de próstata de baja metástasis DU145 incrementó 

su duplicación a concentraciones menores a 1 mM y concentraciones mayores disminuyeron 

la proliferación. Las líneas celulares no cancerosas HEK293, 3T3 y BJ disminuyen su índice 

de duplicación celular en función de la concentración de NH4Cl (Fig. 11). 

 

Fig. 12 Grafica de Comportamiento Dosis-Respuesta. Velocidad de duplicación [µ (h-1)] de las Líneas Celulares 

Cancerosas PC3, HCT116 y Colo 205 (Alta metástasis), DU145 (Baja metástasis) y No Cancerosas HEK293 

(Tumor like), 3T3 y BJ en función de la concentración mM de NH4Cl. 
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En resumen, se evaluó el efecto de NH4Cl a concentraciones crecientes (0.1, 0.5, 1,5 y 10 mM) 

sobre las líneas celulares metastásicas (PC3, COLO205 y HCT116). El amonio estimuló 

proliferación de las líneas celulares de alta metástasis de próstata PC3 y colon HCT116 y 

Colo205, decreciendo significativamente los tiempos de duplicación entre 8-30 horas entre la 

máxima concentración evaluada de 10 mM de NH4Cl sin efectos tóxicos. DU145 presento una 

doble respuesta; concentraciones menores de 1 mM estimularon la proliferación con una 

densidad celular significativamente mayor en las condiciones de 0.1 y 0.5 mM de NH4Cl. Sin 

embargo, concentraciones mayores a 1mM resultaron toxicas, incrementando los tiempos de 

duplicación hasta 10 horas entre la condición de10 mM de NH4Cl y el control sin suplementar. 

Durante la depleción de glutamina del medio las células cancerosas no son capaces de 

proliferar. Únicamente células COLO 205 poseen capacidad de rescatar parcialmente la 

proliferación en presencia de hasta 5mM de NH4Cl (Tabla 2).  

En las células no cancerosas de fibroblasto de riñón HEK293-tumor like, fibroblasto de ratón 

3T3 y fibroblasto de piel humana BJ la suplementación con NH4Cl no promueve la proliferación, 

resulta tóxico e incrementa los tiempos de duplicación (Tabla 2).  

A pesar de que la las líneas de alta metástasis presentan una mayor densidad celular en la 

máxima condición de 10 mM de NH4Cl, en esta condición decae la densidad celular 

anticipadamente después del día 4 de la curva de crecimiento; en el caso de Colo 205 se 

observa un incremento del 20% en la condición de 1 y 5 mM en comparación con la 

concentración de 10 mM (Tabla 2) por lo que se estableció 5 mM de NH4Cl durante 5 días de 

cultivo como la condición óptima para la generación de los extractos celulares y su posterior 

evaluación del contenido de proteína y actividad de la GDH.  



21 
 

 

Tiempo de duplicación (h) µ (h-1) 
Máxima densidad celular 

(no. de células x103) 

Control 
+ 5 mM 

NH4Cl 

+ 10 mM 

NH4Cl 
Control 

+ 5 mM 

NH4Cl 

+ 10 mM 

NH4Cl 
Control 

+ 5 mM 

NH4Cl 

+ 10 mM 

NH4Cl 

Alta metástasis 

PC3 36±2 28+2* 26±1* 0.57±0.06 1.01±0.04* 1.05±0.03* 68±3.5 136±2* 141±1.4* 

HCT116 69±3 45±1* 39±2* 0.36± 0.05 0.49±0.03* 0.51±0.02* 45±7 76±11* 80±13* 

Colo 205 50±1.66 33±0.5 42±1.03 0.55±0.08 0.92±0.01* 0.93±0.04* 76±1.4 127±5* 102±3* 

Baja metástasis 

DU145 26±2 32±2* 35±3* 1.0±0.06 0.47±0.07* 0.55±0.04* 106±8 92±6 * 85±4* 

Tumor Like 

HEK293 30±1 38±1 * 53.85±1 * 0.50±0.06 0.27±0.04 0.20±0.04 90±2 57±1* 35±3* 

No cancerosas 

3T3 26.4±0.5 30±0.8 59±1.4 0.70±0.02 0.43±0.008 0.32±0.03 135±5 48±3* 37±2* 

BJ 74 ± 3 57 ± 15 296 ± 91* 0.22±0.01 0.31±0.08 0.06±0.02 7± 1 5± 0.4* 3+ 0.3* 

 

Tabla 2. Efecto de la suplementación con amonio en la proliferación celular. Los datos muestran la media ± DE de al 

menos tres repeticiones.  Análisis estadístico por ANOVA con post hoc Tukey. *P<0.05.  La máxima densidad celular fue 

alcanzada al día 4 en PC3 HEK293, 3T3 y BJ, para DU145 al día 5, Colo 205 al día 6 y para HCT116 al día 7. 
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6.2.- Contenido de proteína GDH. 

El contenido de proteína total de la GDH, de las células metastásicas de próstata y colon, no 

presentó diferencias entre el control sin amonio y las la expuestas a 5mM de NH4Cl durante 4 días 

en comparación con las células control sin añadir NH4Cl.  

 

Fig. 13 Contenido de proteína total de la GDH 1/2.  Se tomaron las células después de 4 días de cultivo (final de la 

fase exponencial) suplementadas con 5 mM de NH4Cl y el control sin suplementar, se realizo la comparación 

densitométrica del bandaje obtenido vs tubulina. 
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6.3.- Actividad Enzimática GDH. (Vmaxrev) 

El contenido de proteína no siempre es un reflejo de la actividad de la enzima o de la función, por 

lo que el análisis cinético en equilibrio rápido nos permite un mejor análisis de la funcionalidad de 

una enzima (Moreno-Sánchez, et al. 2015). Con esto en mente, se midió la actividad (Vmax rev) de 

la GDH de las líneas celulares. Las células expuestas a 5mM de NH4Cl durante 4 días presentaron 

una actividad de 0.2 a 3 veces mayor en comparación con las células sin suplementar. 

 

Control 
5mM 

NH4Cl 

Líneas celulares GDH Vmax rev. % GDH Vmax rev. % Cambio 

PC3 10 100 13 ↑30% 

HCT116 2 100 6 ↑2veces 

Colo205 9 100 15 ↑66% 

DU145 15±4 100 13±3 ↓13% 

Tabla 3 Actividades enzimáticas de las líneas celulares de alta metástasis (PC3, HCT116 y COLO205) y baja 

metástasis (DU145). Incubadas durante 5 días en presencia de 5 mM de NH4Cl y el control sin suplementar. n=2-3 los 

datos muestran la media ± DE. 

 

PC3 presento un incremento de 0.2 veces (20%) en la actividad de las células expuestas a 5 mM 

de NH4Cl, HCT 116 presento un incremento de 2 veces (200%); siendo el mayor incremento en la 

actividad comparado con el control. Colo 205 presentó la mayor actividad en las células expuestas 

a NH4Cl con una Vmaxrev de 15 nmol/min*mg prot. Cabe destacar y recordar que COLO205 fue 

capaz de rescatar la proliferación en ausencia de glutamina (Fig.9). 
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7.- Discusión 

7.1 El amonio estimula la proliferación de células cancerosas altamente metastásicas. 

El amonio (10 mM) estimuló la proliferación de diferentes carcinomas altamente metastásicos como 

son próstata (PC3) y colon (HCT116 y Colo 205) en un medio básico que contiene glutamina 4 mM 

por el contrario, canceres con un perfil de baja metástasis como próstata DU145, concentraciones 

mayores a 1mM de amonio disminuyeron su capacidad proliferativa, como se había reportado 

anteriormente en presencia de amonio (0.5-0.8mm NH4Cl) para otras líneas celulares de cáncer 

de baja metástasis, como neuroblastoma (SH-SY5Y), adenocarcinoma de colon (HT29), pulmón 

(A549) (Takeuchi et al., 2018, Lie et al. 2019). De manera constrastante en DU145, 

concentraciones bajas de 0.1 y 0.5 mM de NH4Cl lograron estimular su proliferación.  

Por otra parte, Takeuchi (2018) y Lie (2019) también reportaron que las líneas de alta metástasis 

PC3 y HCT116 no eran capaces de proliferar y utilizar el amonio (0.5-0.8mm NH4Cl) como fuente 

de nitrógeno, ya que no se estimulaba la proliferación en ausencia de glutamina. 

Sin embargo, el efecto del amonio sobre el crecimiento de células cancerosas no ha sido 

profundamente analizado en la literatura.  Spinelli (2017) documentó que el amonio a baja 

concentración (0.5-0.8mm NH4Cl) y en ausencia de glutamina, estimula la proliferación de las 

líneas de cáncer de mama de baja metástasis MCF7 y T47D donde se expresa primordialmente la 

GDH2. Esta misma concentración de amonio no afectó el crecimiento de otras líneas de cáncer 

como PC3 y HCT116 aparentemente porque la expresión de la GDH2 es menor en estas líneas y 

predomina la GDH1. En estos estudios, el efecto del amonio en la proliferación se observó solo a 

las primeras 72 horas de cultivo (Spinelli, et al, 2017, Takeuchi et al., 2018, Lie et al., 2019) Sin 

observar la densidad final alcanzada y la asíntota del final de la fase exponencial de proliferación. 

Nosotros reportamos en este trabajo la generación de la fase exponencial hasta las 96 horas de 

incubación con una caída en la densidad celular en las 24 a 48 h posteriores a la llegada de la fase 

exponencial.  

En este sentido, la condición sin glutamina evaluada en los antecedentes y en este proyecto se 

empleó como control para forzar a las líneas tumorales a incorporar amonio y así dilucidar el 

potencial rol anabólico de la GDH. (Spinelli et al. 2017, Takeuchi, et al. 2018, Lie et al. 2019). El 

aumento en la proliferación de las líneas cancerosas de mama de baja metástasis (MCF7 y T47D) 

en presencia de amonio se ha propuesto a través de la reacción reversa de la GDH, ya que 
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promueve la síntesis de novo de aminoácidos (Spinelli, et al. 2017) con el amonio como fuente de 

nitrógeno (8 mM NH4Cl) e induciendo la vía de señalización de mTORC1 en MCF7 (Lie et al. 2019). 

En este proyecto cuando la glutamina se depleta del medio la densidad celular decrece en todas 

las condiciones evaluadas de NH4Cl. PC3 no es capaz de rescatar la proliferación en ninguna 

concentración, concordando con lo reportado por Takeuchi y (2018) y Lie (2019). Interesantemente 

se observó que HCT116 rescató parcialmente la proliferación al día 4 de la curva de crecimiento 

en la condición de 1mM. Interesantemente COLO205 rescató parcialmente la proliferación hasta 

una concentración de 5 mM de NH4Cl con el doble de densidad celular al día 4 de la curva de 

crecimiento en comparación con el control, previamente solo se tenía conocimiento de que MCF7 

y T47D eran capaces de proliferar en condiciones sin glutamina (Spinelli et al. 2017). 

A pesar de ello la ausencia de glutamina no es fisiológica, ni fisiopatológica y podría subestimarse 

la capacidad celular de manejo de amonio y el mecanismo incorporación vía GDH. Como hemos 

presentado y mencionado anteriormente se observa una tendencia clara en el incremento de la 

proliferación en células metastásicas de cáncer de próstata (PC3) y colon (HCT116 y COLO205) 

en presencia de glutamina contrastante con los antecedentes y los controles evaluados en 

ausencia de glutamina (Spinelli et al. 2017, Takeuchi, et al. 2018, Lie et al. 2019). Un dato 

importante que hay que recordar, es que la glutamina es el aminoácido con mayor presencia en 

plasma sanguíneo en un rango de 0.5-0.8 mM, incluso alcanzando concentraciones de 20 mM en 

musculo esquelético (Scriver et al. 1973, Curi et al. 2004 y Cruzat et al. 2018). En este mismo 

sentido, las celulares tumorales son sensibles a la depleción de este aminoácido desencadenando 

otros procesos de regulación como la inducción de autofagia por macropinocitocis a través de TFEB 

(Factor de transcripción EB) que se transloca al núcleo; de manera independiente a las cinasas 

serin/trioninas ULK1/ULK2 (Por sus siglas en inglés Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1-2)  

(DeBerardinis et al. 2010, Hensley et al. 2013 y Cluntun et al. 2017 y Cruzat et al. 2018, Cheong, 

et al. 2009, Seo et al. 2016 y Lie et al. 2019).  

7.2 El amonio no estimula la proliferación de células no cancerosas. 

Estudios previos (Cheong, et al. 2009, Levine, et al., 2007, Yonekawa, et al. 2013 y Lie et al. 

2019).  han reportado que en células de mama MCF10A, la suplementación con amonio 4mM 

resulta tóxica e induce apoptosis. Por otra parte, y caso particular, Lie et al. 2019 reportó que la 

línea celular de fibroblastos embrionarios de riñón humano HEK293 expuestas a 0.8 mM NH4Cl 

en ausencia de glutamina, son capaces de proliferar. A pesar de ello no se atribuye a la 
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utilización de amonio como fuente de nitrógeno vía GDH, ya que no activa la vía de señalización 

mTORC1 como en el caso anteriormente discutido en el cáncer de mama no metastásico MCF7; 

sino que se reporta que es capaz de proliferar por la inducción de autofagia en presencia de 

amonio. El caso particular de HEK293 concuerda con los resultados obtenidos en este estudio, 

donde el amonio no resulta tóxico cultivadas en presencia de glutamina y son capaces de 

proliferar en concentraciones de hasta 0.5 mM. Sin embargo, no se estimuló la proliferación en 

comparación con el control sin amonio y concentraciones mayores a 1 mM incrementaron el 

tiempo de duplicación y decreció la densidad celular. En el caso de las otras líneas celulares no 

tumorales 3T3 y BJ, que no habían sido evaluadas anteriormente, al exponerse a NH4Cl no se 

estimuló la proliferación y aumentaron los tiempos de duplicación en todas las condiciones 

evaluadas (0.1, 0.5, 1, 5 y 10 mM), siendo la máxima concentración de 10 mM la más agresiva 

casi deteniendo la duplicación celular en la línea celular. Por lo anterior el amonio resulta tóxico 

en líneas celulares no cancerosas y no estimula la proliferación.7.3 La exposición a amonio 

aumenta el contenido de la GDH. 

7.3 La exposición a amonio no incrementa el contenido de la GDH. 

La expresión del contenido de proteína total de GDH no presenta diferencias contrastantes en las 

líneas celulares evaluadas de cáncer de próstata y colon en exposición a 5 mM de NH4Cl durante 

5 días, concordando con la literatura donde tampoco se encuentran diferencias en el contenido de 

proteína total de GDH en líneas celulares de cáncer (MCF7, T47D, SH-SY5Y, HCT116, HT29, 

A549, PC3 y HCT116) expuestas a este metabolito (Takeuchi et al., 2018, Lie et al. 2019). Por otra 

parte, en estos reportes al analizar la expresión de las diferentes isoformas (GDH1/GDH2) se 

observa una diferencia en el perfil de expresión de estas y las diferentes líneas celulares (Takeuchi 

et al., 2018 y Lie et al. 2019), siendo la GDH1 la isoforma predominante en líneas celulares de 

cáncer y no cancerosas (PC3, HCT116, MCF10A, HEK293) (Takeuchi et al. 2018 y Lie et al. 2019. 

Sin embargo, en MCF7 y T47D, aunque también presentan ambas isoformas, se observa un mayor 

contenido de hasta 2 veces de GDH2 con respecto a HCT116 y PC3 (Takeuchi et al. 2018, Lie et 

al. 2019). Se ha denominado a la GDH2 como la isoforma responsable de la utilización del amonio 

como fuente de nitrógeno, ya que al sobreexpresar el mRNA de GLUD2 en PC3 se logró que esta 

línea celular proliferara en condiciones sin glutamina más amonio (Takeuchi et al. 2018).  
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7.4 Incremento de la actividad de la GDH en presencia de amonio. 

En este proyecto observamos que las actividades de los extractos celulares, incubados 

previamente en presencia de 5mM de NH4Cl durante 4 días, tienen una tendencia a incrementar 

de 0.2- 2 veces en comparación con el control sin exposición a amonio.  Se ha reportado una 

actividad Vmaxrev de la GDH en extractos totales de hígado de rata de 0.51 nmol/min*mg prot. 

(Botman et al., 2014), considerablemente menor que los obtenidos en estas líneas celulares de 

cáncer, en hepatoma de roedor; se ha determinado una Vmaxrev de 159±19 nmol/min*mg prot. 

(Moreno-Sánchez et al., 2020). Sin embargo, estas son fracciones mitocondriales enriquecidas por 

lo que la actividad aumenta. Por otra parte, en extractos celulares de MCF7 Y HeLa se reportó un 

decremento en la actividad reversa de la GDH (35–70 mU/mg* proteína) de células previamente 

incubadas en 5mM de NH4Cl, a lo cual se atribuye el decremento de la actividad a la turbidez de 

los extractos (Moreno-Sánchez et al. 2020).  A este respecto se han reportado modificaciones post-

traduccionales de fosforilación en la GDH al ser incubadas con 5mM de NH4Cl (Moreno-Sánchez 

et al. 2020) por lo que la activación y aumento en la actividad de la GDH en células tumorales de 

PC3, HCT116 y Colo205 podría correlacionar con este mecanismo de regulación en presencia de 

concentraciones suprafisiológicas de amonio y su efecto en proliferación. 

En HCT116 Y PC3 se ha reportado que no son capaces de utilizar el amonio como fuente de 

nitrógeno para proliferar en condiciones sin glutamina por tener un menor nivel de expresión de la 

GDH2. No obstante, estos estudios desestimaron la afinidad por amonio de la GDH1, la cual 

presenta una K0.5 de 15-60 mM. Podría no tener una relevancia aparente su rol anabólico en 

condiciones fisiológicas. Pero, al ajustarse la función cinética de la GDH a la ecuación de Monod 

Wyman Changueux se observa una  K0.5  por amonio de 6 -12 mM, siendo viable la capacidad de 

la GDH1 de catalizar esta reacción hacia la incorporación de amonio como fuente de nitrógeno en 

condiciones fisiológicas y patológicas (Moreno-Sánchez et al. 2020);  en presencia de glutamina y 

recordando que la concentración intracelular de NH4
+en tumores es de 1-5 mM e incluso en 

pacientes en etapas terminales de cáncer se ha reportado un promedio de 6 ±2 mM de amonio en 

sangre, incluso hasta  una máxima concentración de 10 mM (Kodama et al. 2015). Recordando 

que PC3 y HCT116 en presencia de glutamina el amonio estimuló la proliferación hasta una 

concentración de 10 mM de NH4Cl sin resultar tóxico.  

La demostración de la actividad de la GDH se ha realizado mediante un enfoque metabolómico 

mediante experimentos de marcaje y rastreo suplementando amonio radioactivo (Spinelli et al. 
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2017, Takeuchi 2018, Lie et al.2019) observando la síntesis de aminoácidos después de 24-72 

horas en ausencia de glutamina. Por otra parte, se abordó mediante un enfoque ómico; al realizar 

el knockdown o sobreexpresión del mRNA de las dos isoformas de la GDH GLUD1 y GLUD2 y 

observar la capacidad o incapacidad de proliferar en ausencia de glutamina más amonio. En este 

sentido, el efecto del amonio en la proliferación y el efecto neto de la GDH reportado; podría verse 

enmascarado al encontrarse en fase estacionaria y la posibilidad de acción de otras enzimas del 

metabolismo del amonio como la GSL, además de otros mecanismos de regulación por el estrés 

de la depleción de la glutamina como la inducción de autofagia por la presencia de amonio en 

algunas líneas celulares (Cheong, et al. 2009, Levine, et al., 2007, Yonekawa, et al. 2013, Tardito 

et al. 2015 y Lie et al. 2019).  

La determinación del rol anabólico de la GDH  solo mediante el enfoque ómico y metabolómico 

presenta ciertas limitaciones, ya que el análisis se basa en monitorear los cambios en el contenido 

de ARNm y proteínas partiendo del dogma central de la biología molecular suponiendo un flujo 

unidireccional de información desde los genes, al ARNm y a las proteínas, sin tomar en cuenta 

modificaciones postraduccionales que pueden alterar la función / actividad de la enzima y los 

mecanismos reguladores entran en acción, para coordinar las actividades de las proteínas de las 

vías / procesos celulares, con el fin de mantener la homeostasis celular. (Moreno-Sánchez, et al. 

2015) como es el caso del análisis metabolómico que no toma en cuenta la participación de otras 

enzimas involucradas como la GS y la CPS1 en el metabolismo del amonio donde también es 

incorporado y podrían colaborar a la asimilación y síntesis de aminoácidos.  

Por tanto, aunado a que la reacción de la GDH se ve favorecida en su reacción reversa resulta 

importante realizar el análisis de la cinética, enzimática para determinar la actividad real de la 

enzima y sus mecanismos reguladores que dictan en última instancia los resultados finales de una 

vía / proceso celular (Moreno-Sánchez, et al. 2015). 
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8.- Conclusiones.  

1. El amonio estimula la proliferación en líneas celulares de cáncer de próstata y colon de 

humano mediante la activación de la GDH. 

2. No se detectaron diferencias en la expresión de la GDH entre células tumorales expuestas 

a 5mM de NH4Cl, en contraste del grupo celular control libre de suplemento. 

3. Las células tumorales expuestas a 5mM de NH4Cl desarrollan mayor actividad (Vmaxrev) en 

la reacción reversa de la GDH en comparación con células libres de suplementación.  

9.- Perspectivas. 

Como hemos observado el amonio tiene un efecto en la proliferación celular como fuente de 

nitrógeno en células tumorales (Spinelli et al. 2017, Takeuchi et al. 2018, Lie et al. 2019, Moreno-

Sánchez et al. 2020). La incorporación del amonio y el metabolismo del nitrógeno en el cáncer es 

un área de interés emergente y poco estudiada, resulta de importancia entender los mecanismos 

de detoxificación del amonio, como el ciclo de la urea en tejidos no cancerosos y posible influencia 

en vías anapleróticas, como la síntesis de glutatión, poliamidas, pirimidín nucleótidos y síntesis de 

óxido nítrico que podrían favorecer influenciar procesos de progresión tumoral (Iniciación, 

proliferación, manejo del estrés oxidativo y angiogénesis) (Keshet et al., 2018).  

Como un acercamiento inicial, determinar la presencia del ciclo de la urea en células cancerosas y 

determinar su actividad (la regulación de enzimas y metabolitos) y su efecto en la progresión del 

cáncer será útil para proponer blancos terapéuticos y biomarcadores innovadores para el 

tratamiento de esta malignidad (Fig. 14 Modificado de Keshet et al. 2018). 
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Fig. 14.  Asimilación de amonio y metabolismo de nitrógeno. Vías involucradas en el metabolismo de nitrógeno; 
1) generación y asimilación de amonio 2) intermediarios del ciclo de Krebs 3) síntesis de Urea 4) síntesis de glutatión 
5) síntesis de poliamidas, 6) síntesis de pirimidín nucleótidos 7) ciclo del óxido nítrico. Varios de estos procesos se 
han asociado con la progresión tumoral -iniciación, proliferación, angiogénesis, manejo de estrés oxidante- 
(Modificado de Keshet et al. 2018). Abreviaturas: GS (Glutamina Sintetasa), GLS (Glutaminasa), GOT2 (Aspartato 
aminotransferasa  GDH (Glutamato Deshidrogenasa), αKGD (α-Ketoglutarato Deshidrogenasa), SuccCoAS (Succinil 
CoA Sintetasa), SDH (Succinato Deshidrogenasa), FH (Fumarato Hidratasa), CS (Citrato Sintasa,  MDH (Malato 
Deshidrogenasa), ACO (Aconitasa) , IDH (Isocitrato Deshidrogenasa),  ɣGC, ɣ - glutamilcisteina sintetasa , GSS 
(Glutatión Sintetasa), CPS1 (Carbamoil Fosfato Sintetasa 1), OTC (Ornitina Transcarbamilasa), ASS1 
(Argininosuccinato Sintetasa 1) , ASL (Argininosuccinato  Liasa), ARG (Arginasa), ODC (Ornitina Descarboxilasa), 
SPDYN (Espermidina Sintasa), SMO (Espermina Oxidasa), ATCasa (Aspartate Transcarbamomilasa), DHO 
(Dihidroorotasa), DHODH (Dihidroorotato Deshidrogenasa), OPRTase (Orotato Fosforibosiltransferasa).  
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