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Resumen

La transformacién neoplasica induce un rearreglo general de la célula que la sufre.
Dentro de estos reajustes se encuentran, entre otros, ¢l cambio en ¢l metabolismo
energético. El incremento en la velocidad neta de la glicdlisis, la disminucién en la
respiracién celular y la pérdida del efecto Pasteur son la caracteristicas mds prominentes del
metabolismo de una célula tumoral.

En cl caso de la pérdida del efecto Pasteur s¢ desconoce el mecanismo bioquimico
por el cual este tipo de células no presentan este fendmeno, aunque se ha sugerido varias
propuestas para explicarlo. Sin embargo, estas propuestas no toman en cuenta el
mecanismo subyacente del efecto Pasteur.

Para que el efecto Pasteur tenga lugar se deben cumplir dos condiciones: 1) la PFK 1
debe presentar un alto coeficiente de control de flujo y 2) esta enzima e¢s capaz de cambiar
su actividad en la transicién aerdbica de la glicolisis.

Propusimos cntonces que alguna de estas dos condiciones no se cumplen en una
célula tumoral y por eso se pierde el efecto Pasteur.

' Determinamos que el grado del cfecto Pasteur en la linca tumoral de ripido
crecimiento AS-30D es de solo el 8.5%, cuya magnitud indica un que este fenémeno es
insignificante en nuestro modelo de estudio.

Analizamos entonces la concentracion intracelular de los ligandos mas importantes
de la PFK I en las condiciones de glicélisis acrobia y anaerobia. Concordando con la
ausencia del efecto Pasteur se encontré que la concentracion de la fructosa 6-fosfato y
fructosa 1,6-bifosfato, sustrato y producto respectivamente de la PFK I, no cambié.

Los principales efectores alostéricos de la PFK [ también fueron determinados. El
citrato. ADP y AMP (y la fructosa 1,6-bifosfato) no cambiaron su concentracién durante la
transicion aerdbica de la glicélisis, lo cual hace eco con que no se halla encontrado efecto
Pasteur. Sin embargo, algunos efectores como el ATP, el fosfato y el H* si mostraron

variaciones importantes en las condiciones evaluadas.




* Puesto que el andlisis anterior no nos llevé a alguno conclusién clara se analizaron
las propiedades cinéticas de la PFK | tumoral, encontrandose algunas alteraciones. La
afinidad que esta enzima muestra hacia ambos sustratos se encontré en el intervalo normal,
pero la actividad de esta es 17 veces mayor que la reportada para hepatocitos. En el caso de
los efectores alostéricos se encontraron algunas diferencias. La enzima tumoral presenta
una afinidad hacia el ADP y AMP 3-4 veces mayor, el sitio alostérico del ATP muestra una
afinidad 3 veces menor, la afinidad hacia el fosfato ¢s 3-4 veces menor y en el caso de la
fructosa 6-fosfato no se pudo encontrar activacién alguna. No en todos los casos se
encontré una alteracién en la afinidad de la enzima hacia sus efectores, en ¢l caso del
citrato y la fructosa 2,6-bifosfato la afinidad es muy semejante a lo encontrado en otras
células. Ademads se determind el perfil de la actividad dela PFK [ tumoral al variar el pH, se
encontrd que el pKes es 0.3 unidades de pH menor que el de las células normales. Lo cual
explica por que esta enzima, en un pH donde la enzima normal se encontraba 80%
inmhibida, no cambia drasticamente su actividad.

A partir de estos datos se pudo simular la actividad in situ de la PFK I tumoral. Se
determind que esta enzima no cambia su actividad en la transicidén aerdbica de la glicolisis,
que su actividad es 25 veces mayor que el flujo glicolitico y que presenta una cinética
global muy diferente a la de una célula normal. D¢ esta manera también se pudieron
conocer que mecanismos de regulacion no covalente operan en la enzima tumoral in sifw.
Ninguno de los efectores alostéricos de la PFK | es capaz de modular la actividad de esta
enzima. En cambio, la disponibilidad de sustrato (fructosa 6-fosfato) y el pH ( H") son los
dos factores mds importantes en ¢l control de esta enzima. La PFK | no es un buen
candidato para un punto importante de control, ya que hay un exceso de enzima y presenta
una elasticidad muy grande con respecto a su sustrato.

Como conclusion, la PFK I tumoral no cumple las dos condiciones necesarias para
que se establezca el efecto Pasteur, 1) No cambia su actividad en la transicién aerébica de
la glicélisis y 2) No es un buen candidato para un punto importante de control. Este puede

ser considerado como el mecanismo de 1a pérdida del efecto Pasteur.



INTRODUCCION

CORREL:ACION ENTRE LA MALIGNIDAD DEL TUMOR Y ACTIVIDAD
GLICOLITICA

En 1926 Otto Warburg puso en evidencia ¢l hecho de que las células tumorales
presentan un consumo de glucosa muy alto, tanto en anoxia como en presencia de oxigeno,
el cual es en general mucho mayor que el de las células quiescentes normales. También
demostré que la tension relativa de oxigeno no afecta la velocidad de produccién de lactato
en este tipo de células, es decir, presentan una disminucion drastica del efecto Pasteur. Este
fenémeno adquirié posteriormente otras denominaciones, como glic6lisis acrobia o efecto
Warburg (Racker, 1981). Sin embargo, tal comportamiento no es unico de las células
tumorales. También se presenta en células transformadas, en células quiescentes expuestas
a citocinas o a suero y en proliferativas normales (Pedersen, 1978; Eigenbrodt er al., 1985,
Baggeto, 1992).

Las células tumorales presentan una gran variedad de fenotipos y estados de
desdiferenciaciéon; desde aquellos con velocidades de duplicacién bajas, altamente
diferenciados, siendo muy semejantes a su tejido de origen; hasta las células con
velocidades de replicacion muy altas, malignas, metastaticas y extraordinariamente
desdiferenciadas (Pedersen, 1978; Eigenbrodt ¢f al., 1985; Baggetto, 1992). En la figura 1
se observa el comportamiento de la actividad glicolitica con respecto al grado de
desdiferenciaciéon del tumor y la velocidad de divisidon celular. Existe una relacion muy
estrecha entre el grado de desdiferenciacién de las células tumorales, su velocidad de
divisién celular y la velocidad neta de la glicélisis; los tumores con mayor grado de
desdiferenciacién y que se dividen mds rapidamente son los que presentan una velocidad
glicolitica mayor. o

Otro fenémeno que presenta la misma correlacién es la pérdida gradual del efecto
Pasteur. En general, las células de mas rdpido crecimiento, mayormente desdiferenciadas y
con mayor actividad glicolitica son las que presentan un menor porcentaje de efecto
Pasteur; es decir, la velocidad de la glicélisis aerobia y anaerobia son muy similares.

Ya que estas caracteristicas estin rclacionadas con el grado de desdiferenciacion del
tumor pueden, considerase como Discriminantes Ligadas a la Transformacién (DLT), es

decir, son caracteristicas que siguen el patrén de la progresién del cdncer o que estdn
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:cor‘vrélégiré_rhgdas positiva o negativamente con ¢l grado de malignidad o desdiferenciacion
“del tumor (Weber, 1977a ; Weber, 1977 b).
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Figura 1. Relacion de la actividad glicolitica con respecto al grado de desdifcrenciacion del
tumor y a la velocidad de duplicaciéon celular. En el ¢je de tas ordenadas se presentan los
diferentes tipos celulares, clasificados como: tejidos normales, células tumorales de bajo,
mediano y rapido crecimiento de arriba hacia abajo. En ¢l ¢je de las abscisas se presenta la
velocidad glicolitica respectiva de cada tipo celular. Las barras claras denotan la velocidad
glicolitica anaerobia y la obscura la acrobia. Modificado de Pedersen (1978).

El AUMENTO EN LA VELOCIDAD GLICOLITICA Y LA INDUCCION DE ENZIMAS
DE LA GLICOLISIS POR ONCOGENES

Los tumores de rapido crecimiento presentan una mayor actividad con respecto a'los
tejidos que les dan origen de todas las enzimas glicoliticas, incluyendo a los transportadores
de glucosa y lactato, siendo éste el mecanismo del aumento en la velocidad glicolitica neta
(Nakashima er al., 1984; Nakashima et al., 1985; Dang er al., 1999). La manera en que la
transformacion neopldsica tiene repercusiones sobre los genes del metabolismo energético
actualmente se esta esclareciendo.

La mayoria de los genes de las enzimas glicoliticas tienen secciones denominadas
Elementos de Respuesta a Carbohidratos (ChoRE) -5'-CACGTG-3"-, cajas E o sitios de
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Figura 2. A La regulacion genética de las enzimas glicoliticas por los oncogenes RAS, SRC, MYC
y por los factores de transcripcidn que activan, como HIF-1 *, genes o isoformas de enzimas con
ChoRE. Tomado de Dang ef al., 1997. B Induccién de las expresion de enzimas glicoliticas en
fibroblastos transformados con el protooncogen activado Myc. Nétese que el nivel de un transcrito
del gen de la proteina citoesquelética Vimentina no varia. Ratla , fibroblastos normales; Ratla-
Myec, fibroblastos transformados con el oncogen Myc. Tomado de Osthus er al., 1994.
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unién de Myc/ Max (figura 2A), en particular los de las isoformas que se encuentran ¢n las
éélulas cancerosas (Dang et al., 1997, 1999; Semenza, 1998). La regulaciéon normal de la
expresion de las enzimas glicoliticas ocurre en funcién de la concentraciéon de glucosa y
oxigeno, y le permite a la célula adaptarse a la anoxia y al estado nutricional (Dang ef al.,
1997, 1999). Dichas variables inducen o reducen la sintesis o la estabilidad de factores de
transcripcion como HIF-I, Myc/ Max y USF, que son capaces de unirse a los sitios ChoRE
y activar la sintesis de estas cnzimas (Dang er al., 1997). En particular HIF-1 es regulado
por fosforilacién dependiente del estado redox (Semenza, 1998).

En células tumorales se ha descrito la expresion constitutiva de HIF-1 (Semenza,
1998). Algunos oncogenes como v-SCR o RAS incrementan la sintesis de ¢ste (Dang,
1999). HIF-1 también es capaz de estabilizar al gen supresor de tumores pS3 y funcionar
como regulador transcripcional, en particular de la HKII que tiene un secuencia ChoRE y
una de respuesta a p53 (Dang, 1999). También ¢s comin encontrar altos niveles de Myc/
Max, y versiones alteradas de Myc , ¢l cual es un factor de transcripiciéon que puede activar
directamente la transcripcién de algunas enzimas de la glicélisis o a HIF-1 (Dang, 1999).
Como ya se menciond, estos factores de transcripcion incrementan la sintesis de todas las
enzimas de la glicdlisis (figura 2B), y en mayor proporcion la de las enzimas que
tipicamente controlan la glicolisis (Nakashima, 1985). Esto provoca que ¢l patron normal

de regulacion de la via se pierda.

LAS PROPUESTAS PARA EXPLICAR LA PERDIDA DE EFECTO PASTEUR

Como se pudo apreciar se conocen bastante bien los mecanismos por los que en las
células tumorales aumenta la velocidad neta de la glicdlisis. Sin embargo, el mecanismo
bioquimico por el cual éstas pierden el efecto Pasteur es desconocido, aunque se han
sugerido varias hipodtesis para explicarlo (figura 3).

La propuesta inicial para explicar de este fenémeno corre a cargo de Otto Warburg,
aunque como se vera existen varias que se han venido sugiriendo. Warburg propuso que la
alta velocidad de glicdlisis se debia a defectos en la via de fosforilacién oxidativa. Pensaba
que los procesos carcinogénicos eran el resultado de la aceleracion de la glicolisis y en la
disminucién de la respiracién celular. Warburg proponia que las deficiencias en la

respiraciéon provocaban que la glicdlisis se acelerara para compensar la pérdida en la
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rqspimqic}n celular y por lo tanto era necesario que funcionara a altas velocidades atn en

.- condiciones aerobias (Pedersen, 1978; Eigenbrodt er al., 1985; Baggeto, 1992).
: :'»;i;AACTIVIDAD INCREMENTADA DE LA BOMBA NA™/ K

Estudios realizados por el grupo de Efraim Racker han sugerido que la hidrélisis del
~“ATP es un factor limitante para la glicolisis en células normales y particularmente en
te_; idos cancerosos.
: Este grupo demostré que la glicolisis de las células tumorales asciticas de Ehrlich
.puede ser inhibida al adicionar ouabaina (inhibidor de la bomba Na®/ K*), quercetina
_(inhibidor de varias ATPasas citosélicas) o dinitrofenol (desacoplante mitocondrial).
En particular la bomba Na®/ K" llamé mucho la atencién del grupo de Racker ya
“que habia demostrado por ensayos indirectos una alta actividad de ATPasa y un bajo
transporte de iones a través de la membrana. La bomba fue aislada de células tumorales de
Ehrlich y reconstituida en liposomas. Se determind que la relacién Na' expulsado/ ATP
hidrolizado es de s6lo 0.34 para la bomba aislada de células tumorales, micntras que en la
bomba aislada de células normales la relacion es de 1.6-1.8 (Pedersen, 1978; Racker et al.,
1981).

Debido a que la bomba Na*/ K' tiene una alta actividad de ATPasa tanto en
ausencia como en presencia de oxigeno, se suscita un aumento en la concentracién de ADP
y fosfato. Estos metabolitos estimulan a la glicdlisis (ya que el “paso limitante™ reside en
las enzimas que utilizan ADP o fosfato segin este grupo) y cvitan la regulacion negativa
por otros efectores de la via (Pedersen, 1978; Racker er al., 1981; Eigenbrodt et al., 1984;
Baggetto, 1992). Por otro lado, se ha descrito que en membranas enriquecidas con
colestero! la actividad de bombeo de iones por mol de ATP disminuye en comparacién con
las no enriquecidas (Baggeto, 1992), indicando que los factores que promueven la
ineficacia de la bomba residen tanto en lq propia enzima, como en el contenido de

colesterol de las membranas.
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Figura 3. Propucstas para explicar la pérdida del cfecto Pasteur en células tumorales. Las flechas
verdes indican la sccuencia de reacciones de la glicolisis, ¢l grosor de cada una denota el
incremento relativo inducido por €l estado tumoral cn cada cnzima. Las flechas amarillas indican
flujos dc cofactores cntre la glicSlisis y la mitocondria. Las lincas cn azul representan activadores,
las rojas inhibidorcs. Las lincas tcrminadas cn circulo indican que no hay accion significativa dc los
cfectores o que €8 menor con respecto a las enzimas normalcs, las lincas terminadas on punta de
ficcha indican que hay cfecto incrementado de los moduladores. CTc', cadena transportadora de
electrones.
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Figura 4. Ubicacién de la hexocinasa tumoral y su papel en el metabolismo tumoral.




Sin embargo, la hipétesis de Racker no explica por qué la fosforilacidn oxidativa no
se activa paralelamente al aumentar la actividad de la ATPasa, ya que esta via, al igual que
la glicblisis, usa como sustratos al ADP y al fosfato. Ademas, se ha demostrado que las
enzimas que utilizan ADP y fosfato no regulan de manera significativa el flujo glicolitico
en tejidos normales (Rapoport et al., 1976; Kashiwaya er al., 1994, Puigjaner et al., 1997;
Jannaschk er al., 1999; Jucker ef al., 1999).

PERDIDA DE LA COMPARTAMENTALIZACION DE LOS ADENIN
NUCLEOTIDOS. LA CREATINA CINASA TUMORAL

En tejidos normales la mayoria del ADP y del fosfato producidos por el trabajo
celular (como el mantenimiento de los gradientes idnicos o la contraccidon muscular) es
aprovechado por la mitocondria para generar ATP.

Puesto que la difusién pasiva del ADP desde el sitio donde sc hidroliza ¢l ATP hasta
la mitocondria puede ser muy lenta, dada la viscosidad del citosol y la cantidad tan grande
de enzimas que unen a este intermediario (Moreno-Sanchez ef al., 1997), sc requiere que
los adenin nucleétidos se microcompartamentalicen en los sitios en donde se produce el
ATP (mitocondria) y en donde se consume (ATPasas celulares diversas). En cste sistema el
“transporte” de los fosfatos de alta encrgia corre a cargo de la creatina (en forma de
fosfocreatina), que fosforilada o no difunde rapidamente en el citosol. De ¢sta manera las
enzimas del citosol, como las de la glicélisis, pricticamente no tienen contacto con estos
intermediarios (principalmente el ADP) (Baggeto, 1992).

En las células normales los microcompartimentos estan constituidos por la adenin
nucledtido translocasa y la ATP sintetasa, en la mitocondria, y por la ATPasa respectiva
(miofibrilar, plasmatica, ribosomal, etc.). El sistema de acoplamiento entre los dos
microcompartimentos estd dado por la creatina cinasa que se asocia a cada
microcompartimento, formando complejos con la ANT y la ATPasa celular (Baggeto,
1992).

En mamiferos se han detectado 4 isoformas de la creatina cinasa: MM (musculo

esquelético), BB (en corazén, misculo fetal y cerebro), MB (en musculo esquelético y



cerebro) y CKm (en musculo, corazén y en mitocondrias de cerebro). En células tumorales
de ripido crecimiento se ha detectado la presencia de la isoforma fetal BB. Esta isoenzima,
a diferencia de las otras, no puede formar complejos con las ATPasas del musculo o las
membranales (Baggeto, 1992), aunque se ha visto asociada al espacio intermembranal de la
mitocondria (Becker et al., 1989).

Debido a la falta de la microcompartamentalizacién, los productos de la hidrélisis
del ATP incrementan su concentracion en el citosol, alimentando a la via glicolitica o
activandola alostéricamente, la cual debido a la actividad incrementada de las enzimas que
utilizan ADP y fosfato puede competir exitosamente contra la mitocondria por estos
cofactores e inhibir la respiracién mitocondrial (Baggeto, 1992). Se ha documentado que
las enzimas de la glicolisis que utilizan ADP y fosfato se encuentran muy incrementadas
con relacién al acarreador mitocondrial de fosfato y a la adenin nucleétido translocasa (ver
mads adelante). En células tumorales la creatina cinasa parcce no estar involucrada en la
lanzadera dc fosfatos de alta cnergia, pero puede funcionar como un amortiguador en
condiciones donde el ATP disminuyc repentina y transitoriamente (Becker ef al., 1989;
Baggeto, 1992).

CONTENIDO MITOCONDRIAL BAJO Y ESTRUCTURA MITOCONDRIAL
ALTERADA

Las células tumorales presentan una pérdida progresiva del contenido mitocondrial
(y en la respiracién celular) conforme progresan a estadios mis malignos. Dicho contenido
varia del 100-85% en tumores de lento crecimiento, 85-40 % en los de mediano
crecimiento, hasta el 40-20 % en los de riapido crecimiento (Pedersen, 1978; Capuano er al.,
1997; Cuczva et al., 1997); mientras que en ¢l higado fetal disminuye del 50-60% y en ¢l
regenerante del 85-65% (Pedersen, 1978). Los tumores de lento crecimiento dependen en
una mayor proporcién del ATP producido por la mitocondria (Pedersen, 1978); este tipo de
tumores consumen &cidos grasos y aminodcidos (Pedersen, 1978) y no presentan una alta
velocidad glicolitica acrobia (Sweeney er al., 1963).

Conforme el tumor se vuelve mas maligno, la glicélisis se acelera hasta alcanzar

velocidades de sintesis de ATP comparables a la de la fosforilacion oxidativa (Greenhouse



9

et al., 1977; Pedersen, 1978; Nakashima er al, 1984; Capuano er al, 1997). La
disminucién en el contenido mitocondrial puede ser debida a que la biogénesis o la
degradacién de los organelos es de tipo fetal (Pedersen, 1978; Capuano et al., 1997; Cuezva
et.al., 1997). Tal como sucede en ¢l higado fetal, el nivel de los transcritos de todas las
enzimas de la fosforilacion oxidativa es 5 veces mayor en hepatomas de rapido crecimiento,
sin embargo la vida media de los productos e¢s sélo 1/3 al compararlos con ¢l higado
maduro (Capuano et al., 1997).

Al microscopio electrénico las mitocondrias de tumores de lento crecimiento son
grandes, con una matriz densa y presentan numerosas crestas, lo cual las hace muy
similares a las de los tejidos normales. Las mitocondrias de tumores de riapido crecimiento
tiecnen pocas crestas, una matriz muy clara, y en general son mads pequeilas que la
mitocondrias normales. Ademads, pueden tener inclusiones o corpusculos, y sc¢ ha detectado
que tienen formas anormales (en forma de copa, aplastadas por el centro, ctc). También se
ha visto que algunas de éstas no llevan a cabo la transicion entre las formas condensada y
ortodoxa en presencia de ADP (Pedersen, 1978).

La estructura mitocondrial alterada puede ser debida al contenido de lipidos. En
tumores de rdapido crecimiento la membrana interna mitocondrial presenta una gran
cantidad de colestero! y una la relacion fosfolipido/ colesterol reducida, con respecto a las
mitocondrias de células normales. Se piensa que este efecto es el resultado de la pérdida del
control de la biosintesis del colesterol (Pedersen, 1978; Baggeto ef al., 1991). También se
sabe que la composiciéon de las membranas es diferente: hay una disminucion en la
cardiolipina, en los fosfolipidos polinsaturados, y un aumento en los monoinsaturados, al
igual que en los lisofosfolipidos (como monoacilglicerolfosfoetanolamina). Se cree que
esto ocurre debido a que las enzimas que sintetizan estos fosfolipidos, como la acil-CoA: 1
acilglicero fosfoetanolamina y fosfocolina transferasa se encuentran incrementadas
(Pedersen, 1978).

En mitocondrias de células normales existe evidencia de que ocurre un "chaneling”
entre el sitio I, la a—cetoglutarato deshidrogenasa y la malato deshidrogenasa, ya que son
capaces de asociarse. Al parecer este complejo es alterado por la enzima malica en algunos
tumores (Baggeto, 1992) y por eso la oxidacién de los sustratos mitocondriales disminuye.

También se ha visto que la cantidad de la subunidad B de la ATP sintetasa se encuentra
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disminuida, mientras que en otros componentes no sc¢ han encontrado alteraciones. Esto
implica una diferencia en el ensamblaje de esta enzima en las células tumorales, que puede
_conllevar a la pérdida de la capacidad de sintesis de ATP (Pedersen, 1978). En otros
“laboratorios se ha mostrado que la cantidad de la proteina inhibitoria de la ATP sintetasa
(IF-I) se encuentra incrementada, lo cual también podria limitar la sintesis de ATP
mitocondrial (Capuano er al., 1997)

A pesar de las diferencias ya seilaladas, las mitocondrias de las células tumorales
pueden oxidar eficientemente la mayoria de los sustratos mitocondriales cldsicos como el
glutamato, piruvato, malato, succinato (Pedersen, 1978; Dictzen et al., 1993) o acctoacetato
(Briscoe er al., 1994) y ticnen controles respiratorios altos, tanto in vitro (Pedersen, 1978)
como in situ (Nakashima et al., 1984). Debido a esto, la creencia de que las mitocondrias de
las células tumorales fucran defectuosas ha sido descartada, y actualmente se cree que la
disminucién en la actividad respiratoria celular es debida a la disminuc;ién en ¢l contenido

mitocondrial, mas que a los defectos de cllas (Pedersen, 1978).
DISMINUCION EN EL ACARREADOR DE PIRUVATO

La glicélisis aerobia de los tumores ha sido propuesta como el resultado de la poca
eficacia de la mitocondria en el transporte del piruvato citosdlico (Eboli er al., 1977;
Paradies et al., 1983), ocasionado por ¢l contenido bajo de mitocondrias o por la deficiencia
del acarreador mitocondrial de piruvato.

En mitocondrias aisladas de células tumorales de diversos tipos se ha determinado
que la afinidad del acarreador de piruvato es muy parecida al de células normmales, sin
embargo la I”m es por lo menos 50% menor que el de las células normales (Paradies et al.,
1983). La disminucién en el contenido de mitocondrias por célula y la disminucién del
50% en cl transporte mitocondrial de piruvato dan por resultado sélo un 25% de la
capacidad de transporte de piruvato normal. Esta pequefia actividad posiblemente es
incapaz de competir contra la lactato deshidrogenasa por el piruvato citosdlico, la cual
muestra una actividad incrementada (5 U/ mg de proteina celular) (Nakashima et al., 1984).
En mitocondrias aisladas de la linea Ehrlich hiperdiploide se ha determinado que la Ks del

acarreador por piruvato es la misma que en higado (630 uM), sin embargo, la velocidad
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maxima de la enzima es alrededor del 40% con respecto a la actividad del higado. Ya que
esta linea presenta sélo un 22 % del contenido mitocondrial hepitico, la actividad del
acarrcador es un orden de magnitud menor que la del tejido normal: 4.28 vs 0.13 pmol/ min
gr peso humedo (Eboli er al., 1977).

Sin embargo, en algunas otras células tumorales se ha determinado que el transporte
de piruvato es tan veloz o incluso mayor que el de las mitocondrias de las células que les
dan origen, por lo que la disminucién en la actividad de transporte mitocondrial del
piruvato no parece estar correlacionada con la velocidad de la glicdlisis o con la actividad

de la fosforilacion oxidativa (Eigenbrodt er al., 1985).
PIRUVATO DESHIDROGENASA CON ACTIVIDAD REDUCIDA

En células tumorales, a diferencia de las proliferativas normales, la oxidacién de
piruvato es muy baja. Esto no implica una disfuncionualidad inherente a las mitocondrias,
sino una alteracion puntual (Eigendrodt er al., 1985; Cuezva er al., 1997). En una gran parte
de las neoplasias la actividad de la piruvato deshidrogenasa es muy baja, especialmente en
aquellas que presentan una velocidad de glicolisis acrobia alta (Paradies er al., 1983;
Eigenbrodt er al., 1985; Baggeto, 1992), siendo su actividad in siru 10 veces menor que la
del acarreador de piruvato (Paradies er al,, 1983; Baggeto, 1992). Ademas la isoforma
tumoral no sélo es capaz de producir acetil CoA por la descarboxilacion oxidativa del
piruvato, sino que puede generar de manera no oxidativa acetoina, la cual es el producto de
la condensacion de acetil CoA y acetaldehido. Este producto es un potente inhibidor
competitivo de la PDH tumoral con respecto al piruvato (Baggeto ef al., 1987; Baggeto et
al., 1990; Baggeto, 1992) y podria tener un papel importante cn la inhibicién de esta
enzima in situ, Ademds, se sabe que la PDH tumoral presenta propiedades cinéticas
diferentes a la de las células normales. La PDH de tumores es mas sensible a la inhibicién
por acetil CoA y NADH. La Ki de la enzima hacia el pirofosfato es 3-4 veces mayor que la
enzima normal (360 vs 120 uM). Ademass, la PDH de tumor es activada por AMP, cuyo
tipo de activacién es V (la Vm aparente aumenta). Se piensa que activa a la PDH en la
subunidad encargada de la descarboxilacién (E1); este tipo de activacién ha sido reportada
para PDH embrionarias (Baggeto, 1992).
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Se propone que la producciéon de acetoina es un paso importante en la
destoxificacion del acetaldehido. En las células tumorales hay un decremento en la
actividad de la aldehido deshidrogenasa 1I (mitocondrial) ¥y un aumento en la IV
(citosolica). Esta ultima tiene una afinidad baja hacia el acetaldehido ya que no toma
aldehidos alifaticos, sino aromaticos (Baggeto, 1992). La sintesis de acetoina obedece a la
necesidad de la célula tumoral de deshacerse del acetaldehido, que es un compuesto muy
toxico, ¥ lo logra condensandolo con acetil CoA, siendo el producto altamente difusible. De
hecho, se ha encontrado en la sangre de hospederos con cdncer en concentracién cercana a
0.6 mM, la cual es semejante a lo encontrado en el dentro del tumor (Baggeto, 1990).

Una caracteristica muy importante del metabolismo de las células tumorales es que
el piruvato que se llega a transformar cn acetil CoA no es oxidado totalmente por la
mitocondria. El citrato formado es preferentemente expulsado al citosol (figura 4) para
sintetizar acidos grasos o colesterol, en vez de ser oxidado por la mitocondria, como sucede
en tejidos normales, en donde el citrato es oxidado en su mayoria (Parlo ef al., 1984). Ya
que la célula tumoral no es capaz de oxidar piruvato o citrato, se propone que una respuesta
adaptativa es depender de otro mectabolito de la seccion media del ciclo de Krebs para ser
oxidado por la mitocondria (Pedersen et al., 1978; Parlo er al., 1984; Eigenbrodt er al.,
1985; Baggeto, 1992). La principal fuente de cnergia proveniente de la mitocondria en las
células tumorales ocurre por la oxidacién de la glutamina, cuyo transporte es por difusidon
facilitada. En el interior de la mitocondria, la glutamina es e-desaminada y convertida en
glutamato por la glutaminasa dependiente de fosfato (Baggeto, 1992). Una vez
desaminada y convertida en glutamato, la glutamato/oxaloacetato aminotransferasa
transfiere el a-amino del glutamato hacia el oxaloacetato, siendo sus productos o-
cetoglutarato, que entra al ciclo de Krebs y aspartato. En las células normales el a-amino es
eliminado oxidativamente por la glutamato deshidrogenasa. Sin embargo, ¢ésta enzima esta
practicamente ausente en las células tumorales, o la actividad de esta puede ser muy baja
debido a la concentracién alta de GTP, ‘que es un inhibidor de la enzima (Baggeto, 1992).
Esta manera de metabolizar el glutamato ayuda a la célula tumoral a secuestrar el
nitrégeno del hospedero para sus propios intereses y es una importante causa de la

desnutricion general del paciente canceroso (Baggeto, 1992; Dills, 1993).
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) zj”La glutamina ademas de ser oxidada hasta CO;, puede generar lactato a través de
una‘via que por analogia con la glicélisis se ha denominado glutamindlisis (Eigenbrodt er
-al., 1985, Baggeto, 1992). La glutamina entra como a-cetoglutarato al ciclo de Krebs en
r‘donde es convertida en malato, el cual puede seguir por el ciclo hacia oxaloacetato o lo
buedc tomar la enzima malica y convertirlo de mancra oxidativa en piruvato que sale de la
‘mitocondria y es transformado en lactato (Baggeto, 1992; Eigenbrodt er al., 1985).

La enzima malica es sumamente rara en células de mamifero y en células tumorales
se encuentra en alta actividad y localizada en la matriz mitocondrial (la isoforma
encontrada es la renal), utiliza como cofactor al NADP' o al NAD", a diferencia de la
enzima normal que usa exclusivamente NADP'. Esta cnzima tiene algunas propiedades
regulatorias como ser activada por succinato, fumarato ¢ isocitrato, mientras que el ADP o
ATP se comportan como inhibidores competitivos con respecto al malato (Eigenbrodt ¢
al., 1985). Se ha propuesto que esta ecnzima cataliza una reaccién irreversible en
condiciones fisioldgicas (Baggeto, 1992), aunque sc ha encontrado, tanto en células como
en mitocondrias, carboxilacién del piruvato en ausencia de ATP (Kellcher, 1987), lo que

indica que esta la reaccion podria ser reversible.

dcidos grasos y
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Figura 5. El modelo del ciclo de Krebs truncado de las células tumorales de rapido crecimiento.
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. _BA.[A ACTIVIDAD DE LAS LANZADERAS DE EQUIVALENTES REDUCTORES

Boxer y Devlin, a principios de los sesentas (Boxer ef al., 1961) describieron que la
causa de la glicdlisis aerobia tumoral podria ser la ineficacia de las lanzaderas de
equivalentes reductores de las mitocondrias tumorales, forzando al NADH a reoxidarse a
través de la lactato deshidrogenasa en condiciones aerobias (Golshani er al, 1977).
Propusieron que la velocidad de glic6lisis alta era una estrategia para compensar la falta de
oxidacion del NADH por la mitocondria (Grivell er al., 1995).

En una gran cantidad de células tumorales, incluso las altamente glicoliticas, se ha
determinado que la actividad de transporte de cquivalentes reductores es suficientemente
alta como para oxidar el 80% del NADH citosélico, por lo que no se le podria considerar
como un paso limitante que forzase al NADH a oxidarse por la lactato deshidrogenasa
(Baggeto, 1992; Grivell ef al., 1995). De hecho, la actividad de transferencia de electrones
por las lanzaderas tumorales es comparable a la de hepatocitos, 0.67 pmol/ min g (Grivell
et al., 1995).

Varios estudios ha mostrado que la lanzadera de aspartato/ malato ¢s ¢l sistema mas
importante de transporte de equivalentes reductores en las células tumorales (Greenhouse et
al., 1977; Greehouse et al.,, 1976). Este sistema contribuye entre 20-33% al consumo
celular de oxigeno y a la produccién de ATP (Greenhouse et al., 1976; Pedersen, 1978).
Kovacevic et al (1972) sugiricron que la concentracién de aspartato en las células
tumorales deberia ser muy baja como para que la lanzadera de aspartato/ malato funcione.
Sin embargo, la concentracion de aspartato es muy alta (4 mM), atn al compararla con la
Km de la Transaminasa de 0.9 mM (Greenhousc er al., 1976; Baggeto, 1992). Dietzen ef al.
(1993) proponen que la enzima malica podria disminuir la concentracién de malato,
oxaloacetato y aspartato hasta el punto de abatir la actividad de las tranaminasas, y de
hecho esto se ha visto en condiciones in vitro (Greenhouse et al.,, 1977). Sin embargo,
cuando existe un aporte continuo de glutamina o glutamato no ocurriria esto, ya que estos
aminoacidos producen, entre otras cosas, aspartato y oxaloacetato en altas cantidades
(Kellecher er al., 1987).

La evidencia mas importante de Boxer y Devlin (1961) para pensar que las

lanzaderas eran ineficientes es que determinaron en 31 lineas celulares tumorales que no
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existia la presencia de la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial, lo cual ha sido
corroborado en otras lincas y se ha correlacionado con la malignidad del tumor
(Greenhouse et al., 1977; Lin, 1977; Pedersen, 1978; Sanchez et al., 1985)

En la mayoria de las células tumorales de ripido crecimiento se ha determinado que
la actividad de la lanzadera de glicerol 3-fosfato es nula. Sin embargo, en células asciticas
de Ehrlich alimentadas con glucosa se ha demostrado que los equivalentes reductores
pueden pasar por la lanzadera de glicerol 3-fosfato, lo cual demuestra que la actividad de
esta depende del sustrato ailadido (Grivell ef al., 1995). Esta lanzadera puede ser hasta 20
veces mas activa en una cepa de Ehrlich que en otra, y sin embargo ambas muestran la
misma velocidad glicolitica, lo que descarta la propuesta de Boxer y Devlin,

Se ha sugerido que lanzaderas independientes de transaminaciéon pueden ser
funcionales en células tumorales; como la de los &cidos grasos (Greenhouse et al., 1976;
Greenhouse et al., 1977; Sinchez et al., 1985). En ésta, el citrato sale de la mitocondria, es
escindido por la citrato liasa en oxaloacetato y acetil -CoA. La acetil-CoA entra a la sintesis
de lipidos y el oxaloacetato es reducido por la malato deshidrogenasa citosélica e
introducido a la mitocondria donde es reoxidado, ocurriendo un transporte neto de

electrones al completarse el ciclo.
ACTIVIDAD GLUCONEOGENICA DISMINUIDA

La actividad de la gluconeogénesis es una discriminante ligada a la progresiéon. Se
ha determinado que los hepatomas de Morris de lento y bajo crecimiento presentan
velocidades de sintesis de glucosa que van de lo normal a lo moderadamente bajo, mientras
que en células tumorales de rapido crecimiento la produccion de glucosa cs pricticamente
nula (Sweeney et al., 1963; Pedersen, 1978; Eigenbrodt et al., 1985). Esto corresponde con
la baja actividad de las cnzimas de la gluconeogénesis en células tumorales de rapido
crecimiento, como la glucosa 6-fosfatasa, fructosa 1,6- bifosfatasa, fosfoenolpiruvato
carboxicinasa y piruvato carboxilasa, cuyas actividades son menores al 1% de la actividad
encontrada en el higado (Weber, 1977b). Ya que las enzimas de la gluconeogénesis son
pricticamente inexistentes, se propuso que el flujo de la glucosa es forzosamente

unidireccional, incrementindose entonces la velocidad aparente de la via. Sin embargo, esto
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implica que el flujo de la reverso de la glicélisis (de piruvato hacia glucosa, es decir el flujo
de la gluconeogénesis) cuando hay una alta concentracién de glucosa puede ser
considerable, siendo inconsistente con las observaciones realizadas a este respecto
(Ramanaiah, 1972).

En la mayoria de las células tumorales de rapido crecimiento no se ha encontrado
una actividad alta de las enzimas gluconcogénicas. Sin embargo, en las condiciones donde
esto se ha ensayado usualmente las células son expuestas o cultivadas en presencia de altas
concentraciones de glucosa (o lo han estado por un tiempo considerable). Se ha
determinado que la gluconcogénesis se puede expresar facultativamente dependiendo del
sustrato que se afada a las células. Células tumorales de rapido crecimiento cultivadas en
aspartato o glutamato incrementan significativamente la sintesis de la fosfoenolpiruvato

carboxicinasa mitocondrial (Eigenbrodt er al., 1985).

ACTIVIDAD INCREMENTADA DE LOS ACARREADORES DE GLUCOSA

En las células tumorales se ha determinado que el transportador de glucosa 1
(GluT1) se encuentra en una gran cantidad, al igual que el tipo 3 (Liong er al., 1997). La
afinidad de GIuT1 hacia la glucosa es muy similar al transportador de células normales 0.7-
1 mM, sin embargo la velocidad maxima es de 3-5 veces mayor que en higado, 0.25 pmol/
min x 1x107 células (Fung er al., 1986). También se ha demostrado que los transportadores
de glucosa pueden transportar galactosa al igual que en células normales (Bustamante et al.,
1977). La sintesis de los acarreadores de glucosa se incrementa al transfectar a células
proliferativas normales con oncogenes como RAS y SRC, pero no con MYC, o al
transformar a las células con ésteres de forbol (Nakashima es al.. 1991; Bimbaun ef al.,
1986; Flier er al., 1986).

LA GLICERALDEHIDO 3-FOSFATO DESHIDROGENASA TUMORAL

La actividad de esta enzima aumenta de mancra proporcional al grado de
desdiferenciacion. La actividad especifica oscila entre 6-8 U/ mg proteina en células

tumorales de rdpido crecimiento (Nakano er al., 1992; Bagui et al., 1999). La importancia
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d§ esta t_:jnzima en el control de la via en tumores reside en que sc ha documentado que el

- mgtiiglioxal, un metabolito comuin en la célula, ¢s capaz de inhibir la respiracion y
. glicolisis de las células asciticas de Ehrlich (Bagui et al., 1999). Se ha propuesto que el
éfecto ocurre sobre la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa ya quec in vitro la enzima
-iumoral es inhibida por este metabolito, lo que en la enzima normal no ocurre (Bagui er al.,
1999).

La enzima tumoral presenta una gran cantidad de diferencias con la normal. En
células normales la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa es un tetrédmero de subunidades
idénticas de 36 kDa. La enzima purificada de Ehrlich es un heterodimero de 87 kDa, cuyas
subunidades pesan 54 y 33 kDa. Sin embargo, en la linea tumoral HeLa estd compuesta
s6lo por la subunidad de 36 kDa, aunque no se ha determinado su ecstado de
oligomerizaciéon (Nakano et al.,, 1992). En otras células, como ¢l cancer de préstata
Dunning R3327, se piensa que ¢l heterodimero es la forma funcional de la enzima (Bagui er
al., 1999).

Esta enzima en tumores también presenta alteraciones en las propiedades
regulatorias. Es mas resistente al pH acido que la enzima normal, a pesar de que el pH
dptimo es el mismo, esto ¢s especialmente notorio a pH dcidos entre 6.4 - 7.6.

La enzima tumoral a diferencia de la normal depende en una alta proporcién de
_NAD’ para estabilizarse durante la purificacidn, indicando diferencias en el sitio de unién.
‘La afinidad aparente por NAD* es dos veces menor para la enzima tumoral que para la

‘muscular, Ks= 0.04 vs 0.07 mM (Bagui er al., 1999).
‘ La inhibicién de esta enzima por ATP tambi¢n muestra diferencias, siendo la
;enZlma tumoral mads resistente a la inhibicién por este metabolito. La enzima de Ehrlich es
‘mhxbxda de manera mixta (o >1) con respecto al NAD", con una afinidad 9 veces menor
- que la enzima muscular (Ki= 7.8 mM), y con respecto al gliceraldehido 3-fosfato es no
competitivo, con una Ki de 19 mM (Bagui er al., 1999). Nakano er al. (1992) demostraron
que la Ki de la enzima aislada de la linea HeLa hacia el ATP es 2.9 mM y el modo de
inhibicién es competitivo con respecto al NAD" y con respecto al gliceraldehido 3-fosfato
es no competitivo. A pH bajo la diferencia en la sensibilidad de las enzimas normales y
tumorales se amplia, el ATP inhibe menos a la enzima normal cuando el pH se basificay en

células tumorales ocurre al contrario (Bagui et al., 1999). Suponiendo que el mecanismo de
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reaccion es similar al de otras aldehido (o alcohol) deshidrogenasas citosoélicas, en donde el
aldehido se une primero, después la coenzima, la cual se libera reducida y posteriormente
se libera el acido organico, se propone que el ATP se une a la enzima después de que el
gliceraldehido 3-fosfato se ha pegado compitiendo con el NAD" por el complejo binario,
aunque es posible que no una al mismo sitio que este cofactor. Debido a las dos Ki que se
encontraron es posible que haya dos sitios o formas de la enzima a los que el ATP se une, y
esto daria el componente no competitivo de la inhibicién mixta hacia el NAD".

Por otro lado, se ha propuesto que esta enzima podria competir por ¢l fosfato con la
mitocondria, dada su alta actividad, a pesar que ¢l transporte de fosfato a la mitocondria en
células tumorales parece ser normal o incluso superior, en comparacién con el de células

normales (Pedersen, 1978).
ALTA ACTIVIDAD DE LA LACTATO DESHIDROGENASA

La isoforma tumoral de la lactato deshidrogenasa (LDH A) es particularmente
inducible por factores transcripcionales como HIF-1 y MYC, ya que al igual que los genes
de otras enzimas de la glicélisis tiene una seccion ChoRE en ¢l promotor y un Elemento de
Respuesta a AMPc (CRE) (Dang et al., 1997, 1999). La transformacioén de fibroblastos
normales con oncogenes como RAS y SRC también induce un incremento importante en la
actividad de esta enzima, lo cual acarrea una redistribucién del piruvato en condiciones
aerobias, de la oxidacidn por el ciclo de Krebs hacia la reducciéon y expulsion fuera de la
célula (Dang et al., 1997).

La elevada actividad de la lactato deshidrogenasa en comparacién con ¢l acarreador
de piruvato hace posible que el flujo del piruvato sea preferentemente hacia lactato.
Ademads, es posible que también pueda competir con las lanzaderas de equivalentes
reductores por NADH, ya que a pesar de que ecstas tengan una velocidad normal no es

comparable a la de la lactato deshidrogenasa.

La manera en que se controla la glicélisis en las células normales en aerobiosis
ocurre a través de las interacciones alostéricas de la HK, PFK-I y PK (ver adelante). La alta
actividad glicolitica aerobia estd estrechamente relacionada con el cambio en las isoformas

de estas enzimas. Las isoformas tumorales difieren estructuralmente o en la manera en que
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'rg#ppgqgr}_ arlos’ metabolitos, ya sea los sustratos, productos o efectores alostéricos
(E:gend odt ef al., 1985; Baggeto, 1992), de tal manera que se minimiza la regulacién

: n’b}mz'i_l y'Se pierde el control normal sobre la via.
LA HEXOCINASA TUMORAL

Se ha encontrado una correlacién entre ¢l estado de desdiferenciacion y la actividad
especifica de la hexocinasa (especialmente la unida a la membrana externa mitocondrial).
La actividad de la hexocinasa (HK) se encuentra muy incrementada en células tumorales de
rapido crecimiento con respecto a su tejido de origen (Knox et al., 1970; Bustamante et al.,
1977; Pedersen, 1978; Nakashima et al, 1991). Las células transformadas con virus
muestran el mismo tipo de ubicacién intracelular y actividad especifica de la HK que las
células tumorales, aunque las células hepdticas regencrantes no muestran estas
caracteristicas (Bustamante et al., 1977). Estas observaciones llevaron a pensar a varios
investigadores que esta era una caracteristica propia de la ncoplasia y no de la proliferacidén
normal. Sin embargo, en tejidos fetales la HK también sc encuentra unida a la mitocondria
(Bustamante ef al., 1977).

Todas la enzimas de la glicolisis sec encuentran en mayor concentracion en las
células tumorales, pero de todas ellas destaca la HK, ya que aumenta 136 veces con
respecto al higado (Nakashima e al., 1985).

Se han descrito cuatro isoformas de la HK; HK I, en eritrocitos y cerebro; HK 1L, en
tejidos sensibles a insulina como musculo, corazén, diafragma y tejido adiposo; HK 111, se
expresa en baja proporcién en todos los tejidos; HK IV o glucocinasa, es la isoforma
predominante en higado y muestra una afinidad muy baja por glucosa a diferencia del resto
de las isoformas, Km= 12 mM vs 0.1 mM (Golshani ef al., 1997).

La isoforma que principalmente se expresa en las células tumorales es la HK II,
aunque la HK I también se expresa (Nakashima et al., 1988, 1991). La HK II también se
encuentra en células que tienen una velocidad de glicélisis aerobia alta, como las de
médula renal, en tejidos fetales o en células de retina (Pedersen, 1978; Eigenbrodt et al.,
1985; Baggeto, 1992). En células tumorales se han descrito al menos 3 formas de las HK.

La HK II existe en 2 formas, HK Ila y HK IIb, y también se encuentra la HK [ en menor
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p,rgl‘a:prcv;'i’énv. De todas ellas la HK IIb es la forma mds importante y representa un gran
qurcen:t"a‘je'de la actividad total de HK. En varios tejidos, incluyendo tumores, se ha
; détectado la presencia de dos mRNA de HKII que pudieran corresponder a los dos tipos de
*HKII (Golshani ef al., 1997).
: En células tumorales, ademads del incremento en la actividad de la HK, ocurre una
‘reubicacién de la enzima (figura 4) del citosol a la membrana externa mitocondrial. En
células tumorales el 40-85% de la HK se encuentra unida a la membrana externa
mitocondrial (Bustamante et al., 1977; Pedersen, 1978; Arora er al., 1989; Eigenbrodt er
al., 1985; Nakashima er al., 1991; Baggeto, 1992), siendo 4 veces mayor la actividad
especifica en la mitocondria que en el citosol (Bustamante et al., 1977).

En la unién estd involucrado un complcjo proteico constituido por una porina o
VDAC (Voltaje Dependent Anionic Chanel) (Nakashima e¢r al.,, 1991), una molécula
semejante a la insulina y la adenin nucleétido translocasa (Nakashima ef al., 1991). Se ha
propuesto que en la forma expresada por las células tumorales ¢l amino terminal csta
implicado en la unién a la membrana, el cual e¢n células normales es probablemente
eliminado durante la edicién del mRNA. La HK de cerebro tiene un extremo de 12
aminodcidos hidrofébicos que le permiten unirse a la membrana mitocondrial; en el caso de
tumor este extremo estd constituido de 30 aminodacidos y tal vez represente una secuencia
no cortada o editada (Nakashima et al., 1988; Nakashima er al., 1991).

Todas las formas tumorales de la HK se pueden unir reversiblemente a la membrana
externa mitocondrial (HK Ila , HK IIb y HK 1). La HK lIb ¢s la forma mdas abundante,
particularmente en la mitocondria. Existe evidencia que apunta que la HK Ilb es mas
hidrofobica y menos cargada negativamente que el resto de las formas y por esto se une a la
mitocondria en mayor proporcién (Golshani er al., 1997). o

La unién de la HK a la membrana mitocondrial y su asociacién con la ANT permite
que la actividad de esta enzima se acople a la fosforilacién oxidativa (figura 4). La HK es
capaz de tomar de manera preferente ATP intramitocondrial que citosélico; el suministro de
ATP mitocondrial provee del 72% del ATP que esta enzima ocupa (Arora ef al., 1988). La
Km aparente de la HK por ATP es menor cuando esta unida a la membrana mitocondrial
(Nakashima er al., 1991). La HK unida a la mitocondria es un 30% menos sensible a la

inhibicién por glucosa 6-fosfato que la HK soluble, la cual parece s6lo ser parcialmente
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sensible a la glucosa 6-fosfato; un 20% de la actividad es insensible a 0.6 mM de glucosa 6-
fbsfato que inhibe totalmente la actividad de esta en tejidos normales (Bustamante er al.,
1977; Nakashima et al., 1988; Baggeto, 1992). Es posible que la unién de la HK a la
mitocondria pueda limitar el acceso de la glucosa -6 fosfato al sitio inhibitorio (Pedersen,
1978). La HK estd dividida en 2 secciones repetidas una es la catalitica y la funcién de la
otra podria ser inhibitoria, la cual se encuentra en una gran cercania con la porina
(Nakashima et al., 1991). Sin embargo, la HK de cerebro, que también estd unida a la
membrana, se inhibe en un 100% por glucosa 6-fosfato (Bustamante et al., 1977). A pesar
de que la HK cambia sus caracteristicas al asociarse con la membrana, la enzima soluble
presenta afinidades similares a la de HK I1 de células normales. La Km por ATP y glucosa
respectivamente de 1-1.4 mM y 0.13-0.2 mM (Nakashima er al., 1988; Grivell et al., 1995).
Ademyds, al igual que otras HK, la forma tumoral tienc una afinidad baja por fructosa (Km=
6 mM), lo cual explica por qué en estas células la fructosa no se metaboliza rdpidamente
(Grivell er al., 1995, Rodriguez et al., 2001).

Ya que la HK estd unida a la membrana ¢l ADP, producto de la catdlisis de la
enzima, entra rapidamente a la mitocondria efectuindose varios ciclos donde el ADP
funciona como aceptor de fosfato, el cual queda atrapado en los hexosas e intermediarios
glicoliticos fosforilados (Bustamante ¢t al., 1977; Arora ef al.. 1989). Esto depleta a la
célula de fosfato y provoca que la respiracion se inhiba parcialmente (Koobs, 1972;
Sussman ¢f al., 1980; Baggeto, 1992). Sin embargo, la limitacion también estd dada por la
baja actividad de los sistemas de transporte y utilizacién del ADP y fosfato mitocondrial y
un aumento en las enzimas que utilizan estos cofactores ¢n la glicolisis (Baggeto, 1992).

En nuestro grupo hemos demostrado que el nivel de fosfato se recupera, tras una
dismunicién abrupta, mientras el efecto Crabtree sigue presente (Rodrigucz-Enriquez et
al., 2001). Esto indica que la limitacién de fosfato explica s6lo parcialmente la inhibicién
de la fosforilacién oxidativa por glucosa.

Debido al acceso preferencial de la HK al ATP mitocondrial (con respecto a otras
enzimas que utilizan ATP) y que no se inhibe por cantidades altas de glucosa 6-fosfato, se
promueve que la glucosa sea metabolizada ripidamente y que las pozas intracelulares de
los precursores de los dacidos nucléicos, proteinas o lipidos aumenten (figura 4). Una

disponibilidad alta de glucosa 6-fosfato es necesaria para que las células se dividan a altas
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velocidades (Arora ef al., 1989; Nakashima er al., 1991), incluso cuando las células se
encuentran poco vascularizadas (Nakashima et a/., 1991). Se propone que la unién de la
HK a la mitocondria permite que el ciclo de Krebs incremente su flujo y acelere la sintesis
de precursores (Golshani er al., 1997), a pesar de la inhibicion de la respiracion celular, ya
que se ha probado quc el ciclo de Krebs al oxidar piruvato genera altas cantidades de

alanina y aspartato (Kelleher er al., 1987).
ACTIVIDAD INCREMENTADA DE PFK II

En tejidos normales el estado energético regula la actividad de las vias que
- producen ATP, como la glicélisis. Esto ocurre por la modulacién en diferentes puntos de la
" via por los productos de la hidrélisis del ATP y otros metabolitos (Ramaniah, 1974). Sin
s embargo, en algunas situaciones es necesario que esta via sca activada 5unquc se encuentre
“un alto estado energético, como para la biosintesis de aminoicidos o lipidos. La manera en
"la que la célula activa la glicdlisis en estas circunstancias es a través de la produccion de la
fructosa 2,6-bifosfato, el activador mas potente de la PFK I | capaz de activar a esta enzima
atn en presencia de ATP saturante (Hue er al., 1993, 1987). La concentracion de fructosa
2,6-bifosfato se encuentra incrementada en las células tumorales, ¢en células normales
proliferativas y en células transformadas con virus o con ésteres de forbol; la concentracidn
va de 2 hasta 10 veces mads alto que en tejidos normales (20-100 vs 6-10 pM) (Hue er al.,
©.1987).
La concentracién en estado estacionario de fructosa 2.6-bifosfato en células

. normales estd en funcién de la actividad de la enzima que lo sintetiza, la fosfofructocinasa

"~ II (PFK 1I), y la enzima que lo hidroliza, la fructosa 2,6-bifosfatasa (F26BPasa). Estas dos

enzimas se cncuentran en un sélo péptido de 55 kDa que muestra dos sitios cataliticos,
correspondientes a la cinasa y fosfatasa. El estado de oligomerizacién es como dimero. Las
dos actividades cataliticas son controladas alostéricamente: el citrato y glicerol 3-fosfato
inactivan a la cinasa y activan a la fosfatasa (Hue er al.,, 1987, 1993). En la linea tumoral
ascitica de Ehrlich se ha mostrado que la PFK II ha perdido la actividad de 2-fosfatasa, de
tal manera que sélo puede realizar la sintesis de fructosa 2,6-bifosfato. Al aislar el gen

tumoral de esta enzima y expresarlo en E. coli se ha determinado que la actividad de
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. fosfatasa se recupera, sugiriendo que la pérdida de la actividad de la enzima es debida a la

. mddiﬁéaéién postraduccional del producto (Hue er al., 1993).
- LA PIRUVATO CINASA TUMORAL

La piruvato cinasa (PK) existe en 3 formas codificadas en dos loci; M1 y M2 en un
gen, y L en otro. De todas estas isoformas sélo la forma M1, que pertenece al misculo, no
se comporta de manera cooperativa hacia el fosfoenolpiruvato. En una gran cantidad de
tejidos neoplasicos se ha determinado que la isoforma M2 es la predominante (Eigenbrodt
et al., 1985), y su actividad se encuentra aumentada 10 veces con respecto a células
normales (Nakashima er al., 1988). Se ha propuesto que esta enzima podria compartir
caracteristicas regulatorias con la enzima hepdtica: una afinidad aparente menor por
fosfoenolpiruvato, inhibicién por alanina, activacion por fructosa 1,6-bifosfato y podria ser
modulada covalentemente a través de la fosforilacion por una protein cinasa dependiente de
AMP. (Eigendrodt et al., 1985).

A partir de la observacién de que la PK tienc una afinidad aparente por
fosfoenolpiruvato muy baja y que es inhibida por concentraciones fisiologicas de alanina y
ATP, se propuso que esta enzima podria ser un punto importante de control, que produciria
que los intermediarios de la glicdlisis como el glicerol 3-fosfato, 1,3-bifosfoglicerato y la
fructosa 1,6-bifosfato incrementen su concentraciéon de tal forma que sc promueve la
canalizacién de estos intermediarios fosforilados hacia la sintesis de serina, fosfolipidos,
triglicéridos, esfingomielina, y nucleStidos de purina y pirimidina. El control de la PK seria
relevado a otra enzima cuando la concentracion de fructosa 1,6-bifosfato aumenta el orden
micromolar o cuando el fosforibosil pirofosfato o serina aumentan ¢n el orden milimolar,
reactivando a la PK, e inhibiendo su fosforilacion. Ademas, la fructosa 1,6-bifosfato
también podria activar a la PFK I, incrementando el flujo hacia lactato (Eigendrodt et al,
1985; Baggeto, 1992).

Sin embargo, la cinética de esta enzima al variar el fosfoenolpiruvato es
hiperbélica; no mostrando cooperatividad (Gumisnka es al., 1996), lo cual descarta a la
piruvato cinasa como sitio regulatorio. La fosforilacion dependiente de AMP¢ tampoco

podria ser un mecanismo de regulacion, ya que la tinica isoforma de la piruvato cinasa que
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responde a este tipo de regulacién es la L, no la M2 (Eigenbrodt et al., 1985; Guminska et
al., 1996).

La PK tumoral al tener una actividad tan alta puede competir contra el translocador
de adenin nucleétidos por ADP, cuya actividad se encuentra muy reducida (Pedersen,
1978; Woldegiorgis et al.,, 1985). Esta competencia podria inhibir la respiracién en
presencia de glucosa, lo cual provocaria que la fosforilacién oxidativa disminuyera el
control negativo que cjerce sobre la glicolisis y permitiria que esta operara en presencia de

oxigeno.

Como se puede apreciar, las teorias presentadas hasta el momento para explicar la
pérdida del efecto Pasteur no han tomado en cuenta los procesos subyacentes de la
inhibicién de la glic6lisis por el oxigeno, cs decir: el por qué no disminuye la incorporacién
de carbohidratos a la via y por qué la velocidad de la glicdlisis no cambia por la exposicién

a oxigeno.
: . 'LAPFKICOMO POSIBLE SITIO DE LA PERDIDA DEL EFECTO PASTEUR

' LAS CARACTERISTICAS FISICAS Y CINETICAS DE LA PFK |

Antes de seguir con la discusion acerca del mecanismo de la pérdida del efecto

'f,‘Past_eur y su relacién con la PFK 1 es necesario mencionar algunas caracteristicas
. inﬁportantes de la enzima.
; : : La fosfofructocinasa I (PFK I ) cataliza la transferencia del fosfato y del ATP hacia
.-el hidroxilo del carbono 1 de la B—D-fructosa 6-fosfato. Esta es una reaccién sumamente
. exergdénica (AG= -25 kJ/ mol), y los productos de la reaccion son ADP y fructosa 1,6-
fibifosfato. En esta reaccién la histidina catalitica arranca el protén del hidroxilo del carbono
=1 de la fructosa 6-fosfato. El electrén desppureado del carbono 1 es capaz de atacar
:‘nucleofilicamente al fésforo y del ATP, cuyas cargas negativas son apantalladas por el ion
‘Mg,
El mecanismo cinético de reaccién de la PFK-I de 1a mayoria de los organismos es

al azar, el cual es comun para las cinasas. Sin embargo, la PFK I hepatica tiene un
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L r‘nécz‘mli’smo' de reaccién ordenado, en donde la fructosa 6-fosfato es el primer sustrato que

" se une (Uyeda, 1992).

' La PFK I de mamiferos es un tetramero, el peso de cada subunidad es de 85,000 +
5,000 kDa. Estd codificada por 3 genes distintos que reciben su nombre del tejido donde se
exicuéntran preferencialmente: Higado (L), Plaqueta o Cercbro (C, H o P) y Musculo (M)
(Dunaway ef al., 1985). La movilidad electroforética aumenta en el siguiente orden L, P y
M; y cada subunidad aparentemente tiene asociadas diferentes capacidades regulatorias
(Dunaway et al., 1985). Las subunidades pueden asociarse azarosamente forrmando hibridos
de las 3 subunidades, cada hibrido es una isoforma, de tal manera que hay 3*
combinaciones posible o isoformas (Oskam et al., 1985; Vora et al., 1985). ‘

La PFK I es una enzima alostérica que muestra cooperatividad positiva por la
fructosa 6-fosfato y se comporta de manera hiperbélica con respecto al ATP (ver Apéndice
1 y Metodologia para mayor detalle). La mayoria de los cfectores de esta enzima
disminuyen o aumentan la afinidad aparente por la fructosa 6-fosfato (Uyeda et al., 1972,
Mansour ef al.,, 1977). El modelo de Monod describe muy bien ¢l alosterismo de esta
enzima (Blangy et al., 1968; Kemp e? al., 1983). En cste modelo hay dos formas de la
enzima una llamada tensa o T y otra relajada o R, sélo la forma R es activa. Los efectores
desplazan el equilibrio de las formas. Los activadores hacia la forma R y los inhibidores
hacia la T (Uyeda et al.,, 1972). La fase de retardo (lag) en la cinética de la PFK.I con
respecto a la fructosa 6-fosfato en bajas concentraciones ocurre porque una buena parte de
la poblacién de la enzima estd en forma inactiva, la activaciéon ocurre al aumentar la
poblacién de enzima activa.

La cristalografia de rayos X ha mostrado que ¢l asa 6 de la PFK [ se mueve en la
transicion alostérica, de tal forma que las argininas que ¢n la forma R unen al fosfato de la
fructosa 6-fosfato ahora se asocian con un glutémico, impidiendo la unién de la fructosa
fosforilada (Evans er al., 1990).

LA PFKI1 Y EL EFECTO PASTEUR

Diferentes investigaciones han abordado el papel de la PFK-I en el efecto Pasteur.
El anilisis de entrecruzamiento nos indica que la PFK I es la enzima que se activa o

inactiva en la transicion aerébica-anaerébica de la glicélisis (Lagunas er al., 1985; Tewjani,
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7 19')8). Durante la aerobiosis los niveles de ATP y citrato incrementan su concentracion
kc;rlebia’o arcrlue la fosforilacién oxidativa y el ciclo de Krebs se encuentran activos. El
Vincrcmento en la concentracion de estos metabolitos inhibe a la PFK I ya que estos son los
inhibidores mas potentes de la enzima (Ramainah, 1972; Tewjani, 1978). Al inhibirse esta
enzima y siendo una de las que en mayor porcentaje regulan el flujo glicolitico (Rapoport er
al., 1976; Puigjaner et al., 1997; Jannaschk er al., 1999; Jucker et al., 1999) entonces la
velocidad de la via desciende. En anaerobiosis la concentracién de estos dos metabolitos
desciende y la del ADP, fosfato y AMP aumentan (Ramainah, 1972; Uyeda et al., 1972;
Tewjani, 1978); como estos son activadores de esta enzima y el flujo glicolitico aumenta
paralelamente.

En genecral en las células en donde la glicdlisis juega el papel mds importante en la
produccién de energia hay una tendencia hacia la desaparicion del efecto Pasteur. Esto se
ilustra muy claramente en el caso de las células tumorales en donde cada grado de
desdiferenciacion es acompafiado por el aumento en la velocidad glicolitica y por la
pérdida gradual del efecto Pasteur (Pedersen, 1978). Aunque cn algunos casos la
desapariciéon de este fendémeno obedece a la funcién que la célula cumple dentro del
organismo (Ramanaiah, 1974), no obstante la pérdida del efecto Pasteur estd asociada al
metabolismo de una célula proliferativa. La ocurrencia de este fendmeno se debe a la
pérdida de la susceptibilidad de la PFK | por sus ecfectores normales o a las altas
concentraciones que estos pueden alcanzar en un determinado linaje celular, es decir y
como Boscd (1981) bien se ha percatado, la PFK 1 en las células que no presentan efecto

Pasteur se encuentra laxamente regulada.
LA PERDIDA DEL EFECTO PASTEUR EN TUMORES Y LA PFK 1

Conforme  la célula tumoral se desdiferencia y se divide mas ripidamente, va
adquiriendo una mayor actividad especifica de la fosfofructocinasa (Staal er al., 1985;
Oskam et al., 1985; Nakashima er al., 1988; Kole et al., 1991; Sanchez-Martinez et al.,
1997;), de manera que los tumores de ripido crecimiento presentan una actividad muy
incrementada de esta enzima (hasta 17 veces). Este incremento marca la pauta para la

desregulacion de la glicdlisis en este punto, ya que al adquirir una actividad mayor a pesar
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de que la inhibicién porcentual de esta enzima sea la misma, la actividad es mucho mayor
en cualquier situacion. Correlacionado con el aumento de la actividad de esta enzima esta
¢l aumento en los productos de la reaccion, especialmente la fructosa 1,6-bifosfato, que
puede activar a esta enzima y provocar que la regulacion alostérica negativa se minimize.

A diferencia de lo sugerido por Eigenbrodt et al. (1985), se han encontrado cambios en la
composicion isomérfica de la PFK I asociados a la progresién del cancer. Sin embargo, a
diferencia de lo que ocurre con la HK y PK; en donde las enzimas de higado maduro son
reecmplazadas por enzimas fetales (Que presentan una regulacion negativa laxa), la isoforma
de la PFK 1 de higado aparece ampliamente distribuida en los cdnceres, aunque también se
han encontrado aumentos importantes en la subunidad de plaqucta, mientras que la
subunidad muscular se encuentra ausente (Bosca ef al., 1982; Dunaway er al., 1985; Staal
et al., 1985; Oskam et al., 1985; Sanchez-Martinez et al., 1997, 2000). En particular la PFK
I de células asciticas esta compuestas por L, M y C en la siguiente proporciéon 32:18:50
encontrandose una forma M alterada (Sdnchez-Martinez er al., 2000). Estas células al igual
que los fibroblastos, mucosa intestinal, vaso y testiculos ticnen una alta proporcion de
forma C, y aunque es usual en tumores, en general esta forma no ¢s la predominante, sino la
hepatica. El mecanismo involucrado en la expresion incrementada del protémero hepatico
puede deberse a que csta tltima isoforma posce un ChoRE (ver figura 2A), que puede ser
activado por HIF-I.

Como ya se mencioné cada isoforma tiene asociadas propicdades regulatorias
diferentes, lo cual ha llevado a pensar que ¢l simple cambio ¢n la isoforma y en la cantidad
de enzima provocan que la regulacién normal de la via y el efecto Pasteur se pierdan
(Pedersen, 1978; Eigenbrodt er al., 1985; Baggeto, 1992). Sin embargo, las propiedades
cinéticas de todas la isoformas de la PFK | permitirian tener un efecto Pasteur apreciable
(Eigenbrodt e al., 1985; Dunaway et al., 1985), sugiriendo que la alteracion en la actividad
de esta enzima alcanza otros niveles capaces de modificar significativamente las
propiedades regulatorias de las enzima.

Estudios de varios laboratorios han mostrado que la fosfofructocinasa 1 tiene
propiedades cinéticas diferentes a las de otras células de mamifero. Particularmente en los
sitios alostéricos, las Ks para ambos sustratos (Ksatp= 23 puM, Ks fyc 6¢ =53-120 uM) es

muy similar a la de las enzimas normales (Meldolesi et al., 1976). La actividad de la
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énzima tumoral es mas sensible a los activadores alostéricos como la fructosa 2,6-bifosfato,
"ADP 0 AMP (Wu et al., 1966; Meldolesi et al., 1976; Bosca et al., 1982; Staal et al., 1985;
‘Oskzkuh'ét al., 1985; Kole er al., 1991; Sanchez-Martinez et al., 1997, 2000) y es menos
sensible a los inhibidores alostéricos como el citrato o el ATP (Bosca er al., 1982; Vora et
al., 1985; Staal er al., 1985; Oskam ef al., 1985; Kole ef al., 1991). Este patrén de aumento
en la sensibilidad hacia los activadores y disminucién en la sensibilidad por los inhibidores
no es universal para los ligandos de la enzima tumoral. Se han encontrado diferencias en la
afinidad del sitio alostérico de la fructosa 1,6-bifosfato, el cual a pesar de ser producto es un
efector alostérico de la enzima hepatica. La enzima tumoral en condiciones cercanas a las
fisiolégicas es insensible a la activacién por fructosa 1,6-bifosfato. La ausencia de la
activacidn por fructosa 1,6-bifosfato y la activacion por fructosa 2,6-bifosfato indica que
los sitios de unién son independientes para cada bifosfato, lo que contradice la propuesta de
que estos dos intermediaros comparten un sélo sitio de unién (Wu, 1966; Bosca et al.,
1982; Sanchez er al., 1997, 2000). Sin embargo, la activacién de esta enzima por fructosa
1,6-bifosfato ocurre en condiciones de pH acido (< 6.8) o a concentraciones altas de ATP
(Bosca et al., 1982). El segundo caso sugiere que cl sitio de unidn de las hexosas
bifosfatadas se encuentra modificado, de tal mancra que solo se puede apreciar activacion
por fructosa 1,6-bifosfato cuando un aminoacido esencial en la unién se protona.

Se ha determinado que la enzima tumoral es mas scnsible a la inhibiciéon por
fosfoenolpiruvato que las enzimas normales (Wu, 1966; Bosca et al.. 1982; Sianchez-
Martinez et al., 1997, 2000). Esta capacidad contrasta con la pérdida de la afinidad hacia el
citrato, ya que estos dos efectores comparten el mismo sitio dentro de la enzima.

El perfil de la actividad de la enzima al variar el pH en tumores tiroideos de
mediano crecimiento no difiecre mucho del de tejido normal (Meldolesi, 1976). Sin
embargo, los experimentos de Oskam ef al. (1985) y de Staal er al. (1985) indican en qﬁé.la
actividad maxima de la enzima en tumores de ripido crecimiento y metastaticos no varia
entre pH 7.35 y 8.0, en donde ocurre una activacién importante de la enzima normal (pKa=
7.1-7.3), indicando que el pkes) es mds bajo que el normal. Esta diferencia en la sensibilidad
al pH podria interpretarse como una adaptacién al medio poco vascularizado.

La bases estructurales de las alteraciones en la regulacién de esta enzima no son

claras, aunque se han propuesto algunos mecanismos para explicarlas. La identidad del
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cDNA de la isoforma C aislada de células asciticas de Ehrlich con el gen original de esta
iéof;:v;r;é es alta, indicando que la mutacién generalizada de esta enzima no juega un papel
en 'e'ste fenémeno. Sin embargo, las secuencias putativas que forman el sitio alostérico del
ATP (His 764, 766, 769) no se encuentran conservadas, y s¢ han encontrado aminoacidos
que podrian cumplir la funcién de unir a este ligando (His 780 y 781) con lo cual se puede
explicar la diferencia en la afinidad del sitio alostérico del ATP (Sanchez-Martinez et al.,
2000). La prediccién del peso de la forma tumoral a partir del cDNA difiere en 2 kDa de la
forma encontrada, lo que sugicre que fenoémenos de modificacién postraduccional ocurren y
brinden a la enzima propiedades nuevas (Sinchez-Martinez et al., 2000).

En gliomas humanos se ha determinado una actividad de proteina cinasa
independiente de AMPc que puede fosforilar a la subunidad hepatica. La regulacién por
fosforilacién de la PFK I no es clara. Sin embargo, s¢ ha argumentado que la fosforilacién
dependiente de AMPc inactiva a la enzima hepdtica o muscular, y la fosforilacion
dependiente de Ca*™ activa a la isoforma C (Staal er al., 1985). En células tumorales se ha

++

mostrado que sélo existe fosforilacion dependiente de Ca El andlisis de la secuencia del
cDNA indica que en la forma tumoral sc han perdido secuencias de fosforilacion para la
proteina cinasa dependiente de AMPc, tanto en ¢l carboxilo como en ¢l amino terminal. Sin
embargo, se han encontrado secuencias de fosforilacién para la proteina cinasa C, que al
parecer son inactivos, aunque no sc¢ ha determinado si lo son para las cinasas tumorales
(Sanchez-Martinez et al., 2000).

Los estudios realizados han carecido de un enfoque cuantitativo, de manera que se
limitan a describir la concentracién inhibitoria o activadora que alcanza un 50% de la
actividad (IC50 o ACS50), y que llaman erroneamente Ka o Ki. Para esta enzima este
enfoque es particularmente poco informativo, ya que la AC50 o IC50 dependen en ultima
instancia de la relaciéon de enzima inactiva (T)/ enzima activa (R), es decir L, la cual es
modificada por el pH, la fuerza idnica, la propia concentracién de sustratos o efectores y
por la concentracién de enzima. De tal forma que la comparacién de las isoformas
tumorales y normales al reportar sélo la IC50 o ACS0 para una condicidn Gnica no tiene
significado practico. Ya que la PFK-I en células normales controla el efecto Pasteur
propongo que la actividad de esta enzima en células tumorales se encuentra alterada en

cantidad o en calidad, por lo que se pierde el patrén normal de regulacién de esta enzima.
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HIPOTESIS

La fosfofructocinasa I tumoral tiene caracteristicas cindticas que provocan la pérdida

parcial de la regulacién normal, provocando la pérdida del efecto Pasteur.

OBJETIVOS

General

Determinar las caracteristicas cinéticas de la fosfofructocinasa I y la concentracién de sus
ligandos en una linea tumoral de rdpido crecimiento para predecir su comportamiento in

situ.

Particulares

1.  Cuantificar el grado del efecto Pasteur en la linea tumoral de trabajo.

2. Determinar la concentracién intracelular de los ligandos de la fosfofructocinasa I
implicados en el efecto Pasteur.

3. Determinar la velocidad méaxima y las constantes de disociacién de los efectores y de

los substratos de la fosfofructocinasa I, asi como su sensibilidad al pH.
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METODOLOGIA
CARACTERISTICAS DE LA LINEA TUMORAL DE TRABAJO

La linea tumoral que se utiliz6 como modelo experimental en este trabajo fue la
linea ascitica AS-30D. El origen de esta linea es el higado de rata transformado. Se obtuvo
al administrar 3°’-metil-4-dimetilaminoazobenzeno (0.06% w/w) por via oral durante 12
semanas. Postcriormente se aislaron los nédulos hepaticos cancerosos y se transplantaron a
los pulmones de ratas sanas, en donde se realizé la seleccion de los tumores asciticos
(Smith et al., 1970).

Segun la clasificacion de Pedersen (1978), esta linea pertencce a las células
tumorales de rdpido crecimiento. Su tiempo medio generacional in vitro es de 29 horas
(pdgina electrénica ATCC, ver Bibliografia) y presenta algunas caracteristicas metabdlicas
representativas de las células de este tipo, como son: 1) alta velocidad glicolitica acrobia
(Greenhouse et al., 1976; Pedersen, 1978; Nakashima et al., 1984), 2) sintesis incrementada
de lipidos y colesterol (Briscoe et al., 1994), 3) velocidad de consumo de glutamato y
glutamina altas (Kelleher er al., 1987), siendo precisamente estos aminoiacidos los que
suministran de sustratos a la fosforilacion oxidativa (Nakashima ¢f al., 1984; Rodriguez-
Enriquez er al., 2000) y de esqueletos carbonados a las vias anapleroticas mitocondriales
(Briscoe er al., 1994; Kellcher er al., 1987). Esta linca también presenta una velocidad
cetolitica alta, especialmente teniendo como sustrato acetoacetato (Briscoe er al., 1994).

Se ha sugerido que AS-30D tiene un ciclo de Krebs truncado, como el de los
hepatomas de Morris. La velocidad de sintesis de lipidos a partir de acetoacetato y piruvato
es muy alta, es decir, el citrato formado intramitocondrialmente es expulsado de la
mitocondria e incorporado a altas velocidades hacia la sintesis de lipidos, indicando que el

ciclo de Krebs en las células AS-30D se encuentra al menos parcialmente truncado (Briscoe

et al., 1994 ). Aunque, a diferencia de los hepatomas de Morris (Parlo ef al., 1984), no se

encuentra totalmente truncado.

Sin embargo, las mitocondrias de esta linea son capaces de oxidar eficientemente
piruvato y citrato (Dietzen et al., 1983), lo cual no corresponde con la propuesia del ciclo
truncado. No obstante, es dificil extrapolar los resultados encontrados en mitocondrias in
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_vitro_a la condicién in situ, ya que al evaluar el destino del piruvato y citrato en
‘mitocondrias aisladas se eliminan los procesos extramitocondriales que consumen citrato
(lipogénesis y colesterogénesis), por lo que las conclusiones del trabajo citado pueden estar
incompletas o ser errdneas. Sin embargo, varias observaciones indican que el ciclo no se
encuentra totalmente truncado in siru: 1) los esqueletos carbonados de la glutamina no se
incorporan en su totalidad al citrato citosoélico, y de hecho promueven su oxidacién
(Kelleher et al., 1987); 2) la velocidad de produccion de CO; del carbono uno del piruvato
es alta, lo cual sugiere que la PDH puede oxidar eficientemente al piruvato (Dietzen ¢t al.,
1993), a diferencia de lo que sugicre la propuesta original de que la oxidacion del piruvato
deberia estar muy disminuida; 3) las enzimas mitocondriales que oxidan citrato no estan
disminuidas o inactivadas, sino que se encuentran sobreexpresadas (Dietzen er al., 1993).

En su conjunto, los datos sugieren que el ciclo de Krebs de esta linea no se
encuentra totalmente truncado, aunque una fraccion importante del citrato mitocondrial
puede participar en la sintesis de lipidos.

Por otro lado, en nuestro laboratorio hemos estudiado el efecto Crabtree en esta
linca. AS-30D presenta un cfecto Crabtree de magnitud considerable: 60% de inhibicion de
la respiracion celular, inducido por la adiciéon de glucosa o fructosa. Es causado, al menos
en parte, por la disminucion en el fosfato inorginico y pH que provoca ¢l catabolismo de la
glucosa o fructosa. Es importante seflalar que en este trabajo se demostré que la inhibicidon
de la respiracion celular ocurre en diferentes niveles, siendo el sistema fosforilante
mitocondrial el blanco principal (Rodriguez-Enriquez et al., 2001).

En un trabajo anterior de este laboratorio (Rodriguez-Enriquez et al, 2000) se
determind que esta linea presenta una alta velocidad de fosforilacidn oxidativa, que es
mucho mayor que la velocidad de glicolisis. También sc mostré6 que la fosforilacién
oxidativa suministra el requerimiento celular por ATP en mads del 95%.

Es importante sefialar que esta linea ha demostrado en otros laboratorios tener una
actividad glicolitica y de fosforilacién oxidativa comparable (Nakashima, 1984;
Greenhouse, 1976), al igual que otras células tumorales de ripido crecimiento (Schmidt,
1991; Eigenbrodt, 1985), en donde el 50% del requerimiento celular por ATP es cubierto
por la glicolisis, el 40% por la glutamindlisis y el 10% restante por la oxidacién de acidos

grasos, piruvato o cuerpos cetonicos. Existe la posibilidad de que en este laboratorio se
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-cuente con una cepa no descrita de la linea AS-30D que difiera en lo ya sefialado con la (o
Lias) cépa(s) de otros laboratorios, lo cual es muy comun. Se tienen identificadas varias
cepas de Ehrlich (Nu, MDA, Paris, Londres, etc.) que son practicamente indistinguibles,
pero que presentan un metabolismo particular (Greenhouse et al., 1976).

La caracterfstica de que esta linea (0 cepa) presente una actividad de fosforilacion
oxidativa tan alta, que es incluso superior comparada con la de hepatocitos (Rodriguez-
Enriquez ez al., 2000) puede ser tomado como una ventaja mctodoldgica, ya que el hecho
de que una linea tumoral de rapido crecimiento no presente deficiencias en la respiracion y
tampoco presente cfecto Pasteur indica que la pérdida de la regulacidén normal de la
glicolisis se debe a las caracteristicas de las enzimas glicoliticas tumorales, descartdndose
inmediatamente las hipotesis de que debido a la ineficiencia del metabolismo mitocondrial

ocurre la pérdida de efecto Pasteur.
MANIPULACION DE LA LINEA TUMORAL DE TRABAJO

AISLAMIENTO Y PROPAGACION DE LA LINEA TUMORAL DE RAPIDO
CRECIMIENTO

Esta linea fue propagada por inoculacién de 2 — 4 x10° células, suspendidas en 2 ml
de liquido de ascitis (filtrado de la sangre que presenta algunos componentes celulares y
proteicos propios de esta), en la cavidad intraperitoncal de ratas hembras Wistar de 250 gr
de peso. Las ratas inoculadas fueron alimentadas ad libitum de 8 a 11 dias. Posteriormente
se les practicd dislocacidn cervical y se extrajo el liquido de ascitis de su cavidad peritoneal
(Smith er al., 1970; Parry ef al., 1983; Lopez-Gomez ef al., 1993). o

Una vez extraido, se siguié el método de lavado y centrifugacion de las células
asciticas reportado por Parry ef al. (1983) con algunas modificaciones de este laboratorio
(Lopez-Gémez er al, 1993). El liquido de ascitis fue centrifugado a 1800 rpm por 2
minutos a 4 ° C (la duracién de la centrifugacion y la temperatura no se variaron en las
diversas centrifugaciones). El sedimento, que contenia células tumorales y componentes
celulares sanguineos, fue resuspendido en 4 a 5 volimenes de medio Krebs-Ringer
modificado (NaCl, 125 mM; KCI, SmM; MgCl,, 1 mM; CaCl;, 1.4 mM; KH;PO,, 1 mM;



34

VHEPE‘S‘ 25>-'mM' pH 7.4 ) y centrifugado a 1500 rpm. Estc proccedimiento se repitié 2
,veces més con ‘centrifugaciones a 1300 rpm. En el pentltimo lavado se adicioné albiimina
sénca de bovmo al 2.5 % para climinar células muertas y componentes celulares

sangumt_zos contaminantes.

CUANTIFICACION DE LA DENSIDAD,  VIABILIDAD CELULAR Y LA
CONTAMINACION POR ERITROCITOS

La concentracion, viabilidad y contaminacién por eritrocitos de las células en
suspensién fue determinada por conteo celular con hematocitémetro o camara de Neubauer.
Para deteminar el porcentaje de células muertas se tifio una alicuota de la suspension celular
con azul Tripano al 0.05%. Las células teflidas se consideraron como células muertas
(Molina, 1996). En general la viabilidad de las células aisladas fue }nu)'or al 98% y la

contaminacién por eritrocitos no excedio el 0.5%.
CUANTIFICACION DEL GRADO DEL EFECTO PASTEUR

El grado del cfecto Pasteur presente en la linea tumoral de trabajo fue determinado
mediante 2 métodos cuantitativos: el Porcentaje Relativo de Efecto Pasteur y el Coeficiente
de Meyerhof.

Como el efecto Pasteur se define como la inhibicion de la glicolisis en presencia de
oxigeno, se requiere determinar la velocidad de la glicélisis (produccién de dcido lactico)
en acrobiosis y anaerobiosis. Para el coeficiente de Meyerhof se determina también la

velocidad de la fosforilacién oxidativa (Ramainah, 1974).
El Coeficiente de Meyerhof

Este cociente indica de una manera muy somera la presencia de efecto Pasteur. Se
considera que existe una relacién proporcional entre el efecto Pasteur y este cociente, es
decir, entre mayor efecto Pasteur sea registrado mas grande serd este namero,

considerindose que existe efecto Pasteur cuando este coeficiente es mayor a 0.33. El limite
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0.33 indica que la velocidad glicolitica aerobia y anacrobia son iguales (véase féormula) y
que no hay efecto Pasteur, a pesar de que la cantidad de lactato generado sea mayor para la
condicién anaerobia. En anaerobiosis el piruvato sélo tiene salida como lactato, mientras
que en aerobiosis una fraccion es consumida por la mitocondria. Como al oxidar totaimente

- al lactato se necesitan 3 moléculas de oxigeno, ¢l decremento en la produccion de lactico
debido a la aerobiosis serd en este caso 1/3 del consumo de oxigeno —-0.33- (Ramaniah,
1972).

CM= velocidad glicolitica anaerobia — velocidad glicolitica a ia

velocidad de consumo de oxigeno
El Porcentaje Relativo de Efecto Pasteur

Este indice nos indica de manecra porcentual la diferencia en la velocidad glicolitica
acrobia y anaerobia. Tiene la ventaja de no cstar relacionado con la velocidad de
respiracién celular, y sélo refleja el cambio en la velocidad de la glicolisis, por lo que es
mads confiable. De hecho, se ha determinado que este indice es mejor que el anterior, ya que
el anterior puede indicar que hay cfecto Pasteur a pesar de que la velocidad de glicolisis
aerobia y anaerobia sean iguales. Cualquier cociente mayor que cero indica la presencia de

efecto Pasteur (Ramaniah, 1972).

PREP= velocidad glicolitica anaerobia — velocidad glicolitica aerobia
velocidad glicolitica acrobia

DETERMINACION DE LA VELOCIDAD GLICOLITICA

La velocidad de la glicolisis fue determinada al cuantificar la velocidad de
produccién de acido ldctico, ya que en las células tumorales es el destino primordial del
piruvato glicolitico (Pedersen, 1978; Baggeto, 1992; Bustamente er al., 1977). El icido
lactico fue determinado en extractos celulares desproteinados y neutralizados (ver mas

adelante). La determinacién del contenido de acido lactico en los extractos celulares
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neutralizados se realizé de acuerdo al método enzimatico de Bergmeyer (1974), mediante la
reaccién reversa de la lactato deshidrogenasa, acoplado a la produccién de NADH en el
medio glicina 0.5 M — hidracina 0.4 M; pH 9.0. La hidracina reacciona con los a-
cetodcidos, como el piruvato, y forma el complejo hidrazona —cetodcido, lo cual desvia el
equilibrio de la reaccion catalizada por la LDH hacia la formacién de piruvato, con la
concomitante produccién de NADH. El NADH generado a partir del L-lactato se midié en
un espectrofluorémetro, con las longitudes de onda de excitacién y emisién de 340 y 460
nm, respectivamente. La sefial de fluorescencia se calibré con una solucién de NADH
previamente estandarizada en un espectrofotémetro, midiendo su absorbancia a 340 nm en

una cubeta de cuarzo a 25 °C.
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Trazo 1. Trazo representativo de la determinacion de lactato de un extracto celular.
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_ DETERMINACION DE LA VELOCIDAD DE LA FOSFORILACION OXIDATIVA

) La actividad de la fosforilacién oxidativa fue medida en términos de consumo de
oxigeno sensible a oligomicina en ecstado estacionario. Este se determind
polarograficamente en una camara oximétrica, con un clectrodo de O: de tipo Clark. Las
condiciones en las que se determind el consumo de oxigeno fueron las mismas cnsayadas
en la incubaciones: sin substrato, con glucosa y sc determind la concentracion de los
inhibidores de la fosforilaciéon oxidativa que abatiesen un 95 % la respiracion celular
(1C95). La velocidad de respiracion celular en ausencia de glucosa fue de 70.2 £ 11 ng A
O/ min 1x10’ cels. Los inhibidores probados y sus respectivas IC95 fueron: KCN, 5 % 0.2
mM; antimicina, 55 + 17 pmol/ 1x107 cels; oligomicina , 337 + 26 pmol/ 1x10’ cels y
rotenona , 550 £ pmol/ 1x107 cels. El consumo de oxigeno insensible a oligomicina (no

asociado a la sintesis de ATP por la mitocondria) fue 4 = 2% de la respiracion total.

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE LOS
EFECTORES DE LA FOSFOFRUCTOCINASA 1

INCUBACION DE LAS CELULAS TUMORALES AS-30D

Después que las células fueron lavadas se incubaron a 37 © C en ¢l medio Krebs —
Ringer modificado, en concentracién de 2x10® células/ ml, en agitacion orbital ligera y
continua (100 rpm) en tres condiciones: sin sustrato exdgeno en presencia de oxigeno, en
glicolisis acrobia (con glucosa 5 mM) y en glicolisis anaerobia (con 5 mM de glucosa y
burbujeo continuo con N o en una condicién equiparable glucosa 5 mM y con una
concentracion - IC95 - saturante de los inhibidores de la fosforilacién oxidativa probados).

Se tomd una alicuota de 2 ml antes de iniciar el experimento y despuds de haber

transcurrido 3,5, 10 y 15 minutos.



_EXTRACCION DE LA MUESTRA

’k’A las alicuotas de las incubaciones se le agregd la mezcla de acido perclérico
(HC1O4) al 3% - EDTA (10mM). La fraccién proteica y membranal fue eliminada por
centrifugacién. El sobrenadante se neutralizé con una mezcla de KOH (10 N) — TRIS (0.1
M). El KClO; precipitado se eliminé por centrifugacion y el sobrenadante neutralizado fue
dividido en varias alicuotas y almacenadoa -70° C.

En el caso del fosfato inorganico las muestras fucron filtradas a través de una capa
de bromododecano para eliminar ¢l fosfato contaminante extracelular, y precipitadas en
dcido percldrico, segun la técnica de filtracion por centrifugacion (Paradies er al., 1983;

Sussman et al., 1980).

DETERMINACION DEL CONTENIDO INTRACELULAR DE LOS LIGANDOS DE LA
FOSFOFRUCTOCINASA

Una vez obtenida la muestra se procedié a determinar la concentracion de los
ligandos mas importantes para la fosfofructocinasa [, o que sc consideren que estén
implicados en el efecto Pasteur: fructosa 6-fosfato, fructosa 1,6-bifosfato, ATP, ADP,
AMP, fosfato inorganico y citrato (el pH se determiné mediante un indicador fluorescente,
ver adelante). La determinacién de estos sc realizé mediante técnicas enzimaticas
(Bergmeyer, 1974) a excepcidén del fosfato en donde se utilizé una técnica colorimétrica
(Sumner, 1964).

Para motivos de comparacion con los valores reportados en la literatura, se
considero que 1x107 células corresponden a 1.3 = 0.12 mg de proteina (n=7) y a 12.6 = 1.3
mg de peso humedo (n= 3). Estos valores son similares a los encontrados en esta y otras
lineas tumorales (Greenhouse ef al., 1976; Nakashima ef al., 1985).

El ATP se midié al cuantificar la aparicion de NADPH mediante la hexocinasa y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. La fructosa 6-fosfato fue determinada mediante el mismo
ensayo mas la adicion de fosfoglucosa isomerasa. El medio de reaccién fue el siguiente:
trietanolamina (TEA), 100 mM; MgCl;, SmM; glucosa, 50 mM (sélo para el ATP); pH 7.6.
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glucosa+ ATP
HK
PGI ADP G6EDH
fructosa 6-fosfato ~—~—~——p-glucosa 6-fosfato + NADP 6-fosfono gluconato

NADPH

El ADP fue determinado mediante la desaparicion de NADH a través de la piruvato
cinasa y lactato deshidrogenasa. El piruvato producido por la piruvato cinasa es tomado por
la lactato deshidrogenasa y reducido a lactato. El AMP fue convertido en ADP y acoplado a
la misma rcaccién por la miocinasa o adenilato cinasa. El medio de reaccién es:
fosfoenolpiruvato (PEP) 1 mM, MgSOs 33.4 mM, KCl 120 mM, Trietanolamina (TEA)
100 mM; pH 7.6.

AMP + ATP
PK LDH
2 ADP + PEP ———» Pyr + NADH —? Lactato

NAD

La fructosa 1,6-bifosfato se determiné mediante el rompimiento aldélico por la
aldolasa y la conversion del gliceraldehido 3-fosfato por la triosa fosfato isomerasa en
‘dihidroxiacetona fosfato, esta es reducida por la glicerol 3-fosfato deshidrogenasa con la

concomitante oxidacion del NADH. El medio de reaccion contenia TEA 100 mM; pH 7.6.

ALD GPDH

dihidroxiacetona fosfato + NADH j’ glicerol 3-fosfato
fructosa 1.6-bifosfa:o/' o ¢ TFI NAD
) gliceraldehido 3-fosfato
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El citrato fue medido acoplado a su rompimiento por la citrato liasa en oxaloacetato
y acetato. La reduccidn del oxaloacetato a malato fue seguida por la desaparicién de NADH
catalizada por la malato deshidrogenasa. El medio dc reaccién contenfa glicina 160 mM,
ZnCl2 19 mM; pH 7.8.

CL MDH
citrato T»oxaloacctato#-NADH _Y’. malato
NAD
acetato

El fosfato intracelular fue medido colorimétricamente de acuerdo a Sumner (1964),
en el medio, que contenia (en concentracién final): molibdato de amonio, 2.75 %; sulfato
ferroso; 1.66 % y H,S04, 3.29 N; la absorbancia fue medida a 660 nm.
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Trazo 2. Trazo representativo de la determinacién de glucosa 6-fosfato, fructosa 6-fosfato y ATP
de un extracto celular.
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Trazo 5. Trazo representativo de la determinacién de dihidroxiacetona fosfato, gliceraldehido 3-
fosfato y fructosa 1,6-bifosfato de un extracto celular.

MEDICION DEL pH INTRACELULAR

Se incubaron 3x10® células con 3 uM de BCECF/AM (2°, 7° bicarboxietil —5(6)
carboxifluoresceina acetometil éster) en medio Krebs-Ringer modificado con la adicién de
0.2 % de BSA y 1.0 mM de EGTA durante 25 minutos a 30 © C. Las células posteriormente
fueron centrifugadas a 2000 rpm y lavadas con medio salino conteniendo 0.2% de BSA y
10 mM de EGTA.

Las determinaciones del pH fueron realizadas en las condiciones de las diferentes
incubaciones y fueron registradas en un espectrofluorémetro con una longitud de onda de
excitacion de 500 nm y de emision a 550 nm (sensible a pH). La duracién del trazo fue de
15 minutos. Al finalizar el experimento se adicionaron 10 yM de CCCP, digitonina (Sigma
Labs, 50% de pureza) 0.1% y Triton X-100 al 0.1% con la finalidad de permeabilizar todas

la membranas y obtener un sistema homogéneo. Posteriormente se realizé una calibracién
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manual de la seiial emitida a 550 nm al construir una curva de pH, que fue lineal entre pH

6.4 y 8.1, y se realizaron la interpolaciones correspondientes.
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Trazo 6. Trazo representativo de la determinacién del pH intracelular en células incubadas con
glucosa. Con objeto de facilitar el andlisis sélo se presenta la fluorescencia sensible a pH (550 nm) a
través del tiempo. En el inserto se muestra la curva de calibracion de la seiial con respecto al pH.

DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE LA PFK-I

La actividad de la enzima fue determinada en células tumorales permebilizadas a
solutos de bajo peso molecular, mediante la adiciéon de digitonina 0.005%. Se midio6 la

liberacion de LDH y la actividad de la PFK I, como marcadores de la integridad de la
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membrana a moléculas de alto y bajo peso molecular. Con la concentracion de digitonina
ensayada, la actividad de la PFK 1 fue cercana al 100% y la liberacion de LDH menor al
4%.
Las condiciones en las que se ensay6 a la enzima fueron cercanas a las encontradas
én el citosol (300 mOsmolar; KC1, 150 mM; EDTA, 1| mM; HEPES, 20 mM; Mg*" libre, 1
:mM libre; NADH, 0.1 mM; pH 7.25; 37 °C). La actividad de la enzima se determind segan
-métodos enzimaticos convencionales (Dunaway er al., 1983), acoplado al consumo de la
" fructosa 1,6-bifosfato por la aldolasa, triosa fosfato isomerasa y a-—glicerol fosfato
déshidrogenasu, 0.4 U/ ml de cada una (este ensayo se usd en todos los casos, excepto al
probar el efecto de la fructosa 1,6-bifosfato sobre la actividad de la enzima). La velocidad
inicial 'se registré en un espectrofotémetro acoplado a la desaparicién de NADH, con una
. longitud de onda de 340 nm.
Las enzimas utilizadas sc¢ encontraban en suspension en 3.2 M de sulfato de amonio.
Fueron desaladas, ya que el amonio es un activador importante de la PFK-1. Las enzimas
de! sistema de acoplamiento fucron pasadas través de una columna de Penefsky con
Sephadex G25 o fueron dializadas contra ¢l medio de reacciéon toda la noche a 4 °C
(Reinhart et al., 1980).

DETERMINACION DE LA ¥m Y Ks PARA LA FRUCTOSA 6-FOSFATO Y ATP

Las constantes de disociacion de la enzima por sus dos sustratos fueron
determinadas variando la concentracidon de cada uno y dejando la del otro fija y saturante
(ATP 0.25 mM y fructosa 6-fosfato 0.7 mM). De esta manera también se pudo obtener la
velocidad maxima (Fm o actividad especifica) de la enzima en el extracto. Ya que la PFK [
muestra cooperatividad positiva por la fructosa 6-fosfato, la curva de velocidad vs sustrato
es sipmoidal, mientras que el ATP en altas concentraciones es un inhibidor alostérico. Se
adicioné una concentracién muy alta de un activador (AMP 1 mM) para facilitar el analisis
de los datos. Con el activador ambas curvas fueron hiperbolicas y se analizaron por

regresion no lineal y lineal.
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DETERMINACION DE LA CONSTANTE DE DISOCIACION DE LOS EFECTORES
DE LA PFK 1

La PFK I es una enzima que muestra cooperatividad positiva sélo por uno de sus
sustratos, la fructosa 6-fosfato. Los diferentes efectores de la PFK-] cambian la afinidad
aparente de la enzima por fructosa 6-fosfato; los activadores disminuyen la Ks,, y los
inhibidores la aumentan. La afinidad de la enzima por sus efectores alostéricos sc
determind al variar la concentracion de cada uno de estos y variar la concentracion de este
sustrato. El andlisis se realizé mediantc métodos lineales y no lineales.

El método de regresidon no lineal sc realizé al ajustar los datos a la ecuacidn del
Modelo de la Transicion Alostérica Concertada de Monod, Wyman y Changeaux,
suponiendo enlazamiento exclusivo.

La ecuacién para una enzima alostérica birrcactante, que puede presentar
cooperatividad positiva hacia los dos sustratos, que puede unir efectores (tanto inhibidores
como activadores) de tipo K y que no muestra unidén exclusiva es la siguiente (ver
Apéndice 1):

(+yrQ+H "
Q+e)n(+ N "+ x+ 3"

Vm o 8 (1+ o)™ (1+ 8y Ly cor 4 (1+ ca)™ (1+ d8) ™!

L arwrasen
I+ R+ N+ &+ Hn

H1* a1+ B)"

Donde Vm representa la actividad maxima de la enzima, las letras griegas
representan los cocientes de saturacién (ligando/ constante de disociacidén) -o concentracién
especifica- de cada uno de los sitios de la enzima. Los cocientes o y §§ corresponden a los
sitios cataliticos de los dos sustratos, y y ¢ para los inhibidores y €, A, n y 8 representan el
cociente para los activadores. El nimero de protomeros que interactian en la enzima queda
indicado por n. Las constantes de enlazamiento no exclusivo hacia los sustratos (¢ y d)

indican la relacién de la afinidad hacia estos ligandos de las dos formas (¢ o d= Kr/K7y), de
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t,al, Vt;qrmz}r que si esta constante es cero indica que la forma R es la tnica forma capaz de unir
“alligando. . - -

* " La unién de los efectares con la enzima ocurre de manera selectiva. Los activadores
se unen a la forma R y los inhibidores a la T. Con esta 18gica, los activadores disminuyen la
relacidn de enzima inactiva/ activa (a pesar de que Lo sea constante) y por lo tanto, en
términos matemdticos dividen a Lo. Los inhibidores promueven a las formas inactivas, y en
la ecuacién multiplican. En el caso de que dos o mas efectores del mismo tipo compartan
un sitio de unién, la forma de representarse es (1+ 8+ ¢+... +n)". En ¢l caso de que la union
no ocurra en el mismo sitio la representacion es el producto de las formas capaces de unir a
este (1+ 8)"(1+ €)"(1+..)"(1+ n)" (Segel. 1975).

En el caso de la PFK I los sustratos son fructosa 6-fosfato y ATP-Mg'". La
constante de enlazamiento no exclusivo en ¢l caso del ATP es cercana a 1. es decir, ambas
formas de la enzima tienen la misma afinidad. En el caso de la fructosa 6-fosfato es cercana
a 0, es decir, la forma T no es capaz de unir a este sustrato. Debido a que d = 0 ¢! segundo
término del numerador de izquierda se elimina. Se agrega entre los efectores al ATP, que es
un inhibidor en altas concentraciones, a pesar de ser sustrato. Ya que esta enzima es un

tetramero n= 4. La ccuacién resultante es la siguiente:

Vina 8 (14 a)3 (1+ 8)3
a+n*a+H*
QA+ 1+ N4 1+ x + 5)*

Lo (1 +car)? +A+ @)1+ 8y

El anilisis lineal se realizé mediante el grafico de Buc. En este grafico las abscisas
al origen de la familia de rectas indican la Kd del efector alostérico. Al regraficar. las
ordenadas al origen contra la concentracién de fructosa 6-fosfato se puede determinar el
valor intrinseco de L o Lo (cociente estado T¢/ estado Ro). El estado de oligomerizacidn de
la enzima se determina mediante ¢l andlisis lincal de H6rn-Bornig, en el que el inverso
aditivo de la pendiente mds uno indica la forma oligomérica de la enzima (Blangy, 1968;
Segel, 1975).

i/n
- 14 1
Ecuacién de Biic para inhibidores .......cccccvuveeennn Va - v] = (La) " 'léi + (Lw)
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1
Ecuacién de Biic para activadores .......covveeveeeea v -1 ALt
Va-v (L) '™ Ka R
Ecuacion de HSm-Bomig ....ooevvirinnenans Log (%1 -1- 0.] = (l-n) Log (1+a) + LogL’

Donde Va representa la actividad maxima de la enzima en una concentracion dada
de sustrato al variar la concentracidn de un efector, La representa el valor aparente de L al

variar la concentmcién_ de un efector, y o representa el cociente sustrato/ Kd.
'DETERMFNACION DEL EFECTO DEL pH SOBRE LA I’m DE LA PFK-L.

El efecto del pH sobre la Vm de la enzima fue medido en ¢l mismo medio de
reaccién mencionado con anterioridad (que contenia HEPES, 20 mM), con la adicién de
MES, 20 mM y PIPES, 20 mM. Los pKa de los amortiguadores son, respectivamente, 7.5
6.1, 6.8. Esta mezcla abarca un intervalo de pH amortiguado desde 5.1 hasta 8.5. El pH se
varié en este intervalo. Para determinar la I se adiciond un exceso de activador (AMP 5
mM) y un exceso de los dos sustratos (ATP 0.7 mM y fructosa 6-fosfato 3 mM) para evitar
interferencias por el grado de sigmoidicidad de la curva (que se encuentra determinado por
la concentracién de los ligandos y el valor de Lg). Cabe mencionar que el pH tuvo un efecto
mucho mayor sobre la actividad de la PFK I que sobre las enzimas de acoplamiento, ain a
pHS.1.



RESULTADOS
EL GRADO DEL EFECTO PASTEUR EN LA LINEA TUMORAL AS-30D

Se determiné la velocidad de produccién de acido lictico de la linea tumoral AS-
30D (figura 6A) en tres estados metabdlicos diferentes: sin sustrato glicolitico en
condiciones aerobias, en glicolisis aerobia y en glicélisis anaerobia (con glucosa en anoxia
o con diversos inhibidores de la fosforilacién oxidativa).

La velocidad de la glicolisis anaerobia es ligera, pero significativamente mayor,
que la velocidad glicolitica aerobia, 8.68 + 0.65 vs 7.26 + 0.55 nmoles de lactato/ min
1x107 cels (media + E.S. en este y todos los casos; P < 0.05, n=8). La velocidad glicolitica
acrobia es parecida a la encontrada en otros tumores de rapido crecimiento (Sweeney ef al.,
1966; Greenhouse er al., 1977; Scilowski ¢t al., 1984), sicndo aproximadamente 2.5 veces
mayor que la de hepatocitos (Sweeney et al., 1966). La velocidad de produccion de lactato
en ausencia de glucosa es muy baja (0.04 + 0.02 nmol/ min 1x107 cels) y puede provenir de
la degradacion de glucogeno o del glutamato y glutamina endégenos (Eigenbrodt ef al.,
1985; Baggeto, 1992).

La diferencia encontrada en la producciéon de lactato en glicdlisis anaerobia y
aerobia indica un grado ligero de efecto Pasteur (figura 6). La evaluacién de este fendmeno
mediante el Porcentaje Relative de Efecto Pasteur (figura 6B) mostréo que estas células
presentan un cfecto Pasteur muy disminuido (8.5 * 2.2 %) con respecto a células
quiescentes normales, en donde varia entre 250-500 veces (Ramainah, 1972). El cocficiente
de Meyerhof también mostré que el efecto Pasteur se encuentra disminuido; este cociente
(0.045 =+ 0.008) no rebaso el limite inferior de 0.33, en donde se considera que existe efecto
Pasteur (figura 6C). Sin embargo, este indice hace varias suposiciones que. . no
necesariamente son correctas, por las cuales no es considerado como una evaluacién
confiable: a) supone que el unico sustrato para la fosforilacién oxidativa es el piruvato
proveniente de la glicdlisis, y b) que por cada molécula de piruvato que se oxida se
consumen 3 moléculas de oxigeno, de ahi que el limite sea 0.33. Sabemos que cada
molécula de piruvato produce cuatro moléculas de NADH y una de FADH;, por lo que la
oxidacion de cada molécula de piruvato deberia consumir cinco atomos de oxigeno,

entonces el limite donde el efecto Pasteur es evidente no deberia ser 0.33, sino 0.2.
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... .-~ ,Cabe hacer mencién que la anoxia y la inhibicién de la fosforilacion oxidativa por
’ {nhibidbres especificos arrojaron exactamente los mismos resultados (figura 6B y 6C).
' En otros tumores de rdpido crecimiento como los carcinomas renales de rdpido

: crec1m|ento. el sarcoma Flexner-Jobling o ¢l sarcoma de Jensen se ha determinado que el

'grado del efecto Pasteur va del 20-33 %, aunque el coeficiente de Meyerhof sea tan alto
- _c,omo 0.8-1.3 (Ramainah, 1972).
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Figura 6. El grado de efecto Pasteur en la linea tumoral AS-30D. A. Produccién de lactato de la
linea AS-30D en ausencia de sustrato exdgeno (m), en glicolisis aerobia (©) y en glicdlisis
anacrobia (A). Comparacion cuantitativa de la velocidad de produccién de lactato en presencia de
oxigeno contra la anoxia (X), en presencia de antimicina (m). KCN (o), oligomicina (A), rotenona
(O) mediante el Porcentaje relativo de efecto Pasteur (B) y el cocficiente de Meyerhof (C). La
velocidad glicolitica fue medida en células AS-30D en suspensién en el medio Krebs-Ringer
modificado descrito en la Metodologia. La concentracién de células fue de 2x10° cels/ml. Se
adiciono en los casos pertinentes 5 mM de glucosa en condiciones acrobias o en condiciones
anaerobias (burbujeo continuo de N:) o al inhibir la fosforilacién oxidativa en un 95% (con diversos
inhibidores respiratorias, cuyas concentraciones se indican en la Metodologia).



50

LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE LOS LIGANDOS DE LA PFK |

. L;’;v concehtfacién de los ligandos de la PFK 1 vinculados con la regulacién de la

PFK I y‘efecto Pasteur fueron determinados.
FRUCTOSA 6-FOSFATO Y FRUCTOSA 1,6-BIFOSFATO

En ausencia de glucosa extracelular, la concentracién de fructosa 6-fosfato (0.012 +
0.05 mM; n=7) y fructosa 1,6-bifosfato (0.15 £ 0.05 mM; n=7) se encontraron muy bajas lo
cual corresponde con la baja actividad glicolitica encontrada cn esta condicion. A pesar de
no presentar diferencia estadistica, se encontré una tendencia de ambos intermediarios a
disminuir con el transcurso del tiempo.

Después de la adicidon de glucosa las concentraciones intracelulares de fructosa 6-
fosfato (figura 7A) y fructosa 1,6-bifosfato (figura 7B) aumentaron significativamente (p <
0.01) hasta alcanzar 3-5 y 50-100 veces, respectivamente, la concentracién que se
encuentra en células normales (Newsholme er al., 1973; Woods e7 al.. 1973; Kashiwaya er
al., 1994). En ambos casos se alcanzo el estado estacionario después del minuto cinco. La
cantidad de fructosa 1,6-bifosfato determinada en este trabajo es similar a la reportada para
esta linea y otras lineas por diversos laboratorios (Greenhouse et al., 1977 ; Reitzer ef al.,
1979; Sussman et al., 1980; Eigenbrodt er al.. 1985; Grivell ¢t al., 1995), aunque en otras
lineas tumorales puede llegar a ser hasta del triple (Greenhouse et al., 1977).

La concentracion de ambos intermediarios glicoliticos no varié al exponer a las
células a anoxia. Esta situacién es contraria a lo que ocurre en células donde el efecto
Pasteur se encuentra presente, en donde la anaerobiosis induce un decremento en la
concentracién de fructosa 6-fosfato y un aumento en la fructosa 1,6-bifosfato, como
consecuencia de la activacién de la PFK I (Barker et al.,, 1966; Ramaiah, 1972; Tewjani,
1974; Lagunas et al., 1985; Reibstein e al., 1986).
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Figura 7. Nivel de intermediarios glicoliticos vinculados con Ia PFK I. A. fructosa 6- fosfato B.

fructosa 1,6-bifosfato. (m) sin sustrato exdogeno, (©) glicélisis aerobia y ( &) glicdlisis anaerobia. El

volumen intracelular que se considerd fue de 2.3 pl/ 1x107 cels (Rodriguez-Enriquez et al., 2000).

ADENIN NUCLEOTIDOS

Las células tumorales incubadas sin sustratos en condiciones aerdbicas mostraron
durante los primeros minutos un aumento (P< 0.01; n=8) en la concentracién de ATP
(figura 8A), mientras que el ADP permanecié constante (figura 8B) y el AMP disminuyé
(P< 0.01) de manera proporcional al aumento de ATP (figura 8C), sugiriendo una actividad
alta de la adenilato cinasa. El aumento en la concentraciéon de ATP podria deberse a la

activacion de la fosforilacion oxidativa al iniciar el experimento, en donde la temperatura
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cambia de 4 °C a 37 °C. Estos niveles de los nucleodtidos de adenina son muy similares a los
reportados para esta linea tumoral (Kovacevik er al, 1991; Rodriguez-Enriquez et al.,
2001) y en algunas otras como Ehrlich (Wu, 1965; Traut, 1994), sarcoma 180 (Sussman et
al., 1980) o HeLa (Reitzer et al., 1979).

Las células incubadas con glucosa en condiciones aerobias mostraron un contenido
de ATP 40-45% menor que el de las células incubadas sin sustratos (P< 0.05; n=7), debido
a la presencia de efecto Crabtree en esta linea (Rodriguez er al., 2001). La concentraciéon de
AMP se encontré muy elevada en esta condicidn, alrededor de 10-20 veces, comparada con
la de células normales (Traut et al., 1994), y corresponde a la disminucién en el ATP,
indicando nuevamente la participacion de la adenilato cinasa en el balance de los
adenilatos. La concentracién de ADP mostré un aumento ligero en los primeros minutos
(P< 0.05), sin embargo recuperd su concentraciéon basal al transcurrir el tiempo. Se ha
propuesto que este aumento inicial es producto de la actividad de la hexocinasa y la
fosfofructocinasa I en el estado de transicion posterior a la adicién de glucosa (Sussman e¢
al., 1980).

La concentracion de ATP en las células incubndas con glucosa ¢n anaerobiosis se
encontrd muy disminuida (25%; P< 0.01; n=6) con respecto a la condicién control, que
concuerda con el hecho de que la fosforilacion oxidativa provee la mayor parte del ATP. A
diferencia de lo encontrado en células normales (Ramaiah, 1972; Tewijani, 1978), la
concentracién de ADP y AMP no varié con la exposiciéon a la anoxia., encontrindose
valores idénticos en glicélisis acrobia y anacrobia.

La actividad glicolitica y la anoxia, de mancra independiente entre si, inducen la
aparicion de estados energéticos moderadamente bajos (figura 8 A y C). En estas
condiciones se observa que la suma de los adenilatos (resultados no mostrados) disminuye,
siendo especialmente evidente en tiempos largos. Esta disminucién en la suma de los
adenin nucleétidos ya se ha reportado en esta y otras lineas, y parece ser originada por la
activacién de la AMP desaminasa en estas condiciones (Kovacevic er al., 1991).

Al compararse la constante de accién de masas (AMP x ATP/ ADP ?) con la
constante de equilibrio de la adenilato cinasa (cercana a 1), se encontré que la primera es
mayor que la segunda, hecho que aunque sorprende puede tener origen en que los diversos

adenilatos pueden estar asociados a proteinas, por lo que aparentemente el equilibrio puede
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- ser rebasado, aunque la concentracién de los adenilatos libres si podria aproximarse, los

totales no.
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Figura 8. Adenilatos moduladores de la PFK 1. A. ATP B. ADP C. AMP. (@) sin sustrato exégeno,
(o) glicdlisis aerobia y ( A) glicdlisis anaerobia.



IONES INORGANICOS

Se determind la concentracién intracelular de los aniones inorgdnicos asociados a la

regulacién de esta enzima.
pH

El pH intracelular (figura 9A) que sc encontré en las células incubadas sin sustratos
- fue 7.26 = 0.05 (n=6). Este pH es ligeramente mas alcalino de lo reportado en la literatura
* para las células tumorales de rapido crecimiento (Stubbs et al., 1994).

La adicidn de glucosa indujo un decremento transitorio en el pH intracelular para la
células incubadas en acrobiosis (de 7.25 % 0.06 a 6.81 + 0.09; p < 0.05; n= 8), y permancnte
para las células incubadas en anoxia (6.78 + 0.08; P< 0.05, n=9).

FOSFATO

La concentracion intracelular de fosfato inorganico (figura 9B) de las células
incubadas sin sustrato fue de 1.95 = 0.1 mM (n=7), similar a la de la linea sarcoma 180
(Sussman et al., 1980). Este metabolito permanecid constante a través del tiempo en esta
condicion.

Al igual que en el caso del pH, en las células a las que se les adiciond glucosa se
presenté una disminucién abrupta en el contenido de fosfato de cerca del 60% (de 1.9 =
0.14 2 0.7 & 0.15 mM; P<0.01; n=11). En ¢l caso de las células incubadas en condiciones
aerdbicas la disminucién fue transitoria y en ¢l caso de las células incubadas en
anaerobiosis la disminucién fue permanente (n=8). La disminucién en la concentracién de
fosfato inducida por la actividad glicolitica es comtn en células tumorales y puede estar
vinculada con el efecto Crabtree (Rodriguez er al,, 2001; Koobs, 1972; Sussman et al.,
1980).

Dada la similitud del comportamiento de ambos iones, el mecanismo de transporte

de ambos parece ser afectado en el mismo nivel, el cual al parecer se relaciona con el
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estado energético encontrado a efectuarse la actividad glicolitica o durante la anoxia (en
donde el ATP disminuye).

pH intracelular

fosfato inorganico (mM)

A

7.4+
ny I T I
7.2 4 + L T
7.0 -
8.8 L
o 2 4 [} 8 10 12 14 1B

0.0

v Y Y U T J

4 6 8 10 12 14 18
tiempo (min)

o

Figura 9. Concentracién intracelular de iones inorgénicos efectores de la PFK [ . A. pH B. fosfato
inorganico. (m) sin sustrato exdgeno, () glicdlisis acrobia y (A) glicélisis anacrobia. o

CiTRATo

: Se determiné la concentracién intracelular de citrato (figura 10), siendo este el
k_i‘nhibidor mas potente de la PFK I (Mansour er al., 1972; Bloxham es al., 1973; Kemp et

‘jal., 1983). EIl citrato mostré un comportamiento independiente tanto de la presencia o
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ausencia de oxigeno o glucosa, a diferencia de lo que ocurre en higado, donde la
) cénéénlraéién de este metabolito disminuye en anoxia y aumenta en acrobiosis (Ramaiah,
1.972; "'Newsholme er al., 1973; Tewjani, 1978). Este comportamiento en otros
ihtermedizirios de ciclo de Krebs (como el a-cetoglutarato, malato e isocitrato) ya ha sido
l:eportado en otras lineas (Reitzer et al., 1979), sin embargo no se tiene una explicacién
clara para este fenémeno.

La concentraciéon de citrato tendié a disminuir al transcurrir el experimento. Sin
embargo, nunca llegé a ser significativamente menor que al tiempo inicial.

En todas las condiciones ensayadas se encontré una concentracién 8-10 (n=7-9)
veces mds alta que la encontrada en células normales (Newsholme er al, 1973). Esta
cantidad es similar a Ia reportada para esta misma linea -6.06 nmol/ mg prot- y para otras
(Qreenhouse et al., 1976), aunque el contenido en las células tumorales puede ser hasta tres

veces mayor.

citrato (mM)
n

1.0

0.5

0.0 T v T T v — T v J
a 2 4 6 8 10 12 14 16

; tiempo (min)
Figura 10. Concentracién intracelular de citrato. () sin sustrato exdgeno, (o) glicélisis acrobia y
(A) glicdlisis anaerobia.. <. .0

PROPIEDADES CINETICAS DE LA PFK [ TUMORAL

Existen pocos estudios detallados del comportamiento alostérico de la PFK 1. En la
mayoria de los estudios de esta enzima se evalua cualitativamente el grado de activacién o
inhibicién por sus diferentes ligandos, muchas veces en condiciones alcjadas de lo que
ocurre fisiologicamente, y se obtienen "constantes" aparentes, que dependen de la

condicién especial en la que se evalua a la enzima (Kemp ef al., 1983; Dumaway et al.,
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1985). Lamentablemente, en el caso de la PFK 1 tumoral se ha seguido esta dinamica y
ciertamente se han encontrado diferencias en la respuesta de esta enzima entre las formas
tumorales y normales (Wu et al., 1966; Sumi er al., 1972; Meldolesi er al., 1976; Boscd et
al,, 1982; Ui et al., 1982 ; Staal er al., 1985; Oskam et al., 1985; Bossi er al., 1989; Kole er
al., 1991; Sanchez-Martinez er al., 1997, 2000). En un intento por cuantificar la alteracion
cinética de esta enzima hemos recurrido al analisis cinético detallado, tanto de los sitios

catalfticos, como de los sitios alostéricos de la PFK I tumoral.
Vm Y Ks POR SUSTRATOS

Las células tumorales mostraron una actividad especifica, o Vm (figura 11 A y B),
de la PFK I 18-19 (n=22) veces mayor que la encontrada en hepatocitos, que concuerda con
lo encontrado en esta linea por Nakashima et al. (1985). La Ks de la PFK I tumoral hacia
sus sustratos fue: para la fructosa 6-fosfato 50 £ 5 uM, n=7 (figura 11A y tabla 2) y para el
ATP de 20+ 3.5 HM, n=8 (figura 11B y tabla 2). Estos valores son muy similares a los de
las PFK I de otras fuentes (Ksatp = 19-30 uM, Kspp= 40-70 uM) (Mansour er al., 1972;

Bloxham et al., 1973; Goldhammer e al., 1978; Stellwagen et al., 1982).

. AFINIDAD POR LOS EFECTORES ALOSTERICOS

Se evalud la naturaleza alostérica de la PFK I tumoral mediante los métodos de
andlisis lineal y no lineal descritos en la Metodologia. suponiendo que esta enzima sigue el
modelo de la Transicidon Alostérica Concertada de Monod, Wyman y Changeaux. Se sabe
que la PFK [ de varias fuentes se ajusta a este modelo (Blangy er al., 1968; Goldhammer et
al., 1978). Ademas, el andlisis de algunos otros reportes (Reinhart ez al., 1980) con los dos
métodos revelan que esta enzima sigue razonablemente bien ¢l modelo de Monod, Wyman
y Changeaux.

Al evaluarse la naturaleza alostérica de esta enzima proveniente de células
tumorales se encontraron importantes diferencias en la afinidad de los sitios alostéricos. Un
ejemplo completo de los analisis realizados es presentado en la figura 12. En estos

resultados la afinidad de los sustratos y activadores de la enzima se refiere a la afinidad de



58

la forma R y la afinidad de los inhibidores a la afinidad de la forma T. Es decir, se supuso

enlazamiento exclusivo.

=
E 4-
= P
E Vmax = 0.185 + 0.005 U/ mg proteina
8 Ksre= 50 £ 6 pM
g n= 096 £ 0.08
oo 0.1 02 03 04 05 06
fructosa 6-fosfato (mM) .
ke
020 i
a 2 10
£ 0.154 s
_
=} !
o o S0 100 140
E 0.10+ ’ 1 ATE
E
-a>; 0.054 Vmax = 0.185 + 0.005 U/ mg proteina
Ks,p=20x 3.5
0.00 AT oM
n= 1.06 £0.05
0.0 0.2 04 06 o8 10
ATP (mM)

Figura 11. Anadlisis lineal y no lineal de la cinética del sitio catalitico de la PFK I tumoral.
Se muestra la curva de velocidad vs sustrato (manteniendo ¢l otro sustrato saturante: ATP
0.25 mM; fructosa 6-fosfato 0.7 mM) en dos condiciones con AMP (=) y sin AMP (0). La
curva con AMP es hiperbdlica y facilita el andlisis por los dos métodos mencionados. Los
parimetros obtenidos del ajuste mediante la ecuacion de Hill se muestran en la parte derecha de
cada grafico .y en el grifico de la derecha se muestra el andlisis lineal de doble reciproco. Cuando
el valor de n=11a ecuacién de Hill es equivalente a la ecuacién de Michaclis ~Menten, por lo cual el
valor de K'puede considerarse como el valor de Ks.Ambos métodos arrojaron los mismos
resultados. A. tructosa 6-fosfato B. ATP.
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Figura 12. Anadlisis completo de la afinidad del sitio alostérico del AMP en la PFK [
tumoral. La gridfica superior de la izquierda muestra la curva de velocidad vs fructosa 6-
fosfato al variar la concentraciéon de AMP entre 0y 0.3 mM. El resultado del andlisis lineal
es mostrado en esta curva. En la figura superior dc la derecha se muestra el andlisis lineal
segin el método de Hérn-Bornig para determinar el estado de oligomerizacién de la
enzima, la pendiente es cercana a -3 e indica un tetrdmero. En la figura inferior de la
izquierda se muestra el grafico de Buc para determinar la afinidad del sitio alostérico del
AMP, el intersecto de las lineas en la abcisa indica el inverso sumatorio de esta Kd. En el
grafico inferior de la derecha se muestra el regrafico de las ordenadas al origen con
respecto a la concentracién de fructosa 6-fosfato del grifico de Buc, la ordenada al origen
se relaciona con el valor de L. El andlisis no lineal y lineal arrojé los mismos resultados.
La concentracion de ATP usada fue 0.25 mM.
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Con motivos de comparacion en la tabla 1 se muestran algunas valores de Kd para
los diferentes efectores de enzimas normales (algunos de estos valores fucron calculados
en este trabajo). En la tabla 2 y figuras 12-14 se presentan las Kd de la enzima tumoral

hacia sus diversos efectores.

Ligando Kd (uM) referencia
ATP 350 1
360 2
Citrato 310 1
ADP 250 1,3
AMP 275 1
fosfato 3-4 x10° 1
4.5 x10° 4
fructosa 2,6- 1-3 1
bifosfato
glucosa 1,6- 40 3
bifosfato
fructosa 1,6- 65 1
bifosfato

Tabla 1. Afinidad de la PFK I no tumoral por los cfectores
alostéricos mds importantes. Referencias: 1, Reinhart er g/, 1980
(PFK I hepética); 2, Goldhammer ef al., 1978 (muscular); 3, Blangy
et al., 1968 (E. coli); 4, Mansour et al., 1972 (S. cereviseae).

No se encontré un patréon general de modificaciéon de la afinidad de los cfcclo.r;s
alostéricos. Los sitios alostéricos de algunos cfectores positivos como et AMP (figura 12) y
ADP (figura 14) presentan una mayor afinidad que los de la enzima de fuentes normales
(tabla 1 y 2), 3.8 y 3.6 veces, respectivamente. Para otro activador como la fructosa 2-6-
bifosfato la afinidad se encuentra en el intervalo normal (figura 14). Para el fosfato, que

también es un activador, se encontré una afinidad 3-4 veces menor (figura 14 y tabla 2).
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Figura 14. Afinidad de la PFK I tumoral hacia los activadores alostéricos. El anilisis no lineal es
presentado en la izquierda y el lineal (grafico de Buc) en la derecha. En la parte superior se muestra
este andlisis hacia el ADP, en el centro hacia la fructosa 2,6-bifosfato y en la parte inferior hacia el

fosfato.



En el caso de los inhibidores la enzima mostré una afinidad 3 veces menor (n=5)
por el ATP (figura 13 y tabla 2). Para poder realizar un analisis confiable de la afinidad
sitio inhibitorio del ATP la concentracién de ATP se varié por encima de 10 Ks (0.25
mM) manteniendo saturando parta el sitio catalitico (Ks= 20 uM) en todas las
concentraciones probadas, 0.25-3 mM. Por fortuna la afinidad de los dos sitios es lo
suficientemente diferente como para poder estudiar de manera independiente uno del otro.
En el caso contrario se pudo haber recurrido al anilisis no lineal mediante ¢l modelo de
Monod para dos sustratos cuando uno de estos es inhibitorio. En ¢l caso del citrato (n=6) la

afinidad fue solo ligeramente menor (figura 13 y tabla 2).

-ae -0Z QO O Os O4 OF 2
carao @u U)
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fruc 6-P (miv)
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oo 03 os oo 12 15

fruc 8-P {(mM)

Figura 13. Afinidad de la PFK [ hacia los inhibidores alostéricos. El anilisis no lineal es
presentado en la izquierda y el lineal (grifico de Biic) en la derecha. En la parte superior se muestra
este andlisis hacia el citrato y en la parte inferior hacia ¢l sitio alostérico del ATP.
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Algunos otros valores, como en valor intrinseco de L y n, también fueron
determinados usando los métodos lineales y no lineales (figuras 12-14). El valorde L (1120
+ 356, n= 22) fue determinado con el analisis no lineal y con ¢l regridfico de las ordenadas
al origen obtenidas en el grafico de Buc vs la fructosa 6-fosfato. Este valor se encuentra en
el intervalo reportado 1x10%- 1x10° por otros autores para diversas PFK 1 (Blangy et al.,
1968; Stellwagen er al, 1982). Se puecde apreciar este nimero muestra una gran
variablilidad al ser determinado mediante los dos métodos. El valor de n se determiné de
las dos formas mencionadas, el andlisis lineal sc realiz6 mediante el grafico de H6m-
Bornig, en donde el inverso sumatorio de la pendientc mds uno indica ¢l estado de

oligomerizacién de la enzima, que fue el tetramero en este caso (n= 3.76 £ 0.23, n=22).
EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA ENZIMA

Se determiné el efecto del H® (pH) sobre la actividad de la PFK 1 ensayada en
condiciones dptimas, con el objeto de sélo analizar el efecto sobre la Vm. El ensayo se
realiz6é con la adicién de 5 mM de AMP para llevar a la enzima al estado activo y con 0.7
mM de ATP y 2 mM de fructosa 6-fosfato para saturar los sitios catalitico. A pH 5.1 se
adicioné una mayor cantidad de sustratos y activador y no c¢ncontraron cambios
apreciables.

El H" puede influir sobre la Kd de los inhibidores y activadores. aumenta la
afinidad hacia los inhibidores (que son unidos por histidinas, cuya protonacion aumente la
afinidad hacia los grupos cargados negativamente del ATP y citrato) y disminuye la de los
activadores (Mansour ef al., 1972; Bloxham er al., 1973; Kemp er al., 1983). Se piensa que
también podria tener efecto sobre L, ya que a pH icido la forma T (dimero) es la forma que
prevalece (Mansour et al., 1972). En otras palabras, puede cambiar el equilibrio aparente
entre las formas activas en inactivas, como cualquier otro efector, o puede cambiar el
equilibrio intrinseco.

Se determind que la enzima tumoral tiene un pKe (que corresponde al pKa del
aminodcido involucrado exclusivamente en la catdlisis) de 6.97 £ 0.15 unidades de pH. Este

pKa corresponde a la histidina catalitica, encargada de arrancar un protén del carbono uno
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de la fmém:é 6¥’fosf;\io, que biofﬁucve el ataque nucleofilico al fésforo y del ATP (Mansour
e al,,1972; Bloxham et al., 1973).
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Figura 15. Efecto del pH sobre la actividad maxima de la PFK 1 tumoral. Los ensayos fueron
hechos con un exceso de ambos sustratos y de acivator (AMP) para evaluar solamente el efecto de
la protonacion sobre la Vm de la enzima. En la parte superior se muestra el perfil de pH de la
actividad madxima de esta. En la parte inferior se muestra el grafico de Dixon-Webb indicdndose en
este ¢l pKa del grupo vinculado con la catalisis.
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Es importante seflalar que este pKa es menor al de la PFK | normal, que oscila entre
: 7.3-7.6 (Layser et al., 1969; Meldolesi ef al., 1979), e indica que ¢l ambiente en el que esta
histidina se encuentra es posible que sea mas apolar, lo que facilita que el protén de la
histidina se libere, puesto que la histidina protonada tiene una carga positiva neta y
desprotonada no posee carga alguna. Al comparar a esta enzima contra las enzimas
normales se observa una sensibilidad menor a la acidez de la enzima tumoral, que también
se ha visto en otras enzimas de la glicdlisis como la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (Bagui er al., 1997). Es posible que esto sea resultado del cambio en la
isoforma, ya que se ha determinado que la subunidad C presenta un pKa similar al

encontrado en tumores (Sdanchez et al., 2000).
COEFICIENTE DE SATURACION in situ HACIA LOS LIGANDOS DE LA PFK I

Una vez que se conoce tanto la afinidad de la enzima hacia los ligandos mds
importantes, como la concentracion intracelular de cada uno se puede determinar el
coeficiente de saturacion de cada uno in situ (tabla 2). En esta forma se puede evaluar
cuantitativamente el grado de saturacién de los sitios de unién hacia los ligandos y se puede
predecir a grandes rasgos el comportamiento de la enzima en el interior de la célula. Se
considera que una enzima se encuentra 90 % saturada por un ligando cuando el coeficiente
de saturacién es mayor que 10. Sin embargo, esto solo es cierto si la cinética de saturacién
es michaeliana (hiperb6lica). En el caso de la PFK I solo la fructosa 6-fosfato no sigue este

comportamiento.

Ligando
Sustrato Activador Inhibidor
ATP___F6P | ADP__AMP Pi F26BP F16BP| ATP  Cit HY

[ln (mMM)| 1.156 0.25 0.6 1.2 0.7+01 0.015* 5 1.16 1.2 7.25=x0.006

e +0.02 *0.07 | 2005 +03 24005 +02 |+002 2035 6.8 =001
Kd‘(pM) 20 50 65 55 13000 3 ) 1000 265 6.97

S +3.5 x5 +75 +6 + 1200 +0.8 +130 £29 +0.015
[Jin! Kd 73 5 9.2 22 0.05- 5 0 1.1 4.5

- 0.15

"Tabla 2. Coeficiente de saturacion in situ para la PFK I por sus ligandos. [ },.. . concentracién intracelular;
- { Jn/ Kd, coeficiente de saturacion.®, tomado de Hue et al., 1994. **, unidades de pH.
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. En este caso nos importa saber el estado de saturacién de la enzima en condiciones
de glic6lisis aerobia o anaerobia. El sitio catalitico se encontré saturado por ATP en ambas
condi‘ciones. Esta aclaracién surge de la observacion de que el ATP varié en respuesta a la
banoxia, sin embargo, ya que la Ks hacia este es muy pequefia en ambas concentraciones la
énzima se encuentra saturada. En el caso de la fructosa 6-fosfato el sitio no se encontrd
saturado aunque mostréd un cociente alto. En los sitios inhibitorios del ATP y citrato no se
encontré un cociente alto debido a que a pesar de que las concentraciones de ambos

. pudieran ser altas, la constante de disociacion por ambos €s a su vez muy alta, indicando
poca afinidad. Para los activadores ADP y AMP se encontré un cociente muy alto, mucho
mayor que el de los inhibidores. Ya que la relacién ligando/ Kd para los sustratos y
activadores es mayor a 5 en casi todos los casos, a excepcion de la fructosa 6-fosfato y el
fosfato, es posible que la cnzima se encuentre totalmente activa in situ a pesar de la

concentracién alta de los inhibidores ATP y citrato.
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DISCUSION
~EL GRADO DEL EFECTO PASTEUR EN LA LINEA TUMORAL AS-30D
La produccién de lactato en la linea tumoral de riapido crecimicnto AS-30D mostrd
un ligero aumento (8.5 %) al someter a las células a anaerobiosis. En condiciones aerobias
el destino del piruvato se reparte entre la expulsion fuera de la célula en forma de lactato y
la oxidacién por la mitocondria, mientras que en condiciones anaerobias todo el piruvato es
expulsado en su forma reducida (Ramanaiah, 1972). La diferencia del 8.5% corresponde
con ¢l porcentaje del piruvato que entra a la mitocondria, ¢l cual en células tumorales de
rapido crecimiento oscila entre 7-15% (Reitzer ¢t al., 1979; Eigenbrodt et al., 1985). Por lo
tanto la diferencia en la produccién de lactato no parece deberse a la accleracion de la
glicdlisis en ausencia de oxigeno, sino a la ausencia de la fosforilacién oxidativa. En este
sentido no se puede considerar cste porcentaje como efecto Pasteur, ya que la velocidad de
la glicolisis no cambia.
Para que el efecto Pasteur tenga lugar deben de cumplirse dos condiciones: 1) la
PFK I debe tener un alto coeficiente de control de flujo y 2) la actividad de esta cambia al
variar la concentracién de sus cfectores. Es decir, la PFK [ debe tener una elasticidad baja
hacia la fructosa 6-fosfato y alta hacia sus efectores alostéricos, tanto inhibidores como
activadores. Para que el flujo no se modificasc c¢n anoxia y anaerobiosis (como en el caso
de las células tumorales) hay tres posibilidades: 1) que la PFK a pesar de ser una cnzima
regulatoria no cambie su actividad en estas dos condiciones, debido a sus propiedades
regulatorias particulares, 2) que cambic su actividad en la transicidn acrobica de la
glicélisis pero no controle en un alto porcentaje el flujo y 3) que no controle el flujo y que

no cambie su actividad en dicha transicién.

LA CONCENTRACION INTRACELULAR DE LOS LIGANDOS DE LA PFK I
TUMORAL Lo

'FRUCTOSA 6-FOSFATO,Y FRUCTOSA 1,6-BIFOSFATO

En ausencia de glucosa se encontraron niveles muy bajos de estos dos

intermediarios (figura 7 A y B). Tras la adicién de glucosa la concentracién intracelular de
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_la fructosa 6-fosfato y fructosa 1,6-bifosfato en presencia de glucosa se elevé varias veces
(20 y' 30 wveces, respectivamente), hasta alcanzar niveles mucho mayores que los

'_encomrados en tejidos normales (Newsholme ef al., 1973; Woods et al., 1973; Kashiwaya
etal., 1994).

En tejidos normales que si presentan cfecto Pasteur la concentracion de estos dos
intermediarios varia al exponerlos a anoxia y aerobiosis. La fructosa 6-fosfato se acumula
en condiciones aerobias y disminuye en condiciones anaerobias, mientras que la fructosa
1,6-bifosfato se acumula en condiciones anacrobias y en aerobiosis disminuye. Este efecto
es resultado de la activacién de la PFK | en anaerobiosis y su inactivacién en condiciones
aerobias (Barker es al., 1966; Ramaiah, 1972; Tewjani, 1974; Lagunas er al.. 1985;
Reibstein er al., 1986).

En el caso de la linea tumoral AS-30D la concentracion de fructosa 6-tosfato vy
fructosa 1,6-bifosfato no varié en glicélisis anacrobia y en aerobia, que concuerda con el
hecho de que en estas células el efecto Pasteur se pierde, e implica que la actividad de la
PFK I no cambia en las dos condiciones ya sefialadas. También es importante seialar que si
aun asi la cantidad de estos dos intermediarios cambiase sin que se modificara el flujo
indicaria que esta enzima no es un punto importante de control.

Si se considera por separado la concentracion de los dos intermediarios se podria
proponer que la alta concentracion de estos y la alta afinidad de la enzima hacia estos
ligandos (la Ks hacia la fructosa 6-fosfato ¢s de 50 uM y la Ka de la fructosa 1.6-bifosfato
en tejidos normales es de 65 uM) conducirian a mantener en un alto grado activada a la
PFK I in situ, como se ha sugerido (Eigenbrodt ef al, 1985, 1997). Sin embargo csta
posibilidad se reduce a la activacién homotrépica de la PFK 1 por la fructosa 6-fostato, ya
que la fructosa 1,6-bifosfato no es capaz de activar a la enzima tumoral en condiciones
cercanas a las fisiolégicas (Wu, 1966; Bosca er al., 1982; Sanchez er al.. 1997, 2000),
aunque en condiciones de alto ATP y/o bajo pH la activacion por fructosa 2.6-bifosfato se
vuelve evidente (Bosca et al., 1982).

Por otro lado tal concentracion de fructosa 1,6-bifosfato podria activar de manera
accesoria a la PK, incrementando a su vez el flujo glicolitico. Eigenbrodt er al. (1985) ha
sugerido que la isoforma de la PK presente en células tumorales de rdpido crecimiento
presenta activacidén heterotropica por este intermediario glicolitico y que podria ser un
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pumo 1mponante de control, sobre todo cuando el flujo glicolitico es bajo. Sin embargo,

nuestras - observacxones (resultados preeliminares) y de algunos otros laboratorios

yk’(Gummska el al., 1996) indican que la cindtica de esta enzima es hiperbdlica y se ha

""demoslrado que la actividad de esta es varias veces mayor que el flujo por la via.

'ADENILATOS -

-7 ‘Al examinar el nivel de los adenin nucleétidos con respecto al tiempo en cada
condicién ‘metabélica ensayada se encontraron patrones importantes que describen a
grandes rasgos el metabolismo de la adenosina (figura 16) en células tumorales de rdpido
crecimiento. Es importante seflalar que la concentracion de Mg*” libre en estas células fue
aproximadamente | mM y que no varia mucho al cambiar la condicién experimental
(Rodriguez-Enriquez ef al., 2001). Por lo tanto la especie la concentracion de los quelatos
Mg**-adenin nucleétidos (las especies biolégicamente activas) depende de la concentracién
de cada adenin nucleétido.

Existe una relacion inversa entre la concentracion de AMP y ATP (figura 8 A y C),
lo cual sugiere que la adenilato cinasa se encuentra activa. De hecho se ha demostrado que
esta enzima en células tumorales se encuentra cn niveles normales o ligeramente
disminuidos (Pedersen, 1978). La actividad de esta cnzima es funcidon de Ia constante de
accion de masas (I') , que a su vez es funcidn de la actividad de las enzimas o procesos que
utilizan o producen ATP, ADP o AMP. La adenilato cinasa forma una parte importante en
el balance de los adenin nucleétidos en células normales, manteniendo constantes los
niveles de ATP intracelular (Newsholme ef al., 1973).

Cuando las células fueron incubadas sin sustratos en condiciones acrobias se
observé un incremento en la concentracion de ATP y decremento en el AMP, mientras que
el ADP permanecid constante. En esta condicion el AMP es tomado por la adenilato cinasa
y convertido en ADP, que a su vez es tomado por la fostorilaciéon oxidativa para producir
un total de dos moléculas de ATP, por una invertida. En esta condicion el flujo de los
adenin nucledtidos se dirige hacia la formacion de ATP, a costa del consumo de AMP
(figura 16).
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'En la condicidn de glicdlisis aerobia la adicién de glucosa induce un decremento en
la concentracién de ATP, debida principalmente al cfecto Crabtree (Rodriguez-Enriquez er
al., 2001), ¢l nivel de AMP aumenta y ¢l de ADP, tras un ligero aumento transitorio,
regresa a su concentracion original. La disminucién en la produccion de ATP (suponiendo
que el consumo de ATP es constante) deberia conllevar a la acumulacion del ADP, lo cual
no ocurre y en cambio el AMP es el que incrementa su concentracién. Es posible que la
adenilato cinasa en estas condiciones ayude a mantener la concentracion de ATP por
encima de lo esperado, a pesar de que la via que lo produce mayoritariamente se cncuentre
inhibida.

En células normales este tipo de homeostasis de los adenin nucleotidos también
ocurre (Newsholme et al.,, 1973). La diferencia con las células tumorales estriba
precisamente cn que en condiciones de bajo aporte energético la concentracion de los
productos de la hidrélisis de ATP estimulan a los procesos productores de este metabolito,
como la glicdlisis, a través de la activacion por ADP, AMP o fosfato.

En glicdlisis anacrobia se observa el mismo fenomeno de redistribucion de los
esqueletos de adenosina entre sus diversas formas fosforiladas (ATP, ADP y AMP), con la
diferencia de que el ATP disminuye ain mads, sin que ¢l aumento en la concentracion de
AMP sea tan paralelo.

Se ha propuesto que el aumento transitorio en la concentraciéon de ADP tras la
adicion de glucosa (tanto en glicolisis aerobia como anacrobia) es provocado por la
actividad de la HK y PFK I en el estado de transicién posterior a la adicion de glucosa
(Sussman et al., 1980).

En un gran nimero de células tumorales la fosforilacion oxidativa aporta la mayor
parte del suministro de ATP, que varia del 50-80% (Greenhouse et al., 1977; Pedersen,
1978; Reitzer er al., 1979; Nakashima er al., 1985). En esta linea ¢l aporte de ATP por la
fosforilacion oxidativa es ain mas alto (Rodriguez-Enriquez er al., 2000). Por este motivo
se observa un nivel bajo de ATP en glicdlisis anaerobia. Sin embargo, la concentracion de
ATP en esta condicién (25% del original) es mas alta de la que deberia haber si sélo la
glicolisis produjera ATP (10%), es decir, hay un 15% que no produce ni la glicdlisis ni la
fosforilacién oxidativa. Es posible que en esta condicion de bajo aporte energético la

adenilato cinasa sea capaz de usar el ADP para formar ATP de manera alterna a la
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glicolisis. A diferencia de lo ocurrido con los otros adenin nucleétidos (y de hecho con el
resto de los ligandos de la PFK [, como se vera mds adelante) solo el ATP mostré una
variacion al exponer a las células a anoxia.

La disminucién en la concentracién de ATP posterior a la adicién de glucosa se
debe a que estas células presentan cfecto Crabtree, es decir, la fosforilacion oxidativa se
inhibe parcialmente por la actividad glicolitica (Rodriguez-Enriquez er al., 2001). El
porcentaje de inhibicidn de la fosforilacién oxidativa (60%) corresponde a la disminucién
en la concentracién de ATP, si se toma en cuenta el aporte de la glicolisis y de la adenilato
cinasa. ‘

En condiciones donde el aporte cnergético es bajo se encontré una disminuciéon en
las suma de los adenilatos (resultados no mostrados), de manera dependiente del tiempo. En
varios tipos de lineas tumorales se ha encontrado activa a la AMP desaminasa, la cual es
activada por ADP y por la disminucién en ¢l pH, e inhibida por ATP y fosfato. Esta cnzima
se ha visto implicada en la disminucién de los adenilatos a través del tiempo en diversas
condiciones (Kovacevic et al., 1991).

La suma de los adenin nucledtidos en hepatocitos también disminuye en respuesta a
la disminucién en el estado energético celular. Esta disminucién es provocada en conjunto
por la AMP desaminasa y la 5'nucleotidasa que se activa en las mismas condiciones que la
deasminasa (Woods et al,, 1973).

Una pregunta que surge de esta discusion es jpor qué en el hospedero la célula
tumoral no muere si tiene un aporte continuo de glucosa?. En lincas tumorales como
Ehrlich 0 AS-30D la disminucién en los adenin nucledtidos puede ser cvitada al adicionar
glutamina, aspartato o adenosina (Kovacevic e al., 1991). En la sangre del hospedero se
encuentra una concentracién considerable de estos metabolitos (Traut, 1994; Rodriguez-
Enriquez er al., 2000). En estas condiciones la célula tumoral puede sobrevivir.

Ahora bien, si se considera la concentracion de cada uno de los adenin nucleétidos
encontrada se pueden llegar a conclusiones poco claras con respecto a la actividad de la
PFK I bajo dichas condiciones, ya que se encuentran altas concentraciones de ATP y AMP

que ticnen efectos contrarios sobre la cinética de la PFK 1.
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Figura 16. Metabolismo de la adenosina en células tumorales de ripido crecimiento. AC, adenilato
cinasa; AMPdea, AMP desaminasa; ATPasas, proteinas celulares diversas que utilizan ATP (bomba
Na® /K* , ribosomas, polimerasas, ctc.); ATPsints, enzimas del metabolismo energético capaces de
sintetizar ATP (Fp —F) ATPasa y PK principalmente).

IONES INORGANICOS

En el caso de los iones inorganicos moduladores de la PFK I como ¢l H" y ¢l fosfato
se encontraron comportamientos casi idénticos al variar la condicidn experimental. En
ambos casos se encontrd una disminuciéon del pH y fosfato tras la adicion de glucosa, que
fue permanente en el caso de la condicion de glicolisis anacrobia y transitoria para la
glicdlisis aerobia. Estas variaciones pueden tener dos origenes independientes: 1) por
velocidad alta en el estado de transicidon de la glicdlisis, que conlleva a la acumulacidon
transitoria de sus productos (H") y a la disminucién en sus sustratos (fosfato) o 2) par la
disminucién en la actividad de transporte de cstos iones que depende de ATP, el cual a su
vez varia dependiendo de la condicion metabdlica (debido al efecto Crabtree y anoxia). El
transporte de fosfato al interior de la célula al igual que la regulacion de la concentracion de
H* depende de energia, ya sea directamente dcl ATP (bomba) o de un potencial
(antiportador o simportador), que a su vez es mantenido por la actividad de bombas de

iones diversos (Madshus, 1988).
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La primera posibilidad no es viable, puesto que en la condicion anédxica no se
Vrecupera el nivel de los dos iones a pesar de que la velocidad de la glicolisis es
practicamente idéntica a la condicion aerdbica. La segunda opcion es la mas probable, ya
que en las dos condiciones se registra cambio en la concentracion de ATP, es decir , la
manera en que la glicolisis acrobia y anaerobia tiene efectos sobre la concentracidn de el
fosfato y H* es a través del transporte de éstos, que depende de ATP, que a su vez es
modificado por la condicion experimental. La baja en ¢l ATP promovida por la glucosa y la
anoxia permite que la membrana plasmatica se despolarize, lo cual afecta el transporte de
solutos a través de la membrana, no sdlo de estos iones. sino también el de algunos
aminoacidos (Madshus, 1988; Shrode ¢r al., 1997).

No obstante que la cindtica de estos iones depende a grosso modo de la
concentraciéon de ATP, se puede encontrar una correlaciéon mucho mejor si se considera la
relacion ATP/ADP, siendo esta igual a la encontrada por scparado en los dos iones, aunque
ta interpretacién es mads dificil, ya que esto implica que las bombas pueden ser controladas
por la relacién ATP/ ADP o que el ADP puede tener una concentracion tan alta como para

inhibirlas.
FOSFATO

La homeostasia del fosfato podria tener un papel importante en la regulacién del
metabolismo energético en células tumorales a nivel del efecto Crabtree (Koobs, 1972) y en
células normales en el efecto Pasteur (Lagunas er al, 1985). La concentracion de este
sustrato de la glicSlisis baja al adicionar glucosa a las células. y es posible que quede
atrapado en forma de los intermediarios glicoliticos fosforilados, que a la postre sirven
para sintetizar componentes celulares diversos (Koobs, 1972). Se ha planteado que la
principal fuente de fosforilacién de estos es la HK, que al estar unida a la membrana
mitocondrial (figura 4 ) permite que la canalizacion del ATP intramitocondrial hacia la
biosintesis de diversos precursores se fa\'oreica (Bustamante er al. 1977; Golshani et al.,
1997).

La disminucion en la concentracién provoca (al menos parcialmente) que la

fosforilacion oxidativa se inhiba y a la glicdlisis no la afecta. Esto indica que la Ks de la
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gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa por fosfato es menor al del transportador de fosfato
mitocondrial (Koobs, 1972) y por eso la glicolisis puede tener la misma velocidad mientras
que la fosforilacién oxidativa se inhibe. Por otro lado, no obstante que el fosfato recupere
su concentracidn la glicélisis no se acelera paralelamente al aumento cn el fosfato, lo cual
sugiere que el coeficiente de control de flujo de las enzimas que lo tienen como sustrato,
como la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa o de las que es un efector alostérico, como
la PFK I, es bajo.

pH

Al igual que en el caso del fosfato, la disminucion en el pH no afecté la produccién
de lactato, e incluso en la condicién donde ¢l pH permanecié acidico se registré un ligero
: vdceleracién. esto es, la disminucién en el pH no afecta la velocidad de la glicdlisis. Se ha
determinado que la sensibilidad de las enzimas tumorales de la glicélisis hacia el pH dcido,
como la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Bagui ef a/., 1999) y la PFK I (Staal er
al., 1978, este trabajo) es menor con respecto a sus contrapartes normales, lo cual les
permite funcionar en estas condiciones sin modificar de manera importante su actividad. La
PFK I de musculo tiene un pKesl de 7.3; a pH de 6.8 la actividad se encuentra inhibida en
un porcentaje cercano al 80% (Layser er al., 1969). Si esta enzima se encontrara en el
interior de la célula tumoral seguramente la glicolisis se inhibiria al exponer a las células a
glucosa o anoxia, pero esto no sucede con la enzima tumoral lo que indica que la enzima es
mas resistente al pH, o que no controla el flujo o ambas posibilidades.
Recientcmente en nuestro grupo de trabajo determinamos que la respiraciéon
mitocondrial es sensible a las variaciones en el pH que ocurren en la célula tumoral

(Rodriguez-Enriquez et al., 2001), esto sugiere que ademas de que las enzimas de la

. glicolisi

sensibles que las enzimas de la fosforilacién oxidativa.
En células tumorales de rapido crecimiento, y especialmente en las que forman
noédulos, se piensa que los mecanismos reguladores del pH interno (como las bombas o

antiportadores de H") tienen mayor capacidad que el de las células normales (Madshus,

on menos sensibles al pH bajo que las enzimas.normales, también son. menos .
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,1988 Sltubs et.al.

I,celulns, en; donde el pH intracelular es mas basico que el extracelular a pesar de las altas

9 4, 1995) debido al gradiente inverso de pH que se¢ encuentra en estas

. cantldades de lactato que se producen tanto por la glicélisis como por la glutaminélisis.

Figura 17. Transporte de iones a través de la membrana plasmaitica.
CITRATO

A diferencia de lo que ocurre para los otros ligandos de la PFK [ el citrato no mostré
variaciones de acuerdo con la condicién experimeﬁtal. Sélo tendio a disminuir a través del
tiempo sin llegar a ser significativamente diferente del tiempo inicial. Este fendmeno ya ha

. sido reportado para otros intermediarios del ciclo de Krebs (Reitzer ef al., 1979).

En células normales, que si presentan efecto Pasteur, la concentracién de citrato
disminuye en anoxia y aumenta en aerobiosis (Barker er al., 1966; Ramanaiah, 1972;
Tewjani, 1974; Reibstein et al., 1986), debido a esto la actividad de la PFK | cambia de
acuerdo a la tensidén de oxigeno.

Es posible que la mayoria del citrato encontrado sea el citosélico, ya que este tipo
de células expulsan el citrato mitocondrial al citosol y se debe a que el transportador de
citrato tiene una mayor afinidad por el citrato intramitocondrial que en células normales, Ks
=75 vs 250 pM (Baggeto, 1992). En AS-30D el piruvato que entra a la mitocondria
aparece preferente como citrato y solo 1/6 es oxidado por el ciclo de Krebs (Briscoe, 1994),

y es expulsado para la sintesis de lipidos. Estas observaciones concuerdan con la propuesta




76

del ciclo de Krebs truncado de las células tumorales (Pedersen, 1978; Baggeto, 1992;
Kelleher et al., 1991; Briscoe, 1994)

Se encontré una concentracién muy alta de citrato que podria inhibir la actividad de
la PFK I en un alto porcentaje, aun en presencia de activadores en concentracion
fisioldgica. Esta concentracion tan alta es necesaria ya que estas células presentan una
sintesis incrementada de dcidos grasos y colesterol (Baggeto, 1991, 1992; Kelleher ¢f al.,
1991; Briscoe, 1994) y es posible que la interrupcién del ciclo de Krebs o truncamiento sea

una adaptacion a tales requerimentos.

En las células que presentan cfecto Pasteur la anaerobiosis incrementa la
concentracion de los activadores como el ADP, fosfato inorgiinico y AMP, y la de los
inhibidores como el ATP y citrato disminuye. Esto activa a la PFK [ observindose
como una disminucién en la concentracién de la fructosa 6-fosfato y aumento de Ia
fructosa 1,6-bifosfato, sustrato y producto respectivamente. En las células tumorales
s6lo el ATP sigue csta dinamica. En consecuencia, los intermediarios glicoliticos
tampoco varian. Sin embargo, ¢s posible que esta cnzima no cjerza un alto control en

¢l flujo glicolitico y/ o que no responda a la variacién en los ligandos.

La sola comparacion de la concentracion de los ligandos de la PFK [ no brinda una
explicacion clara del por qué se pierde el efecto Pasteur en células tumorales. Por el
contrario ¢l analisis es mds complejo, pues algunos efectores deberian activar al maximo a
esta enzima y algunos otros la deberian inhibir totalmente. Ademas, no se puede apreciar un
solo ligando que pudiera estar en tan alta concentracién como para nulificar el efecto de

otros. Por este motivo se realizé un estudio cinético de la enzima tumoral.
LAS PROPIEDADES CINETICAS DE LA PFK I TUMORAL

©Se 'encontraron algunas diferencias en la cindtica de la PFK I tumoral. Estas
diferencias no estdn relacionadas con el sitio catalitico, que parece ser idéntico al de la
enzima normal, ya que tiene la misma afinidad hacia sus sustratos y no se han reportado

diferencias en su secuencia (Sanchez et al., 2000).
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" Vm Y Ks POR SUS SUSTRATOS

La actividad especifica de esta enzima es 18-19 veces mayor que la encontrada en
hepatocitos (Nakashima er al, 1985) y con respecto al flujo de la via es 25 veces mayor. Ef
analisis de la Vm permite determinar, segun la bioquimica clasica, los pasos limitantes en
una via metabélica (Newsholme et al., 1973) y son las enzimas de la via que presentan una
menor capacidad catalitica o actividad especifica, lo cual se atribuye con frecuencia a
enzimas cooperativas. Sin embargo, para una enzima alostérica este parametro no parece
ser tan trascendente ya que la actividad puede estar inhibida en un 95%, indicando que esta
podria ser una enzima “paso limitante™.

La concentraciéon de enzima es un factor importante en la cinética de enzimas
alostéricas (Sols et al., 1981; Aragdn et al., 1983; Mansour et al., 1972). ya que determina
el estado de oligomerizacidn entre las subunidades, disminuyendo el valor intrinseco de Lo
(enzima activa/ inactiva). El efecto de la oligomerizacion al disminuir el valor de Lg es el
de volver a la enzima mads insensible a los inhibidores alostéricos, sin afectar la afinidad de
esta. La actividad incrementada de la PFK 1 en los tumores de ripido crecimiento es
resultado de una mayor cantidad de PFK 1 (Dunaway ¢f a/., 1983) y no a una diferencia en
la kcq¢ de la enzima tumoral, ya que no se han detectado diferencias en et sitio catalitico
(Sanchez-Martinez et al., 2000). La concentracion incrementada de enzima también podria

ser un factor importante en la pérdida del efecto Pasteur.
¢ PROPIEDADES REGULATORIAS DE LA PFK 1 TUMORAL

Las propiedades regulatorias de la PFK-I tumoral son diferentes a {as de otras PFK-

1. Se encontré una afinidad 3-4 veces mayor hacia al ADP y AMP, que concuerda con otras

" observaciones (Wu et al., 1966; Meldolesi er al., 1976; Staal er al., 1985; Oskam ct al.,

1985; Kole et al., 1991). El ADP y AMP comparten un sitio de activacién alostérica
(Dunaway, 1985b), lo que indica que este sitio puede estar alterado en la enzima tumoral.

En este trabajo, asi como en otros (Vora et al., 1985; Staal et al., 1985; Oskam et

al., 1985; Kole er al., 1991) se determiné que la afinidad del sitio inhibitorio del ATP es 3
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-Vece; n"\énor. Lo cual concuerda con que a pesar de que el ATP si presenté una variacion
'bor la‘anoxia no haya ocurrido ¢l efecto Pasteur.

En el caso de otros efectores no se encontraron alteraciones, como para el sitio
inhibitorio del citrato, aunque en otros reportes se¢ ha mencionado que la enzima es menos
sensible a e¢ste inhibidor (Vora er al., 1985; Staal er al., 1985; Oskam et al., 1985; Kole ez
al., 1991). La manera en ¢l que el sitio inhibitorio del citrato se encuentra atectado es dificil
de predecir ya que otro efector como el fosfoenolpiruvato, que tambi¢n comparte este sitio,
presenta una mayor afinidad en la enzima tumoral (Bosca er al., 1982; Sanchez-Martinez et
al., 1997, 2000).

La afinidad de esta enzima hacia su activador mas potente, la fructosa 2,6-bifosfato
se encontro en ¢l intervalo normal, aunque también se ha propuesto que esta enzima ¢s mas
sensible que la normal (Bosci et al., 1982; Oskam et al., 1985; Kole er al., 1991; Sanchez-
Martinez et al., 1997, 2000 ). Coincidiendo con el caso del citrato también se ha encontrado
que otro efector que comparte ¢l sitio cambia su afinidad. En este caso la fructosa 1,6-
bifosfato es la que aparentemente s capaz de unirse a la enzima pero no ejerce activacion
alostérica, lo cual llevd a pensar a los autores que en realidad cada bifosfato se une a un
sitio diferente, aunque fuera de esta observacion los datos indican que comparten un sélo
sitio (Mansour, 1972). Ademas se ha determinado que la fructosa 1,6-bifosfato si es capaz
de activar a bajo pH o en altas concentraciones de ATP (Sanchez-Martinez er al., 2000).

También se encontré una afinidad disminuida hacia ¢l fosfato. cuyo sitio de unidén
aun no sc conoce. La pérdida de la susceptibilidad hacia el fosfato podria ser una respuesta
adaptativa de la glicdlisis, ya que en este tipo de células existen variaciones en la
concentracion de fosfato provocadas por esta via (Koobs, 1972; Rodriguez-Enriquez et al.,
2001).

EFECTO DEL pH SOBRE LA ACTIVIDAD DE LA PFK I

Se determind también el pKesi de la PFK I con la intencién de determinar por qué
esta enzima aparentemente no cambia su actividad en el pH al cual la actividad de una
enzima normal se encontraria 80% inhibida. E! objetivo de esta seccidn se centrd en la Vm

de la enzima, aunque el pH podia tener efectos sobre todos los parimetros cinéticos de una



79

"...enzima alostérica. El pK. obtenido para la enzima tumoral fue 0.3 unidades de pH mas

bajo que el de enzimas normales, indicando un ambiente mas polar en la énzima tumoral.

-Este pKa corresponde a la histidina catalitica ya mencionada en la Introduccién. Ya que

esta enzima tiene un pKe menor que el de las enzimas normales esto hace que funcione
mejor a pH bajo que sus contrapartes.

Como ya sc tratd en la introduccion no se conocen con certeza la bases estructurales
de las alteraciones en la regulacion de esta enzima y en esta parte sélo se numeran las
posibilidades .

1) Mutaciones puntuales en los sitios de unién de los efectores alostéricos (Sanchez-

Martinez et al., 2000)

2) Modificacién postraduccional por adicion o delecion de segmentos grandes

(Sdnchez-Martinez er al., 1997). Esto podria modificar el cambio conformacional en

la transicidn alostérica o sesgar el equilibrio hacia una forma.

3) Modificacidon covalente, principalmente fosforilacion (Staal er al., 1987).

4) Aparicion de isoformas con caracteristicas regulatorias particulares.

5) Cambio en la cantidad de enzima, lo cual permite la oligomerizacion, tornandola

menos sensible a los inhibidores.

En su conjunto, la concentracién intracelular de los ligandos de la PFK I y la
afinidad de la enzima por estos indican que la enzima se encontraria totalmente activa en el
citosol de la célula tumoral. Se encontraron cocientes de saturacidn cercanos o superiores a
10 para la mayoria de los sustratos o efectores positivos, mientras que para los inhibidores

este cociente fue menora 5.

Se determiné la afinidad de 1a PFK I tumoral por sus efectores. No se encontré un
patrén general de modificacion de dicha afinidad, ya que algunos mostraron un
incremento cn esta, para otros no se afecté y para algunos disminuyé. En casos
particulares es claro que 1a modificacién en la afinidad obedece a los requerimentos
celulares. El andlisis grueso de los coeficientes de saturaciéon de la enzima tumoral

indican que se encuentra totalmente activa in situ.

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTEC =
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LA ACTIVIDAD in siti DE LA PFK I TUMORAL

Con los datos obtenidos (tabla 1 y 2) se simulé la actividad in situ de la PFK 1
‘tumoral y de la enzima normal (figura 18).

Como ya se habia predicho (con base en la concentracién intracelular de los
intermediarios glicoliticos relacionas con la PFK [) la actividad in situ de esta enzima en
glicolisis aerobia y anaerobia no cambia si se considera que el pH no varia en estas
condiciones (figura 18 curvas A y B). Aunque si se considera que si lo hace se obtiene una
velocidad 30% menor (curva D).

L.a velocidad alcanzada por la PFK I con la concentracidon encontrada en el citosol
de ambos sustratos (fructosa 6-fosfato=0.25 mM y ATP= ImM ) es aproximadamente 25 (o
15 si se considera la disminucién en el pH) veces mas alta que ¢l flujo glicolitico
registrado. En una enzima alostérica es dificil aplicar el precepto de que las enzimas
regulatorias muestran velocidades maximas semejantes al flujo, o que entre las enzimas de
la via que tienen la menor velocidad. La Vm de este tipo de enzimas puede ser muy alta,
pero in situ, dada la concentracion de sus ligandos (como los inhibidores), podria tener la
menor actividad entre el resto de las enzimas de la via siendo el sitio mas importante de
control. En este caso se encontré que la PFK | se encuentra totalmente activa y se observa
con claridad que la velocidad in sitie de esta es mucho mayor que el flujo glicolitico y es
probable que esta enzima no contribuya cn alto porcentaje al control en la via,

En la curva C sc presenta la actividad de la PFK 1 en la condicién sin sustrato en
aerobiosis. Aun en esta condicion la enzima se encontraria totalmente activa, es decir el
equilibrio de las formas estaria desplazado a la forma R. La actividad de esta enzima seria
muy baja en esta condicidn por la concentracion tan baja del sustrato.

Con motivos de comparacién la actividad de la enzima hepatica también’ fue
evaluada mediante este método. Si se expone al mismo ambiente que la enzima tumoral
(curva E) es aparente que muestra una gran diferencia en su cinética, desplazindose a la
derecha. Esto corrobora que la PFK I tumoral es una forma diferente al de otras. Esta curva
puede ser interpretada de otra manera, la cual es considerarse que la subunidad hepatica

simplemente se encuentra sobreexpresada.
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Figura 18. Simulacién de la actividad in situ de la PFK [ en células tumorales y normales. En la
figura superior de la derecha se presenta una comparacién entre ¢l resultado experimental (linea
puntcada) obtenido al variar la concentracién de fructosa 6-fosfato en presencia de ATP (0.25 mM),
AMP (1 mM) y citrato (1 mM) y la simulacidn de la actividad de la PFK 1 (linea continua). Se
observa que la prediccion se ajusta con bastante cercania a los datos experimentales. En las
siguientes dos graficas se presentan la simulacion de la enzima bajo diversas condiciones al variar
el sustrato por ¢l que muestra cooperatividad (fructosa 6-fosfato), los parimetros usados en la
ecuaciodn (descrita en métodos) se enlistan ¢l las tablas 1 y 2. A Curva de la actividad de la enzima
tumoral con la concentracién de ligandos encontrados en glicolisis acrobia. B Enzima tumoral en
presencia de la concentracion de ligando encontrados en glicdlisis anaerobia, suponiendo que el pH
no cambia (pH 7.25). C Enzima tumoral en presencia de los ligandos encontrados en la condicién
sin sustrato en presencia de oxigeno. D Enzima tumoral en la condicidn de glicdlisis anaerdbia,
donde el pH baja, suponiendo que el efecto del pH es inicamente sobre la Vm de la enzima. E
Enzima hepatica sobreexpresada en el tumor (Vm tumor, Kd hepatocito) en glicdlisis aerobia. F
Enzima hepatica expresada (Vm y Ks hepatocito) en el tumor en glicdlisis aerobia. G Enzima
hepitica en condiciones de glicolisis aerobia.
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En la curva F se muecstra la actividad de la enzima hepatica sin encontrarse
sobréxpresadﬁ (Vm hepatocito), siendo basicamente la curva anterior en una escala menor.
Al lsirﬁu]arse la actividad de la enzima hepatica en el interior de un hepatocito (curva G) la
";‘:uri/é; se desplnza aun mas a la derecha, siendo resultado de un menor contenido de ADP,

. ';;\MP, ‘fructosa 2,6-bifosfato y un contenido mayor de ATP.
" LA REGULACION DE LA PFK I TUMORAL in situ

Al profundizar en el andlisis de la simulacién de la actividad de la PFK | en condiciones
fisiol6gicas se pudieron determinar tanto el tipo de mecanismos no covalentes que operan
en la enzima tumoral para regular su actividad como la magnitud de estos. Este problema
fue abordado desde el punto de vista de la clasticidad de esta enzima hacia varios de sus
ligandos.

La elasticidad- de una enzima se refiere a la respuesta de esta al cambiar la
concentraciéon de uno de sus ligandos en condiciones donde se alcanza un cstado
estacionario, de tal forma que puede tener valores que varian desde 0-1, para los sustratos o
activadores, en el caso de enzimas Michaclianas y en ¢l caso de enzimas alostéricas varia
desde 0 hasta n (nimero de protomeros interactuantes). En el caso de los inhibidores o
productos la elasticidad varia entre O hasta -n.

Se simulé la actividad de la enzima con la concentracion de ligandos encontrados en
la condicion de glicSlisis aerobia al variar uno a uno cada ligando entre 0y 200 100 Kd y
con estos datos se construyé la tabla 3. Se muestra que para la mayoria de los ligandos de la
enzima la elasticidad es cercana a 0. lo cual quiere decir que a pesar de que la
concentracion aumente mucho la actividad de la enzima no cambia. Esta tabla indica que la
regulacion alostérica por los efectores que regulan a e¢sta enzima en células no tumorales
(ADP, AMP, fosfato, hexosas bifosfato, citrato, etc) no es ¢l mecanismo mas importante de

regulacion de la enzima tumoral in situ.
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"~ Fipo de ligando Ligando Elasticidad tedrica
T LT ATP ~0
fructosa 6-fosfato 0.55
; i . ATP ~0
‘Inhibidor alostérico citrato ~0
pH 0.53
AMP ~0
Activador alostérico ADP ~0
fructosa 2,6-bifosfato ~0
fosfato inorganico ~0

Tabla 3. Elasticidad tedrica de la PFK | tumoral in situ por sus ligandos.

Se determind que los ligandos para los cuales la enzima presenta la mayor
.'elasticidad son el pH y la fructosa 6-fosfato. Esto indica que mecanismos de regulacién
modulan a la PFK L.

Es dificil explicar la causa por la que ¢l pH modula la actividad de la PFK I. Sin
embargo, la inhibicién de esta enzima podria disminuir ¢l flujo glicolitico ¥ a su vez
disminuir la concentracién de H® , para evitar que la concentracién llegue a ser toxica
(Ramanaiah, 1972). Aunque esto sdlo tendria logica si esta enzima tuviera un alto
coeficiente de control de flujo, lo cual parece no ocurrir.

La elasticidad tan grande que mostré esta enzima hacia su sustrato sugiere que el
mecanismo de regulacién mas importante de esta es la disponibilidad de sustrato. Si se
toma en cuenta la actividad que mostré en cualquier condicién y la elasticidad de esta hacia
el sustrato se concluye que esta enzima no participa de manera importante en el control de
la glicolisis en células tumorales y que por lo tanto éste puede ser el mecanismo de pérdida

del efecto Pasteur.

Se simulé la actividad de la PFK [ tumoral in situ. Se determiné que en las
condiciones cvaluadas esta enzima se encuentra totalmente activa y no cambia su
actividad en la transicion acrébica de la glicélisis, hecho por el que el efecto Pasteur se
pierde. Los mecanismos de regulacién que operan en la enzima tumoral son diferentes
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de los de Ias enzimas normales, siendo bidsicamente la disponibilidad de sustrato y el
cambio ¢n el pH. La actividad tan alta que presenta y Ia magnitud de la elasticidad de
esta enzima hacia su sustrato apuntan a que esta enzima no es un punto importante de

control cn las condiciones evaluadas.




85

'CONCLUSIONES

: El mecanismo de la pérdida del efecto Pasteur en células tumorales de ripido
““‘crecimiento involucra la pérdida de la regulacién normal de la PFK I, lo que impide que
esta enzima cambie su actividad en la transicién aerdbica de la glicolisis.

Hay 2 tipos de factores que impiden que esto ocurra, los factores extrinsecos a la
enzima y los intrinsecos a ésta. Entre los factores extrinsecos se ubica el metabolismo
general de la célula tumoral, ya que la concentracién de la mayoria de los efectores de esta
enzima no cambid por exposicién a la anoxia, a excepcion del ATP. Ademas, se encontrd
una concentracion de los efectores que en conjunto favorecen la actividad de la PFK |
(figura 18 curva F y G, donde se compara el citoso! tumoral y el del hepatocito). Sin
embargo, el cambio en la concentracion de ATP podria provocar un ligero efecto Pasteur si
el tumor tuviese una enzima "normal”. Entre los factores intrinsecos que impiden que la
PFK I cambie su actividad al activarse o inhibirse la fosforilacion oxidativa se encuentra la
modificacién en la afinidad de esta enzima hacia algunos de sus efectores normales, como
el aumento en la afinidad por el ADP y AMP y la disminucion hacia el ATP. El resultado
final de la interrelacion de estos dos factores es que la enzima no responda a la regulacion
alostérica negativa (como la que deberia ocurrir en el efecto Pasteur) de sus inhibidores,
encontrindose totalmente activa in situ, y presentando una actividad varias veces mayor
que el flujo, lo cual sugiere que no es un buen candidato para ser uno de los sitios
importantes de control de la glicolisis.

En esta situacién, el principal mecanismo de regulacién de la enzima es por
disponibilidad de sustrato (y por el pH). Esto implica que presenta una clasticidad alta hacia
la fructosa 6-fosfato e indica que puede reajustarse a varios estados cstacionarios si se
cambiase la cantidad de enzima presente, es decir, tiene un coeficiente de control de flujo
bajo.

En conclusidén, esta enzima no es un buen candidato para ser una de las enzimas
regulatorias de la glicdlisis en tumores de rdpido crecimiento y es por eso que los procesos
normales que; broducen ATP como la glicélisis y la fosforilacion oxidativa no tienen una

relacién normal a través del efecto Pasteur.
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PERSPECTIVAS

ESTUDIO DE LAS ALTERACIONES ESTRUCTURALES QUE MODIFICAN LA
CINETICA DE LAS ENZIMAS GLICOLITICAS

En eéte y otros trabajos se ha puesto en evidencia las alteraciones cinéticas de la
PFK Iben tumores, sin embargo solo en este caso se conoce la magnitud de las alteraciones.
Por tal motivo es importante extender estos estudios hacia otras lineas tanto tumorales

-cqh{o‘hormales, para poder establecer un patron de pérdida del efecto Pasteur y alteraciones
en la cinética de la PFK L.

Otras enzimas de la glicdlisis también presentan alteraciones en su cinética. La HK,
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y PK pertenccen a este grupo. Sin embargo,
tampoco sc conoce la magnitud del cambio inducido por ¢l estado neoplasico debido a que
no se han realizado los estudios cinéticos rigurosos pertinentes .

Las bases que conllevan a la alteracién en las propiedades regulatorias de la PFK 1,
HK, PK y gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa no son claras. No obstante, se ha
especulado que la fosforilacién, la proteélisis parcial, la asociacién con organclos, entre
otras, promueven que estas enzimas adquicran nuevas caracteristicas. Se considera que la
exploracion del efecto de estas modificaciones sobre la cinética de estas enzimas arrojara
datos valiosos. En particular, el efecto de la fosforilaciéon (en sus diversas variantes) sobre
la cinética de la PFK 1, y el efecto de la unién a la membrana externa mitocondrial de la HK
sobre las constantes de disociacién por sus diferentes ligandos.

En el caso de algunos cfectores se encontraron diferencias importantes en la
respuesta de la enzima tumoral. Hasta el momento sélo se ha descrito que el sitio
regulatorio del ATP podria estar modificado. Mediante los estudios de la estructura
primaria y secundaria de los sitios alostéricos de estos efectores, por mutagénesis dirigida y
por modificaciéon quimica se podria determinar la contribucién cada aminodcido a la unién

de los diversos efectores.



.-ESTUDIO CINETICO DE LA PFK 1

En este trabajo se traté de enfatizar que no sc¢ han caracterizado cuantitativamente
las propiedades regulatorias de la PFK I de diversos organismos y tejidos, ya que no se ha
aplicado el modelo de la Transicién Alostérica Concertada de Monod, o no sc ha sabido
aplicar. En este sentido, s6lo se ha especulado que las distintas isoformas podrian presentar
propicdades regulatorias diferentes entre si. Como una perspectiva importante se plantea la
de conocer con exactitud las propicdades regulatorias de los homotetrameros de cada
subunidad (My , Ly y C4) y tal vez las de algunos hibridos como los encontrados en el
corazén o cerebro, con el propodsito de entender la reelevancia fisiologica de las presuntas
diferencias y su relacién con la especializacién de cada tejido.

Tampoco se ha podido evaluar con detalle la manera en la que ¢l pH ticne efectos
sobre la actividad de esta enzima, dada la complejidad en el desarrollo de un modelo, ya
que el pH puede tener efectos sobre casi todos los parimetros en la ccuacién de Monod
(Vm, Kﬁ, L, Ka, Ki, ¢, n y en el propio estado de protonacion de los sustratos, que también
influye en su unién). Sin embargo, es posible disecar cada uno de los componentes (al
mantener los otros constantes usando otros ligandos) y examinar en el efecto de la

protonacidn sobre cada uno.

ESTUDIO DE LA DISTRIBUCION DEL CONTROL DE FLUJO DE LA GLICOLISIS
EN CELULAS NORMALES Y TUMORALES

Se ha supuesto por varios afios que la PFK 1 controla totalmente la transicidon
aerdbica de la glicélisis, lo cual se ha ido deduciendo por medidas indirectas. Sin embargo.
algunos estudios han demostrado que en tejidos donde hay efecto Pasteur esta enzima no es
la que controla en mayor porcentaje el flujo glicolitico, lo cual abre la posibilidad de que
esta enzima no sea el unico blanco del efecto Pasteur. Se propone entonces el estudiar con
base en la teoria moderna del control metabolico la transicién aerébica de la glicdlisis para
identificar los sitios de control y la manera en quec el control se distribuye en dicha

transicion.
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Por otro lado, en este trabajo se ha venido proponiendo que la PFK I no controla de
"“manera significativa el flujo glicolitico en células tumorales. Ademas, la HK y la PK
itamp’ocb parecen buenos candidatos, dadas sus propiedades regulatorias y cantidad de
enzima preseme. Si los puntos normales o comunes de control de la glicélisis no lo son los
mismos que en células normales, entonces ;quién controla?. Para contestar esta pregunta se
planea conocer en diversas condiciones metabolicas (importantes por su contribucion al
desarrollo de la enfermedad -como la anoxia-) en cudles enzimas recac el control de la
glicdlisis.

La relacién reciproca de las vias que conforman ¢l metabolismo energético se
reacomoda en las células tumorales. El efecto Pasteur se pierde, esto indica que la
fosforilacion oxidativa ya no ejerce un control negativo significativo sobre la glicolisis y al
contrario, la glicdlisis es la que cjerce el mayor control negativo sobre la fosforilacién
oxidativa, es decir, hay efecto Crabtree. El mecanismo que lleva a que se establezcan estas

nuevas relaciones no se conoce y se pretende estudiarlo con detalle.
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APENDICE.
DEDUCCION DE LA ECUACI(.')N DE VELOCIDAD PARA LA PFK I

El modelo de la Transicién Alostérica Concertada propone que la enzima se origina
cdmo consecuencia de la presencia simultinea de dos formas intercambiables, que existen
en un equilibrio termodinamico. La formas son: la forma T (Tensa) que es incapaz de unir
al menos a uno de varios sustratos y la forma R (Relajada) que es cataliticamente activa. La
relacion que existe entre la constante de disociacion de ambas formas se representa con el
coeficiente de unidn no exclusiva c.

c=Kr/Kr

8Si ¢=0, la unica forma capaz de unir a S es R, si es ®© la forma que
preferencialmenteunea Ses T.

La cinética cooperativa, segin este modelo, ¢s el resultado de la interconversién de
las formas. Los diversos ligandos de estas enzimas se unen de manera preferencial a alguna
de las dos formas (sin que existan intermediarios entre las dos). El resultado de la unién es
el desplazamiento del equilibrio hacia alguna de las dos formas, los activadores y sustratos
se unen a la forma R y los inhibidores a la T. La fase de retardo (lag) en la cinética de la
PFK-I con respecto a la fructosa 6-fosfato en bajas concentraciones ocurre porque una
buena parte de la poblacidén de la enzima esta en forma inactiva; la activacién ocurre al
aumentar la poblacién de enzima activa inducido por el secuestro de la presente por el
sustrato.

La constante de equilibrio (o constante de transicién alostérica) entre las formas se
designa Lo y representa el valor intrinseco (en ausencia de ligandos) del cociente de las
formas.

Lo=To/Rg

Con fines de ilustracién en la figura Al se muestra el esquema de la Transicién
Alostérica Concertada para una enzima tetramérica birreactante con un mecanismo cinético
de reaccién ordenado, en el mecanismo al azar se obtienen una mucho mayor cantidad de
formas (véase ecuacién 1,2 y 5). La constante de disociacién de cada forma hacia los

sustratos A y B se representa mediante la letra K y como subindice la forma que une al
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~..sustrato (T o R) y el sustrato unido (A o B). Por simplicidad, en esta seccidon sélo se
N ejempliﬁcaré la deduccién de la ecuacién de velocidad considerando un solo sustrato (S) y
una sola constante de disociacién (Kr y Kr), y posteriormente se anexard al otro sustrato y

- -algunos efectores.

€ Y T
Tame 8 c‘aa Ram

K K, AB
K’;AB AB KR_RAB r
- OO (©]
AR O O Ram
K. K AB
K:; AB KR_RAB r

T apy g 8 %% R,ns -

Figura Al. Esquema cinético de reaccién para una enzima birreactante, que con fines de
" ilustracién es ordenada.

En la tabla A1 se muestra la representacion algebraica de las formas R en las
diversas cspecies que surgen de unir a sélo uno de los dos sustratos. En la columna final se
encuentra la representacién de las formas en el caso de un tetramero (n=4) simplificando al

término (S/Kg) por a.
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Forma “En tt.é;tjnivr’\os de Ro Cuando n=4

R, |Ro T Ro Ro

Ri  |n(S/Kn) Ro' ‘ 4(S/K)Ro 4 Ro

Re (1) (S/ 21&;“)‘ R; 1) (5% 2K«?) Ro 6(S¥KehRo 6c® Ro
Rs  |(n2)(S/3Ko R 1) (1-2) (5 6Ke) Ro 4(SYKehRo 4o’ Ro
Ry ‘ n (n-i)‘('x{-z) (n-3) (SY24Kr*)Re (S Kr*)Re o' Ry

(n-1) (S/ 4KR) Rs

Tabla Al. Representacion y enumerado (columna 1) de las diversas especies de R, en términos de
la: forma inmediata anterior (columna 2), de Ry (columna 3), cuando sc¢ trata de un tetramero
(columna 4) y simplificando por o (@.=S/Kg) (columna §). S, cualquicra de los dos sustratos de la
enzima; Kg, constante de disociacion asociada a este ligando.

(n-3) (87 24K
LRo

Forma En términos de To En términos de Rop Cuando n=4
To To To LoRo LoRo LoRo
Th. n (S/Kt) To . n(S/K7) To Cn (S/Kr) LRy 4c (S/Kr) LoRo 4 cax LoRo
T, S/ . on (ne1)(S¥ 2K?)  c*n (n-1) 6 (SYKr?) 6 cia?
) Tos 70 (S* 2Kr*) LRo LoRo LoRo
Ty ey n'(n=1) (n-2) Sn(r-1)(n-2) 4 (SYKe)  4c%a?
R , 1 (8% 6K To (S¥ 6Kr*) LRy LoRo LoRo
Ty (-1)(S/ - n(n-1)(n-2) (n-3) c*n (n-1) (n-2) M(SY Ket) o LoRe
4K1) T3 (S8 24K1*) To LoRo

Tabla A2. Representacion y enumerado (columna 1) de las diversas especies de T, en términos de
la forma inmediata anterior (columna 2), de Ty (columna 3), de Ry (columna 4) cuando se trata de
un tetramero (columna S) y simplificando por & (a.=S/Kg) (columna 6). S, cualquiera de los dos
sustratos de la enzima; Ky, constante de disociacién asociada a este ligando.
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En la tabla A2 se presentan los equivalentes algebraicos de las formas T. En la
columna 4 la equivalencia en términos de Ry, lo cual resulta del siguicnte despeje de To y
de K.

Lo=To/Ro = To=LoRo
c=KR/K1- = Kr=Kgug/c

La velocidad de la reaccion enzimatica, segin el esquema planteado en la figura Al,
depende de una constante catalitica (kp) y de la concentracién del complejo ternario
enzima-AB (EAB). Este complejo ternario a su vez es ¢l resultado de la unién de ambos
sustratos y en principio puede ser formado por ambas formas de la enzima en mayor o
menor proporcién. EAB es entonces ¢l resultado del producto de las formas capaces de unir

a cada sustrato (ecuacién 1).

v=kipEAB =ip [,;‘E,R‘n] [éxRBn]*" i [;ﬁ_ F‘n][é_ ,T"n] ........................ )

Donde R, R%,, T*, y TS, representan la suma de las formas R o T uniendo a
uno o mas de los dos sustratos A o B (n=1-4).
Al dividir ambos términos de la ecuacién 1 por la enzima total (la suma incluye las

especies que no unen sustrato, n=0-4) sc obtiene la ecuacién 2.

4 4 4 4
| =r |[=re, |+ [= 18, || = 18,
v n=1 nel ne1l n=1
[ S U S ST SN @
Et 4 . 4 re ) + . <
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En la ccuacién 3 y 4 se muestran dos ejemplos de cémo factorizar las dos
ecuaciones en términos de 4kpaRo, ¥y Re, respectivamente. Este mismo procedimiento
puede seguirse en el caso de las otras sumatorias, tomando en cuenta el valor de Lo y de las

constantes de enlazamiento no exclusivo para cada sustrato (¢ y d).
4
kp [n‘f_lR“,‘] = 4ip a Ry+ 124p a?Ry+ 12kp a® Ry + dkp a* Ry
=4 kp a Ry (1 + 3 + 3a?+a?)

4
[z RA | = Ro+da Ry+ 60 Ry + 4o’ Ry+ 'R,

n=0

=Rq (1 +4da + 62 +4da’+ af)

Sustituyendo los términos derivados de las ecuaciones 3 y 4 en la ecuacién 2 se
obtiene la ecuacién 5.

&)

4kp a R(1 +3a+3al+03) 4kp B R, (1 +36 + 382+ 8% +
v 4kp cot LRy (1 + 3+ 32+ ad) dkp dB LRy (1 + 38 + 362+ 83)

‘Rg (1 +4a + 602 +dad+a)R(1 +48 + 682+ 483 +84 +
LgRg(1 + dca + 6620 + 4ca3 + ca?) Lo Ry(1 + 4d8 + 64282 + 44383 + 4489

En esta ecuacién Ry esta se encuentra en ¢l denominador y numerador, y puede ser
eliminado. En la ecuacidn 6 se define la Vmax para este caso, y en las ecuaciones 7 y 8 se

muestran dos ejemplos para factorizar los términos encerrados entre parintesis de -la
ecuacion 5.

4ipEt=Vm

©)
1+ 30+ 3al+ad=a(1+ a)’ (@)

1+4a +6a2+4a3+al=(1+a)! ®)
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: La forma de la ecuacion después de realizar las factorizaciones y de sustituir

términos se observa en la ecuacion 9.

o (1 )18 (14 8) + Lo cat (1+ ca)}dB (1+ d8)?

(€))

'fhlperbéllca de Mlchaehs-Menten se llega a la eccuacidon general para una enzima

A _blrrcactante al azar segun el modelo de la Transicién alostérica Concertada (ecuacién 10).

UmaB (1v+'a)3(1+5)3+1_0 ca d8 (1+ ca)3 (1+ a8)?
x (1 + )4 (1+8)* + Lo (1 +ca)* (1 + d6)*

Como ya se ha mencionado los efectores alostéricos se unen selectivamente a las
formas R o T de la enzima. Si se deduce la ecuacidn cuando se unen simultdneamente un
activador y un inhibidor se llega a la ecuacién 11. Nétese que los términos que describen a
los inhibidores se asocian a Lo puesto que aparccen como otra especie de T, y los
activadores aparecen en el otro témino del numerador o denominador que representa la
suma de la formas R.

Activador Inhibidor
—t —t—

(1 +a)?(1+ 8+ * +Lg (1 +ca)?(1 + d8)* (1+9)*
—— [
Activador Inhibidor
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_. Al dividir en ambos, numerador y denominador, por la expresion derivada de la
“unién del activador se llega a la ecuacién 12, la cual es la ecuacion general para una enzima

- birreactante capaz de unir a un activador y un inhibidor simultancamente.

(1+y)*
1+ e)*
+

Q
1 10 4 1 10 4
A+ a)?(1+8) "+ Lo (1 +ca) (1 +dB) i o

Vin o 8 (1+ )3 (1+ 8)3 + Lo cx d8 (1+ c)? (1+ d8)3

Si se analiza el término asociado a Ly de la ccuacién 12 se puede entender el efecto
de los activadores e inhibidores en la cinética de la enzima. Los inhibidores, al desplazar el
equilibrio de las formas hacia T, incrementan el valor aparente de L y por lo tanto aparecen
multiplicando a este factor; los activadores, al volver al valor aparente de L mas bajo,
aparecen dividiendo.

El efecto de la unién independiente (que no comparten el mismo sitio de union) de dos o
mas efectores se ejemplifica en la ecuacién 13. Si los dos efectores comparten un solo sitio

de union la expresidn con la que se les representa es la ecuacion 14,

A+ 1+ @
(1+e)* (+N* ‘

Q+r+8)* LA 18RS AR (14)

La expresiéniéigebraica derivada de la unién de una serie de efectores se resume en
la ecuacién 15.- ;
A+ a+ e

15
A+ e A+ N 1+ p + )4 R
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La ecuacxén general para una enzn.ma con n protémeros ampliada con las observaciones
7 antenores es : : -
S Qe
e Q+n 1+ "

ca 4B (1+ ca)™ 1+ 9B) ™ < i v 5 »

;4‘-.65) O o+ N1+ nt 6)""(“ a)r {1+ 8)

Por ultlmo. en el caso de la PFK 1, que ¢s una enzima tetramérica y que presenta
unién e\cluswa por uno de sus sustratos (fructosa 6-fosfato, término asociado ) se liega a

la ecua_cxén 17:

~vva;-'=: _ VmaBQt+oa+8yY . a7
‘ A+t A+t
I+ (1+ NN+ x + 8)*

Lo (1 +ca)? +(1+ )1+ 8)*
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