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1. Abreviaturas

ADP ... Adenosin difosfato

AMP . Adenosin monofosfato

ATP o, Adenosin trifosfato

ATPasa 6 Subunidad 6 de la ATP sintetasa

COA .o Coenzima A

COX Citocromo oxidasa

Cox I Subunidad Ill de la COX

EDTA .. Acido etilendiaminotetra-acético

EPR ., Resonancia paramagnética electronica
FSall ... Fibrosarcoma de raton

FO i, Fosforilacion oxidativa

GA Glutaminasa

HIF-1 Factor inducible por hipoxia 1

HK Hexocinasa

HNE ... 4-Hidroxi-2-nonenal

HPV ., Virus del papiloma humano

KPa ..., Kilo Pascales

LDH .o Lactato deshidrogenada

MMHg ..o Milimetros de mercurio

NAD" ... Nicotin adenin dinucleotido oxidado
NADH ... Nicotin adenin dinucleétido reducido
ND Complejo | de la cadena respiratoria
ND I o Subunidad | del ND

NMR .. Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
OxPhos .......ccevvvvininnnn. Oxidative phosphorilation

PBS ... Buffer salino de fosfatos

PDH ... Piruvato deshidrogenasa

PDK Piruvato deshidrogenasa cinasa

PFK Fosfofructo cinasa

PLI Imagenes de vida media de fosforecencia
PO2 i, Presién parcial de oxigeno

ROS ..., Especies reactivas de oxigeno

SIRNA ... Pequeno RNA de interferencia

VEGF ...l Factor de crecimiento del endotelio vascular
a-KG ..o a-cetoglutarato

a-KGDH ... a-cetoglutarato deshidrogenasa
e, Coeficiente de extincion molar

2DOG ... 2-desoxiglucosa



2. Resumen.

En los tumores sdlidos el suministro de O, no es homogéneo y existen regiones
donde la concentracion de oxigeno es tan baja como 1 uM. En estas
condiciones de oxigeno, la velocidad de la fosforilacion oxidativa (FO)
disminuye mientras que se incrementa la de la glucdlisis. Se ha propuesto que
este fendmeno se debe a que las bajas concentraciones de oxigeno limitan a la
FO. Sin embargo, la Kmoyigeno de la citocromo oxidasa (COX) es muy baja (0.1-
0.4 uM) y la enzima es funcional aun a las concentraciones de O, encontradas
en los tumores. En este trabajo se propone que la disminucion de la FO por
hipoxia se debe a la reduccién en la actividad de enzimas mitocondriales
importantes, asi como de la expresion de p53 y no a la baja disponibilidad de
Os.

Se emplearon dos lineas tumorales humanas MCF-7 (tumor de mama) y HelLa
(cérvico uterino) cultivadas en monocapa. La hipoxia (20 uM O, 24 h) abatié el
crecimiento celular de ambas lineas e increment6é 4 veces la velocidad de
glucolisis comparada con normoxia (100 uM O;). La FO de MCF-7 disminuyo 4
veces (14 vs 3 nAtgO/min/mg prot), mientras que en HeLa no hubo cambio (4-6
nAtgO/min/mg prot). Los complejos respiratorios | y IV de ambas lineas
tumorales se mantuvieron sin cambios por hipoxia. La cantidad de o-
cetoglutarato deshidrogenasa (a-KGDH) y de glutaminasa (GA) no se modificd
por hipoxia en ninguna de las dos lineas celulares; tampoco su actividad varié
en Hela, en cambio en MCF-7 ambas enzimas redujeron 3 veces su actividad
(a-KGDH: de 4.8 a 1.6 mU/mg prot. GA: 138 a 46 mU/mg prot.). En ambas

lineas celulares, la hipoxia sobreexpres6 a HIF-1a. Por otra parte, el factor



transcripcional p53 no se detecté en HeLa pero en MCF-7 aumentd su
expresion en condiciones de hipoxia.

Se concluye que la exposicidén a hipoxia prolongada disminuye la FO de MCF7
al reducir la actividad de la a-KGDH y GA y por tanto, reduce la disponibilidad
de sustratos oxidables para la cadena respiratoria; ademas, éste evento puede

estar relacionado con p53.



3. Abstract

Solid tumors maintain a three-dimensional structure in which oxygen’s
availability is not homogeneous. Thus, some micro-areas inside tumor maintain
really low oxygen concentrations (1 uM). Under these scarce-oxygen
conditions, the oxidative phosphorylation (OxPhos) rate decreases whereas
glycolytic flux augments. It has been proposed that a possible mechanism is the
low oxygen availability for the respiratory chain. However, the Kmgyygen Of
cytochrome c oxidase is lower than 1 uM. In the present study we propose that
the diminished tumor OxPhos is the result of prolonged low-oxygen exposition,
which induces changes in the activities of several mitochondrial enzymes. Also,
we propose that these enzymatic changes may be associated with the reduction
in p53 expression levels, a transcription factor that is reported to be involved in
cellular respiration.

Two human tumor lines cultures in monolayer were assayed, MCF-7 (breast)
and Hela (cervix). Prolonged hypoxia (20 uM O, 24 h) arrested the cellular
growth in both tumor lines compared with normoxic conditions (100 uM Oy).
Under this condition, glycolysis rate increased 4-times whereas OxPhos
proportionally diminished in MCF-7 cells (14 vs 3 nAtgO/min/mg protein). In
contrast, glycolysis also increased 4-times in HelLa cells but not changes in
OxPhos were detected (4-6 nAtgO/min/mg protein). Respiratory chain
complexes | and IV were not affected in this tumor cell lines. However, severe
reductions (3-fold) were observed in a-ketoglutarate dehydrogenase (a-KGDH,
from 4.8 to 1.6 mU/mg protein) and glutaminase (GA, from 138 to 46 mU/mg
protein) activities in MCF-7 cells although protein levels were not altered. For

Hela cells, no changes were observed in these mitochondrial enzymes. In both



tumor lines, hypoxia induced an over-expression of HIF-1a. compared with
normoxic conditions. Also, in MCF-7 the p53 levels were increased in hypoxia.
In HeLa no p53 signal was detected in both normoxia and hypoxia. It is
concluded that hypoxia diminished the OxPhos flux by reducing a-KGDH and
GA activities in MCF-7 cells. These severe enzymatic reductions may reduce
the availability of respiratory chain substrates promoting OxPhos inhibition.

Interestingly, GA activity reduction may be related to p53 over- expression in

MCF-7.



4. Introduccion.

Hipoxia.

El oxigeno es la molécula de la vida. Los animales que lo consumen se
adaptaron evolutivamente para vivir a presiones parciales (presion individual
del oxigeno en la mezcla de aire) de aproximadamente 150 -160 mmHg a nivel
del mar. No obstante, la concentracion de oxigeno varia de tejido a tejido y
entre los diferentes estadios de desarrollo de un individuo. Por ejemplo, la
presion parcial de oxigeno (pO;) promedio en la mucosa gastrica es de 47
mmHg, mientras que en el higado es de 24 mmHg (1); por otra parte, en
mamiferos adultos la pO, arterial es 3 veces mayor que la del feto (100 mmHg
vs 35 mmHg) (2). Estas variaciones dependen de la difusién del oxigeno a
través de los capilares y de la velocidad de su consumo por las mitocondrias, la

cual sera mayor o menor dependiendo de la actividad metabdlica del tejido.

La pOs; intracelular es mucho menor que la del aire y las arterias, lo cual se

representa en el siguiente esquema.



25 250
Aire —_
&
150} 201 3 Sy 200
T s S5 2
E | - S
S ool | < 5 9 £ 150 5
[y B = o. i o
o = W =
< g 3 g £ T
o | < % i g 100 =2
g A .
A0 o & a
5r s |50
o- 0 0
= essssssssssssssssssmn | Difusion
r I Convecciéon

Figura 4.1. Representacion de la distribucion regional de la pO, desde el ambiente
hasta el citosol. Las barras muestran el tipo de transporte (difusion o conveccion).
Modificado de (2).

La grafica muestra que el oxigeno que entra al organismo a partir del aire
atmosférico, es transportado hasta los capilares principalmente por el
movimiento sanguineo (conveccion) y a partir de éstos por difusién hacia el
citosol. Por lo tanto existe un gradiente de oxigeno en el cual la presion parcial
disminuye desde 160 mmHg en el aire, pasando por 100 mmHg (150 uM) en
las arterias y llegando a ser menor que 20 mmHg (28 uM) en el interior de las
células. Consecuentemente, en el citosol la cantidad de oxigeno es solamente

un 10% del atmosférico.

De manera global, se considera que en los tejidos normales la hipoxia se
genera a concentraciones de oxigeno menores de 49 yM vy en tumores a
concentraciones iguales o menores de 14 pM (3). Sin embargo, dado que los

intervalos son muy amplios y dependen de muchos factores, Vaupel y Zander



definieron a la hipoxia como un estado en el que la disponibilidad o la presién
parcial de oxigeno estan reducidas y que restringen o incluso abaten las
funciones de drganos, tejidos o células (4), lo cual dependera de las

concentraciones normales de oxigeno en esos sistemas.

La hipoxia en los tumores.

Las células tumorales presentan claras diferencias genéticas, bioquimicas y
morfolégicas con respecto al tejido de origen. Diversos factores estan
involucrados en la generacién de dichos cambios, tales como el flujo sanguineo
y el suministro de nutrientes, la oxigenacion del tejido, la distribucion del pH y el

estado energético celular, entre otros.

El crecimiento y expansion de los tumores sélidos requiere del oxigeno y de los
nutrientes transportados por el flujo sanguineo. Para obtenerlos, el tumor
emplea los vasos sanguineos preexistentes en el hospedero y ademas,
promueve la angiogénesis a través de la expresion de proteinas como el VEGF
(factor de crecimiento del endotelio vascular), el cual estimula la formacion, el
crecimiento y el mantenimiento de vasos sanguineos. Sin embargo, la
morfologia y funcion de estos vasos es anormal. Por ejemplo, los vasos
sanguineos del hospedero al ser integrados al tumor pueden desintegrarse,
obstruirse o comprimirse, y por otra parte, los vasos formados por el tumor
desarrollan paredes incompletas o estructuralmente fragiles y ademas pueden

presentar irregularidades en sus contornos, ser sinuosos y estar distribuidos de



manera cadtica. Lo anterior ocasiona disminucién e inestabilidad en el flujo
sanguineo, frecuentes hemorragias y aumento en la viscosidad sanguinea (1).
Todas estas alteraciones provocan que la irrigacion no sea homogénea ni
suficiente en el tumor y por tanto, aun en tumores con profusa vascularizacién

se presenten zonas hipoxicas.

En 1919, Krogh demostré que las concentraciones de oxigeno en musculo
disminuyen proporcionalmente con el incremento en la distancia entre las
células y los capilares, de tal modo que las células bien oxigenadas se
encuentran a distancias menores de 150 pm de los vasos sanguineos (5). En
1997, Helmlinger y colaboradores (6) demostraron in vivo que el microambiente

tumoral es heterogéneo, dependiendo de la distancia entre las células y los

vasos sanguineos (figura 4.2).
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Figura 4. 2. Relacion entre el pH y la presion parcial de oxigeno en tumores de
LS174T (adenocarcinoma de colon humano) al incrementar la distancia a los vasos
sanguineos. A) Imagen transiluminada de tumor. B) Promedio de las mediciones de
pH y pO; realizadas en aprox. 7 tumores. La linea trazada en A es representativa de
los puntos donde se senso el pH y la pO; en los diferentes tumores. Triangulos, pO2;

cuadros, pH. (Tomado de 6)



Este trabajo demostré que la pO, disminuye considerablemente a distancias
mayores o iguales que 100 ym de los vasos sanguineos, llegando a presiones
cercanas a cero a distancias de 150 um. Estudios posteriores confirmaron
estas mediciones en tumores generados a partir de R3230AC (adenocarcinoma

mamario) (7).

Métodos para medir las pO- en los tumores.

Existen diversos métodos para medir el estado de oxigenacion en los tumores
soélidos, los mas empleados son:

a) Uso de microelectrodos que miden directamente la pO, en el tumor. Este
método es invasivo y puede destruir parte del tejido, ademas de
sobreestimar la medicion al facilitar la difusion del O, desde el medio
externo.

b) Unién de drogas nitroheterociclicas como el misonidazol, pimoniazola,
EF5, etc., a las células hipdxicas y que se cuantifican, ya sea in vivo o
ex vivo, por inmunohistoquimica, fosforescencia, etc. y que pueden ser o
no invasivos (8).

c) Por resonancia magnética nuclear (NMR) que emplea isétopos como el

°F (fluorina).



En la tabla 4.1 se presentan algunas de las mediciones de oxigeno mas bajas

que se han encontrado en diversos tipos de tumores.

Tabla 4.1. Concentraciones de O, en tumores y los métodos de medicion.

Tumor Método Medicién [O2] (HM) Referencia

Carcinoma escamoso de Inmunotincién 1 9
cabeza y cuello

Adenocarcinoma mamario PLI > 1 10
Préstata (regién central) Espectroscopia NMR 2.0-9.1 11
Mama Electrodo 3.5-42 12
Médula, mama, pulmén Electrodo <7 13
Cervix - 7-29 14
Préstata Dunning (periferia) | "°F Espectroscopia NMR 11-110 15
Prostata Dunning FREDOM 14 — 61 16
Fibrosarcoma EPR 15 17

NMR- resonancia magnética nuclear.

EPR — resonancia paramagnética electronica

PLI — imagenes de vida media de fosforescencia

FREDOM - "°F nuclear magnetic resonance echo planar imaging relaxometry

Para efectos de comparacion, los valores originales se transformaron a unidades molares usando el
factor: 1 mmHg = 1.4 uM.

Sin importar el método empleado, las mediciones realizadas demuestran que
en los tumores existen zonas con altas concentraciones de oxigeno (40, 112
pMM), asi como zonas francamente hipdxicas (1, 2, 15 yM), y también es claro
que no existe uniformidad en las concentraciones de oxigeno, ni siquiera entre

tumores del mismo tipo.

A pesar de esta heterogeneidad, existe una correlacion entre el tamafio del
tumor y la hipoxia, pues en tumores pequefios (< 1 cm®) las concentraciones
son cercanas a normoxia (28 a 60 uM), mientras que en tumores que han
alcanzado 5 — 6 cm® las concentraciones se hallan por debajo de 14 pM,

siendo mayor también la fraccion hipoxica del tejido (8).




Estado energético y metabolismo glucolitico tumoral en hipoxia.
La hipoxia tumoral es un factor determinante en la generacion de fenotipos mas
agresivos y con mayor metastasis, pues promueve la inestabilidad genética, es
decir, incrementa la tasa de mutaciones puntuales, la amplificacion de genes, la
hiper-mutagénesis y la ruptura de las cadenas de ADN, todo lo cual se asocia
con la aparicion de fenotipos resistentes a farmacos, con potencial apoptético
disminuido o con mayor capacidad angiogénica. Por otra parte, en melanomas
humanos y en otros tipos de cancer la hipoxia aumenta la metastasis debido al
aumento en la expresidon de genes especificos, tales como el PLAUR, la

interleucina 8 (IL8) y el VEGF (revisado en 18).

A partir del conocimiento de las repercusiones que tiene la hipoxia sobre la
malignidad del cancer, se realizaron estudios para conocer si la oxigenacion del
tumor tiene algun impacto sobre el estado energético celular, lo que se

describe a continuacion.

En tumores generados a partir de lineas celulares procedentes de sarcomas de
ratén (KHT, RIF-1) y de lineas humanas de carcinoma de ovario (MLS, OWI) se
encontré que cuando éstos alcanzan volimenes mayores a 500 mm?® las
concentraciones de moléculas de alta energia como ATP y fosfocreatina (PCr)
disminuyen, mientras la concentracion de fosfato (Pi) incrementa, es decir, el
estatus energético celular estd disminuido en tumores cuyo tamafo

correlaciona con la presencia de hipoxia (19, 20).



Los estudios realizados por Vaupel y colaboradores a principios de los afnos
90’s en tumores generados con FSall (fibrosarcoma de ratéon) mostraron la
existencia de una estrecha relacion entre la pO,, el contenido de ATP y lactato
y el pH intracelular (21). Estos autores encontraron que a pO, mayores o
iguales a 10 mmHg (14 uM) el ATP se mantiene constante (1 — 1.2 mM),
mientras que a pO2 menores que 14 uM las concentraciones de ATP
disminuyen hasta un 60% y el pH disminuye de 7.2 a 6.75, mientras que el Pi

se incrementa de 5 hasta 10 mM (Figura 4.3).
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Figura 4. 3. Relacion entre la presion parcial de oxigeno y las concentraciones de Piy
ATP y el pH intracelular. (Modificado de 3).

La disminucién en la concentracion de ATP y el incremento de Pi (que puede
provenir de la conversion del ATP en ADP y Pi), sugiere que a concentraciones

de oxigeno menores que 10 mmHg se generan cambios en las rutas



consumidoras de ATP, como la sintesis de proteina y la duplicacién celular o

en las rutas productoras de energia, glucdlisis y fosforilacion oxidativa (FO).

Una caracteristica comun de los tumores es su alta capacidad glucolitica. En
1956, Otto Warburg postulé que la respiracion de las células cancerosas se
encuentra irreversiblemente dafada, por lo cual dichas células dependen
completamente de la glucdlisis como fuente energética, siendo este fenémeno
la causa fundamental del cancer (22). A pesar de que el supuesto dafio en la
respiracion de las células tumorales sefialado por Warburg no se ha
comprobado totalmente, si es claro que la glucdlisis estd aumentada en lo
mayoria de los tumores con respecto al tejido de origen, aun en presencia de
oxigeno. Por ejemplo, diferentes hepatomas (Reuber, Morris, Dunning y LC18)
presentan velocidades de formacion de lactato de 0.2 — 2.7 ymolsh™"smg prot™,
mientras que las células hepaticas tienen velocidades de 0.05 pmol-h'1-mg prot

' (23).

El aumento en la glicdlisis también puede estar relacionado con la malignidad
de los tumores. Por ejemplo, MCF-7 y MDA-MB-231 son lineas de cancer
mamario con diferente grado de agresividad. MCF-7 es una linea no invasiva y
presenta velocidades de hasta 15 nmolsmin™'mg prot™’, mientras que MDA-MB-
231, que es un cancer altamente metastatico, tiene velocidades de 40

nmolsmin~'*mg prot” (24).

Con el uso de la 2-['®F] fluoro-2-deoxi-D-glucosa (FDG) en la tomografia de

emisidén de positrones (PET, por sus siglas en inglés) se ha demostrado in vivo



que las regiones hipdxicas de diferentes tumores, tanto experimentales como
de pacientes, pueden acumular 10 veces mas glucosa que el tejido normal
(revisado en 25). En tumores generados a partir del hepatoma de rata KDH-8 y
de lineas de cancer de pulmén humanas (SCLC) se determind una relaciéon
lineal entre la acumulacion de FDG y el incremento en la expresiéon de GLUT-1,
GLUT-3 y hexocinasa Il (HK II) (26, 27); es decir, la sobreexpresion de estas
proteinas se genera en las zonas tumorales con menor grado de oxigenacion.
De hecho, se ha descrito que la hipoxia eleva mas de dos veces los niveles de
MRNA de GLUT-1 en carcinomas de ovario y pulmén y en fibroblastos de
roedor oncogénicamente transformados (revisado en 28). En lineas tumorales
humanas (HelLa, HepG2, Hep3B) y de roedor (P493-6) la hipoxia incrementa 2
a 10 veces la expresibn de ocho de las enzimas glucoliticas: HK I,
fosfoglucosa isomerasa (PGl), aldolasa (ALD), gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), fosfoglicerato cinasa (PGK), enolasa 1 (ENO1),
piruvato cinasa (PYK) y lactato deshidrogenasa (LDH) (28-37). Recientemente
se demostré6 mediante experimentacién in silico que la hipoxia también
sobreexpresa a la fosfofructo cinasa (PFK), a la triosafosfato isomerasa (TPI) y

a la fosfoglicerato mutasa (PGM), todas provenientes de células tumorales (38).

Con todos los datos mencionados hasta el momento es evidente que las
células cancerigenas sometidas a hipoxia incrementan su velocidad de
glucdlisis debido a la sobreexpresion de las enzimas glucoliticas, lo cual
supone una adaptacion a las bajas concentraciones de oxigeno y posiblemente
sea un fenotipo necesario para las células altamente metastasicas. Pero,

retomando la hipotesis de Warburg, no esta claro si el incremento en la



glucdlisis esta necesariamente relacionado con una reduccién en la actividad

dela FO.

La hipoxia tumoral y sus efectos sobre la fosforilacion oxidativa.

La FO consiste de dos sistemas, uno oxidativo y otro fosforilante (39). El
primero incluye los transportadores de los sustratos oxidables (piruvato,
succinato, glutamato, etc.) hacia la matriz mitocondrial, el ciclo de Krebs que
oxida los sustratos generando NADH y FADH, y finalmente, la transferencia de
los electrones de estas ultimas moléculas a través de los cuatro complejos que
forman la cadena respiratoria. EI complejo | (NADH deshidrogenasa) oxida al
NADH y el complejo Il (succinato deshidrogenasa) al succinato, ambos
transfieren los electrones a la ubiquinona (Q). EI complejo lll, que contiene a
los citocromos b y ¢4 recibe los electrones de la ubiquinona reducida (QH) y
los acarrea al citocromo c (Cit ¢), del cual los extrae el complejo IV (Citocromo
oxidasa, COX) el cual, a través de los citocromos a y a3 los transfiere al O,
formando agua. La transferencia sucesiva de electrones es favorecida
termodinamicamente debido a que los electrones fluyen espontaneamente de
un potencial redox estandar negativo (E’°) a uno menos negativo o positivo, asi
la cadena inicia con el par redox NADH/NAD™ que tiene un E’° de -320 mV y

termina con el par O,/H20 cuyo E’* es de 816mV, siendo el AE™* de 1.14 V (40).

La energia generada por la trasferencia de electrones es usada por los
complejos |, lll y IV para bombear protones de la matriz mitocondrial al espacio

intermembranal. La ecuacion total para este proceso es:



NADH +11H{ + 30, —— NAD* +10H} + H,0

Donde N es la matriz mitocondrial y P el espacio intermembranal.

El bombeo de protones genera un gradiente en el espacio intermembranal que
es empleado por el complejo V (ATP sintetasa) para sintetizar ATP a partir de
ADP y Pi (Figura 4.4). La ATP sintetasa en conjunto con el translocador de
adenin nucledtidos (ANT), que intercambia ADP por ATP, y el transportador de

fosfato, forman el sistema fosforilante de la FO.

Espacio intermembranal

FADH2 FAD+

Fumarat 0'¥S/|.|ccin ato

NADH NAD+

ADP ATP
+
Matriz mitocondrial Pi

Figura 4. 4. Esquema de la cadena respiratoria, en la cual se transfieren electrones
hasta el oxigeno a partir del NADH y el succinato, generando un gradiente de protones
que impulsa la sintesis de ATP. |: Complejo |, NADH deshidrogenasa; II: Complejo I,
succinato deshidrogenasa; Q: ubiquinona; Ill: Complejo Ill, complejo citocromo bcgy; IV:
Complejo IV, citocromo oxidasa; V: Complejo V, ATP sintetasa.

A raiz de la hipotesis de Warburg, se afirma que los tumores tienen dafiada la
respiracion y que ello se debe a que la hipoxia tumoral limita la cadena
respiratoria. Sin embargo, existen pocos trabajos en los que se haya medido la
velocidad de respiracion de células cancerosas en condiciones de hipoxia. En

la siguiente tabla se muestran los dos mas caracteristicos.



Tabla 4.2. Disminucion de la velocidad de respiracién en hipoxia.

Condiciones de
Tipo Celular Decremento L Referencia
hipoxia
Hepatoma Ehrlich 90 % 0.7 uM O, 41
Céncer renal (RCC4) y de 50% 5uM O, 24 hr 42
colon (RKO)

Estas evidencias indican que la hipoxia altera la respiracion celular, pero las
causas de este fendmeno no se han esclarecido aun. Se ha propuesto que este
fendmeno se debe a que la hipoxia intermitente disminuye la disponibilidad de
O, y por tanto, limita la funcion de la cadena respiratoria (revisado en 43). Sin
embargo, los valores de Km conocidos de la citocromo oxidasa (COX) por

oxigeno tienen valores muy bajos (tabla 4.3).

Tabla 4.3. Km por oxigeno de la citocromo oxidasa (COX).

Modelo KmO; (uM) Referencia
Particulas submitocondriales de corazon
0.1-0.15 44

de res

45
Mitocondrias de corazoén de rata 0.45

46
Fibroblastos de piel humano 0.39
Hepatoma Ehrlich (roedor) 0.187 41

Estos valores de Km indican que la afinidad de la COX por O, es muy alta
(valores pequefios de Km, afinidad alta) y que por tanto, la citocromo oxidasa y
la cadena respiratoria pueden funcionar, incluso en concentraciones de
oxigeno tan bajas como las reportadas en tumores (hasta 1 yM), es decir, no
existe la limitaciéon por oxigeno propuesta para explicar el efecto Warburg. Sin

embargo, cabe destacar que la mayoria de los valores de Km conocidos se




obtuvieron en mitocondrias de tejido normal, por lo que es posible que en los
tumores solidos los valores cinéticos sean diferentes y el oxigeno presente en

las zonas hipdxicas si sea limitante.

Entonces, los responsables de que la respiracién celular disminuya por hipoxia

aun no se han identificado.

Las enzimas mitocondriales y la hipoxia tumoral.

La hipoxia altera la tasa respiratoria y es posible que este cambio se deba a
modificaciones en la expresion y actividad de las enzimas mitocondriales. Al
contrario de la vasta informacion que existe sobre los efectos de la hipoxia en

las enzimas glucoliticas, la informacion sobre las enzimas de la FO es escasa.

Chandel y colaboradores (47) observaron en hepatocitos de rata que, al
someterlos a concentraciones de 28 y 44 uM de oxigeno durante 5 h,
disminuyeron 2 veces la velocidad de respiracion y la actividad y expresiéon de
la citocromo oxidasa (COX), pero en forma interesante también notaron que
estos cambios se revirtieron al incubar a las células hipdxicas con
concentraciones de oxigeno 5 veces mayores (47,48). Por otra parte, esta
documentado que el citocromo ¢ reduce su expresion en condiciones de 20 uM
de Oz por 72 h en células de musculo esquelético (49) y estos cambios no
fueron reversibles, o que sugiere que para que la hipoxia genere cambios

permanentes en las células, el tiempo de exposicién debe ser prolongado.



En la siguiente tabla se resumen los cambios producidos por la hipoxia en

células cancerosas.

Tabla 4.4. Cambios en las enzimas mitocondriales provocados por hipoxia en lineas
celulares cancerosas.

Enzima Cambio | Parametro | Condiciones Tipo Referencia

medido de Hipoxia celular

ATPasa 6 Vv 59%

Cox Ill V¥ 67% | mMRNA 10 pM O, HepG2 50

ND | V 47% 16 h

Vv 60% MRNA

GA Vv 50% | Proteina 10 uM Oy, PC12 51
¥ 30% | Actividad 3-24 h
0.5 uM Oy,
PDK 1 A ) MRNA RKO 42
24 h

WV Decremento vs normoxia
A\ Incremento vs normoxia
El primer trabajo presentado en la tabla anterior muestra que la hipoxia
disminuyd los niveles de RNA mensajero de subunidades de tres complejos de
la cadena respiratoria, el complejo I, IV y V, pero desafortunadamente no
midieron la velocidad de la FO ni la actividad de dichas enzimas para conocer

si la disminucion en la cantidad de mRNA influy6 en la actividad metabdlica.

Kobayashi identificd que la glutaminasa (GA) también se afecta por hipoxia. La
glutaminasa (GA) cataliza la reaccion de oxidacion de la glutamina a glutamato

con la concomitante liberaciéon de amonio.




+ | +
H3N — (I'_|-| H3N — CH
|
CH2 cA ,, CH2
| |
CH2 /\ CH2
|
XCQ\ H20 NH4+ COO
Ha2n ©
L-Glutamina L-Glutamato

Figura 4. 5. Reaccion catalizada por la GA.

La glutamina es el aminoacido en circulacion mas abundante del cuerpo y es
esencial para el crecimiento de células normales y tumorales, ya que se
emplea en la sintesis de proteinas y como fuente de energia (52). Células
cancerosas como los hepatomas Ehrlich, Ehrlich Letré y AS-30D, asi como la
linea celular TSE (cancer de mama) consumen grandes cantidades de
glutamina, incluso en presencia de glucosa (53), y pueden llegar a depletar de
glutamina a los o6rganos circundantes. A pesar de su importancia, la
informacion sobre el comportamiento de la GA durante eventos de hipoxia es
escasa. En la tabla 4.4 se muestra que la hipoxia disminuyo la actividad de la
GA en la linea celular PC12 (tumor de glandula adrenal). En otro trabajo, el
grupo de Vaupel (54) demostré que en tumores de cancer de mama con zonas
hipoxicas el consumo de glutamina no es significativo y que la velocidad de
consumo igualaba a la velocidad de secrecion. Estos datos sugirieron que la
ruta de oxidacién de la glutamina, de la cual la GA forma parte, es poco activa,
pero no se muestran datos de actividades enzimaticas que justifiquen su

propuesta.



La ultima enzima mitocondrial de la que esta documentado que se lleva a cabo
otra adaptacion a la hipoxia es la piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK), la
cual es parte del complejo de la piruvato deshidrogenasa (PDH) (42). La PDH
es un complejo multienzimatico, que convierte al piruvato, producto final de la
glucdlisis aerdbica, en acetil-CoA (figura 4.6), el cual alimenta al ciclo de Krebs
para obtener los equivalentes reductores necesarios para la cadena
respiratoria. La actividad del complejo de la PDH se regula alostéricamente por
ATP, AMP, acetil-CoA, NADH, Ca?*, CoA y es regulada covalentemente por la
accion de las enzimas piruvato deshidrogenasa cinasa (PDK) y piruvato
deshidrogenasa fosfatasa (PDP), cuyas reacciones determinan la cantidad de

PDH activa (desfosforilada) o inactiva (fosforilada) (55).

PDP\ PDK
PDH
Piruvato — p Acetil CoA + CO2

CoA-SH TPP

nNAD® FAD® NADH
Lipoato

Figura 4. 6. Reaccion catalizada por la piruvato deshidrogenasa (PDH). La PDK regula
a la PDH mediante fosforilacion y evita la oxidacion de piruvato a acetil-CoA.

En células RCC4 (cancer renal) y RKO (cancer de colon) se encontré que a
concentraciones de oxigeno de 0.5% (5 pM), se aumenta considerablemente la
expresion de la PDK, mientras que la FO disminuyé hasta en un 50%. Sin
embargo, en este estudio no se determiné directamente la actividad de la PDH

con el fin de corroborar que la enzima se encontraba inhibida y ademas, la



disminucién en la expresion de la PDK mediante siRNA, no recuperd los
niveles de respiracion de normoxia, sugiriendo que la sobreexpresién de la
PDK no es el unico mecanismo que puede alterar la FO. Los autores de este
trabajo sugirieron que la hipoxia disminuye la respiracién celular debido a que
no hay oxidacion del piruvato por la PDH, y por lo tanto, el ciclo de Krebs no es
alimentado y no se produce el NADH necesario para la cadena respiratoria

(Figura 4.7).

Glucosa

Glucosa

NAD+
NADH Lactato
P

Piruvato
&~
PDK1

Figura 4.7. Propuesta de Denko y colaboradores que pretende explicar la disminucién
de la respiracion por hipoxia. Debido a la sobreexpresién de la PDK, la PDH se
inactiva y el piruvato formado por la glucdlisis no es oxidado por la mitocondria y es
usado por la lactato deshidrogenasa (LDH) para formar lactato, lo que regenera el
NAD" necesario para continuar con la glucdlisis. (Tomado de 42).

Esta propuesta es aceptada por un gran numero de investigadores como el

mecanismo responsable de la disminucion en la respiracion celular por hipoxia,



pero es deficiente, porque no considera que el ciclo de Krebs puede ser
alimentado por otras fuentes, como son la degradacion de acidos grasos y
aminoacidos, que generan una cantidad considerable de aceti CoA e
intermediarios de este ciclo (glutamato, acetil CoA, oxaloacetato, etc) y cuyo

metabolismo también pudiera estar afectado por hipoxia.

Hasta el momento, solamente las enzimas mitocondriales mencionadas han
sido analizadas en relacién con la hipoxia. De acuerdo con la informacion que
se posee, los complejos respiratorios se afectan por hipoxia, pero se
desconoce si este estrés afecta al ciclo de Krebs y con ello se modifique la
cantidad de NADH y FADH,; necesarios para la cadena respiratoria.
Consideramos que para tener una vision completa de los eventos que provocan
que la hipoxia disminuya la respiracion celular, es necesario medir la actividad
y expresion de enzimas mitocondriales importantes, particularmente de las que
se sabe que controlan importantemente el flujo de las vias, como es el caso de
la PDH y a-cetoglutaro deshidrogenasa (a-KGDH) en el ciclo de Krebs (56,57)
y el complejo | en la cadena respiratoria (53), asi como de la glutaminasa por la

importancia de la glutamina en los tumores.

La informacion presentada hasta el momento muestra que aun en condiciones
de hipoxia, no existe limitacién de oxigeno para el buen funcionamiento de la
cadena respiratoria, por lo que no existen motivos para inferir que dicha
limitacion sea la responsable de la disminucidon en la respiracion y el
incremento de la glucdlisis. Por lo tanto, el cambio en la FO debe ser generado

a nivel molecular. Muchos de los datos presentados en esta introduccion estan



relacionados con la expresion del factor inducible por hipoxia (HIF-1), que es el
factor transcripcional mas estudiado en relacién con este tema. A continuacion
se ahondara en la informacion concerniente a este factor y a otros que

posiblemente estén involucrados en la adaptacion tumoral a hipoxia.

Factores moleculares relacionados con hipoxia.

HIF-1

El factor inducible por hipoxia (HIF-1) fue identificado a través del analisis del
gen de la eritropoyetina (EPO), el cual contiene un elemento que responde a
hipoxia (la secuencia HRE) y se observé que la expresiéon de EPO y HIF
incrementaban rapidamente con la disminucién de oxigeno en el medio

(revisado en 58).

HIF-1 es un heterodimero que se encuentra en casi todos los tejidos, esta
formado por las subunidades HIF-1a y HIF-1 B que dimerizan y generan la
proteina activa. HIF-1[3 es una proteina que se expresa constitutivamente y no
responde a cambios en la concentracion de oxigeno, mientras que HIF-1a es la
parte del dimero sensible a oxigeno. En condiciones de normoxia HIF-1a es
ubiquitinada y degradada por el proteasoma, en hipoxia, este fendmeno no

ocurre y la cantidad de HIF-1 activo se incrementa.



Se ha visto que en hipoxia, el incremento en la expresion del transportador de
glucosa y las enzimas glicoliticas HK 1 y 2, PFK-L, aldolasa A y C, triosa
fosfato isomerasa (TPI), GAPDH, PGK1, enolasa 1, PK-M y LDH-A, es debida
a la accion directa de HIF-1. Este factor también afecta a otras enzimas
necesarias para la supervivencia y crecimiento de las células como EPO, el
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), la sintetasa de 6xido nitrico 2

(NOS 2), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), etc. (59).

En cuanto a las enzimas mitocondriales, se sabe muy poco de la influencia de
HIF sobre ellas. El principal hallazgo fue el realizado por Denko y
colaboradores, cuando identificaron que HIF-1 regula la actividad de la cadena
respiratoria, a través de la modulacién de uno de sus blancos directos, la PDK1
(piruvato dehidrogenasa cinasa) (42). Asi, con la sobrexpresion de esta
enzima, disminuye la actividad de la PDH y en consecuencia la cadena

respiratoria.

Dado que HIF-1 es la “llave maestra” en los cambios celulares que genera la
hipoxia, asi como con la PDK1, es posible que HIF-1 también provoque
alteraciones en otras enzimas mitocondriales, ya sea de forma directa o

indirecta.



p53

El factor transcripcional p53 es una fosfoproteina que se activa en respuesta a
sefnales de estrés, como dafo al DNA, hipoxia, shock de calor o frio,
inflamacion, produccion de 6xido nitrico (NO) o activacion de oncogenes.
Todos estos factores tienen el potencial de disminuir la fidelidad de la
replicacion del DNA e incrementar la tasa de mutacion. Para contrarrestarlo,
p53 se une a secuencias especificas en el DNA, con lo que activa o reprime la
expresion de diversos genes (p21, Fas, MDM2, Bax, c-myc, IL-6, etc.) (60) y
produce respuestas tales como detener el ciclo celular o inducir apoptosis y
autofagia (61). Es de gran relevancia que una de las alteraciones genéticas
mas importantes en cancer es precisamente la alta incidencia de mutaciones
en p53, estando estos defectos fuertemente asociados con el crecimiento del

tumor y la metastasis (62).

La hipoxia es un factor que activa la funcion pro-apoptética de p53. Estudios in
Vivo, en los cuales se usaron células deficientes en p53 (p53"'), mostraron que
la pérdida de p53 reduce la apoptosis hasta 3.4 veces en las zonas hipdxicas,

+/+

comparado con los tumores p53™" (63). Entonces, se ha propuesto que la
hipoxia selecciona aquellas células con defectos en p53 que les permitiran

evadir la apoptosis y sobrevivir en el microambiente agresivo.

Con respecto al metabolismo mitocondrial, se encontré que células HCT116
(adenocarcinoma de colon humano) p53” consumen menos (20%) oxigeno

que las células silvestres (p53**). La ausencia de p53 reduce la expresion de la



proteina SCO2 (Sintesis de Citocromo c oxidasa subunidad 2), la cual
ensambla a la subunidad 2 de la citocromo oxidasa (COX Il) en dicha

holoenzima (64).

Esta informacion muestra que la adaptacion celular a los microambientes

hipoxicos tumorales incluye, entre otros factores, la inactivacion de p53.

Relaciéon entre HIF-1 y p53

Como ya se menciond, HIF-1 es la proteina clave en la adaptacion celular a la
hipoxia y existe informacién que indica que p53 disminuye su actividad. En
células HCT116 (adenocarcinoma de colon humano) p53™ y p53*"*, expuestas
a hipoxia (1% O3, 16 - 32 h), se encontraron mayores niveles de HIF-1a y de
VEGF en la poblaciéon celular carente de p53 (62). Resultados similares se
obtuvieron en un estudio posterior en el que se investigo el efecto, sobre HIF y
p53, de la caseina cinasa 2 (CK2), que es una proteina que al fosforilar a p53
provoca su degradacién por proteasoma. En este estudio se encontré que
disminuyendo la actividad de CK2 se incrementa la actividad de p53 y esto
producia un decremento en la actividad de HIF-1. Es interesante que la hipoxia
genera la sobreexpresion de CK2, por lo cual p53 se degrada y HIF

incrementa su actividad (65).

Todos estos datos indican que en hipoxia, es necesaria la desaparicion o
mutacion de p53 para evitar la apoptosis y estabilizar a HIF-1, generando

alteraciones en la respiracién celular.



El cancer en México.

De acuerdo al Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informatica
(INEGI) el cancer ocupa el tercer lugar en la lista de las principales causas de
muerte en México, lo que representa el 13% de las defunciones registradas
(INEGI. Estadisticas vitales, 1997-2006). En los varones promedia el 11.3% de
las defunciones y en las mujeres el 15%. Entre la poblacién femenina de 25 a
34 anos, los tumores malignos representan la primera causa de muerte, 17.2%

de los fallecimientos son causados por éstos.

En las mujeres los tumores de mama y el de cuello del utero, son los que
provocan mayor numero de decesos, 15 y 14% respectivamente (INEGI.

Estadisticas vitales. Defunciones 2006).

Por su importancia en la salud publica y para entender los cambios metabdlicos
inducidos por hipoxia en estos dos tipos de cancer, en este trabajo se eligieron
dos lineas celulares derivadas de ellos. MCF-7 que es una linea de cancer de
mama, cuyo estadio de malignidad es bajo, y HelLa que proviene de un tumor

cérvico uterino altamente metastasico.



5. Hipotesis.

Por lo antecedentes presentados se propone la siguiente hipotesis:

La hipoxia prolongada limita la respiracidon celular por efecto de la disminucion

en el grado de expresion y la actividad de algunas enzimas importantes de la

fosforilacidon oxidativa, asi como la expresion de p53.



6. Objetivos.

General.
Determinar el efecto de la hipoxia prolongada sobre los flujos de respiracion y
glucdlisis, asi como la actividad enzimatica y la cantidad de proteina de las
enzimas COX, a-cetoglutarato deshidrogenasa, piruvato deshidrogenasa y
glutaminasa, ademas del nivel de expresion de HIF-1a y p53, en dos lineas

tumorales humanas, MCF-7 y Hela.

Particulares.

= Establecer cultivos en monocapa de HeLa y MCF-7 en condiciones
normales de tension de oxigeno (5%CO2 / 95% aire).

= Someter los cultivos en monocapa en condiciones de hipoxia (0.1 — 0.3% de
O;) durante 24 h.

» Determinar los flujos de la glicdlisis y FO de cultivos en condiciones de
normoxia € hipoxia.

» Evaluar la actividad de la COX, la a-cetoglutarato deshidrogenasa (a-
KGDH), la piruvato deshidrogenasa (PDH) y la glutaminasa. Como control
se determinara la actividad de la hexocinasa (HK).

» Determinar la concentracion intracelular de ADP y ATP.

» Estimar la cantidad de proteina total de COX, complejo 1 de la cadena
respiratoria (ND 1), a-KGDH, PDH, glutaminasa y HK, asi como de p53 y

HIF-1a.



7. Métodos.

Propagacion de las lineas tumorales.
MCF-7 (cancer de mama) y HeLa (cancer cérvico uterino) fueron cultivadas
con una alicuota inicial de 2x10° células/mL en DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s médium) enriquecido con 5% de suero fetal bovino (SFB), 200
unidades/mL de penicilina y 200ug/mL de estreptomicina. Las condiciones de
incubacion fueron 37°C, 5% CO, y 95% aire. Se realizaron uno o dos cambios
de medio por semana y las células se cosecharon al alcanzar el 90-95% de

confluencia, aproximadamente al dia 6 de cultivo.

Generacion de hipoxia en cultivos celulares.
La hipoxia se generé en una camara modular (Billups-Rothenberg, MIC-101.
California, USA). Las placas de cultivo con medio fresco se colocaron dentro de
la camara junto con un recipiente con aproximadamente 50 mL de agua
destilada (para mantener la humedad), se cerré la tapa de la camara y se
gaseo con una mezcla de 5% de CO2 y 95% de nitrogeno, durante 5-10 min a
un flujo de 10-15 Lpm (flujdmetro sencillo Billups-Rothenberg) hasta alcanzar
una concentracion de O, de 0.1-0.2%, lo que fue monitoreado por un sensor de

oxigeno (Billups-Rothenberg). La siguiente figura muestra el sistema empleado.
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Figura 7. 1. Camara de hipoxia

Cuando la concentracién de oxigeno alcanzé 0.1 — 0.3%, se cerraron las pinzas
de la camara de hipoxia, con lo cual quedd sellada y se colocd dentro de una

incubadora a 37°C, donde se mantuvieron por 20-26 h.

Para medir la concentracion de oxigeno en el medio de cultivo tanto en
normoxia como en hipoxia, se emple6 un oximetro con un electrodo tipo Clark.
A la camara del oximetro con PBS se le adiciond una solucién de ditionita para
disminuir la concentracion de oxigeno y obtener una linea inicial, después de lo
cual se agregaron alicuotas (50 — 200 uL) de las muestras para obtener
incrementos en la concentracion de oxigeno en la camara del oximetro. Las
muestras adicionadas al oximetro provenientes de normoxia e hipoxia fueron
tomadas de los frascos de cultivo mediante una jeringa de 1 mL Con los
diferencias obtenidas y sabiendo que el agua a 37°C tiene una concentraciéon
de oxigeno de 380 ngAO/mL (190 pM; nmol/mL), se calcularon las

concentraciones de las muestras.



Curvas de crecimiento en normoxia e hipoxia.

Se cosecharon las células de un frasco de cultivo de 25 cm? con 90% de
confluencia celular usando 0.5 mL de tripsina (0.25% tripsina —-EDTA, GIBCO),
se suspendieron en 4 mL de PBS estéril, centrifugando posteriormente a 1500
rpom por 3 min. Las células se resuspendieron en 4 mL de DMEM y se conto el
numero de células viables en un hemocitémetro, usando el método de
exclusion por azul tripano. Se sembraron 1.5x10° células/mL en cajas de 21
cm? con DMEM. Cada 24 h se cosechd una caja y se contd el nimero de
células y la viabilidad. Al llegar a la fase exponencial se colocaron la mitad de
las cajas en la camara en hipoxia y el resto se mantuvo en normoxia. A las 24 h
se cambid el medio de cultivo y se cosecharon las células de una placa. Se
repitié este procedimiento a las 48 y 72 h. Las curvas se detuvieron después de

72 horas de hipoxia.

Obtencion de suspensiones celulares de HeLa y MCF-7 para medicion

de flujos energéticos y actividad enzimatica del complejo | y IV.

Se sembraron 2-3 placas de cultivo (de 175 cm?) con una alicuota inicial de
2x10° células/mL. Una vez que las placas de cultivo alcanzaron 90% de
confluencia, se lavaron con buffer Ringer Krebs (125 mM NaCl, 5 mM KCI, 25
mM HEPES, 1.4 mM CaCl,, 1 mM KH,PO4, 1 mM MgCl,, pH 7.4 ajustado con
NaOH) y posteriormente se separaron las células con 2 ml de tripsina (0.25%
tripsina/EDTA). Se generd una suspension con 10 mL de Ringer y se centrifugd

a 1500 rpm por 3-4 min a 4°C. El botdn celular se resuspendio en 0.5-1 mL de



Ringer. Se midié concentracion de proteina por el método de biuret (66). Las
suspensiones obtenidas se usaron inmediatamente para las mediciones

experimentales.

Aislamiento de mitocondrias de HeLa y MCF-7 para la medicion de la

actividad de a-KGDH y GA.

Las mitocondrias se aislaron mediante el método descrito por Marin-Hernandez
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.). Las células de 3-4
placas de 175 cm? con 90-95% de confluencia se cosecharon mediante el uso
de rastrillo y se centrifugaron a 2500 rpm, a 4°C por 5 min. El botén se
resuspendio en 1-2 mL de SHE (Sacarosa 220 mM, HEPES 10 mM, EGTA 1
mM y pH 7.3), mas 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF), 5 mM ditiotreitol
(DTT) y 1 mM EDTA. En un bafio frio y con agitacion constante se agregaron
gota a gota 20 ug de digitonina por cada miligramo de proteina. Se mantuvo
agitando y se incubd en hielo durante 3 min. Se agrego el doble del volumen
inicial de SHE y se centrifugd a 2500 rpm por 10 min, al finalizar se desech¢ el
sobrenadante y el botdn celular se rompié suavemente con la ayuda de un
vastago. Se centrifugd a 2500rpm, por 5 min a 4°C y se recuperd el
sobrenadante. El procedimiento para obtener el sobrenadante se repitié dos

veces mas.

Los sobrenadantes recuperados se centrifugaron a 9500 rpm por 10 min a 4°C.

Finalmente, el botdn obtenido se resuspendié en SHE, se midid proteina por el



método de Lowry (68) y las mitocondrias se emplearon inmediatamente para la

medicion de actividades enzimaticas.

Medicion de flujos energéticos.

Para medir el flujo de la fosforilacién oxidativa y la glucdlisis se emplearon
suspensiones celulares frescas de ambas lineas celulares provenientes de

condiciones de normoxia e hipoxia.

Fosforilacion oxidativa.

La fosforilacion oxidativa se midié polarograficamente registrando el consumo

de oxigeno sensible a oligomicina con un electrodo tipo Clark (53).

Para el ensayo se agregaron 2.5-5 mg proteina celular/mL a la camara de
reaccion, la cual contenia 1.9 mL de Ringer Krebs saturado con aire a 37°C y 5
mM de glucosa. Una vez obtenido el trazo inicial de consumo de oxigeno se
adicion6 10 pM de oligomicina. El cero quimico se obtuvo reduciendo todo el

oxigeno con ditionita. La figura 7.2 muestra un trazo representativo del ensayo.
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Figura 7. 2. Trazo representativo del ensayo de respiracion.

Los calculos de velocidad se realizaron considerando que a la altura de la
Ciudad de México a 37°C hay disueltos 380 nano atomos gramo de oxigeno

(nAtgO) por mililitro de Ringer Krebs.

Glucolisis.

En dos viales de plastico se colocaron 2-5 mg de proteina celular / mL de
Ringer Krebs en un volumen total de 2.5 mL y se mantuvieron en agitacion
constante (150 rpm) a 37°C. Después de 10 minutos de incubacién se adicioné
5 mM de glucosa a uno de los viales y al otro vial se adicion6 5 mM de glucosa
y 10 mM de 2DOG (2-desoxiglucosa), la cual inhibe a la HPI y permite
descartar el lactato formado sin relacién con la glucdlisis. Al minuto 0 y al

minuto 3 para HelLa y al 30 para MCF-7 se detuvo la reaccion con 10% de



acido percldrico frio. Las muestras acidas obtenidas se neutralizaron con una

solucion 3M KOH y 0.1M Tris y se congelaron a -70 °C.

El lactato formado se cuantificd espectrofotométricamente a 340 nm mediante
la aparicion de NADH en una reaccién catalizada por la lactato deshidrogenasa

(LDH). La reaccion se muestra a continuacion:

00" ipH coo-

HO—CH v =0
‘-I'-H3 /\ {|:H3

Lactato NAD® NADH  Piruvato

Figura 7. 3. Reaccién de la LDH empleada para cuantificar lactato. Cada NADH
obtenido por la enzima estequiométricamente representa un lactato consumido.

En un volumen total de 1 mL de medio hidrazina 0.4 M y glicina 0.5 M pH 9.0
se agregd 1 mM de NAD" y 50 pL de una dilucién 1:4 de LDH (de musculo de
ratén, Roche), una vez que se obtuvo una linea basal se adicion6 20-50 uL de
muestra acida neutralizada. La velocidad de glucdlisis se calculé por la
diferencia de absorbancias, el coeficiente de extincion molar del NADH (6.22

mM™") y el tiempo de reaccién (69).



Medicion de actividades enzimaticas
Complejo | o NADH deshidrogenasa (ND).
La actividad de este complejo se midié en células completas permeabilizadas
por descongelacién, cuantificando espectrofotométricamente la reduccién del
2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm.
La reaccién se realizé en un cuveta con 1 mL de buffer (sacarosa 0.25 mM,
EDTA 1 mM y Tris-HCI 50 mM pH 7.4), 20 pg/mL de proteina, KCN 2 mM,

antimicina 1 uM, DCIP 10 uM y comenzando la reaccion con 100 uM de NADH.

Se empled rotenona 2 yM para descartar la reduccion del DCIP por reacciones

espureas.

Citocromo oxidasa (COX).

Para medir esta actividad se usaron suspensiones de células completas,
cuantificando polarograficamente el consumo de oxigeno con un electrodo tipo
Clark y usando citocromo C (cit C) como sustrato en presencia de N, N, N’, N'-
tetrametil-p-fenilenediamina (TMPD) y ascorbato como donadores de

electrones para la reaccion.

A la camara de reaccién a 37°C, con un volumen total de 1.9 mL con KME (KCI
125 mM, MOPS 20 mM y EGTA 1 mM) saturado con aire, se adicion6 5 mM
ascorbico, 70-90 uM cit C, 0.02% triton X-100 y 1 mg proteina /mL. La reaccién

se inicid con la adicion de 2.7 mM TMPD. Para descartar el consumo de



oxigeno no relacionado con la actividad de la COX, se agregé al final del

ensayo 20mM de azida y/o 1mM de cianuro (CN").

Con la pendiente obtenida y sabiendo que a 37°C y a la altura de la Ciudad de
México la solubilidad del es de oxigeno de 380 nAtgO/mL, se calcul6 la

velocidad de la enzima. En la figura 7.4 se muestra un trazo representativo.

Adicion de
TMPD

PN P

Adicion de
buffer
+ ~
células
; \

sustratos -
h8

Adicion de

N /

zida
h\“\
’__\\‘

Oxigeno

v

Tiempo

Figura 7. 4. Imagen representativa de la reaccién del ensayo de la COX.

Hexocinasa (HK).
Para cuantificar la actividad de esta enzima fue necesario preparar extractos

citosolicos a partir de las suspensiones de ambas lineas celulares. Los

extractos se obtuvieron de la siguiente manera:

La suspensién celular se centrifugd a 1500 rpm por 5 min para obtener el

paquete celular, el cual se resuspendié en buffer de lisis (154 uyL por cada



miligramo de proteina total), que contiene 1 mM PMSF, 5 mM DTT y 1 mM
EDTA en TRIS-HCI 25 mM pH 7.6.

El botén celular resuspendido se congel6 en nitrégeno liquido e
inmediatamente se descongeldé en un bafo a 37°C. El ciclo de
congelacion/descongelacion se repitio dos veces mas. El lisado celular se
centrifugé a 14,000 rpm por 20 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante
(extracto citosdlico), el cual se usé inmediatamente o se congeld con glicerol al
10%. El extracto congelado conservo entre el 80 y el 90% de la actividad del

extracto fresco.

La velocidad de la enzima se cuantific6 espectrofotométricamente por la
generacion de NADPH, en una reaccion acoplada a la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (G6PDH) (figura 7.5).

HK G6PDH
Glucosa =~ ————=—— Glucosa 6 fosfato 4——— 6-fosfoglucono § lactona

® Mgz+

ATP ADP NADP+ NADPH

Figura 7. 5. Reaccion de la HK de extractos citosolicos, acoplada a G6PDH comercial.
La actividad se cuantifica por la aparicion de NADH.

En una cuveta con 1 mL de KME, 2 U (10 uL de dilucién 1:10) de G6PDH
(1000U, Leuconostoc mesenteroides, Roche), 1 mM NADP*, 15 mM MgCl, y 10
mM ATP se agregd 0.3 — 0.7 mg de extracto citosdlico. La reaccion se inicid
con 3 mM glucosa, concentracion suficiente para alcanzar la maxima velocidad

de reaccion.



La velocidad de la enzima se determind calculando la pendiente inicial y

utilizando el coeficiente de extincién molar del NADPH (6.22 mM™).

Medicion de actividades enzimaticas de a-KGDH, PDH y GA.

Para medir la actividad de las enzimas se emplearon mitocondrias frescas
aisladas a partir de las lineas celulares MCF-7 y HelLa expuestas a condiciones

de normoxia e hipoxia.

a— cetoglutarato Deshidrogenasa (a-KGDH).

La actividad de la a-KGDH se midié en un fluorurédmetro, cuantificando la
formacién de NADH a una longitud de onda de 340 nm de excitacién y 460 nm

de emision.

En 2 mL de KME a 37°C y con agitacion constante, se adicion6 1 mM DTT, 4
uM Rotenona, 0.01% triton, 1 mM tiamina pirofosfato (TPP), 0.4 mM NAD®, 0.5
mM Coenzima A (CoA), 15 mM Pi, 15 mM MgCI2 y mitocondrias (0.1-0.25
mg/mL). La mezcla se incub6é hasta obtener una linea basal y se inicid la
reaccion adicionando 10 mM de a-KG. Para verificar que la reaccién fuera
especifica, se emplearon cuvetas sin CoA y se observo que no hubo reaccién

al agregar a-KG (ver figura 7.6).
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Figura 7. 6. Ejemplo del ensayo de la reaccion de la a-KGDH. A. La adicién de a-KG

genera un incremento en la fluourescencia. B. Control sin CoA.

A = incremento de la fluorescencia debido a la reaccion.

La actividad de la enzima se calculé con la pendiente obtenida y calibrando la

senal de fluorescencia con concentraciones conocidas de NADH (70).

Piruvato Deshidrogenasa (PDH).

La actividad de la PDH se midi6 fluourométricamente a 340 nm de excitacion y
460 nm de emision. En 2 mL de KME a 37 °C se anadié 0.2 mM TPP, 1 mM
DTT, 4 uM rotenona, 0.01% triton X-100, 5 mM NAD", 5 mM MgCl,, 0.4 mM

AMP, 0.1 mM CoA y 0.25 mg/mL de mitocondrias. Después de obtener una



linea basal con la mezcla anterior, se inici6 la reaccion con 0.3 mM de piruvato

(71).

Glutaminasa (GA).

La actividad de la GA se determind colorimétricamente con la formacion de un

compuesto de amonio con o-phtalaldehido (OPA) y B-mercaptoentanol.

En un tubo cénico de 1.5 mL se colocaron 300 uL de la mezcla de reaccion
(100 mM KH3;PO4, 80 mM glutamina, 1.5 mM NH4CI, 0.01% tritdbn X-100, 10%
etilenglicol, pH 8.0) y 1.5 mg/mL de mitocondrias. Se incub6 a 37°C con
agitacion constante de 150 rpm durante 30 min. La reaccién se detuvo con 10%
de acido perclorico y se mantuvo en frio durante 15 min. Posteriormente se
centrifugd a 3000 rpm por 3 min. Se tomaron 50 uL de los sobrenadantes y se
mezclaron con 1.5 mL del reactivo OPA — B-mercaptoetanol (0.56 mL de (-
mecaptoetanol 72 mM en etanol, 0.56 mL de 186 mM OPA en etanoly 10 mL

de fosfato de potasio 0.2 M, pH 7.4).

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente en oscuridad durante 45
min y se midié su absorbancia a 410 nm. La concentracidon de amonio se
calculd interpolando en curvas de calibracion (0, 50-300 yM amonio). En la

figura 7.7 se muestra una curva de calibracion tipica.
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Figura 7. 7. Curva de calibracién representativa para el ensayo de la GA.

El método requirié el uso de blancos, los cuales se prepararon incubando a las
mitocondrias y a la mezcla de reaccién por separado, y mezclandolos después

de agregar el acido perclorico (72).

Cuantificacion de ATP.

El ATP se midié espectrofotométricamente con la formacion de NADPH (g =
6.22mM™), en una reaccion catalizada por HK comercial (1500 U, levadura,
Roche) y acoplada con G6PDH y extractos acidos neutralizados (ver figura

5.3).



En cuvetas de cuarzo de 2 mL se agregé 1 mM NADP*, 5 mM MgCl,, 5 mM de
glucosa, 150-300 pL de extracto y el volumen necesario de medio (50 mM

HEPES, 1 mM EGTA pH 7.4) para alcanzar 2 mL. Se adicion6 1 U de G6PDH

y posteriormente se agregd 1U (10 uL de dilucién 1:10) de HK (73).

Inmunoensayos.

Los extractos de proteina empleados para los inmuno ensayos se obtuvieron

por tres procedimientos.

Proteina total con RIPA para revelar ND |, GA y PDH.

Se cosecharon las células de un frasco de cultivo de 25 cm? con 90% de
confluencia (5 x10° células) y se centrifugaron a 1000 rpm por 3 min. Se
resuspendio el botén celular con 250 pL de RIPA (IGEPAL NP40 1%,
desoxicolato de Na 0.5%, SDS 0.1% en PBS 1x) y 1 mM de PMSF, rompiendo
las células con 20 pases a través de una jeringa para insulina (1 mL) (74). Se
agregé 2 mM mas de PMSF, se incubd en hielo por 10 min y se centrifugd a
10,000 rpm por 30 min a 4°C. El sobrenadante obtenido se congelé a -20°C

hasta su uso.



Proteina total por Laemmli para revelar KH Il, COX IV y a-KGDH.

Se cosecharon las células de un frasco de cultivo de 25 cm? con 90% de
confluencia (5 x10° células) y se centrifugaron a 1000 rpm por 3 min,
resuspendiendo el paquete celular en 100 — 250 yL de buffer de lisis (Tris-HCI
62 mM, pH 6.8, SDS 2%, azul de bromofenol 0.001%, B-mercaptoetanol 5%,
glicerol 10%) y 1 mM de PMSF. Se rompieron las células con 20 pases a través
de una jeringa para insulina (1 mL) y se centrifugaron a 10,000 rpom por 30 min

(75). El sobrenadante se recuperé y congeld a -20 °C hasta su empleo.

Proteina de extractos nucleares para revelar HIF-1a y p53.

Se cosecharon las células de un frasco de cultivo de 25 cm? con 90% de
confluencia (5 x10° células) y se centrifugaron a 1000 rpm por 3 min. El botdn
celular se mezclé con 300 yL de Hepes 10 mM pH 7.5, MgCl, 2 mM, KCI 15
mM, EDTA 0.1 mM, EGTA 0.1 mM y se incubé 15 min en hielo. Se agregaron
7-15 uL de NP40 al 10% e inmediatamente se centrifugd a 5000 rpm por 5 min.
El boton (enriquecido nuclear) se disolvio pipeteando vigorosamente en 100 yL
de Hepes pH 7.5 25 mM, NaCl 400 mM, EDTA 2 pM, glicerol 20%. Se incubd
30 minutos en hielo y se centrifugd a 5000 rpm durante 5 minutos (76). El

sobrenadante se congeld a -20°C hasta su empleo.

Western Blot

Las muestras obtenidas se separaron en condiciones desnaturalizantes por
SDS-PAGE (electroforesis en geles de poliacrilamida) al 10 o 12.5%. Las
proteinas fueron transferidas (250 V, 297 mA) a una membrana de fluoruro de

polivinilideno (PVDF). Una vez hecha la transferencia, la membrana fue



incubada con 5% de leche libre de grasa y 0.1% Tween-20 en TBS 1x (TBS
10x: Tris 0.5 M pH 7.5, NaCl 1.5 M en agua) por una hora y se incubd con el
anticuerpo primario (1:1000 en leche).

Los anticuerpos usados fueron a-tubulina (B-7), a-KGDH (E-15), HIF-1a
(HI1a67), HKIl (C14) y PDH-E1a (9H9) de SantaCruz Biotech, p53 (Ab-3) de
Calbiochem, GA (GLS) de Abnova y COX IV (3Ell) de Cell Signaling.

El anticuerpo primario se incubd durante 1 h a temperatura ambiente o bien,
durante toda la noche en refrigeracion (4-8 °C). Posteriormente, se lavé la
membrana con TBS 1x — Tween-20 y se incubd6 con el anticuerpo secundario
por una hora mas. Se lavd durante dos horas con TBS 1x- Tween- 20, se
afnadio la solucion de quimioluminiscencia (Amersham ECL Plus) y se revelo

usando papel fotografico (Kodak).

Las bandas obtenidas se analizaron por densitometria usando el programa

Scion image para Windows (Beta 4.0.3, Scion Corporation).

Analisis estadistico.

A partir de los resultados obtenidos se calculé la media y la desviacion

estandar. La significancia (p<0.05) se determiné por un analisis t - Student

usando el programa Microcal Origin (Microcal Software, Inc).



8. Resultados.

Condiciones de hipoxia.

La concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo donde se
expusieron las células durante 24 h en normoxia (20% de O) y en hipoxia (0.1
— 0.3% O3) se midié polarograficamente con un electrodo de O tipo Clark

(Tabla 8.1).

Tabla 8.1. Concentraciones de oxigeno medidas en el medio de cultivo.
Normoxia Hipoxia

(UM)
119+ 5 (4) 20 (2)

Resultados muestran promedio + D.E. En paréntesis el numero de repeticiones.

La hipoxia redujo al 80% la disponibilidad de oxigeno en el medio de cultivo .
Las concentraciones medidas en hipoxia se encuentran dentro del intervalo
reportado en diferentes tumores (ver tabla 4.1, introduccion) que va de 1 a 40

MM.

Crecimiento celular en normoxia e hipoxia.

Se determiné el efecto de la hipoxia sobre la proliferacion celular, para lo cual
se construyeron curvas de crecimiento. Los cultivos de ambas lineas celulares
iniciaron con una alicuota de 2x10° célulasl/mL y se incubaron inicialmente en

normoxia para permitir que las células se adhirieran a la superficie de las



placas y comenzaran su proliferacion. Al inicio de la fase exponencial (dia 3)
las células se dividieron en dos grupos, uno de ellos se mantuvo en normoxia y
el otro se sometid a hipoxia. De esta manera fue posible comparar la velocidad
de proliferacion del mismo cultivo en dos concentraciones de oxigeno

diferentes (Figura 8.1).
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Figura 8. 1. Crecimiento y viabilidad celular en normoxia y en hipoxia.

A. HelLa. Densidad celular (A) y viabilidad (A) en normoxia; densidad (V) y viabilidad
(V) en hipoxia. B. MCF-7 Densidad celular (¢) y viabilidad (¢) en normoxia;
concentracion (m) y viabilidad (o) en hipoxia.

La flecha en ambas graficas indica el inicio de la hipoxia.

(n=3. Los puntos representan el promedio + desviacion estandar).



A partir de los datos obtenidos se calcul6 la velocidad de proliferacion celular
en normoxia que fue de 0.55+0.07 generaciones/dia para HeLa y de 0.97+0.2
generaciones/dia en MCF-7. Después de 24 horas de hipoxia (dia 4) la
proliferacion de HelLa se detuvo y a las 48 horas (dia 5) la poblacion se redujo
40%. De igual manera, MCF-7 detuvo su crecimiento en las primeras 24 h de
hipoxia (dia 4) y la poblacién celular disminuy6 a las 72 h (dia 6).

Tanto en normoxia como en hipoxia, la viabilidad se mantuvo mayor al 90% en

las dos lineas celulares.

Vias energéticas

Glucolisis.

Después de 24 h de hipoxia, las dos lineas celulares incrementaron la
velocidad de glucolisis. En HelLa el aumento fue de 5.5 veces, y en MCF-7 fue

de 3.7 veces (Tabla 8.2).

Tabla 8.2. Velocidades de glucélisis en normoxia e hipoxia.

MCF-7* HelLa*

(nmol/minemg proteina)

Normoxia 3.5+£2(4) 44+ 2 (4)

Hipoxia 13+1 (4) 24 + 10 (5)

Valores corregidos con 2-DOG.
Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el numero de mediciones realizadas.
*
p>0.1

Cabe mencionar que el 57 £ 10% de la glucdlisis de MCF-7 en hipoxia no fue
sensible a 2-DOG, es decir, mas del 50% del lactato que formaron no provino

de la glucosa adicionada a la cuveta de reaccion, lo que sugiere un aporte




importante de otras rutas. En cambio, del 70 al 100% del lactato generado por
MCF-7 en normoxia y por HelLa en ambas condiciones, provino del

metabolismo de la glucosa externa.

Fosforilacion oxidativa.

La velocidad de fosforilacién oxidativa (FO) se midi6 en células intactas,
agregando 5 mM de glucosa para mantener las mismas condiciones

fisioldgicas en las que se midi6 la glucdlisis.

La respiracién de HelLa no se afectd por hipoxia y en cambio, la respiracion de

MCF-7 disminuyo 4.1 veces (Tabla 8.3).

Tabla 8.3. FO de las lineas celulares en normoxia e hipoxia.

MCF-7* HelLa**

(nAtgO/minemg proteina)

Normoxia 14 + 3 (7) 5811 (4)

Hipoxia 34%1(5) 417 (4)

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.

Entre paréntesis se muestra el nimero de mediciones realizadas.

*p <0.01 **p>0.1

Es importante resaltar que la FO en normoxia, tanto de HeLa como de MCF-7,
fue >85% sensible a oligomicina (10 uM), un inhibidor de la ATP sintasa, por lo
que practicamente todo el oxigeno consumido por las células fue mitocondrial y
se utilizé para sintetizar ATP. En hipoxia la sensibilidad al inhibidor disminuyé

hasta el 50%, es decir, incrementé el consumo de oxigeno por enzimas o

procesos no relacionados con la generacién de energia. Por otra parte, se




observo que la adicion de 5 mM de glucosa inducia una disminucion maxima
del 31% a la FO de MCF-7 en hipoxia y del 56% en HelLa en normoxia (tabla

8.4).

Tabla 8.4. Inhibicion de la FO por adicion de 5mM de glucosa.

MCF-7 HelLa
(-) glucosa | (+) glucosa | (-) glucosa (+) glucosa
Normoxia 15+ 6 (7) 14 + 3 (7) 10+ 5 (7) 5.8+1 (4)
Hipoxia 5+2(5) 34%1(5) | 5+1.8 (4) 4+1.7 (4)

Las unidades de los valores son nAtgO/minsmg proteina.
Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el numero de mediciones realizadas.

Esta inhibicion es el llamado efecto Crabtree, en el cual la glucosa o la fructosa

disminuyen a la FO (77).

Concentracion de ATP.

Siendo la glucdlisis y la FO las rutas proveedoras de energia, se analizé el

efecto de la hipoxia sobre los niveles de ATP intracelular.

Para conocer cual de las rutas aporté mayor cantidad de ATP a la célula se
calculé el ATP proveniente de cada via, tomando en cuenta que por cada
lactato formado por glucdlisis se obtiene una molécula de ATP y por cada
atomo gramo de O; (nAtgO) consumido en la FO se producen 2.5 moles de

ATP. Se obtuvieron los siguientes resultados:




Tabla 8.5. Calculos del ATP generado por las rutas energéticas en ambas lineas
celulares.

Glucdlisis FO Total Aporte FO
(nmol/ minemg de proteina) (%)
MCEF-7
Normoxia 35+2 35+7.5 38.5 91
Hipoxia 13+ 1 85+25 215 40
Hela
Normoxia 44+2 145125 18.9 77
Hipoxia 24 +10 9.8+4.3 33.8 29

Los valores indican el promedio + desviacién estandar.
El total y el aporte (%) de la FO se calcularon con base en el promedio.

Estos datos indican que ambas lineas tumorales obtuvieron la mayor parte de
su energia (91 y 77%) de la FO en condiciones de normoxia. En cambio, en
hipoxia el aporte energético de la FO disminuyd considerablemente,
mostrando que en esta condicion su fuente principal de ATP fue la glucdlisis,
aportando el 60% para MCF-7 y el 71% para HelLa. Resalta el hecho de que
MCF7 en hipoxia produjo el 55% del ATP que produjo en normoxia (21.5 contra
38.5 nmol/minemg proteina). Por el contrario, en Hela la sintesis neta calculada
de ATP increment6 casi al doble en hipoxia (18.9 a 33.8 nmol/minemg de

proteina).

Con el fin de conocer la cantidad real de ATP, se midid su concentracion

intracelular en extractos acidos.



Tabla 8.6. Concentracion de ATP intracelular.

MCF-7 HelLa

(nmol/mg prot.)

Normoxia 15+ 3 (5) 1515 (5)

Hipoxia 13+7 (5) 12+ 2 (5)

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el niumero de mediciones realizadas.
Ambas lineas p > 0.1

No se observa ningun cambio neto estadisticamente significativo en los niveles

de ATP debido a la hipoxia.

Actividad y expresion enzimatica en normoxia e hipoxia.

Se realizaron mediciones de las actividades y contenido de proteina de
enzimas importantes de la glucdlisis y la FO para evaluar si los cambios
observados en estas vias energéticas fueron un reflejo de cambios en las

enzimas que las integran.

Hexocinasa

La hipoxia duplicé la actividad de la hexocinasa citosdlica de HelLa en
comparaciéon con la de normoxia. En MCF-7, la hipoxia no modificd
significativamente la actividad de la HK, aunque se observa una tendencia del

40% del aumento de la actividad enzimatica.



Tabla 8.7. Actividad de HK en extractos citosolicos.

MCF-7 HelLa
(mU/mgq)
Normoxia 64 £ 11 (4)* 60 £ 10 (5)*
Hipoxia 89 + 33 (4) 120 + 29 (3)

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el niumero de mediciones realizadas.
*p>01 *p<0.01

Los niveles de proteina de hexocinasa se analizaron por inmunoensayos. Para
ello, se emplearon anticuerpos anti-HK |l. Existen cuatro isoformas de la HK en
mamiferos HK | — IV (revisado en 43), pero esta descrito que la isoenzima |l es
la que preferentemente se incrementa en las células tumorales (revisado en 69)

(Figura 8.2-A).

Para comparar las bandas obtenidas con los western blots, se realizd6 una
doble normalizacién en la cual los valores de pixeles de cada banda se
dividieron entre los pixeles del control de carga (a-tubulina) y finalmente, se

calculé un porcentaje, considerando a la banda de normoxia como el 100%.
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Figura 8. 2. Western blot de HK Il en las MCF-7 y HelLa en condiciones de normoxia
(N, 102 £ 20 uM) e hipoxia (H, 20 uM). A. Imagen representativa del ensayo. B.
Analisis densitométrico de las imagenes obtenidas (n=3). Se muestra el promedio de
los resultados + desviacion estandar (p= 0.05 en ambas lineas).

El analisis revelé que en MCF-7 la cantidad de proteina de la isoforma Il de la

HK aumenté en promedio 52%, siendo proporcional al aumento observado en



la actividad enzimatica. Por el contrario, en HelLa no se encontré correlacion,
pues la proteina de HK Il se incrementé 37% pero la actividad enzimatica se
duplicé, por lo que la mayor parte de la actividad de hexocinasa debe recaer en

otra isoforma.

Complejo | (NADH deshidrogenasa).

Los ensayos enzimaticos y los inmuno-blots revelaron que la actividad y

cantidad de proteina fue constante en ambas condiciones de oxigeno.

Tabla 8.8. Velocidad del complejo de la NADH deshidrogenasa.

MCF-7 HelLa
(mU/mgq)
Normoxia 41.5 (1) 61.4 (1)
Hipoxia 42.7 (1) 60 (1)

Entre paréntesis se muestra el nimero de mediciones realizadas.

Los datos muestran que no hay cambio en la actividad de la enzima después
de 24 h de hipoxia. A pesar de que la actividad de este complejo sélo se midié
una vez, los resultados se sustentan con el analisis de la proteina por “western

blot”.




' v
— _ad
N H N H

MCF-7 HelLa

-
N
o
|

os)

100

80 -

60

40 -

20

Intensidad de banda normalizada (%)

o

MCF7 Hela
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Citocromo Oxidasa (COX).

De la misma manera que con el complejo |, la actividad y el contenido de

proteina del complejo IV no se modificd por hipoxia (tabla 8.8 y figura 8.4).

Tabla 8.9. Actividad de la COX en cultivos en normoxia e hipoxia.

MCF-7 HelLa

(nAtgO/min*mg)

Normoxia 20+ 5 (5) 25.2+3(5)

Hipoxia 17 £ 1.4 (3) 22+ 9 (3)

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar. Entre paréntesis se muestra el
numero de mediciones realizadas. Ambas lineas: p > 0.5 = no significativo
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Figura 8. 4. Western blot de la subunidad IV de la COX en las células en condiciones
de normoxia (N, 102 £ 20 yM) e hipoxia (H, 20 uM). A. Imagen representativa de los
ensayos B. Analisis densitométrico de las imagenes obtenidas (n=3). Se muestra el
promedio de los resultados * desviacion estandar.

A pesar de que la hipoxia no afectd la actividad de la COX ni de la NADH

deshidrogenasa, la respiracion celular de MCF-7 disminuy6 considerablemente,



sugiriendo que el blanco mitocondrial de la hipoxia se encuentra en otras
enzimas. Por lo tanto, se analizé la actividad y cantidad de proteina de la PDH,

la a-KGDH y la GA.

Piruvato Deshidrogenasa (PDH)

Para medir la velocidad de la PDH se emplearon mitocondrias aisladas de
MCF-7 y HelLa, pero no se detecté actividad enzimatica. Como control, se
ensayo la técnica en mitocondrias de rifidon de rata y se observé formaciéon de
NADH a una velocidad de 62 mU/mg cercana a la reportada de 44.4mU/mg
(78). Por tanto, se concluy6 que aunque la técnica permite medir la actividad de
la enzima, ésta es indetectable en las mitocondrias de MCF-7 y Hela, tanto

normoxicas como hipoxicas (Figura 8.5).

8 8

c ]

i A
'S ]

& 64 Piruvato

3 ]

S

_-9 1 M MWWB
€ 4-

I

©

S 34

: 4

8 2-

»

o ]

5 1 ”

o ]

S

w 0 —

0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (s)
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No obstante que la actividad de la PDH no fue detectable, la proteina se reveld
por inmunoblots y se encontrd constante aun después de la hipoxia prolongada

(Figura 8.6).
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Figura 8. 6. Analisis por western blot de la PDH en MCF-7 y HelLa. A. Imagen
representativa del ensayo. B. Analisis densitométrico de las imagenes obtenidas (n=3).
N: normoxia; H: hipoxia. Se muestra el promedio de los resultados + desviacién
estandar.



a-cetoglutarato Deshidrogenasa (a-KGDH)

La a-KGDH es un complejo multienzimatico y es una de las deshidrogenasas
que controlan el flujo del ciclo de Krebs ya que es altamente regulable por
diversos factores como la relacion NADH/NAD®, y la concentracién de ADP,
ATP, GTP, Mg* y Ca®', entre otros (70). Esta enzima cataliza la reaccién de

conversion del a-cetoglutarato en succinil-CoA, lo cual genera NADH y CO;

(Figura 8.7).
CH2— (00~ CHa—C00™
CH e | :l:Hz
i > + co,
C—Co0" /—\‘ fﬁ—S—CoA
[
0 NAD" NADH ©
CoA-SH _—
a—cetoglutarato Succinil-CoA

Figura 8. 7. Reaccion catalizada por la a-KGDH. El complejo de la a-KGDH requiere
de coenzima A como cofactor y ademas de succinil-CoA genera CO..

En MCF-7 la hipoxia disminuy6 en 60% la actividad de la enzima (Tabla 8.8).
En comparacion con MCF-7, la actividad de la a-KGDH de HelLa en
condiciones normoxicas fue 50% menor. Estos valores se encontraron en el
limite de deteccidn del equipo, por ello sélo logré medirse en dos ocasiones. En

hipoxia fue indetectable (Figura 8.8 B).



Tabla 8.10. Velocidad del complejo de la a-KGDH en MCF-7 y Hela.

MCF-7 HelLa
(mU/mgq)
Normoxia 4.8 +£0.2 (3) 2.8 (2)
Hipoxia 1.6+1(3) N.D.

N.D. = No detectada

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el numero de mediciones realizadas.
MCF-7: p < 0.01

Los inmunoblots mostraron que no hay una correlacion entre la disminucion de
la actividad y la cantidad de proteina, ya que ésta ultima se mantuvo constante

después de la hipoxia prolongada (Figura 8.8).
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Glutaminasa (GA)

La tasa de conversidon de glutamina en glutamato y amonio se midié mediante
un ensayo colorimétrico, en el cual se forma un compuesto que se mide a una
longitud de onda de 410 nm. La reaccién debe contener entre 100 y 400 ug de
proteina mitocondrial. Los ensayos con células completas no generan
suficiente amonio para ser detectado. Los resultados se muestran en la tabla

8.10.

Tabla 8.11. Actividad de glutaminasa en mitocondrias aisladas de MCF-7 y Hela.

MCF-7 HelLa
(mU/mgq)
Normoxia 138 £ 47 (4) 62 £ 17 (3)
Hipoxia 46 + 12 (3) 153 £ 110 (3)

Los valores indican el promedio de las mediciones + desviacion estandar.
Entre paréntesis se muestra el nimero de mediciones realizadas.
MCF-7: p<0.01 HelLa:p>0.1

Las mitocondrias de MCF-7 disminuyeron la actividad de glutaminasa hasta 3
veces después de ser sometidas a hipoxia. Por el contrario, las mitocondrias de
HelLa no sufrieron cambios en la actividad de esta enzima. Sin embargo, se

observa una tendencia al aumento de la actividad en hipoxia.

Los inmunoensayos para esta proteina se muestran en la siguiente figura. El
anticuerpo anti-glutaminasa permitio identificar las dos isoformas conocidas de
la GA, la isoforma K (rindn) y la L (higado). Esta reportado que ambas

isoformas se expresan en tumores (79).
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Figura 8. 9. Analisis de proteina total de GA en MCF-7 y HelLa. A. Imagen
representativa. B. Analisis densitométrico de las imagenes obtenidas (n=3). Se
muestra el promedio de los resultados + desviacion estandar.

Los resultados muestran que la GA total no se modifica por efecto de la hipoxia

en ninguna de las dos lineas celulares, aunque en MCF-7 tiende a incrementar.

Cabe resaltar que la isoforma K (GA K) disminuye un 30% su expresion en



MCF7 y en Hela tiene un ligero incremento del 10%, mientras que la isoforma

L (GA L) se incrementa entre el 30 y 80% en MCF-7 y no se modifica en Hela.

Efecto de la hipoxia sobre la expresion de factores de HIF-1a y p53.

Con el fin de evaluar alguna posible correlacion entre los fendmenos
observados en las enzimas mitocondriales y los factores de transcripcion HIF-1
y p53, se analizé la cantidad de proteina expresada de estos dos factores en

las células cultivadas en las dos condiciones de oxigeno.

En el caso de HIF-1, se evalud la subunidad HIF-1a, la cual es estabilizada por
hipoxia. Los inmunoblots se realizaron a partir de extractos nucleares,
empleando como control de carga a la nucleolina, ya que es una proteina
nuclear de la que no existen reportes de que se modifique por hipoxia.

En la figura 8.10 se muestra que HIF-1a es indetectable en las condiciones de
normoxia en ambas lineas y que se incrementa su expresion al someter los

cultivos a hipoxia.
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Figura 8. 10. Inmuno analisis tipo “western blot” de la expresion de HIF-1a. A. Imagen
del ensayo. B. Andlisis densitométrico. La intensidad de las bandas se mormalizé con

nucleolina.

En cuanto a p53, en HelLa no se encontrd expresiéon de la proteina en ninguna

condicién, y en MCF-7 la hipoxia incrementd su cantidad (figura 8.11).
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Figura 8. 11. Expresion de p53 en MCF-7 y HeLa en ambas condiciones de oxigeno..

Esta bien documentado que HelLa es un cancer originado por el virus del
papiloma humano y mantiene la expresion de la subunidad E6 de este virus, la
cual degrada a p53. Por otra parte, un trabajo reciente muestra que HIF-1a
estabiliza a p53 en células MCF-7 (80), por ello se encontré mayor cantidad de

esta proteina en las células hipodxicas.



9. Discusion.

En la mayoria de los estudios en los que se evaluo el efecto de la hipoxia sobre
algun parametro celular, se reportaron los valores porcentuales de oxigeno (0.2
— 5%) en la fase gaseosa de las camaras donde se incubaron los cultivos (42,
50,63). Debido a que la difusién de oxigeno es menor en el liquido que en el
gas, los datos porcentuales no reflejan la concentracion real de oxigeno a la
que se encontraban las células. Por ello, en este trabajo se midio la

concentracion de oxigeno del liquido de los cultivos en normoxia e hipoxia.

La tabla 8.1 muestra que la exposicién a hipoxia durante 24 h disminuy6 80%
la disponibilidad de oxigeno. En los tejidos normales el promedio de la
concentracion de oxigeno es de alrededor de 50 + 20 uM (70 uM en piel, 30 uM
en higado, etc) (1,6) y en las zonas internas de los tumores (cabeza, cuello y
cervix) varia de 2 a 15 yM (9-17), lo que representa una disminucion del 70-
95% con respecto al tejido original, por tanto, la reduccién neta (80%) que
genera nuestro sistema de hipoxia asemeja la condicién fisio-patoldgica del
tumor, y ademas produce cambios en el crecimiento y en el metabolismo

energético de las lineas cancerosas empleadas.



9.1 La hipoxia detiene el crecimiento de las células tumorales.

De manera global, en las primeras 24 h de exposicion a hipoxia ambas lineas
tumorales detuvieron su crecimiento, posiblemente por la activaciéon de HIF-1
(figura 8.11), ya que la expresion de este factor en hipoxia evita la entrada a la
fase S del ciclo celular de células normales, tales como MEF (fibroblastos
embrionarios de ratén) y linfocitos B (81), y en células tumorales de ovario (82).
A las 48 h de exposicién la poblacién disminuyo (15% menos en MCF-7 y 33%
menos en Hela), posiblemente por proceso apoptético, ya que esta reportado
que en las zonas hipdxicas de los tumores aumenta el numero de células en
apoptosis (63). La muerte celular por apoptosis también justifica que la
viabilidad celular se mantuviera alta a pesar del decaimiento poblacional, ya
que el azul tripano no puede tefiir a las células apoptdticas, ya que éstas no
presentan poros en la membrana a través de los cuales el colorante pueda

internalizarse.

9.2 Glucdlisis exacerbada y FO constante en Hela.

HelLa increment6 su actividad glucdlitica (5.5 veces) al someterla a hipoxia,
pero no disminuyo la FO. En condiciones de hipoxia el aporte energético de la
FO disminuy6é considerablemente, del 77 al 29% (tabla 9.1), pero el ATP
producido por glucdlisis se incrementd al grado de que la sintesis neta total
calculada de ATP se duplicé, lo que representa una franca ventaja energética

para las células, pues significa que tienen suficiente energia para mantener la



duplicacién celular y el resto de sus procesos internos. Sin embargo, la
concentracion de ATP medida en HelLa (tabla 8.4) fue constante en normoxia e
hipoxia y ademas, como ya se menciond, en hipoxia no hubo crecimiento. Por
tanto, existi6 otro proceso que consumidé grandes cantidades de ATP
compitiendo (y ganando) con la duplicacion celular, como por ejemplo, la
homedstasis de pH o de iones (83-86). Estos procesos los pueden realizar los
transportadores de monocarboxilatos acoplados a H* (expulsion de lactato) y
los antiportadores de Na* - H" o HCO3" - CI (83) pues esta descrito que en
hipoxia el pH intracelular puede disminuir hasta 6.88 (77,84), una condicién
semejante al pH que se obtiene cuando existe activacion glucolitica (77). La
homedstasis de iones también la puede realizar la ATPasa Na*-K*, que en
condiciones andxicas consume hasta el 75% del ATP producido en células
hepaticas (revisado en 85), o bien, puede estar involucrada la V-ATPasa que
se encuentra exacerbada en la membrana plasmatica de células tumorales con
alto potencial metastatico, como las MB435 (cancer de mama) (86). Dado que
los cultivos hipoxicos mostraron una caida en el pH del medio de cultivo (de 7.2
6.7-6.5), es posible que la homedstasis del pH si jugd un papel importante en el

consumo de ATP.

9.3 La hipoxia incrementa la glucélisis y disminuye la respiracion de

MCF-7

Los cultivos de MCF-7 al ser sometidos a hipoxia incrementaron su actividad

glucolitica en 3.7 veces, siendo este aumento menor al de Hela, lo que



concuerda con la hipétesis de que el incremento en la glucdlisis es mayor
cuanto mas agresivas son las células (24), pues HelLa es una linea de cancer
altamente metastatico, mientras que MCF-7 es un cancer menos agresivo. Con
el uso de la 2DOG se identificd que la hipoxia también incrementa la formacién
de lactato por procesos diferentes a la ruptura de la glucosa afadida,

posiblemente la degradacion de glucégeno (69).

Por otra parte, MCF-7 mostrd ser una linea celular altamente oxidativa, al igual
que otras células tumorales como AS-30D, sarcomas, melanomas, carcinomas
de pulmén, etc. (77 y revisado en 43), teniendo velocidades de FO mayores
que las de HelLa. Después de la hipoxia, MCF-7 disminuy6 la velocidad de FO
en la misma proporcién que aumento su glucdlisis (tabla 8.2 y 8.3), sugiriendo
que el aumento en la glucdlisis es una medida para mantener los niveles de
ATP a la concentracion de normoxia. La tabla 9.1 muestra que el ATP total
calculado disminuyé en 55%, pero el ATP medido en los extractos acidos no
mostré cambios en su concentracidén entre las condiciones de oxigeno (tabla
8.4). Al igual que con el oxigeno, la concentracion de cualquier metabolito
depende de las vias que lo producen (oferta) y de las que lo consumen
(demanda) (2), y en este caso disminuyd la via productora y la poza del
metabolito no se modificd, entonces la via consumidora también debid
disminuir su actividad. Entre las rutas que consumen la mayor cantidad de
energia se encuentran la sintesis de proteinas y DNA (85), las cuales se
detuvieron en hipoxia pues no hubo crecimiento celular (figura 8.1). En este

mismo sentido, esta descrito que en tumores de fibrosarcoma de ratén y a pO;



cercanas a 10 mmHg (14 pM) la concentracion de ATP se mantiene constante

(21,87).

Es importante destacar que en esta tesis las velocidades de ambas rutas
metabdlicas se midieron a concentraciones ambientales de oxigeno (20%), y a
pesar de ello se detectaron diferencias entre las células normdxicas y las
expuestas a hipoxia, indicando que los cambios generados por las diferencias
en las concentraciones de oxigeno no eran reversibles, sino que representaban
modificaciones permanentes en los fenotipos celulares, posiblemente en la
expresion y actividad de las enzimas involucradas en ambos procesos. Asi, en
este trabajo fue muy importante acompafar los analisis de la cantidad de
proteina con las actividades enzimaticas, ya que para obtener un panorama

completo es necesario demostrar que la enzima se encuentra activa o inactiva.

9.4 La hexocinasa en HeLa y MCF-7.

Esta descrito que la HK, la fosfofructocinasa (PFK-1) vy el transportador de
glucosa (GLUT) controlan principalmente el flujo de la glucdlisis en células
normales y células cancerosas (69). También estda documentado que la HK es
una de las enzimas cuya expresion se acentua en hipoxia hasta 5 veces en
células P493-6 (32). Estos antecedentes sugerian que el aumento observado
en la glucdlisis de MCF-7 y HelLa serian un reflejo del incremento en la
actividad y expresion de esta proteina, sin embargo, esta correlacion solo se

observo en Hel a.



En Hela, después de la hipoxia, la proteina de HK Il se incrementé en 30%,
pero la actividad en los extractos citosdlicos se duplicd, o que sugiere que en
la actividad de hexocinasa esta involucrada otra isoforma, posiblemente la |, de
la cual existen reportes que también se incrementa por hipoxia (88). Por otra
parte, el flujo de la glucdlisis en hipoxia se incrementd 5 veces y el incremento
en la actividad de HK sélo fue de dos veces, por lo tanto, es probable que en
hipoxia el control de la glucdlisis se redistribuyé entre el resto de las enzimas y

sea (n) otra (s) la (s) que ejerza (n) el mayor control de esta ruta.

En MCF-7 el aumento de la actividad de hexocinasa correlacion6 con el
incremento en el contenido de HK Il, pues ambos presentaron valores cercanos
al 40%. Esto indica que en MCF-7 la isoforma Il es la responsable de la
actividad total de hexocinasa. En cuanto a la relacién HK — glucdlisis, los datos
obtenidos fueron similares a los de Hela, pues su actividad solo aumenta el
doble, mientras el flujo de la via incrementa 4 veces. No existen datos
reportados que indiquen que la HK de MCF-7 interviene o no en el control del
flujo de la glucdlisis, por lo que cabria investigar si otras enzimas se modifican
de manera mas severa durante la hipoxia, recayendo en ellas el control de la

via.

Con los datos obtenidos con la HK sugerimos que aunque en AS-30D
(hepatoma de rata) esta enzima controla de manera importante a la via,

aparentemente en HeLa y en MCF-7 esto no ocurre, por lo que resulta



importante que los fendmenos observados en una linea celular no se

generalicen en todas las lineas cancerosas.

9.5 Cadena respiratoria intacta
De las enzimas que componen la cadena respiratoria se analizaron dos

relevantes, la COX o complejo IV y la NADH deshidrogenasa o complejo I.

La COX es un dimero del cual cada mondmero esta compuesto por 13
subunidades, tres de las cuales son codificadas por el DNA mitocondrial y diez
por el nuclear (89). La actividad catalitica reside en las subunidades | — Ill, pero
la subunidad IV es inhibida por ATP (90) y es la subunidad mas grande que se
codifica en el nucleo, donde puede ser afectada transcripcionalmente por HIF

1, y es por tal motivo que se eligié para medirla en este trabajo.

Los resultados revelaron que el nivel de proteina y actividad de la COX en
ambas lineas celulares fue muy similar y se mantuvo constante aun después
de la exposicién a 20 yM de O, durante 24 h.

La COX IV tiene dos isoformas, 1 y 2, de las cudles esta reportado que su
expresion es regulada por la disponibilidad de oxigeno en las lineas tumorales
humanas Hep3B (higado), HelLa (utero), Hct116 (colon) y A594 (pulmdn). En
estas células se encontro que la isoforma 1(COX IV-1) es abudante en
normoxia, pero la hipoxia induce la expresion de la isoforma 2 (COX IV-2), y
ademas incrementa la expresion de la proteina LON, que es una proteasa

esencial para la degradacién de la COX IV-1 (90). Este cambio de isoformas



parece ser un mecanismo de adaptacion que optimiza la actividad de la COX

en condiciones de hipoxia.

Considerando esta informacion, sabemos que la actividad medida en este
trabajo involucra a la de ambas isoformas y por ello no se ven modificaciones ni
en la actividad ni en la expresiéon de COX. Obtener la Km de la COX por O, en
normoxia e hipoxia es necesario para saber si ésta disminuye y esa es la razén
por la que no se afecta la actividad en hipoxia. Por otra parte, la velocidad de la
enzima fue medida en condiciones de sustrato saturante (O;) y dentro de las
células esto no ocurre porque el oxigeno debe difundir del medio externo hasta
la mitocondria, y posiblemente, la concentracion de O, en este organelo sea
menor que la del medio, por ello, seria conveniente medir esta actividad a bajas
concentraciones para verificar si a esas condiciones hay cambios en la

actividad.

Por otra parte, el complejo | tampoco se afectdé por hipoxia, y no se poseen
reportes que puedan explicar este fendmeno, pero esta reportado que otro
componente de la cadena respiratoria, el citocromo c, se mantiene constante
en hipoxia, incluso después de 5 dias de exposicion (91). Por tanto, nuestros
datos indican que la cadena respiratoria tiene la capacidad para mantener su
actividad en hipoxia a la misma velocidad que en normoxia, pero de acuerdo
con la literatura (revisado en 2), esto solo es posible si existen suficientes
sustratos oxidables para la cadena. Entonces, cabe suponer que la disminucién
observada en la FO de MCF-7 puede ser causada por una disminucion en las

enzimas que generan los sustratos (NADH) para la cadena.



9.6 Inhibicion de la PDH

En ambas lineas tumorales los inmunoensayos revelaron la presencia de la
PDH. Ademas, la hipoxia no modifico la cantidad de proteina en ninguna de las
lineas celulares, sin embargo no se detectd actividad, ni siquiera en normoxia.
Entonces, es muy probable que la enzima se encuentre inhibida por la actividad
de la PDK1, tal y como lo reporté Papandreou (42), o bien, que en estas lineas
tumorales se incremente la formacion de acetoina. Esta reportado que, en el
hepatoma Ehrlich y AS-30D, una parte del piruvato que se encuentra en la
mitocondria es descarboxilado a un acetaldehido activo, que al condensarse
con un segundo acetaldehido, forma acetoina, la cual es un inhibidor
competitivo de la PDH (revisado en 43). Sin embargo, es necesario conocer las
concentraciones de acetoina en las mitocondrias de MCF-7 y HelLa

(normoxicas e hipoxicas) para corroborar que esta inhibicion existe.

9.7 La a-KGDH y la GA limitan la respiracién en MCF-7

De las dos lineas celulares analizadas en este trabajo, sélo en MCF-7 se redujo
la actividad de la FO al exponerla a hipoxia. En el caso de Hela, la glucdlisis se
modificé por hipoxia, pero no la FO, por lo que no se esperaban modificaciones
en la actividad de las enzimas mitocondriales. El analisis de las enzimas de la
FO (COX, complejo |, PDH, GA y a-KGDH) de esta linea tumoral revelé que

ninguna de ellas se alter6 por la baja condicibn de oxigeno. Por ello, a



continuacién se discuten los cambios observados en las GA y a-KGDH de

MCF-7.

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de la a-KGDH en MCF-7
se reduce 60% en hipoxia y su proteina solo disminuye 10%. Por lo tanto, la
enzima debe estar inhibida por metabolitos que la regulan alostéricamente. Sin
embargo, en el caso de la a-KGDH no hay datos que proporcionen informacién
sobre la merma de su actividad en células cancerosas, pero esta documentado
que las especies reactivas de oxigeno (ROS) pueden dafiar la actividad de esta
enzima y que estas se incrementan (2-3 veces) en condiciones de hipoxia (92-
94). Diferentes reportes indican que la cadena respiratoria es la principal fuente
de superoxido en tejidos normales (95), y a partir de esta especie, mediante la
reaccion de Fenton, se generan otros ROS, y que durante la hipoxia en
diferentes tipos de tumorales hay un aumento en la produccion de estas
especies, principalmente las generadas por el complejo Ill (revisado en 96).
Los ROS afectan a las membranas celulares promoviendo lipoperoxidacion,
cuya degradacion forma otras especies reactivas como el HNE (4-hidroxi-2-
nonenal) que inhiben a la a-KGDH, pero que no afectan a los complejos de la

cadena respiratoria ni a otras deshidrogenadas de matriz (97).

Como ya se menciono, los tumores solidos consumen grandes cantidades de
glutamina, la cual es degradada a glutamato y amonio en una reaccién
catalizada por la glutaminasa. El glutamato generado puede alimentar al ciclo
de Krebs y contribuir al mantenimiento de la actividad mitocondrial incluso en

hipoxia. Sobre la GA existen pocos antecedentes y no esta claro cual seria su



comportamiento en hipoxia. En este trabajo se observé que en hipoxia hay una
disminucién considerable (3 veces) en la actividad de GA en MCF-7 y ademas,
un cambio en la expresion de sus isoformas, disminuyéndose en 30% la
proteina de la GA K. De la GA se conocen dos isoenzimas, la K (riidén) y la L
(higado). Esta descrito que la GA K esta presente en todos los tejidos con
actividad de glutaminasa, y hasta hace poco se pensaba que la forma L solo se
encontraba en el higado adulto, pero se encontré su expresion en diferentes
tipos de células tumorales (79).

En HelLa ninguna de las isoformas varia con la hipoxia y no se modifica
tampoco la actividad. En cambio MCF-7 en donde la actividad disminuyo, la GA
K también disminuye, por tanto la actividad de glutaminasa recae sobre esta

isoforma en estas lineas tumorales.

Por otra parte, resalta el hecho de que la proteina total de GA incrementa en
40%, pero su actividad disminuye 3 veces. Como ocurrié con la PDH y la a-
KGDH, la actividad de la enzima se ve afectada por algun mecanismo,
posiblemente una inhibicion, pero hasta el momento no existen reportes que

sustenten esta aseveracion.

Los datos obtenidos sugieren que la respiracion de MCF-7 se afecta por
cambios en la a-KGDH y GA, enzimas proveedoras de NADH para la cadena
respiratoria, no en la cadena per se. Se propone que los eventos involucrados

en este fenomeno son los siguientes:



. La PDK se exacerba con lo que se inhibe la PDH y ésta no forma NADH
para la cadena respiratoria.

. No hay formacion de acetil CoA a partir de piruvato. Sin embargo, no se
debe descartar que el acetil CoA puede formarse a partir de otros
compuestos y alimentar al ciclo.

. La GA disminuye su actividad con lo que hay menos a-cetoglutarato
para alimentar al ciclo y compensar la disminucién de acetil CoA.

. La a-KGDH también disminuye su actividad y se restringe la formacién
de NADH.

. La cadena respiratoria esta limitada por NADH y como resultado se

reduce su actividad.
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Figura 9. 1. Eventos involucrados en la disminucion de la respiracién en MCF-7. PDH:

piruvato deshidrogenasa; CoA-SH: coenzima A; GIn: glutamina; Glu: glutamato; GA:

glutaminasa; a-KGDH: a-cetoglutarato deshidrogenasa. Las lineas punteadas indican
disminucién en el flujo. La descripcion de la numeracion se encuentra en el texto.

Sin embargo, es necesario medir la concentracién de adenin nucledtidos en la
mitocondria para verificar si el suministro de NADH esta disminuido en hipoxia

y si la cantidad presente en el organelo es limitante para su actividad.



9.8 EIl factor transcripcional p53 puede estar involucrado en el control

de la respiracion en MCF-7

A la fecha, las funciones mejor conocidas de p53 son aquellas relacionadas
con el control del ciclo y de la muerte celulares en tejidos normales. En las
células cancerosas se ha observado que este factor se involucra en procesos
como el control de la concentracién de las ROS y ademas, en un rol opuesto a
su caracteristica supresion del cancer, puede contribuir a la supervivencia e
incremento de la malignidad tumoral, asi como al efecto Warburg (revisado en
98). Los antecedentes mostrados en la introduccidon de este trabajo indicaban
que en hipoxia era requisito la pérdida de p53 para evitar la degradacién de
HIF-1 y disminuir la respiracién celular. Sin embargo, se observé lo opuesto,
es decir un aumento en la cantidad de p53 en las células de MCF-7 después de
exponerlas a hipoxia. Este evento concuerda con la publicacion de An y
colaboradores (80) en la que muestran que en MCF-7 en particular, la
induccion de HIF-1a es necesaria para la acumulacibn de p53

transcripcionalmente activo.

Por otra parte, HelLa tiene la particularidad de no poseer p53 debido a su
degradacion por la subunidad E6 del HPV. En concordancia, HeLa no mostro
cambios en su actividad de la fosforilacién oxidativa, mientras que MCF-7, que
incrementa el nivel de p53 a bajas concentraciones de oxigeno, mostré una
disminucién en su tasa respiratoria. Por lo tanto, los datos sugieren que este
factor transcripcional podria estar involucrado en este fendmeno, posiblemente

actuando de manera directa sobre el cambio de isoformas de la GA. Sin



embargo, no es posible afirmar lo anterior de manera categorica pues un estrés
celular como la hipoxia genera respuestas muy complejas, en las cuales estan
involucrados, directa o indirectamente, multiples factores. Se propone que para
dilucidar si p53 juega algun papel en la disminucion de la FO en hipoxia, se

-

empleen células MCF-7 p53™ y se sometan a hipoxia. Si p53 esta involucrado,

su ausencia evitaria la merma en la FO observada en las células con p53.

Los datos obtenidos en este trabajo quedan como antecedente para futuras
investigaciones sobre el mecanismo que induce la disminucion de la FO

durante hipoxia.



10. Conclusiones.

1. La hipoxia prolongada no afecta la respiracion celular de Hela, lo que se
debe a que las bajas concentraciones de O, no disminuyen la expresion
ni la actividad de las enzimas de la FO.

2. La hipoxia prolongada disminuye la respiracion celular de MCF-7 por
efecto de la reduccién en la actividad de las enzimas a-KGDH y GA, y
por tanto, reduce la produccién de NADH que alimenta a la cadena
respiratoria.

3. El factor transcripcional p53 puede estar involucrado en la disminucion
de la respiracién celular, posiblemente disminuyendo la cantidad de
proteina de la GA.

4. Los efectos de la hipoxia no deben generalizarse, pues cada linea
tumoral o cancer de estudio responde de manera particular a este

estrés.



11. Perspectivas.

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo se propone:

1.

Identificar la naturaleza de la inhibicién que afecta la actividad de la PDH
y la a-KGDH, lo que permitira ahondar en el mecanismo responsable de
la disminucién de la FO en hipoxia. Para ello, se propone que para la
PDH se establezca un protocolo de desfosforilacion de la enzima y
medicion de su actividad. En el caso de la a-KGDH se propone evaluar
el efecto del HNE sobre ella, ya que esta reportado que las ROS se
incrementan durante la hipoxia y la a-KGDH es un blanco de esta
especie. De manera complementaria, verificar el incremento de las ROS,
lo cual se puede llevar a cabo midiendo la actividad de la aconitasa, ya
que esta enzima contiene grupos —SH lo que la convierten en un buen
marcador de la presencia de radicales libres.

Realizar un analisis de elasticidades para determinar el control de la ruta
glucolitica de MCF-7 y HelLa en hipoxia para identificar posibles blancos
terapéuticos especificos de estos tumores.

Ensayar drogas mitocondriales y/o glucoliticas en las células hipdxicas
de acuerdo con los cambios observados en el metabolismo energético.
Exponer los cultivos en monocapa a ciclos de hipoxia/reoxigenacion,
acercandose a un modelo mas realista del desarrollo tumoral, y analizar

en estas células los posibles cambios en las enzimas mitocondriales, en



el flujo glucolitico y la cantidad de mitocondrias, esto ultimo analizado
por microscopia confocal.

Analizar los cambios en el metabolismo energético a diferentes
concentraciones de oxigeno, para identificar la concentracion a la que
comienzan a presentarse dichas alteraciones. Para obtener las
diferentes concentraciones de O, podria emplearse la camara de hipoxia
usada en este trabajo, o bien alguna trampa quimica para oxigeno,
como la ditionita (hidrosulfito de sodio) o el sulfuro de sodio.

Evaluar la regulacién de la transcripcion de la GA por p53, mediante el
analisis de actividad y cantidad de proteina de GA en cultivos hipoxicos
de mutantes knock out o knock down del mencionado factor
transcripcional.

Desarrollar tumores sélidos en ratones atimicos a partir de las lineas
celulares y analizar los cambios en el metabolismo energético a
diferentes volumenes de los tumores (equivalentes a diferentes grados
de hipoxia).

Evaluar la expresion de los genes de las enzimas mitocondriales y
glucoliticas importantes (GLUT, HK, GA), asi como de los factores
transcripcionales p53 y HIF-1a después de la exposicion a hipoxia
prolongada, mediante PCR en tiempo real. Dicho analisis mostrara si el
cambio observado en la cantidad de proteina se debe a regulacién en la
transcripcion de los genes, o bien, si es debida a modificaciones post-

transcripcionales o a la degradacion de las proteinas.
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