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Resumen

El glucégeno es el polimero de glucosa que representa la
reserva de energia y de esqueletos carbonados en mamiferos y otros
organismos, ayudando a mantener las vias metabdlicas activas en
condiciones de estrés nutricional. En las células tumorales se
reporta un aumento en la cantidad de glucégeno almacenado que
correlaciona con el importante control que ejerce la glucogendlisis
(20-60%) sobre el flujo de la glucdlisis, aun cuando las células
tumorales se encuentran sometidas a hipoxia o hipoglucemia

(Marin-Hernandez et al., 2011 y 2014).

Debido a la importancia del glucégeno en las células
tumorales, en esta tesis se realizd la caracterizacion cinética de las
enzimas que participan en la sintesis y en la degradacion del
glucdégeno para dilucidar sitios de control y determinar si hay
cambios en sus mecanismos de regulacion, lo que podria

considerarse para proponer posibles blancos terapéuticos.

Por lo anterior, en extractos citosolicos de células tumorales
AS-30D y de hepatocitos de rata (ayunada y no ayunada) se
determinaron los parametros cinéticos de velocidad maxima (Vm) y
afinidad (Km) de las enzimas fosfoglucomutasa (PGM), UDP-
glucosa pirofosforilasa (UGP), glucogeno sintasa (GS) y glucégeno
fosforilasa (GP) bajo condiciones cercanas a las fisioldgicas (37 °C,
pH=7, 120 mM KCI).

Los datos obtenidos indican que no hay diferencias entre los
parametros cinéticos de las enzimas PGM (Vm = 140 nmol/min*mg;
Kmgir = 0.8 mM) y UGP (Vm = 19 nmol/min*mg; Kmuprc = 0.06
mM) entre ambos modelos (células tumorales y no tumorales),

siendo sus actividades independientes de la condicién nutricional



(ayuno y no ayuno de las ratas); sin embargo, en el caso de la GS
de hepatocitos (Vm = 0.5nmol/min*mg; Kmuppc = 2uM) se observo
que el ayuno de las ratas tiene un efecto inhibitorio de la enzima,
mientras que en la GS de AS-30D no se presenta tal efecto,
exhibiendo ademas la presencia de dos isoformas de alta afinidad
(Kmz upre= 50 nM, Km2 uprc=0.2mM) que no se inhibieron con AMP
(inhibidor fisiolégico). Por otra parte, aunque los parametros
cinéticos de la GP fueron similares en ambos modelos (Vm = 5
nmol7min*mg; Km giucsgeno = 0.4mM), la actividad de esta enzima
solo se detectd en hepatocitos de ratas en ayuno, cuya actividad fue
inhibida por glucosa (inhibidor fisiolégico); no asi para la GP de AS-
30D, que requirié de la presencia de AMP (0.1 M) para manifestar

su actividad, siendo esta independiente de la condicion nutricional.

Estos resultados indican que en las células tumorales AS-30D
se expresan isoformas de la GS y GP que son menos sensibles a sus
inhibidores fisioldgicos (AMP y glucosa), lo que sugiere cambios en

sus mecanismos de regulacion.



1. Introduccion

1.1 El Cancer

El cancer es un conjunto de patologias en las que subyacen
mutaciones genéticas que llevan a las células a procesos de
proliferacion, crecimiento y diseminacion autobnomos, causados por
alteraciones en loci responsables de la regulacion del ciclo celular.
Estas involucran la activacion de oncogenes como HGF, c-MYC, ERB,
cilclina E; y la inhibiciéon de genes supresores de tumores como p53,
TGF-B o BRCA (Robbins y Cotran, 2007; Trudy McKee, 2003;
Vogelstein y Kinzer, 2004). Estos dafios genéticos pueden adquirirse
por la accibn de agentes ambientales como sustancias quimicas,
radiaciones, virus, o pueden heredarse en la linea germinal. Como
resultado, se manifiestan siete cambios clave: 1) autosuficiencia en
las sefiales de crecimiento, 2) insensibilidad a las sefiales de
inhibicion de las mismas, 3) evasion de la apoptosis, 4) potencial
replicativo ilimitado, 5) angiogenia mantenida, 6) capacidad para
invadir y metastizar, y 7) defectos en la reparacion del DNA (Loeb
et al., 2003; Zhang et al., 2007; Weinberg, 2000).

Durante 2013, en México el cancer ocupo el tercer lugar como causa
de muerte, solo después de enfermedades del corazén y diabetes
mellitus; para el caso de varones, el cancer de proéstata se registra
como el de mayor mortandad, asi como el de mama y utero en el
caso de las mujeres (INEGI, 2013). La Organizacion Mundial de la
Salud reporta que en 2012, las enfermedades no transmisibles
causaron mas del 68% de las muertes en el mundo, dentro de estas

patologias, el cancer ocupa el segundo lugar (OMS, 2015).

Una propiedad fundamental de las células tumorales es la

reprogramacion metabdlica originada por los microambientes en los



que se desarrollan. Estos cambios originan una menor
susceptibilidad a la quimioterapia y a la radiacion, que son las
terapias de eleccion en la actualidad, y que implican efectos
secundarios adversos para el paciente, y no aseguran una eficacia
completa (Gatenby y Gillies, 2007; Lunt y Vander Heiden, 2011). Es
por eso que el estudio a nivel molecular entre células tumorales y
no tumorales, resulta de gran interés, al representar una estrategia
alternativa para proponer nuevas terapias dirigidas que aumenten
la especificidad del tratamiento y disminuyan los efectos

secundarios (Pelicano et al., 2006; Hornberg et al., 2007).
1.2 Metabolismo energético en células tumorales

Se sabe que, dada una reprogramacion metabdlica, las células
tumorales poseen una glucodlisis exacerbada para sostener su
proliferacion y el aporte de energia, incluso en presencia de oxigeno,
fendmeno conocido como efecto Warburg (Warburg, 1956; Lunt y
Vander Heiden, 2011) Sin embargo, existe evidencia experimental
que demuestra que la fosforilacion oxidativa hace una contribucion
significativa al suministro de ATP en muchos tipos de células
tumorales bajo una variedad de condiciones, ademas de la
utilizacion de sustratos oxidados por las mitocondrias normales,
tales como aminoacidos y &cidos grasos (Moreno-Sanchez et al.,
2014).

La mayor parte de las macromoléculas requeridas para la
proliferacion celular, asi como para la generacion de triglicéridos,
fosfolipidos y varios aminoacidos, son generadas a partir de
intermediarios glucoliticos (Bauer et al., 2005; Ward and Thompson,
2012), a la par, la producciéon de NADPH, a partir de glucosa-6

fosfato, funge como sistema antioxidante. Estas vias metabdlicas se



ven favorecidas en células tumorales con una glucdlisis
incrementada, pues ademas de elevar la produccion de ATP, y la
tasa de crecimiento, les confiere resistencia a condiciones de estrés
como la hipoxia y la hipoglucemia, generando un microambiente
hostil para células vecinas normales al secretar gran cantidad de
lactato, acidificando el medio e incrementando la posibilidad de
metastasis (Gatenby y Gillies, 2004; Marin-Hernandez et al., 2014;
Lee et al., 2007; E. Zois & L. Harris, 2016).

El estudio cinético de la glucdlisis revela que los puntos principales
de control son: 1) la degradaciéon de glucégeno> hexocinasa>
hexosafosfato isomerasa, bajo hiper y normoglucemia (25mM y
5mM de glucosa), donde la degradacién de glucégeno representa
hasta un 70% del control (Marin-Hernandez et al., 2014; Moreno-
Sanchez, 2014), por lo que, si se logra identificar los puntos de
control, podria proponerse una estrategia terapéutica en el

tratamiento del cancer.
1.2 Glucégeno

El glucégeno es el homopolisacarido ramificado, formado por
residuos de glucosa unidos en enlaces glucosidicos a-1,4 y a-1,6
empleado por diversos organismos como reserva energética, que les
permite a las células contender a situaciones de estrés nutricional y

mantener la homeostasis (Young FG, 1957; Berg et al., 2002).

A diferencia de las proteinas, los polisacaridos no suelen tener
masas moleculares definidas, pues las proteinas son sintetizadas por
enzimas a partir de una cadena molde de RNA mensajero de
secuencia y longitud definidas que son copia fiel del molde en

ausencia de patologias; para el caso de los polisacaridos, su sintesis



y degradaciéon dependen exclusivamente de las enzimas que
catalizan su polimerizacion y la liberacibn de monomeros
(Lehninger, 2014).

Defectos en la sintesis y degradacion de glucégeno ocasionan
problemas en el almacenamiento del mismo, conocidas como
glucogenosis, que tienen consecuencias variadas, desde el
impedimento para realizar ejercicios extenuantes, diabetes,
hepatomegalia, o incluso la incompatibilidad con Ila vida

(Stegelmeier et al., 1995; Andreu et al., 2007; Tang et al., 2003).
1.3 Glucogenogénesis y glucogendlisis (Figura 1.1)

La glucosa que ingresa a la célula a través del transportador de
glucosa (GLUT), es tomada como sustrato por la hexocinasa (HK), y
es fosforilada en el carbono 6, formando la glucosa 6-fosfato (G6P),
que es un metabolito comun para la glucdlisis, la ruta de las
pentosas fosfatafo y la sintesis de glucoégeno. Esta ultima se vale de
la fosfoglucomutasa (PGM) para transferir el grupo fosfato de la G6P,
de la posicion 6 a la 1 (el intermediario formado es la glucosa 1, 6
bis-fosfato), generando la glucosa 1 fosfato (G1P), sustrato de la
UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP), la cual utiliza la molécula
energética UTP, para generar un metabolito de alta energia, la UDP-
glucosa (UDPG) sustrato de la glucégeno sintasa (GS) que afiade un
monomero de glucosa a un templado de glucégeno unido a la
glucogenina, formando enlaces glucosidicos al-4 y liberando UDP.
Cuando la cadena polimérica se elonga entre 12 a 18 residuos de
glucosa, la enzima ramificante (GBE) es activada, transfiriendo una
glucosa de la posicién al-4 a la posicion al-6, generando un nuevo

punto de elongacion polimérica.



La glucogendlisis procede en dos pasos separados, por un lado, la
glucégeno fosforilasa (GP) fosforolisa el enlace al-4 del polimero
glucosidico, liberando G1P en cada catalisis, que puede ser tomada
por la PGM y convertida en G6P, para asi alimentar las vias que
dependen de ella; por otro lado, los enlaces en la posicion al-6 del
glucégeno son reconocidos por la enzima desramificante, quien es
capaz de romperlo, liberando moléculas de glucosa sin fosfato
(Figura 1) (Potter, 1961; Danforth & Lion, 1964; Krebs et al., 1964;
Meléndez-Heiva et al., 1993; Lehninger, 2014).



Ho— Sintesis v degradaciin de giucdgeno

Figura 1. Via de sintesis y degradacion de glucogeno. Se muestran
las enzimas involucradas en la conversion de metabolitos. Glc
(glucosa), ATP (Trifosfato de Adenisina), ADP (Disfosfato de
adenosina), AMP (Monofosfato de adenosina), G6P (glucosa 6-
fosfato), PPP (Via de las pentosas fosfato), G1,6BP (glucosa 1,6-
bisfosfato), G1P (glucosa 1-fosfato), UTP (Trifosfato de uridina), PPi
(pirofosfato), UDPG (UDP-glucosa), UDP (Difosfato de uridina),
S04 (sulfato).



1.4 Enzimas responsables de la sintesis vy

degradacion de glucégeno.
Glucogenina (GYG)

La GYG es una enzima homodimérica capaz de autoglicosilarse hasta
con 8 a 12 residuos de glucosa, los cuales une en enlaces a 1-4,
fungiendo como el templado para la cadena de glucégeno. Esta
enzima presenta dos isoformas en el humano, GYG1 y GYG2; la
primera con un tamafio de 39 kDa, y presente en el musculo
prioritariamente, y la segunda de 55 kDa, expresada principalmente
en el higado. Emplea un ion divalente como cofactor, principalmente
Magnesio, imprescindible para la accion del residuo especifico de
autoglucosilacion: Tyr-195 en la GYG1 y el Tyr-228 en la GYG2
(Zeqiraj et al., 2015; Roach PJ, 2012; Pitcher et al., 1987).

Fosfoglucomutasa (PGM)

La PGM es una enzima monomerica que se autofosforila en la serina
de su sitio activo, emplea un catién divalente como cofactor,
principalmente Mg?*. En el humano, presenta tres isoformas, la
muscular (PGMM), la hepatica (PGMH) y la cerebral (PGMB),
variando estas en sus valores de afinidad por el sustrato (Km)
(Quick et al., 1973).

El mecanismo de accion de esta enzima involucra la fosforilacion
y posterior defosforilacion del sustrato en pasos consecutivos.
Inicialmente, la PGM reconoce a la G6P, fosforilandola en el carbono
1, formando a la glucosa 1, 6 bisfosfato (G1,6BP), intermediario y
activador de la enzima; enseguida, tras un cambio conformacional,
el fosfato de la posicion 6 es retirado de la glucosa, formando

finalmente a la G1P. En la reaccidn reversa el mecanismo es similar



variando en la posicion de adicion y retiro de fosfatos (Jagannathan
et al., 1949; Hammond & Balinsky, 1978).

UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP).

La UGP es una enzima dimérica en su forma menos activa, mientras
que, en presencia de su sustrato (G1P) se activa al octamerizarse.

Para su catdlisis emplea como cofactor al Mg?*.

El mecanismo de reaccion de esta enzima es bi-bi ping pong
ordenado, teniendo como paso inicial el ingreso de la G1P, seguido
del UTP que ataca a esta primera, liberandose entonces PPi y
posteriormente la UDP-Glucosa (UDPG), que es una molécula activa,
como el ATP, capaz de mover la reaccion de la enzima que la tome
como sustrato. A pesar de que el AG de esta reaccion es cero en
ambos sentidos, es la pirofosfatasa inorganica quien, al tomar al
pirofosfato y degradarlo a fosfato inorganico, desplaza la reaccion
en el sentido de sintesis de UDPG (Kim et al., 2010; Berg et al.,
2006).

Glucdégeno sintasa (GS)

La GS es una enzima monomeérica, activa en su forma defosforilada,
capaz de unir mondmeros de glucosa a un templado de glucégeno a
partir de la transferencia de esta desde una molécula activa llamada
UDP-glucosa, esto se realiza a partir de que la GS reconoce una
cadena creciente de glucégeno (con 8 glucosas ensambladas en
enlaces al-4 glucosidicos, y unidas a la glucogenina, enzima que se
autiglicosila en el hidroxilo de un residuo de tirosina, empleando
UDPG como donante), y une entonces un monomero de glucosa en
el extremo no reductor de la cadena polimérica, elongandola hasta

un maximo de 18 residuos, pues es cuando la enzima ramificante



del glucégeno (GBE) transfiere un tetramero glucosidico de la
posicion al-4 a la posicion al-6, generando un nuevo sitio de
elongacion, haciendo manifiesta la eficiencia evolutiva de
almacenamiento de glucoégeno. Existen dos isoformas reportadas en
la literatura en mamiferos, la GS muscular (GS1; 84 kDa) y la GS
hepatica (GS2, 81kDa; 703 aa), que a pesar de tener el 70 % de
identidad, y ser reguladas por mecanismos de fosforilacion y
defosforilacion mediados por diversas enzimas: PKA, PKC, PhK,
AMPK, GSK3, CK (Figura 2); presentan variacion en sus parametros
cinéticos y mecanismos de regulacion. Mientras que la GS1 cuenta
con 9 sitios de fosforilacion descritos en mamiferos, se sabe que la
GS2 solo presenta 7; los sitios no conservados por la GS2, y
presentes en la GS1 (Ser897/698 y Ser710/711) son regulados
principalmente por la via de PKA (Ferrer et al., 2003; Agius et al.,
2010; Gomis et al., 2003; Baskaran et al., 2010). La G6P puede
activar alostéricamente a la GS a través de su union en el dominio
de rico en arginina (Arg®’°-5°1), alin a pesar de que la enzima se
encuentre completamente fosforilada, pues ademas de la
modificacién alostérica, la hace mas susceptible a la defosforilacion
por fosfatasas (Gomis et al., 2003; Lawrence & Roach, 1997; Halse
et al., 2001).

Glucégeno fosforilasa (GP)

La GP es una enzima dimérica en su forma inactiva (GPb), al
fosforilarse (GPa), principalmente en el residuo Serl5, se
monomeriza, aumentando su actividad de fosfordlisis. Esta enzima
se une a una cadena de glucégeno con enlaces glucosidicos al-4,
fosforilando a la glucosa en la posicion del carbono 1, liberando

entonces G1P hasta el momento en que la ultima glucosa de la



ramificaicon (unida en enlace al-6) es reconocida por la enzima
desramificante (GDE), quien la desprende del polimero en forma de

glucosa libre.

La GP presenta tres isoformas en mamiferos: la GP muscular la
GP hepdtica, yla GP cerebral, las tres de aproximadamente 97 kDA
(Marshal et al., 1978; Palm et al., 2012; Lehninger 2014). Se sabe
que sus mecanismos de regulacion son principalmente mediante
fosforilacion y ligantes alostéricos, aunque recientemente se ha
descrito a la acetilacibn como un mecanismo de regulaciéon negativa;
mientras que el AMP, Pi y G1P promueven el estado R, la Glc, ATP,
G6P y bases pduricas estabilizan el estado T (Gaboriaud-Kolar&
Skaltsounis, 2003; Agios, 2007 y 2015). Durante la actividad fisica
la estimulacion hormonal (Glucagon y epinefrina) activa a la
Fosforilasa Kinasa (PhK), fosforilando y activando a la GP, sin
embargo, se sabe que durante procesos tumorales, el aumento en
la cantidad de citosinas puede implicar una desensibilizacion a los
receptores, provocando que la regulacion enzimatica se limite a sus
modificaciones alostéricas (Ramirez & Sanchez, 2001; Dandona et
al., 2005; Cancello y Clement, 2006; Bouloumie, 1992)

1.5 Regulaciéon metabdlica y hormonal de la sintesis y

degradacion del glucégeno (Figuras 1.2)

Las dos enzimas en las que se centra el control del metabolismo del
glucégeno son la glucégeno sintasa y la glucogeno fosforilasa, las
cuales son susceptibles de activacion e inhibicion por uniones
covalentes (fosforilaciones) y la interaccion con metabolitos. La GP
es activa en su forma fosforilada (a) e inactiva en la defosforilada
(b), caso contrario a la GS; por lo que la accién fosforilante de

enzimas cinasas tienen un efecto concertado de activacion de la



glucogendlisis al tiempo de inhibir la glucogenogénesis y viceversa
(Meléndez-Heiva et al., 1996; Shulman et al., 1996; Roach et al.,
2012)

Al disminuir los niveles de glucosa en la sangre, por abajo de 5
mM, las células a del higado liberan glucagén, que al unirse a su
receptor (GCGR), asociado a una proteina G, activa a la adenilato
ciclasa (ADCY), quien cicla al ATP, formando AMP ciclico (AMPc),
activador de la proteina cinasa a (PKA), que fosforila a la glucégeno
fosforilasa cinasa (PHK), responsable de fosforilar a su enzima
blanco, glucégeno fosforilasa, activandola. La adrenalina tiene un
mecanismo similar, luego de su union a los receptores a y 3. Sin
embargo, su liberacidon ocurre en situaciones de alerta. Por otro
lado, el AMP es capaz de unirse a la isoforma muscular de la GP,
activandola, a la par que el calcio puede activar a la GPK y esta a su
vez fosforilar a la GP; mientras que la G6P es un inhibidor de la
misma, a la par del ATP, que es capaz de inhibir la casada de

sefalizacion que lleva a su fosforilacion.

Cuando la concentracion de glucosa es superior a 5 mM, son las
células B de los islotes de Langerhans las encargadas de liberar
insulina, para que al unirse a su receptor (INSR), este se fosforile y
adquiera la propiedad de tirosina cinasa, fosforilando a su vez a los
residuos del receptor de insulina, promoviendo su asociacion con
fosfatidil inositol 3 cinasa (P13K), que convierte al fosfatidil inositol
4, 5 bis fosfato (PIP2) en fosfatidil inositol 3, 4, 5 tri fosfato (PIP3),
que es capaz de activar a la cinasa dependiente de fosfatidil inositol
(PDK), la cual fosforila a la proteina cinasa B (PKB), promoviendo la
liberacion de transportadores GLUT que permiten la entrada de

glucosa a la célula, y activan la sintesis de glucégeno por un



aumento en la concentracion de la G6P, modulador alostérico de la
GS (activador) y de la GP (inhibidor). PKB también activa a la
fosfodiesterasa, enzima responsable de convertir el AMPc en AMP
lineal; promueve la activacion de la fosfatasa, enzima que
defosforila proteinas, como la GS y la GP (lo que lleva a su activacion
e inhibiciébn respectivamente); y por otra parte fosforila a la
glucégeno sintasa cinasa (GSK), inactivandola, por tanto,
impidiendo la inactivacion de la GS por fosforilacion. Los inhibidores
de la GS son, el AMP y el calcio, capaces de activar el proceso de

fosforilacion de la PKA y PKB; sus activadores son la G6P y el ATP.
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Figura 1.2. Regulacion hormonal de las vias de sintesis y
degradacion del glucégeno centradas en la regulacion de la
glucdégeno sintasa (GS) y la glucogeno fosforilasa (GP). La
descripcion se encuentra en el texto. INSR: Receptor de insulina;
ADCY: Adenilato ciclasa; GCGR: Receptor de glucagon; Rf(:
Receptor (3 adrenérgico; Gsa: Subunidad a de proteina G asociada;

PKA: Proteina cinasa A; IRS: Residuo de insulina; PIP2: Fosfatidil



inositol 4,5 bisfosfato; PIP3: Fosfatidil inositol 3,4,5 trisfosfato;
PI3K: Fosfatidil inositol-3 cinasa; GLUT: Transportador de glucosa;
PDK: Cinasa dependiente de fosfatidil inositol; PKB: Proteina cinasa
B; AMPc: Monofosfato de adenosina ciclico; AMP: Monofosfato de
adenosina lineal; GSK: Glucdégeno sintasa cinasa; PHK: Glucégeno

fosforilasa cinasa.
1.6 Glucogenogénesis y glucogendlisis tumoral

Es bien sabido que una de las alteraciones mas notorias del
metabolismo de células tumorales, respecto a las normales, es el
incremento en la via glucolitica, incluso cuando la mitocondria se
encuentre dafada, o bien, cuando estas se encuentran sometidas a
hipoxia (Xu et al., 2005; Marin-Hernandez et al., 2014; Zips et al.,
2004). Aunado a esto, se ha reportado evidencia del aumento de la
cantidad de glucdégeno en células tumorales en comparaciéon con las
normales, asi como el incremento en la cantidad y actividad de las
enzimas reguladoras de las vias de sintesis y degradacion de este
metabolito, la GP y la GS (Mayer & Bannasch, 1988; Pescador et al.,
2010), lo que explicaria la capacidad de contender ante situaciones
de estrés como la hipoxia e hipoglucemia a la que se encuentran
sometidas las células cancerosas en un tumor sélido (Favaro et al.,
2012).

En estudios anteriores se ha demostrado que el aumento en la
capacidad glucolitica de las céulas tumorales se debe en gran parte
a la expresion de isoformas mas eficientes de las enzimas
controladoras de esta via, como lo son, el transportador de glucosa
(GLUT), y la hexocinasa (HK), aumentando el flujo glucolitico
(Marin-Hernandez et al.,2014). Dado que la glucogendlisis controla

la glucdlisis de un 20 a un 70 % el flujo en la glucdlisis tumoral en



condiciones de normo e hiperglucemia, sugiere que se expresan
isoformas de alta afinidad, capaces de sintetizar y degradar el
glucégeno de forma que lleve a las células tumorales a contender a
las situaciones de estrés nutricional de manera mas eficiente a las

células normales.



2. Justificacion e hipotesis
2.1 Justificacion

Debido a que la glucogendlisis en las células tumorales ejerce un
importante control en el flujo glucolitico, y el glucégeno les permite
contender de manera mas eficiente a condiciones de estrés
nutricional, en esta tesis se considerd realizar la caracterizacion
cinética de las enzimas que participan en la sintesis y en la
degradacién del glucégeno en células tumorales para determinar si
hay cambios en sus mecanismos de regulacion. Esto permitira
realizar el modelado cinético de la via, asi como contribuir a la

propuesta de nuevos blancos terapéuticos.



2.2 Hipotesis

Las enzimas GP y GS que se expresan en células tumorales
presentan cambios en sus mecanismos de regulaciéon metabdlica y
hormonal con respecto a las enzimas que se expresan en células

normales.



3. Objetivos
3.1 Objetivo General

Realizar la caracterizacidon cinética de las enzimas responsables de
la sintesis y degradacion de glucégeno en células tumorales y

compararlas con su tejido de origen.

3.2 Objetivos particulares

Determinar los parametros cinéticos (Vm y Km) de las enzimas PGM,
UGP, GS y GS en extractos clarificados de células tumorales (AS-

30D) y normales (hepatocitos).

Determinar el efecto de activadores e inhibidores de las enzimas GP

y GS en células tumorales y normales.



4. Material y métodos
Aislamiento de células AS-30D

Células AS-30D de hepatocarcinoma (Aprox. 4x108 células/mL)
fueron propagadas en ratas wistar hembras (200g) por
transplantacion intraperitoneal. Pasados 8 dias de proliferacion, las
ratas fueron sacrificadas para extraer el liquido ascitico en el que se
encontraban inmersas las células tumorales. Esta suspension fue
centrifugada a 2000 rpm por 5 minutos para precipitar el contenido
celular, este fue resuspendido en medio Ringer Krebs y centrifugado
nuevamente disminuyendo el tiempo a 2 min y la velocidad en 150

rpm menos en cada ocasion hasta obtener un botén blanquecino.
Extraccion de glucdégeno hepatico

Se extrajo el higado de ratas wistar macho (5009g), sanas, no
ayunadas por diseccion. Se colocé en una solucion de KOH 30%
(3mL/g de higado) y se llevé a ebullicion con agitacion constante
por 30 min; una vez desnaturalizado por completo, se enfrié en hielo
para luego adicionar etanol absoluto (4mL/g de higado),
recuperando el precipitado por centrifugacion a 2000 x g,
disolviéndolo en agua (1mL/g de higado) y precipitando de nuevo
con alcohol absoluto (3mL/mL de agua) con la finalidad de lavarlo,
este paso se repitid una vez mas para obtener un precipitado blanco
(glucoégeno hepatico). Este fue disuelto en un volumen minimo de

agua para ser cuantificado y utilizado como reactivo.
Cuantificacion de glucégeno

Se hicieron diluciones 1:100 de tres alicuotas de la suspension total
de glucdgeno, colocando 10 ¢ de esta en 500uL de acetato de sodio

0.2M (pH 4.8) que contenia 5U de amiloglucosidasa, dejandola



actuar a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente se
neutralizd y se determind el contenido de glucosa libre (Glc)

mediante el siguiente sistema acoplante:

En la celda de reaccion se coloc6 NADP+ 0.5mM, MgCl. 5mM de
hexocinasa (HK) 1U, ATP 5mM, glucosa 6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) 1U y se arranco la reaccion con 10 pyL de la mezcla de con
amiloglucosidasa. Se monitore6 la generacion de NADPH a 340nm

con la concomitante aparicién de 6-fosfoglucono-o lactona (6PG).

G6PDH

Glc 7H:—g5+ G6P TT 6PG

alF NADP* NADPH

Figura 4.1. Sistema acoplante para determinar la concentracion de
glucosa (Glc) mediante la aparicion de NADPH detectado a 340nm

en una celda de reaccion.

Actividades enziméaticas

Se determiné la actividad de las enzimas fosfoglucomutasa (PGM),
UDP-glucosa pirofosforilasa (UGP), glucégeno sintasa (GS) y
glucégeno fosforilasa (GS) en extractos celulares obtenidos de la

siguiente manera:

Luego de los lavados necesarios, 60 mg de proteina celular

(cuantificada por el método de Biuret, Apéndice A) se



resuspendieron en un medio hipotdnico de Tris-HCI 25mM (pH 7.6)
suplementado con EDTA 1mM, PMSF 1mM, y DTT 5mM. Esta
suspension fue congelada en nitrégeno liquido (-70 ©C) vy
descongelada en bafio Maria a 37 ©C por tres ocasiones,
posteriormente fue centrifugada a 10 000 rpm, separando el
sobrenadante (SN) y descartando el precipitado. Las velocidades
maximas fueron determinadas espectrofotométricamente al
monitorear la produccion o consumo de NAD(P)H a 340nm en medio
KME (K 120mM, MOPS 50mM, EGTA 1mM) pH 7.2 en celdas de 1mL
a 37 °C.

Fosfoglucomutasa

La actividad de la PGM se determind en presencia de NADP+ 0.5mM,
G6PDH 1U, MgCl>; 2mM, 0.01-0.05mg de extracto celular clarificado.
La reaccion se inicid con la adicion de 10mM de G1P, monitoreando
la generacion de NADPH a 340nm (Figura 4.2), el producto final es

el 6-fosfoglucono & lactona (6PG).

PGM G6PDH
Gp = G6P 6PG
Mg“ I I
NADP™ NADPH

Figura 4.2. Sistema acoplante para determinar la actividad
enzimatica de la fosfoglucomutasa (PGM) mediante la aparicion de

NADPH detectado a 340nm en una celda de reaccioén.

Para determinar la presencia de isoformas de la PGM, asi como

sus parametros cinéticos, se midié la actividad enziméatica en



presencia de concentraciones variables de G1P (0.25-10 mM).
Ademas se estudié el comportamiento de la enzima en presencia de
su activador, la glucosa 1, 6 bisfosfato (G1,6BP) a diferentes

concentraciones (2-5uM).

UDP-glucégeno pirofosforilasa (UGP)

La actividad de esta enzima se determin6 en su sentido reverso a
la sintesis de glucogeno, adicionando en la celda de reaccion
pirofosfato (PPi) 2mM, 1U de PGM, MgCl> 2mM, 1 U de G6PDH, 0.2-
0.5mG de proteina del extracto celular clarificado y NADP+ 0.5mM.
La reaccion inicié al anadir UDP-Glucosa (UDPG) como reactivo
(Figura 4.3)

UDPG G1P-EEM~ G6P Sl PG
UGP r S 6

Mg?*
+ —— 1

PPi uTe NADP+ NADPH

Figura 4.3. Sistema acoplante para determinar la actividad de la UGP
mediante la aparicion de NADPH detectado a 340nm en una celda

de reaccion.
Glucégeno sintasa (GS)

Para determinar la actividad de la GS, se coloc6 en la celda de
reaccion Piruvato Cinasa (PYK) 1U, Fosfoenolpiruvato (PEP) 0.3mM,
Glucogeno (GG) 0.1mM, ATP 5mM, NADH 0.5 mM y 0.02-0.05mg de
proteina. La reaccion fue iniciada al adicionar UDP-glucosa (0.25-
12mM), y se monitoreo el consumo de NADH a 340nm (Figura 4.4).

Para observar la regulacion hormonal de la enzima, las ratas sanas



como las cancerosas, fueron puestas en ayuno por 24 h previo a la

extraccion de las células hepéticas o tumorales.

Pyr LB Lac
UDP = +
PG o5 V.7 atp NADH NAD*
GGy GGin-1) PEP

Figura 4.4. Sistema acoplante para determinar la actividad
glucégeno sintasa (GS) mediante la aparicion de NADPH detectado

a 340nm en una celda de reaccion.

Glucogeno fosforilasa

La actividad de esta enzima se determind en presencia de glucogeno
0.1mM, PGM 1U, MgCl> 2mM, G6PDH 1U, 0.02-0.05mg de proteina
de extracto celular clarificado, la reaccion fue iniciada al adicionar
concentraciones variables (0.5-100mM) de fosfato (Pi). Ademas, se
adicion6 AMP 0.1mM para evaluar su funcion como activador; y por
otro lado, para observar la regulacion hormonal de las enzimas, las
ratas sanas como cancerosas, fueron puestas en ayuno por 24h

previo a la extraccion de las células y del higado. Figura 4.5.
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Figura 4.5. Sistema acoplante para determinar la actividad de la
glucdégeno fosforilasa (GP) mediante la aparicion de NADPH

detectado a 340nm en una celda de reaccion.
Calculos

Para determinar la concentracion de glucosa se emplearon los datos
de absorbancia al inicio y final de la reaccion (Figura 4.6).

Considerando la ley de Lambert-Beer:
A=¢eAc

Donde:

A = Absorbancia;

€ = Coeficiente de extincion, igual a 6.22 mM-icm- para el NAD(P)H;

A = longitud de paso optico en la celda (1cm).

Despejando la concentracion de la férmula anterior, habiendo
utilizado cubetas de 2 mL, considerando AA = (1.3564)-(1.2578) y
sabiendo que cada mol de NAD(P)H detectado corresponde a un mol

de glucosa consumido, tenemos:

A
C =
£x A
Entonces:
0.0986)(0.002L
i = ( X = ) = 3.17x10""m G
N

(622L * T ;,1 (.F)Hf' -1 m

P)H
“m e J (1c )

Por ultimo se consideran los factores de dilucién correspondiente,

obteniendo:
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Figura 4.6. Esquema representativo del monitorieo de la aparicion
de NAD(P)H en la celda de reaccion para la cuantificacion de glucosa

mediante un sistema acoplante de enzimas.

Para el calculo de velocidad enzimatica, se emplearon los datos de
absorbancia a través del tiempo (AAbs vs At) en condiciones

iniciales, obteniendo los graficos correspondientes. Figura 4.7

Considerando:

4 1
v=—
E



n (0.0986)(0.002L)
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Figura 4.7. Monitoreo de velocidad enzimética a partir del cambio
de absorbancia a 340nm por la aparicion de NAD(P)H a través del

tiempo.
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5. Resultados
Glucdégeno fosforilasa
GP de Hepatocitos

La actividad de la GP en hepatocitos de rata sana se observa solo
en la condicién en que la rata se encuentra en ayuno, exhibiendo su
regulacion hormonal ante esta condicibn de estrés. Su
comportamiento fue de tipo Michaelis-Menten, arrojando los datos
de Vm y Km mostrados en el gréafico (Fig. 5.1) obtenidos a partir del
ajuste no lineal de los valores de actividad. Para la condicion en que
la rata mantuvo su alimentacion, no fue posible detectar la actividad

de esta enzima.
GP de AS-30D

Para observar la actividad de la GP tumoral, se empled glucégeno
1mM en equivalentes de glucosa (considerando solubilidad y
turbidez), variando la concentraciéon de fosfato (0-100 mM) ademas
se adicion6 una concentracion de 0.1mM de AMP a la celda de
reaccion, pues de lo contrario no se logré detectar actividad. Los
parametros cinéticos mostrados (km y Vm) fueron independientes
de la condiciobn de ayuno en la rata, realizando mediciones por
triplicado para cada condicion (ayuno y no ayuno) Los valores de
velocidad se ajustan a la ecuacion de Michaelis-Menten, arrojando

los datos mostrados en el grafico (Fig. 5.2).
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Efecto inhibitorio de la glucosa sobre la GP hepatica.

Para determinar los parametros cinéticos de la GP de hepatocito de
rata sana con respecto al glucégeno, se adicioné una concentracion
de fosfato saturante (100 mM) segun la literatura y una
aproximacion realizada previamente. Aunado a esto, se adicionaron
concentraciones crecientes de glucosa (No se empled G6P ya que el
sistema acoplante incluye G6PDH) para observar su efecto
inhibitorio, una concentraciéon de glucosa de 5 mM indujo una

disminucion del 50 % en la velocidad maxima de la enzima, sin

modificar su valor de Km.
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Figura 5.2.



Efecto inhibitorio de la glucosa sobre la GP tumoral

Para determinar los parametros cinéticos de la glucégeno fosforilasa
en células tumorales AS-30D, con respecto a glucdégeno, se coloco
una concentracion de 100 mM de fosfato (concentracion saturante)
en la celda de reaccion (saturante), ademas de AMP 0.1mM
(activador esencial en la GP tumoral). Posteriormente, se afiadieron
concentraciones crecientes de glucosa para observar su efecto
inhibitorio, sin embargo, esta no tuvo efecto sobre ninguno de los
parametros (Vm y Km) aun en una concentracion de 10 mM. El
experimento se realizd por triplicado y los resultados fueron

independientes de la condicidon de ayuno de las ratas cancerosas.
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FOSFOGLUCOMUTASA

Actividad de la fosfoglucomutasa en hepatocitos de rata

sana.

Al evaluar a la PGM hepatica, se hizo en el sentido de sintesis de
glucégeno (de G6P). Observamos que fue activada por la glucosa
1,6 bis-fosfato (G1,6BP) a una concentracion maxima de 2uM y una
concentracion de Mg?* de 2mM, una concentracion mas alta de
cualquiera de estos dos activadores indujo una inhibicién de la
actividad enzimatica. La G1,6BP aumenta la afinidad de la enzima
por su sustrato, disminuyendo el valor de la Km; los cambios en la
Vm son observables, pero no significativos, ademas de que a una

concentracion mayor del sustrato se observa una disminucion en la



actividad.
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Figura 5.5. Los datos presentados corresponden a la curva sin

activador, con una n=3.
Actividad de la fosfoglucomutasa en células AS-30D.

La PGM tumoral exhibe una cinética similar a la de células normales
(Figurab.5), donde observamos una enzima répida, tipo Michaelis-
Menten, con un activador no esencial tipo k, la G16BP. Se muestran
los parametros cinéticos de la PGM sin activador, con una
concentracion de 2mM de Mg?*, cofactor esencial para la actividad
de la enzima. Una concentracion superior a 2uM de G1,6BP y/o de
Mg?* resulta en la inhibicion de la enzima. El potasio en el medio
parece tener un efecto favorable en la eficiencia catalitica de la
enzima con respecto a datos reportados con anterioridad obtenidos

en ausencia de este cation (Marin-Hernandez, 2014).
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Actividad de la enzima UGP hepatica en ratas sanas.

Figura 5.7. La actividad de la UGP fue determinada en el sentido
reverso a la sintesis de glucégeno, incubando con concentraciones

crecientes de UDPG durante 10 min y empleando pirofosfato (PPi)



(2mM) como reactivo de arranque.
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Actividad enzimatica de la UGP de células AS-30D.

Se determind la actividad de la UGP tumoral como se describe en la
figura 5.7. Los parametros cinéticos fueron determinados en dos
muestras, y coinciden con los hallados en células normales, se
muestra el promedio de estas mediciones y una de las gréaficas
obtenidas. ElI Mg?* resultdé ser esencial para exhibir la actividad,
dado que el sustrato real es PPi-Mg, una concentracion mayor del

cation o del pirofosfato precipita. Se requirié incubacién previa con



UDPG dado que se trata de una enzima octamérica y el mecanismo

de reaccioén es bi-bi ordenado.
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Glucogeno Sintasa

Actividad de la Glucdégeno sintasa en hepatocitos de rata

sana

Para poder elucidar la actividad de la GS hepatica las ratas
mantuvieron su dieta habitual, pues al ayunarlas la actividad no
pudo ser detectada, lo que exhibe el control hormonal ante
condiciones de estrés nutricional que posee esta enzima. Se trata
de una enzima tipo M-M lenta pero sumamente sensible a su

sustrato (UDPG) con una Km = 2 pyM. Se observé una sola isoforma,



confirmado en wun regrafico de Scatchard (Figura 5.11a).
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Figura 5.9. Los datos mostrados corresponden al promedio de dos
mediciones, y los graficos son representativos de una de cada una

de las determinaciones.

Actividad de la Glucégeno Sintasa en células AS-30D

La GS tumoral mostré actividad independientemente de la condiciéon
nutricional de la rata (ayuno o no ayuno), lo que indicé una
independencia del control hormonal al que se encuentra la GS
hepatica de células normales. Se observdé el comportamiento

cinético, exhibiendo la presencia de dos isoformas de alta afinidad,



confirmadas por los regraficos de scartchard (Figura 6.11b).
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Figura 5.10. Los datos mostrados corresponden a una n=3.

Regraficos de Scatchard de GS hepatica y tumoral.

Figura 5.102. Regrafico de Scatchard GS hepatica. Se observa el

comportamiento de una solo isoforma de GS con una pendiente e



intersecciéon al origen (Una sola isoforma).
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Figura 5.11b. Regrafico de Scatchar para la GS tumoral. Se
observa la presencia de dos isoformas de alta afinididad al
prensentar dos pendientes y dos intersecciones en el eje de las

ordenadas (dos isoformas con Km 'y Vm distintas).
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6. Discusion.

Debido a que la tasa de crecimiento de las células tumorales es
superior al de las células normales de su tejido de origen, estas
primeras se encuentran sometidas a oleadas nutricionales que
generan un estrés al cual contender para lograr sobrevivir. Las dos
condiciones principales que se manifiestan, principalmente en los
centros quiascentes de los tumores solidos son la hipoxia y la
hipoglucemia, condiciones que han llevado a las células a desarrollar
mecanismos de supervivencia como la expresion de isoformas
enzimaticas glucoliticas de mayor eficiencia catalitica, y el
incremento en la cantidad de proteinas que representen una ventaja
ante las condiciones ya mencionadas. Estos cambios son mediados
en gran parte por el factor inducible por hipoxia (HIF), que tiene
como blanco a los loci de estas proteinas (Marin-Hernandez et al.,
2014). Se ha sugerido que la glucégeno fosforilasa y la glucogeno
sintasa son también blanco de HIF-1a, pues se ha observado que en
zonas hipoxicas de tumores solidos el RNAmM de estas se enzimas se
encuentra incrementado, asi como la cantidad de proteina evaluada
por Western-Blot (Favaro et al., 2012), sin embargo, hemos de
recordar que cambios en la expresion génica no implica
directamente la modificacion en la cantidad de proteina, y a esta a
su vez no significa cambio en la actividad enzimatica, por ello el
estudio cinético ofrece una vision mas certera de la modificacion
metabdlica que ocurre en las células. A este respecto se presenta a
continuaciéon la tabla resumen de los parametros cinéticos

encontrados para las cuatro enzimas evaluadas:
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La fosfoglucomutasa tumoral no mostré cambios en sus parametros
cinéticos con respecto a los de la PGM de células sanas, sin embargo,
aunque no sea fisiolégicamente significativo, presenta una menor
sensibilidad a la inhibicion por sustrato a concentraciones superiores
a 10 mM. Los valores determinados son similares a los reportados
en la literatura en cuanto a orden, sin embargo, la velocidad maxima
es mayor a la observada en trabajos anteriores a los de este mismo
grupo (Marin Hernandez et al., 2009), notando que la diferencia en
las determinaciones fue el empleo de un medio con potasio, el cual

es un activador de esta enzima.

La UDP-glucosa pirofosforilasa requirié la incubacion previa con uno
de sus sustratos (UDP-glucosa), para la octamerizacién de la
enzima. Los pardametro cinéticos hallados corresponden a una
enzima rapida en el sentido reverso a la sintesis de glucégeno.
Sabemos que la entalpia de esta reaccion es cero, por lo que

podriamos pensar que los valores de Km y Vm podrian ser similares



en el otro sentido, pues de hecho es la pirofosfatasa quien desplaza

el equilibro manteniendo el flujo hacia la glucogenogénesis.

La glucégeno fosforilasa exhibe, tanto para la célula tumoral como
la normal, una cinética lenta de baja eficiencia catalitica, lo que
puede interpretarse como la enzima una enzima limitante en el
proceso de degradacion glucogenolitica. Para el caso de la GP
tumoral observamos la insensibilidad ante su inhibidor metabdlico
(Glucosa) y la dependencia de un activador esencial (AMP) en un
cantidad minima de 0.1mM, pero que no manifiesta un mayor efecto
al incrementar dicha concentracion. Esta enzima también hace
evidente que se trata de una isoforma diferente a la de células
hepéaticas de ratas sanas al presentar actividad -catalitica
independientemente de la condicion nutricional del animal. Se sabe
que en el liquido ascitico en el que crecen las células AS-30D las
concentraciones de glucosa son fluctuantes, llegando a valores
micromolares, por lo que ambas vias (sintesis y degradacion) del
metabolismo del glucégeno requieren estar activas para poder
almacenar carbohidratos cuando estos se presenten en el torrente

y degradarlos cuando no.

La glucdégeno sintasa tumoral se presenta en dos isofromas de alta
afinidad y poca velocidad, que implica una baja eficiencia catalitica.
Esta es entonces, la enzima limitante de la sintesis glucogenogénica.
Por otro lado, la actividad de la GS del hepatocarcinoma no se ve
modificada ante la condicidon de estrés nutricional, lo que manifiesta
un posible cambio en su proceso de regulacion metabdlico y/u
hormonal. Esto correlaciona con estudios en los que procesos
inflamatorios y de diabetes llevan a las citosinas a bloquear los

receptores de insulina provocando que las células expresen



isoformas musculares de la GP y GS para poder continuar con su
funcion metabdlica independientemente de la condicion nutricional

o el control hormonal.



7. Conclusiones

Las células tumorales expresan dos isoformas de la

afinididad con valores distintos de Km y Vm.

Las células tumorales expresan isoformas de la
fosforilasa y la Glucégeno Sintasa independientes

metabdlico y hormonal presentes en condiciones

GS de alta

Glucogeno
al control

de estrés

nutricional, lo que se traduce en una mayor eficiencia catalitica en

los puntos de control en la sintesis y degradacion del

(Figura7.1)

) Py

glucoégeno.
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8. Apéndice

Ecuacion de Michaelis-Menten y grafico de Linewever-Burk

La ecuacion de Michaelis-Menten describe el comportamiento de una
gran gama de enzimas respecto a su comportamiento cinético en el
que se muestra la correspondencia de velocidad enzimatica con
respecto a la concentracion de sustrato y la posterior saturacion de

esta (velocidad constante).

La ecuacion de M-M (Michaelis-Menten) considera a la v (velocidad)
como una funcién dependiente de la concentracion de sustrato, en
donde la Vm (velocidad méaxima) y la Km (Afinidad de la enzima por

Su sustrato) son valores constantes.

|51
K +[5]

-
Il
-

Donde:
v= velocidad (nmol/min*mg)
Vm= Velocidad maxima (nmol/min+mg)

Km= Afinidad enzima-sustrato (mM)

Al dividir la ecuacion anterior entre (s), tenemos:



En esta ecuacion, la pendiente corresponde al inverso negativo del
valor de Km y la interseccion con el eje de las abcisas es el valor de

la Vm, asi tenemos una grafica de la siguiente forma:

Scatchard
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Eal

1/Km1




Referencias

- P.S. Ward, C.B. Thompson, Metabolic reprogramming: a
cancer hallmark even warburg did not anticipate Cancer Cell,
21 (2012), pp. 297-308.

- S.Y. Lunt, M.G. Vander Heiden Aerobic glycolysis: meeting
the metabolic requirements of cell proliferation Annu. Rev.
Cell Dev. Biol., 27 (2011), pp. 441-464.

- 0. Warburg, On the origin of cancer cells Science, 123
(1956), pp. 309-314.

- J.M. Berg, J.L. Tymoczko, L. Stryer, Biochemistr, W.H.
Freeman, New York (2002).

- Ebert BL, Gleade JM, O Rourke SM, Poulton J., Ratcliffe PJ,
Isoenzyme-specific regulation of genes involved in energy
metabolism by hypoxia: similarities with the regulation of
erythropoietin, Biochem J, 313 (1996) 809-14.

- Fragoso S, Coello P. La AMPK y la homeostasis energética,
REB 27 (2008) 3-8.

- Huang TC, Chang HY, Hsu CH, Kuo WH, Chang KJ, Juan HF,
Targeting herapy for breast carcinoma by ATP synthase
inhibitor aurovertin B. J Proteome Res 7 (2008) 1433-1444

- Lehninger Nelson, Michael M Cox (2015) Principios de
Bioquimica 5ta edicion, editorial Omega.

- Marin-Hernandez A, Gallardo Pérez JC, Ralph SJ, Rodriguez-
Enriquez S, Moreno-Sanchez R, HIF-1lalpha modulates
energy metabolism in cancer cells by inducing over-
expression of specific glycolytic isoforms. Mini Re. Med.
Chem. 9 (2009) 1084-101.

- Marin-Hernandez, Gallardo Pérez JC, Rodriguez-Enriquez S,
Moreno-Sanchez R, Saavedra E (2011) Modeling cancer
glycolysis Biochim Biophys Acta. 1807 (2011) 755-67.



Moreno-Sanchez R, Rodriguez Enriquez S, Marin-Hernandez
A, Saavedra E, Energy metabolism in tumor cells, FEBS J.
274 (2007) 1393-1418.

Pelicano H, Martin DS, Xu R-H, Huang P. Glycolisis inhibition
for anticancer treatment. Oncogene 25 (2006) 4633-4646.
Trudy Mckee James R Mckee (2003) Bioquimica, la base

molecular de la vida. 3ra edicién, editorial McGraw Hill.
Interamericana.

Xu RH, Pelicano H, Zhou Y, Carew JS, Feng L, Bhalla KN,
Keating MJ, Huang P inhibition of glycolysis in cancer cells: a
novel strategy to overcome drug resistanceassociated with
mitochondrial respiratory defect and hypoxia. Cancer Res. 65
(2005) 2013-21.

Yun, H; Lee, M; Kin SS. Glocose deprivation increses mRNA
Stability of Vascular Endothelial Growth through activation of
AMP-activated Protein Kinase in DU145 Prostate Carcinoma,
J. Biol. Chem. 280 (2005) 9963-9972.

Berg J., Tymoczko J. and Stryer L. Bioquimica. Editorial
Reverté. Sexta edicion.

Michael Baumann- Mechthild Krause, Daniel Zips, Cordula
Petersen, Klaus Dittmann, Wolfgang Dorr, Hans-Peter
Rodemann, Molecular targeting in radiotherapy of lung
cancer, Trends in Diagnosis and Therapy of Lung Cancer (
2004)S187-S197

Pitcher J, Smythe C, Campbell DG, Cohen P (1987)
Identification of the 38-kDa subunit of rabbit skeletal muscle
glycogen synthase as glycogenin. Eur J Biochem 169:497—
502

Roach PJ (2002) Glycogen and its metabolism. Curr Mol Med
2:101-20

Zeqiraj E, Sicheri F (2015) Getting a handle on glycogen
syn- thase—its interaction with glycogenin. Mol Aspects Med
46:63-9



Agius L (2010) Physiological control of liver glycogen
metabo- lism: lessons from novel glycogen phosphorylase
inhibitors. Mini Rev Med Chem 10:1175-87

Loughlin WA (2010) Recent advances in the allosteric
inhibition of glycogen phosphorylase. Mini Rev Med Chem
10:1139-55

Ferrer JC, Favre C, Gomis RR, Fernandez-Novell JM, Garcia-
Rocha M, de la Iglesia N et al (2003) Control of glycogen
depo- sition. FEBS Lett 546:127-32

Gomis RR, Favre C, Garcia-Rocha M, Fernandez-Novell JM,
Ferrer JC, Guinovart JJ (2003) Glucose 6-phosphate
produced by gluconeogenesis and by glucokinase is equally
effective in activating hepatic glycogen synthase. J Biol
Chem 278:9740-6

Baskaran S, Roach PJ, DePaoli-Roach AA, Hurley TD (2010)
Structural basis for glucose-6-phosphate activation of
glycogen synthase. Proc Natl Acad Sci U S A 107:17563-8

Lawrence JC Jr, Roach PJ (1997) New insights into the role
and mechanism of glycogen synthase activation by insulin.
Diabetes 46:541—7

Halse R, Bonavaud SM, Armstrong JL, McCormack JG,
Yeaman SJ (2001) Control of glycogen synthesis by glucose,
glycogen, and insulin in cultured human muscle cells.
Diabetes 50:720—6

Gaboriaud-Kolar N, Skaltsounis AL (2013) Glycogen
phosphor- ylase inhibitors: a patent review (2008—2012).
Expert Opin Ther Pat 23:1017-32

Agius L (2007) New hepatic targets for glycaemic control in
diabetes. Best Pract Res Clin Endocrinol Metab 21:587—605

Agius L (2015) Role of glycogen phosphorylase in liver
glycogen metabolism. Mol Aspects Med 46:34-45



Schulze A, Harris AL (2012) How cancer metabolism is tuned
for proliferation and vulnerable to disruption. Nature
491:364—-73

Bonuccelli G, Tsirigos A, Whitaker-Menezes D, Pavlides S,
Pestell RG, Chiavarina B et al (2010) Ketones and lactate
“fuel” tumor growth and metastasis: evidence that epithelial
cancer cells use oxidative mitochondrial metabolism. Cell
Cycle 9:3506-14

Lisanti MP, Martinez-Outschoorn UE, Chiavarina B, Pavlides
S, Whitaker-Menezes D, Tsirigos A et al (2010)
Understanding the “lethal” drivers of tumor-stroma co-
evolution: emerging role(s) for hypoxia, oxidative stress and
autophagy/mitophagy in the tumor micro-environment.
Cancer Biol Ther 10:537-42

Eguchi M, Sugita K, Sugiyama S, Furukawa T (1982) Electron
microscopic detection of periodate reactive complex carbohy-
drates in human T and B lymphocytes. Scand J Haematol
29:97-104

Rousset M, Zweibaum A, Fogh J (1981) Presence of glycogen
and growth-related variations in 58 cultured human tumor
cell lines of various tissue origins. Cancer Res 41:1165—70

Rousset M, Chevalier G, Rousset JP, Dussaulx E, Zweibaum A
(1979) Presence and cell growth-related variations of
glycogen in human colorectal adenocarcinoma cell lines in
culture. Cancer Res 39:531-4

Rousset M, Chevalier G, Rousset JP, Robine-Leon S,
Dussaulx E, Zweibaum A (1979) Kinetics of glycogen levels
in asynchronous and synchronous cultures of a human colon
carcinoma cell line, HT 29. Front Gastrointest Res 4:73-9

Rousset M, Robine-Leon S, Dussaulx E, Chevalier G,
Zweibaum A (1979) Glycogen storage in foetal and



malignant epithelial cells of the human colon. Front
Gastrointest Res 4:80-5

Staedel C, Beck JP (1978) Resurgence of glycogen synthesis
and storage capacity in cultured hepatoma cells. Cell Differ
7:61-71

Sato A, Kawasaki T, Kashiwaba M, Ishida K, Nagashima Y,
Moritani S et al (2015) Glycogen-rich clear cell carcinoma of
the breast showing carcinomatous lymphangiosis and
extremely ag- gressive clinical behavior. Pathol Int
65(12):674—6

Wang DQ, Fiske LM, Carreras CT, Weinstein DA (2011)
Natural history of hepatocellular adenoma formation in
glycogen storage disease type |. J Pediatr 159:442—6

Favaro E, Bensaad K, Chong MG, Tennant DA, Ferguson DJ,
Snell C et al (2012) Glucose utilization via glycogen
phosphory- lase sustains proliferation and prevents
premature senescence in cancer cells. Cell Metab 16:751-64

Zois CE, Favaro E, Harris AL (2014) Glycogen metabolism in
cancer. Biochem Pharmacol 92:3-11

Pelletier J, Bellot G, Gounon P, Lacas-Gervais S, Pouyssegur
J, Mazure NM (2012) Glycogen synthesis is induced in
hypoxia by the hypoxia-inducible factor and promotes cancer
cell survival. Front Oncol 2:18

Pescador N, Villar D, Cifuentes D, Garcia-Rocha M, Ortiz-
Barahona A, Vazquez S et al (2010) Hypoxia promotes
glycogen accumulation through hypoxia inducible factor
(HIF)-mediated induction of glycogen synthase 1. PLoS One
5:e9644

lida Y, Aoki K, Asakura T, Ueda K, Yanaihara N, Takakura S
et al (2012) Hypoxia promotes glycogen synthesis and
accumulation in human ovarian clear cell carcinoma. Int J
Oncol 40:2122-30



Philips KB, Kurtoglu M, Leung HJ, Liu H, Gao N, Lehrman MA
et al (2014) Increased sensitivity to glucose starvation
correlates with downregulation of glycogen phosphorylase
isoform PYGB in tumor cell lines resistant to 2-deoxy-D-
glucose. Cancer Chemother Pharmacol 73:349-61

Guin S, Ru Y, Agarwal N, Ritterson Lew C, Owens C, Comi
GP, et al. Loss of glycogen debranching enzyme AGL drives
bladder tumor growth via induction of hyaluronic acid
synthesis. Clinical cancer research: an official journal of the
American Association for Cancer Research. 2015.

Chen J, Lee HJ, Wu X, Huo L, Kim SJ, Xu L et al (2015) Gain
of glucose-independent growth upon metastasis of breast
cancer cells to the brain. Cancer Res 75:554-65

Steinberg P, Storkel S, Oesch F, Thoenes W (1992)
Carbohydrate metabolism in human renal clear cell
carcinomas. Lab Invest 67:506-11

Valera VA, Merino MJ (2011) Misdiagnosis of clear cell renal
cell carcinoma. Nat Rev Urol 8:321-33

Kaelin WG Jr (2009) Treatment of kidney cancer: insights
provid- ed by the VHL tumor-suppressor protein. Cancer
115:2262-72

Souza Ade A, da Silva GS, Velez BS, Santoro AB, Montero-
Lomeli M (2010) Glycogen synthesis in brain and astrocytes
is inhibited by chronic lithium treatment. Neurosci Lett
482:128-32

Rodriguez-Gil JE, Fernandez-Novell JM, Barbera A, Guinovart
JJ (2000) Lithium’s effects on rat liver glucose metabolism in
vivo. Arch Biochem Biophys 375:377—-84

Haugaard ES, Mickel RA, Haugaard N (1974) Actions of
lithium ions and insulin on glucose utilization, glycogen
synthesis and glycogen synthase in the isolated rat
diaphragm. Biochem Pharmacol 23:1675-85



Souza DN, Mendes FM, Nogueira FN, Simoes A, Nicolau J.
Lithium induces glycogen accumulation in salivary glands of
the rat. Biological trace element research. 2015.

de Luna N, Brull A, Guiu JM, Lucia A, Martin MA, Arenas J et
al (2015) Sodium valproate increases the brain isoform of
glycogen phosphorylase: looking for a compensation
mechanism in McArdle disease using a mouse primary
skeletal-muscle culture in vitro. Dis Model Mech 8:467—72



