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CAPITVLOI 

Introducción 

METABOUSMO INTEllMEDIAIUO DE LAS CELlJLAS TUMORALES DE RAPIDO 
CU:ClAMENTO • 

._.. "Ju.Ju tumorales presentan varios estados de diferenciación,. que van desd.c 

&.. a!lsdas i-:o desdif"ercnciadu, con caracteristicas metabólicas ""'mejantes a las 
~ulu normales (con velocidades de glucólisis y de crecimiento di.nninufdas, como 

k» he~ de Monis 66, Monis 47C, y .Monis 7794AIJI ), - las células 

ü.tamentc deadifcrenciadas,, que ~ntan un metabolismo diferente al nonnal 

(,glucdlisis y velocidad de crecimiento muy acelerados). Como cjena.pJos de éstas 

...aitimas - pueden citar las lineas celulares ucftic.u AS-SOD, Ehrlich y la -na 
-.q,.ntiploide Ehrlich Lettré, ul como taml>U!n el carcinosarcoma de Walhr-256, 

eoltlft otras. La ele..- actividad glucoUtica es Ja cancteristica mAs común para 

¡.fenlifica.r a las dlulas tumorales, de ripido crecimiento (CTRC), que se .nofleja por un 
imtcn.rncnt:o en Ja concenbwción de ~ LM:tico,. aún en prescnc.i-. de concentraciones 

-t.a.nntcs de O..- Una elevada glucólisia acn.\bica falllbUn ae ha encontrado en oh'o9 

tiM11P"D9 cel~s no lumoralc5 principalmenlc prolifcrativos; el ácido láctico también 

pc:aedc ser Eormado a pulir de glutamina en CTRC lver figura 1 Cme .. bolismo de 

glal~)Jll,2). 

Parc.c:e ter que en lodos los tipos de tuman::s estudiados,. Ja glucóli.si$ es urua vúa 

'llPC .se encuentra e.dimulada (Ehrlich,. hcpatoma de Monis,. hcpatoma de Novikov,. AS-

90--..:I> efe.),. aunque no es la únicaio puedo que otras, como la vía sJutaminoUtica 

u:t-r.lich, Ehrlich l.ettn!), Ja afntcsis de licidos nucleicos, la síntesis de Upidos 

(h~loma de NC>Vik&:w, AS-SOD, Ehrlich), la sfnte&is de colesterol (Morris 3924A, AS

SOD>, la i.atilización de cuerpos cetórW:os (AS-500), tambi~n se encuentran 

estimn;uladas. Sin embu:go, el comportamiento de algunas vías metabólicas no es el 
missn<> en todo5 los tipos tumorales. En el caso de Ehrlich y Ehrlich I.c:ttré, la 
acti~.c:::bd de algunas enzimas del ciclo de JCrcb.9 9C encuentran disminuidas, a.si como Ja 

a Par19'• et. esta- sección de ta Tesis se encuentra en prensa en Archives of Medicar 
Resec:::Jr'Ch 
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~de pinl_..,. núentna- en AlJ-SOD Ja a:tividold de 1- enzm... del ciclo de 

lrrcbe a - _. arrila de lo --1, y - ca-de OJlidar aJ Jlinavato a alta 
---1s1 • 

.-1o ........ Ja - o inactivw:ión de~ - -laklü<:ou depende 
grande..,..nde del tipo de U- celular. En Ja Tabla 1 .., pre•ntan las principalea 

diferenci.u y ..,....,janzaa en- las a!Ju.laa hulloralea y IN c>&!Jula.s proliferati,,._. 

nonnalea. 
Se ha deacrifo que en ~ c>&!lulu hulloraka de liquido de .ucltia <Ehrlich, 

Ehrlich ~).aunque no en todas CAS-SOD), "6.ID un~ pareen• de Ja g1...,._ 

total eonmunida (1.5%) e.s -...formada a 11Cetil CoA. .,..... enlnr al ciclo de .Kftbs; el 

O. Tilr. es utilU.ada por Ja vfa de Ja.o pen'- el 2% - la úntesis de lipi.dos y el ~ 
(93911) se acumula como lactato 141. 

Parece: ae:r que esta elevada glucólisis ea: parte de Aa e.drategia metabólica ptra 

aobrevivir en ambientes de hipoxia. Las hipólcsi.s propue&ta.9 pera explicar eMe 

f'enómeno 80'll! 

(a) u eJti.ttencia de cambioo en Jos patrones isoenzimáticoo de dos de las tres 
enzimas que controlan Ja vfa glucolltica en condicioru:s normales: la hexocinasa (IDO y 

Ja l"osfofructocinaa 1 <PnC-1) 121. Se ha reportado que la primera ""' encuenlra en altas 
cantidlldes y con una actividad mayor de Jo normal (1 vs 124 nmol/min/ing prot en 

hlgado y a!lula.s tumorales H-91, respectivamente) IS!. Al i3uaJ que en células 

normalea, la 1'11'- I regula parte del flujo sJucolitico en células CTR.C. Arsilés y 

Soriano 161 encontraron que en carcinoma de Walker-256, Ja actividad de la PFIC-1 

aumenta debido a los altos niveles de kido Wctic:o que incRmentan la concentración 

de ff• en el cifoilol (disminuye el pH). el cual es un modulador positivo de la enzima. 

LD anterior puede explicaz: la b.ja 11ensibilüiad de la glucólisis al 0 2 en celulas 

tumoralea; es decir, oepn esta hipótesis no halnia un efecto Pasteur (no habria 

inlu"bición de la gluoólisis por oxl,geno, como sucede en cc!lulas normales), aunque lo 

anterior no .., ha evalu..do directamente (61. 
-.......remente, la sobre-expresión de la enzima 6-fosfofnlctocinaa-1 en la 

levadura $1cch.ctpnltp:;!' «ry;vfsjar; incn:omcnta el flujo glucoUtíco en condiciones 

-rólricas. mn que la gluoólisis "" vea afectada por las condiciones anacróbicas (71; es 

decir. en aU""ncia de .,,qgeno Ja 90brecxpresión de la enzima no tiene efecto .oobre el 

nujo glucolitico, pen> en preaencia de oxfseno, la d>recxprcsión de la enzima 

,. 
r 
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' 
TaWa J .. Principales cliterenciati y similituc:&c. entre las ~lulas nonnaJes proliferativas 

y ... ~- hunol'alea. 

car.cterúlaca Célu,. CéJula'J'&HaoraA llef'erencaa 

Metabólica Proliferati-
Normal 

Fornwción de...,.,.,.. + IT 1,.2,5,7 

Efect<>Paateur + u 1,5 

GJutamlnOli.sis T 11 19,20 

Oxida<:1ón de a)Ehrlich y 

Pin&vato 1' E. Lottré .J...J.. 12,13,15 

b)AS-300 1' S,44 

Oxidación de 

A<>et.-:e-o 1' tt 16,17 

0-0ffbulirato .J.. u 16,17 

Acfj,,...,... de las a) Ehrlichy 

enzimas cleJ ciclo de 1' E. Lottré u 12,IS 

ICrebs (CJO b)AS-SOD 1'1' S,25 

.sensitñuaaa: aJ cau ck •)Ehrlichy 

las Enzimas del Ciclo n.r. E. Lottré (n.r). 

de ICrebs b)AS-SOD tt 25 

Act. Enzima .MAllica T ·n· 23 

Li~nesu 1' tt 2,18 

Coleste._t!nesu o J J 1,4 

Nasa: se compiAWrOn lu diferentes ~ tumorale3 de ,..pido cn:cimiento y Ju Une.a ceJW.ru 

quiexcntes (en f'-..c G1) can las cé.hd .. nonnUea madUJ11.,11 utilizando loa mi,guíentca útb:>loa : 1"', 

incremento de 2-3 vecca; tt, incremento de 4 vccc:a; J.., decrcmcntcr. o, &in cambio; n.r., no~-



s 

produce un in<:rcmento ~ en la alueóWú (del 10096). Por tanto, aJ igual 

que en a!lulaa lu-.Jes, el erecto Pasleur (inhibición de Ja gl'"'6liaü por oxigeno) -

encuentra ~nte cldmimddo en e.llte lipo eeJu.Lar. R.ecientemente ae ha dea:rito 

un sr-fiente in-.tido de pH en varias U-~ que incluyen direrentea 

ti- de ,,.,,..__A pear de la e~ conccnt.-ión de llicido Wctico y en 
con,_ caot Jo _........, -...-. de Walkr, el pff intnoelular oiempre 

pe......-e -te (pffi=7. 1). Do hecho, ae ha e""°"tr.do que el pH intracelular es 

ligeramente - bbico que el e:Jttnocelular (pffe= 6.8), Jo que hace -poner una 

-"ble ~ de llicido Wctico y u• hacia el.._;.. e:Jttnocelular f81. 
(b) Par otro lado, Devlin y BaJ<er f9f propusieron que en el .,..., de l.&s células 

prolife .. tivu no tumorales, Ja glucóli.sis ae .-celera debido a Ja falta de actividad de Jos 
.._,..,.. de transferencia de equivalentes reductores del cit.-.1 a la mitocondria 
(conocidas cotno las "1an7.adc,..• de _..rato/malato y glicerol-S P). La lúpótais 

propone que, debido a que Ja mayor parte del püuvato se transforma a *>ido ~. 
con Ja concomitan.te utilización de NADH, Jos súteJD.11.S de balu:ferencia ac encuentran 

limitados de su sautrato. Sin emlluxo, Grivell y cols. IJO) han de...-...d<> que, por 

Jo menos en a!halas de Ehrlich, Ja velocidad de transferencia de equivalentes 

reduc:torou es ámilar a Ja encontrada en a!lubu heplticas normalu, dependiendo 

del -..tnoto a Jos que aean expuestas (0.67 µmoles de NADH transportaclo/ft'3 

prot./min). Por tanto, los sistemas de trarupor1e de equivalentes reductores no se 

pueden considerar c:omo el evento que induce Ja .celen.da ,glucólisis que presenta este 
tipo de Ol!llllas. 

(e) Una tercera lúpótesis .,..... explicar la alta producción de ácido Lictico 

propone que Ja piruvato deahidrogenasa (l'VH) mitocondrial, cuya reacción normal es 

Ja de oxidar el pin.avalo a acctil CoA, .w: encuentra inhibida compctitivamente por un 

meta bolito inusual de ... carbonos, lla.mado acetoina ( J 11, producto de Ja 
descarbaxilaci6n no oxidativa del piruvato fKi= 41 µM acetofna y Km=l6.5 µM 

piruvato (dato reportado .,..... AS-300)1; de tal forma que al acumularse el piruvato 
citosólico, 41!stc .e transforma en lactato, ):XJ'I" una úoenzirna de la lactato 

deshidrogenasa que preaenta una actividad mayor que la nonnal (aprox. 50% m4s 

acti,,..). E.de metaholito .oolo ha sido evaluado en Ehrlich y AS-SOD f 11, l 2). 
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1.1 l'ORMACION DE ACJ:l"C>INA EN IJ\S CELULAS TUMOJlALES 

La fonnaci6n de -.cetoina. (f"JgUra 2) en mitocondrias tumorales ocu~ en dos 

-(12,19): 

1) El piruvato que entra a Ja mitocondria.. en intercambio con OH~ [14). es 

de3CaJ'boxilado por la PDH tumoral para dar acetil CoA (ver Í'&"ra 2). Una vez 
formada la acetil CaA, .., le une un acetaldehido activado (el hidroxietil unido 

covalcntemcnte con la tiamina pirofosfato) dando lugar al diacctil, un precursor 
inmediato de la acetofna. En la reacción ., libera la coenzima A y la tiamina 

pirofosfato, al i:-rccer en una reacción no enzimática. La5 mitocondria.s tumorales, a 
diferencia de las m.itocondria.:J normales, 90Jl incapaces de oxidar los aL:lehfdos, debido 

a que la aldehído dcshidrogcnasa (AIDH) se encuentra únicamente en el cito.sol, y sólo 

oxida aldclúclot aronulticos, pero no alifáticos; además, utiliza como cocnzima al NAO+ 

oal NADP•,a diferencia de la normal que 901amcntc utiliza NÁo• (tSJ. Parece aer que 

la reacción no requiere de ATP, pero sf de TPP+ y A1gz+. 

2) El diacetil formado ""' reduce finalmente a acetoina, utilizando al NAOH. 
Una vez formada la acetoína en células tumorales, se de,grada rápidamente en 

una reacción fuertemente dependiente de ATP, dando como productos principales 

pequcftas cantidades de citrato y dos productos no identificado$. En hfgado, en 

condiciones patológicas como alcoholismo,. la acctofna puede reducirse para dar lugar 

al 2,9-butancdioL 

Otra diferencia notoria entre la PDH nonnal y la tumoral, es que la segunda es 

activada por concentraciones f"isiológicas de AMP (de 0.5 a J mM), debido a un posible 

cambio estructural de la isoenzima, siendo este efecto, que no ocurre en tejidos 

nonruales, el pos¡"ble rcaponsable de la producción ele acctofna [ 15[. 

Como la PDH se encuentra sólo parciabnente inhibida por acctoina y además 

estimulada por AMP, una fracción del pinavato mitocondrial puede ser transformado 

a acetil Co~ pero también parte de la acctoirla puede dar acetato y éste acctil CoA, con 

lo cual el ciclo de Krcbs puede continuar hacia la formación de citrato. 
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Figura 2. lleprecntación esquemática de la formación de acetofna por hu céluhu 
tumorales a partir de pi.ruvato. Abreviaturas: PDH. complejo de la piruvato 
deshidrogenasa; HE-TPP-E. complejo enzimático de tiamina pirofo.sfato. 
Modificado de 1121. 
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J.Z EL CICLO DE llCllEBS ""TRUNCADO~ EN MITOCONDIUAS TUMORALES 

El citrato formado por la acetil CoA y el oxaloacctato en células de Ehrlich ( 131 

no a oxida debido a la e3C&Sa actividad de la aconitasa y la Uocitrato deshidrogenasa, 

la cual oxida el Uocitrato a a-cetoglutarato;, por tanto, el citrato es expulsado 

masivamente de la mitocondria. La salida de citrato a través del acarreador de 

tricarboxii.tos es muy rápida. 4 veces mayor, en com.paración con la velocidad del 
~en mitocondrias normales (4). 

Debido a que el citrato es expulsado ele la m.itocondria, el ciclo de Krebs se 

encuentra incompleto, por Jo menos en mitocondrias de Ehrlich y Ehrlich Lcttré, por 

lo que se le ha llamado ciclo de ~bs "truncado". Una vez en el citosol, el citrato c5 

utilizado para la sfntcsis de novo de cs:croles, principalmente colesterol (f"igura 1 ). 

JCellehcr y cols. 116), trabajando con hcpatoma AS-300, encontraron que los 

cuerpos cetónicoa,, a diferencia de lo que ocurre en los hepatocitos, aon mctabolizado.s 
rápidamente por la Q!Jula tumoral. AJ parecer, la succinil CoA acctil transfcra.sa, que 

cataliza el primer paso en la oxidación del acctoacctato a acetoacetil Co~ presenta 

una actividad 40 veces mayor en las células tumorales que en el h.fg.ado (8 vs 334 
nmol/nún/mg prot en hígado y AS-SOD, respectivamente). Estos autores f 16) sugieren 

que el elevado con.sumo de acetoacctato se debe a la alta demanda de lfpidos 
requeridos por Ja a!lula tu.moral. Lo anterior fue apoyado por la observación de que 

cuando ac adm.i.nistra. acctoacetato en concentraciones fisiológicas (2mM), se da un 

incremento en la síntesis de lfpidos y en la producción de Coz, siempre y cuando 

exista glucosa (SmM) en el medio, lo que indica que el acetoacetato es un metabolito 
cuyo consumo depende de la glucólisis . 

El P-hidrox.ibutirato, en comparación con el acetoacetato, no es tan fuertemente 

utilizado por las células de hcpatonw AS-300, debido a que "" ha reportado una 

actividad de la P-hidroxibutirato deshidrogenasa muy reducida en varias lineas 

celulares tumorales cuando se compara con hígado normal [ 17)). 

Por otro lado. Kclleher y cols. f 16) están convencidos de que la elevada 

producción de COz observada en AS-300 no es consistente con la hipótesis de Parlo y 

Colcman IS] del supuesto ciclo de Krcbs "truncado"'• debido a que han encontrado 

que el COz producido a partir de acetoacctato. acetato y pinlvato (estos dos también 



medidos en el .___ de llC'dkher>. indica un Oujo ...-..cial de citrato a travb 

del ciclo de ICrebo. pw lo --..._malato (llgura 3). 

,_ -~ de IGelleher apoyan b dalOll de Oietz.en y cols. (sJ; de que 
por lo meftOll en AS-SOD el ciclo no ea completamente tn.ncado, además de indicar 
que las IUÜd8dea de gna.,... acetiloa aon ouficienles para ..,ministnar loo earbonos 

necesarios para cJ metabolismo oxidativo durante la lipogénesÍ$.. 

Otra c.....aerlstica a>bre.ulienle de las células tumorales es la ele- síntesis 

de esteroles, principalmente colcstc:roL Una e.xplic.ación para el aumento en La 
<:anccntración de este última es la pi!rdida de control a nivel de UJta enzima clave de 

su "'la l:>iosinlélica dt> DOK1, la &-hidroximelil glularil-CoA n:ducia- l4J. Esta enzima, 

que transforma hidroxi.metil .sfutaril-CoA a mcvalonato., no responde a los mccaninn~ 

de n:troalimentación negativa que existen en los tejidos nonnales, esto es, no es 
inhibida aJostéricamente por su pr'Dducto, el colesterol. Parlo y Coleman (4) proponen 

que Ja C&ftncia de efecto del colesterol ae debe a que el gene de la i\
hid.roxi.metilglublril-CoA rcducta.sa (.ten.G.ble a colesterol) se expresa en u.na forma 

in!llCnsi"blc al colcste.rol ~ elevada sfntesU de colesterol en las me.mbranas tu.mor.a.les, 

incluida Ja membrana mitocondrial,. pnwaica importantes cambios li$iológ:icos; uno de 

ellos, observado en lllÍfocondrias intactas, es la disminución de la permeabilidad 

pasiva a Jos tt• (J SJ. 
Además, las mitocondrias de hepaloma de Morris 3924A, al i,guaJ que Ehrlich, 

utilizan prcfercncialmcnte Jos esqueletos carbonados del pin.tvato para la .sf.ntesi.9 de 

colesterol (fisura 1), más que para producir encrgfa (oxidación a CO,.) IJSJ. Parlo & 

Colernan 141 y Dietz.en A Davis IJSJ, trabajando con células de Ehrlich y AS-SOD 

respectivamente. reportAron que el incremento de colesterol en la membrana 

nütocondrial es aproximadamente de 4 a JO veces mayor al reportado en nútocondrias 

nonnales lde J.9 (normales) a 8 Chcpatoma) µg de colestcrol/m,g proteíru&J del cual el 

8796 corre.sponde a la membrana externa y el resto a la membrana intenta.. Parlo y 

Coleman explican que sus dalos respaldan la hipótesis del ciclo de Krcbs ""lruncado" 

propuesto para cé]ula.t: de .Ehrlich. en donde una elevación del co]estcn>J en las 

membranas nütocortdriales induce altcn&ciones cinéticas dcJ acarn:.ador de los 

tricarboxilatos (aumentando su actividad y restringiendo e] metabolinno 

intram.itocondrial de citrato por Ja aconita.sa. en favor de su expulsión al citoplasma). 

Una vez en el citop~ la ATP citrato lia.sa transforma el citrato a acctil CoA, c1 
cual participa en la síntesis dcnovode colesterol (JSJ. 



CITOSOL MJTOCONDRIA CJTOSOL 

Glucosa 

1 
Piruvato 

Acidos Grasos 

F.(gun 3. ldetaboli.-no del Acek:Meetato (AcAc) en céJulu de hepatom• AS-300. Lo.s carbonos deJ 

kAI:. pueden conlribuir • la biminteab de Upidos p:w dos vías: 1) la n.1ta mitocondri&J. que 
involucra la S~Jtiacido tioZ.... (1) y la aceto.cctil CoA tiol•M (11) pus producir citnato; y 

2) la ruta: citomólica. que involucra • i. ~tiJ CoA sintetau (111) y • la tiolaM 

citomólica (IV). ll acetiJ CoA. ea producido a putir del acetato y pinavato poi" la -.cetato 

bcciruua ntit.oc:ondrial y i. l"DH. re.tpcctiv•mente. Aunque no ~ ha ükntificado un 

~ eapcc:U-JCO psra A&Ac, ae .-be que este meubolito atr-.vicza Ja membrana ck 

ronna-. 

P...-. compenMr la pérdida de citrato, 1u células tumorales de Ehrlich y 

Ehrlich IA:ttré utilizan vW alfett1atiVM para completar Al ciclo de Krcb-9 "'truncado" 

(4.12], en particular la vfa glutam.inolitica,. que~ ha reportado es muy activa en las 

CTR.C, principalmente a nivel de Ja glutaminasa y de la ,glutamil transferasa f 19, 20). 

La glutamina sie ha caracterizado como eJ principal metabolito contbustible en 

Células de Ehrlich y en Ehrlich Lcttré, aún en presencia de concentraciones saturantes 

de glucosa. Su tnutspone al interior de Ja mitocondria es más rápido en células 

JO 
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tumoralea que en célulaa --iea (52nmol/min ..., l!lnmol/min, respectivamente) 

1201. T- en mitcxdldriu ~como en nonna1e-. la glutamina .., deumina 

para dar glutamato, vfa una glu~ la cual es dependiente de fodato 121). En 

hepmtocitoe. la concentrmcidn ci~ de ea•• b"bre <1ea••)c) eatimula la 8Clividmd de 

la glu-U..- 1221; an emi..so, no .., conoce: á en células tumonlca eate catión es 

un llCliYlldor de la enzima. Una ,,_ fonnado el glutamalo, é5te ingresa al ciclo de 

Krebs a trafts de reacciones de desaminación catalizlldas por la glutamato 

deshidrogc:....._ .,..._ formar a-cetoglutarato (Fi,gura 1), c:I cual continúa c:I ciclo; c:I 

glutamato y principalmente la glutamina aon la fuente: principml de: malato 

mitocondrial. Cate: es transformado a mta!oacc:tato por una malato DHasa a pmrtir de: 

fumsrato <ngu.. 1) 1231. Por otro lado, c:I malato cxógcno c:s prcfc:rencialmc:ntc: 

transfornuwlo • pin.avalo y coa por la enzima millica mitcxondrial dependiente de 

NAO y de NAD(P) en células ente. para regenerar la fuente de citrato. Es muy 

posible que eal& enzima intramitocondrial se encuentre crtlazac:la a la superficie 

interna de la membrana interna en estrecha asociación con el sistema de transporte de 

malato l 13,231. El pin¡vato formado por la enzima nullica (a) puc:dc: transformarse: c:n 

acetoina o acetilCoA,. (b) mer cX)"lllslw:lo de la mitocondria y en el citosol reducirse a 

lactato por la lactato deshidrogc:nasa_ ó (c) competir con c:I pin¡vato glucolitico por 

entrar nuevamente a la matriz mitocondrial, para ser oxidado por la pin&vato 

dcshidrogcna.-. dependiente de AMP. Este dato concuerda con la observación de que el 

malato cxógeno potencia la síntesis de citrato, debido a que al tran.sfonnarsc en 

pin.avalo, entra al ciclo de Krc~ previa su dcscarboxilación para dar acctil CoA y 

fomuar citrato 1231. 

La evidencia de un ciclo de Krcbs incompleto hace suponer que en a.scitis de 

Ehrlich. Ehlich Lcttré y hcpatoma de Monis 7777 • no existe una poza de poder 

reductor adecuada que: impubc: la fosforilación oxidativa (<596 NADH (241>, la cual 

genera el ATP requerido para la biosintesis de novo de una serie de mctabolitos 

requeridos por la célula tumoral. Sin embargo. se ha encontrado. que contrario a lo 

reportado por Parlo y Colc:man (41 y Baggc:tto y cols. (12,131 c:n células de: Ehrlich y 

Ehrlich LcttR:. el ciclo de Krcbs en la linea tumoral AS-SOD es parecido al encontrado 

en una mitocondria nonnal. e& decir, con toda su batería· enzimática completa y sin 

ninguna anormalidad apmrcntc: 131. 
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Dietzcn y cols., en auS1Cncia de c..2• 13) y Murphy y cols.. en presencia de ea2• 

125,.261 dcteminaron que la actividad de algunas enzimas que participan en el ciclo dc 
Erebe de mitocondrias AS-300,. es aproximada.mente 4 veces mayor que la actividad 

encontrada en m.itocondrias nonnales.. Por tanto, el bloque ox.idativo de la vi.a no 
parecerla m:r lim.itantc para formar el equivalente reductor CNADH, FADHz) que 
alimenta a la cadena respiratoria para la sintcsis de A TP y se lleven a cabo todos los 
proceaos celulares dependientes de energía. 

Al encontnarae en continuo crecimiento y diferenciación, las células tumorales 

requieren de un .un.i.nistro elevado de ATP para llevar a cabo la biosintcsis de nuevas 

moléculas (principalmente prolelnas) y proce905 dc transporte, que podrian no ser 

llOStcnidos únicamente por la vía glucolitica. Moller y cols. (27), han calculado -e la 

cantidad de ATP que SIC genera en la g,lucólisis, en células de Ehrlich, en un medio 

condicionado con aminoácidos durante la fase de proliferación,. es 9())0 del 1396. Por 

tanto, catos autores (27) proponen que el resto proviene dc la fosforilación OJádativa • 

El punto anterior indica que el sumin.istro ck ATP que proviene de la fosforilación 
mddativa se requiere en la mayoria de los procesos metabólicos, particularmente para 

la duplicación celular (Ver Tabla 2). Por tanto, una hipótesis propuesta por nuestro 

laboratorio es que las cc!lulas tumorales dcpcndcn m4s dc la fosforilación oxidativa que 

de la glucóJisis. durante la proliferación celular. 
A este respecto,. se ha determinado que en células tumorales de Ehrlich. la 

transición del estado de reposo a la fue de crecimiento proliferativo. induce una 

reducción en la generación total de ATP. lo cual correlaciona con la disminución en la 

vta de fosforilación oxidativa (aproximadamente del 5096). mientras que la glucólisis 

permanece constante (28). Se ha dctcnninado también que otros procesos que 

consumen ATP. como aon el recambio de protclruu. la síntesis de RNA y la actividad de 

las ATPasas de Na• /K+ y eaz+,. disminuyen en el estado de reposo celular. En la Tabla 2 

ae muestran los porcentajes de ATP consumido durante cada uno de los procesos 

anteriormente citados. 
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l.S IMl'UCACIONES CLINICAS DE L1l MANIPVIACIÓN DEL MrrABOUSMO 

ENEKCt:nCO EN cUlnAs TVMOllALES. 

Aunque ea concebible que el metab>lismo encrgétic:o y la cblpüc.ción celular 

en ~- celulaa ...- dependoln de - viP (tanto glucólisia como 
fosforii.cion oxidati->. no ea _..,ren<knte que ""' intente utilizar el metabolismo 

ene,Ptico ""'"'°un blanco pu"& la terapia antineoplúica. 
No oboitante, se ha .,._..,,_., en carcinoma de Wall<cr-256, que: la inhibición 

llimultánea de ambas viaa prcwaca una reducción del 5ow. en el crecimiento celular 

f29J. En edas celulaa tumorales, la disminución en el Oujo de la vla glucolltica ""' llevó 
a cabo inlu"biendo la gluconeogéne.is con el 3-mcrcaptopicolinato (inh.ibidor de la 

fosfoenol piruvato caJi>mdcinasa) y para bloquear eapecfficamente a la fodorilación 
mtidativa,. a utilizó la nJdamina 6G. ::. interesante comentar que el tratamiento por 
..,.,...._ con rodamina 6G ó 8-mcrcaptopicolinato no altera la velocidad de 

crecimiento (29). 

Tabla 2. Consumo celular de A'll' en célulaa tumorales de rápido 

crecimiento dunanle la fa.te de reposo. 

PROCESO 916 

Slntesis de protetnas 25-27 

Protcóliais 4-8 

ATFasa de Na•/Je+ 17 

Transporte de ea•• 11-18 

SlnteSIS de JlNA 11-18 

otros 26 

J.o inlulrición -H"ICa de la via glucolltica en aJsunas úlulas tumorales 
también se ha UeVlldo cabo utilizando gosipol, un aldehído bisnaftaleno polifenólico, 

que inhibe espcclficamente a laaenzimas dependientes de NAO• y NADr+ (SOJ. En este 

estudio ISOJ, ""' inJu"bió a la fosforilación oxidativa con rodamina 128, sin observar 
una inlubición total de la velocidad de crecimiento. Al tratar posteriormente a las 
úlulaa con goapol, la velocidad de crecimiento fue 9CVCramente disminuida. Los datos 
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anteriores demuestran que e] gosipol actúa corno un agente antincoplásico potencial, 

que puede ser utilizado experimentalmente en otros tipos tumorales. Sin embargo, no 

existen datos recientes del U$0 del gosipol. sugiriendo una posible faJJa en Jos 

resultados. 

Por otro lado, también se han llevado a cabo estudios con otro agente 

antincoplásico, utilizado para la prevención de la lepra: la clofazirnina (3 J J. Este 

agente citotóxico fue utilizado en una linea celular de carcinoma hum.ano resistente a 

la quimioterapia,. provocando una reducción en el tamafto del tumor. La explicación 

de tal fenómeno está relacionada con la permeabilidad de Ja membrana mitocondrial a 

Jos ff+ en presencia de este fármaco. lo que provoca un colapso en el gradiente 

clcctroqufmico,. con Ja concomitante inhibición de Ja fosforilación oxidativa f 3 1 J. 

J.4 PAPEL DEL ca•• y DEL Mg.. EN EL METABOLISMO INTERMEDIARIO 

DE LAS CÍ:LULAS TUMORALES. 

Recientemente, Cittadini f32J ha demostrado Ja existencia de un antiportador 

Mgz+ /Na+ en células de Eh.rlich, muy semejante al encontrado en eritrocitos. Parece 

ser que este traruportador es activado por concentraciones fisiológicas de Alvlf"c (aprox 

50 µ.1\11) a través de un proceso de (osforiJación. 

Por otro lado, se ha determinado que en las células tumorales como resultado 

de Ja elevación de Caz+ citos6lico libre, que ocurre en respuesta a estímulos externos 

(hormonas ó factores de crecimiento), se produce un incremento en Ja concentración 

de eaz+ mitocondrial ((CaZ•Jm) f33,34,35J. El eaz• entra a la mitocondria tumoral por 

un uniportador -'Cmejante al encontrado en mitocondrias normales, sensible a rojo de 

rutenio y lantanos;. y sale en intercambio con sodio, al igual que en mitocondrias de 

corazón y cerebro (36J. 

Se ha determinado que el ATP, a concentraciones micromolares (100 µM), 

también provoca un incremento en la reaz•1c vía la estimulación de un receptor 

purinérgico Uamado Pz l34,35J. El ATF es un potente agonista de este receptor, cuya 

activación está asociada a la generación de inositol trifosfato f34J, el cual estimula la 

salida de Ca2
• del retículo endoplásmico al citoplasma(a una concentración 4 veces 

por aniba de la basal). Esta .salida de ea2
• puede ser repetida por una segunda adición 

de ATP a la misma concentración, sólo que la respuesta es de menor magnitud. Los 



autores pn:1p0nen que tal efecto es debido a un rellenado de las pozas de c.z• dentro 

de la célula _.un mecani.atto ..,_ole a ATP. 

AJ ~mentane la (Ca••Jm en célula tumoral CAS-SOD) "" estimulan por lo 
rncn<>11 .._ de Ju -. enzimas del ciclo de Krebs que "" ha report.odo ..,.. ..,,..."Nea aJ 

Ca .. en mi,_ nonnaJ: Ja i.oocitrato ~- y la a-c:etoS)urarato 

dt•hicfro.sic,,_ <Fi,gufto 1). De ea. forma, "" da un incremento en la sinte.U dt ATP 

necesaria ,..,. Jos proceX>S demandantes de ener,gía: durante Ja división celular 

125,261. EJ electo del ea•• -..., e- enzim.u, tanto en m.itocondria tumoral como en 

la nonnal es el mismo: dimlinaúr La Km. para sus respectivos sustra'°'- E.das 

-rvacione• apoyan la idea 131 de que en células tumoraJe• de AS-300, Ja 
rnitoconc:lria pre.tent. tocias sus enzi.mas funciona.les en un ciclo de JCn:bs completo. 

1 .5 EFECTO CllABTREE EN LAS CCLULAS TUMOKALES 

Se ha encontrado que el c.2
• • aparte de tener un efecto cstimuJatorio a nivel de 

w deahidroge-. participa al .i,guaJ que el M&"• • en una reacción caracterí.stica de 

las células tsunorak~ llamada efecto Crablree (mejor conocido como inlu"bición de la 

respiración por glucosa y de90Xislucosa). coiuiderado como el ef'ccto contrario al 
efecto Fasteur • EvtodienJto y cols. 137.SBJ demostraron que en presencia de 

concentraciones fisiológicas de glucosa Ja fea2 •1c libre aumenta de una basal de 

l 70nM hasta 300 nM.. Este incn:mento no es significativo,. ya que estas nuctuaciones 

ae encuentran en a!JuLu: nonnales; sin embargo Jo que parece evidente es el 

incremento en la 1ea2 •1c libre en pre.scncia de ,glucosa,. fenómeno que Jos autores 

tratan de explicar proponiendo varias hipótesis; 

(A) la existencia de un receptor a glucosa, parecido al de las células j3 del 

páncreas,. que cles.urolla Ja C&9Cada de reacciones que tienen como corurccu:encia la 

liberación de c.2
• del retículo cndoplásnúco y,. por lo tanto,. la elevación del c.a2

• 

citopla.srnático. Sin embuxo,. estos autores f37J no muestran los trazos de fJuorescencia 

obtenidos de las células ca.rgad¡u con el fJuoró!oro de c..2 •,. lo cual es importante para 

asegurar una buena #ftal de calibración. Además,. Ja Kd del complejo indicador-Caz• 

empleada por esae grupo para Ja cuantificación de eaz• no C$ la obtenida hijo sus 

condiciones expcrimcntalc5, sino la que se obtiene en ~lución. La experiencia en 
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nue9bo labonltorio indica que si no e tienen t.ale.s precauciones, se pueden crear 

artefacfol: que desemboquen en una nY.la interpretación de los datos 139). 

(B) Ja -nda hipótesis de .Evto:tienko y cols. 1401 es que la glucosa altera la 

homeosta.sis deJ c.••. cu.ando la glucosa o la de..oxi,glucosa entran a la vía. g)ucoUtica, 

nlpidamentc 90ft f'oúori.lmd.a.9 por UIUI hcxoc:inasa. El efecto de esta fosforilación ca: el 

incremento en la concenlración de u• en el citoplasma. Según Evtodicn.ko, Ja ulida de 

e.a•• dc=J rctfculo cndoplásnúco se n:a1izarúa gracias a la entrada de H• vía un 

COb'ansporte elcctroneutro f40J. En - condiciones, la bomboa de ea•• del retlc.do 

endopLbnüco se acelera y consume mucho ATP para recapturar al eaz•. Sin cmbuso, 

no existe evidc:ncia de eaI cotnuuportc, aunque puede acr posible que el canal de 

salida del ea•• del re«cuJo endopl.únUco al cit0901 pudiera ser sensible al incremento 

en la <:Ol\Centración ele ff•• u decir, que a pff .acido SIC i.ncrcmcntana la frecuencia de 

apertura dd canaJ., por Jo que el caz• saJdrla con mayor rapidez. 

El aumento en la concentl'llción de ca•• citopla.nnático pnwocado por Ja 
glucosa y m~ con un indk.o4or Ouorescente llega hasta SOOnM (37,381, 

concentración que, según los autores, es capmz de inhibir a la fosforilación oxidativa.. 

Sin embuso, se ha reportado que en mitocondrias aisladas de hepafocito, la 
concenlraci.ón a la que existe inhibición de la respiración es por am"ba de lµM (41 J. 
Se ha obacrvado que a esta concentración sic inhibe la fo.sforilación oxicLativa por varios 

mecan.Umos: 
i) r.a inlul>ición de la Júdrólisis y síntesis de la A TP sintetasa, posiblemente 

porque se fonna un complejo ATP-ea2
• que compite con el complejo A.TP

M,g•• 142), su.ttrato de la ATP sintetasa. 

Ü) El c.2
• promueve la uc:.iación de la subunidad inhibidora de la ATP 

sintct.asa a la enzima debido a que existe más proteína in.hibidora en la 
C4!lula tumoral que en Ja célula nonnaJ 11), lo cual incrementa .su. xnsibilidad 

a1 ea••¡4sJ. 
iü) S:.. baja actividad de la translocasa de adcnín nucleótidos, debido a que su 

sustrato es el ATP libre y, en estas condicione_.:, se encuentra compleja.do con 

el ea••f44J. 

1 
f ¡ 
¡ 
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El Mg2
• también está involucrado en el efecto Crabtrcc, pues se ha observado 

que, en Jas células tumorales de Eh.rlich, en presencia de glucosa, existe una saJido'.1 

masiva de Mg=• intracelular, teniendo como consecuencia una di.smínución en Ja 

concentración de Attg2
"' interna y, por' tanto, una infúbídón de la respiración, debido a 

que el Mgz• es cofactor de varias rcaccíone.t mitocondriaJes l31 J. 

l .6 EFECTO DEL GRADIENTE DE Oz Y pH EN EL DESARROLLO DEL TUMOR. 

Los tumores sólidos son hlpóx:icos, además de encontrarse lirnitados de 

nutrientes y en un ambiente altamente ácido (por fa elevada glucóHsis)7 lo que 

conlleva a que existan cambios en su micro.ambiente f45J.. Tanto Ja hipoxía como el 

pH se han identificado como factores involucrados en la resistencia a la radioterapia y 

a Ja acción de al,gunas drogas anticancerigcnas. AJ parecer, una alta sensibilidad a Ja 

radiación está asociada a un meraboli3mo de tipo oxidativo, mientras que Ja resistencia 

a la radiación está asociada a un metabolismo de tipo g:Jucolltico. C6rlach y Aclc:cr f45} 

encontraron que es posible cambiar Ja dependencia: de la linea tumoral con respecto a 

una. via metabólica a otra, variando Jos gradientes de Oz y pH de su entorno, y de esta 

manera cambiar su sensibilidad a la radioterapia. Para Jo anterior, Jo:r autores 

utilizaron, como modelo experimental de pobre va.scu1arizacíón, dos lineas 

cancerígenas de colon humano CHT29 y UI I8MC), cultivadas en forma. de esferoides 

multicelulares tridimensionales, que en contraste con las células cancerígenas 

cultivadas en monocapa, revelan mayor sensibiJidad a Ja radiación y a la 

quimiotel"óipia. Aunque el aporte nutricíonaJ de los esferoides proviene del medio de 

incubación, en este modelo experimental se genera un gradiente de ºz• causado por el 

consumo de oxigeno, y un gracüente áe pH, causado por el rompimiento de la glucosa 

a ácido láctico,, provocando una acidosis intracchdar vía la hidrólisis de ATP y Ja 

liberación del lactato y H .. fuera de las células. 

Estos autore.s f45J encontraron que a pesar de que se trata del mismo tipo de 

célula tu.moral, presenta diferencias metabólicas muy espccífica5. En el caso áe las 

HT29 se rc,gi.sft'a un gradiente de oxigeno radial con una presión parcial de 120 

mmHg en la periferia y de 6 mmHg en cJ centro, con un 4p0.: de 107 mmHg, 

mientras que en la UI 18MG se re,g:istra un gradiente de O: de 47mm..Hg en el centro 

y de I 20 rnmHg en la periferia, con un 4p0z de 78 mmHg (Figura 4). AJ evaluar el 
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gradiente de pH en estas müma lineas celulares se encontró que en Ja HT29, la 

Alperficie es lftÚ básica (pff 7.29) que el centro CpH 7.07); mientras que en la 
UJ JSMG se registra un pH más áciJo (pH 6.93) en el centro del nódulo que en la 

pH 

periferia (pH 7.25). . 

A B t .... ""º" 
SUPERFICIE 

7• _ .. 

"I 
111"'. _., ... ·---:;--... 7a _.,- ~- 72 ... - , pH ... -

71 -r- ... -¿ 71 ,• 
&HTa• Ir 

7 o .,· &U11eMG ?O CENTRO 
CENTRO 

40 •o 'ªº 40 •o 'ªº 
Figura 4. Relación entn: los g~~ientes de Oz y pH en Jos multics(eroidc.s 

HTZ9 y UJ 18MG en condición normal (A) y trat.das con 

oxamalD 40mM CB>. !Modificado de 451 

El incremento en acidez de la linea UI JSMG en el centro del nódulo, se explica 

por Ja evidente producción de ácido láctico, debida a la gran actividad de Ja lactato 

de&h.idrogenasa (800 U/ gramo de peso húmedo) y la baja oxidación del piruvato (60 

nmol de pinavato oxidado/mg protefna). 

Estas observaciones indican que la linea tumoral Ul J8MG es mctabólicamcntc 

más glucolftica, mientnu que la HT29 es má5 oxidativa (ver panel A de la f"agun. 4). 

lnteresantemcntc, cuando se exponen ambas lineas tumorales al oxamato, la 

dependencia metabólica cambia. El oxamato es un análogo estnictural de) pin.avalo,. 

que inhibe competitivarnentc a Ja lactato dcslúdrogcna.sa y aJ transporte de piruvato 

de) citosoJ a la m.itocondria. En presencia de oxamato. la actividad de la lactato 

deshidrogcnasa disminuye drásticamente en las células UJ 18MG (400 U/g ""'"'° 
h&\medo),. dejando que el púuvato sea consumido por otras vias para producir otros 

metabolitos de canlcter oxidativo, sin que se pn:xiuzca un cambio evidente en el 

gnodiente de oxigeno pero aí en el gradiente de pH (ver panel B de la CJgUra 4)~or el 
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contrario. en la HT29, que es predominantcmcrttc oxidativa. Ja prc.scncia de 

oxamaro provoca una inhibición en la oxidación de pinivato (de JOO nmol a 50 

nmoJ de píruvato oxídado/mg. prot.), Jo que hace que Jas células dependan más de la 

via glucolítica que de Ja fosforiJación ox.idativa. 

Estas investigaciones pueden tener implicaciones clinicas, debido a que estudios 
radiobiológico.s .sugieren que el Oz influye en Ja radioscnsibilidad • de tal manera. que 

si se logra manipular a la..s célula& glucolitic:as para volverlas oxidativas, lo.s efectos de 

la radiación y quimioterapia serán más fuertes en cCiulas tumorales que previamente 

eran resistentes. 

J.7 CONTKOL DE LA FOSFORJLACIÓN OXJDATlVA EN CÉLULAS Y 

MITOCONPIUAS AISLADAS DE AS-SOD. 

El análisis del control de la fosforilación oxidativa 1461 en mitocondria.s de 
hígado y en otros tipos mitocondriales no tumorigcnos ha .revelado que el control de 

esta vi.a se encuentra distribuido entre varios pasos. Los principales puntos de control 

son el acarreador de ATP/ADP, la citocromo oxida.sa, el acarreador de dicarboxílatos, 

la ATP síntetasa y el complejo b·c1 ,. los cuales presentan coeficientes de control (Ci) 

14 71 en el intervalo de 0.2-0.5,. es decir, cada uno de estos pasos controlan la vfa desde 
un 20 hasta un 50% ,. dependiendo de las condiciones particulares de incubación. 

Lópcz Gómez y co]s. f48J encontraron que en mitocondrias aisladas de AS-SOD,. 

el control de la f~forilación oxidativa recae principalmente en 2 enzimas importantes: 

el acarreador de ATP/ ADP (Cí...O. 7) y la ATP sintctasa (Ci...0.25), utilizando varios 

sustratos oxidables como glutamato-maJato, pin.&vato-ma.Jato ó succinato-rotcnona. 

Estos autore:s proponen que el alto coeficiente de control calculsdo para el acarreador 

de ATP/ ADP indica que es un -paso de severa limitación en el flujo total de la vía. La 

limitación del flujo por este puo puede dcbene a Ja inhibición de Ja transloca.sa de 

adcnln nuclcótidos por los altos nivelc:s de c.az• endógeno encontrados en 

mitocondrias tumorales (49). 

En este trabajo se prctcrtde obtener Jo.s Cí de mitocondrias .. in sild' para 

compararlos con Jos obtenidos por López-Gómez (48) para las mitocondrias aisla.das de 
Ja misma línea tumoral, y dilucidar si el control de Ja vía de flujo de fosforilación 

oxidativa es el mismo c.n mitocondrias que !le encuentran inmersas en un 
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mic~biente fisiológico, con determinados sustratos oxidables, que en las 

rnitocondrias aislada9 y con un ambiente artif'icial. 
Cabe mencionar que el cálculo de los Ci se puede realizar utilizando düerente.s 

ecuaciones. ü5opez-Gómcz y cols. 1481 consideraron que los inhibidores de la 

fosforilación oxidativa eran del tipo irreversible; es decir, una vez formado el 

complejo cnzima-inhibidor no babia manera de disociarlos. De esta manera, el valor 

de los Ci 9C calcula de la ecuación propuesta por Croen y cols. (471 para inhibidorcs 

irreversibles: 

donde lmáx es la c:onc:entración mínima requerida de inhibidor para alcanzar la 
inlu"bición máxima, Fo es el flujo de la vfa en el sistema no inhibido, y dF/dl es el 

cambio en la velocidad de flujo a medida que se modifica la concentración de 

inhibidor cuando 1 tiende a cero 0a pendiente). El cálculo de los Ci a partir de esta 

ecuación se basa aólo en los puntos iniciales de la curva, donde es posible extrapolar 

al punto donde no hay inlu.Dición (Figura 5). Debe hacerse notar que este análisis 

depende de la inspección de tales puntos cxpcri.mcntalcs, para realizar una regresión 

lineal con la cual ac: obtiene una pendiente con un número reducido de puntos 

(comportamiento lineal) a concentraciones bajas de inhibidor (l=O). En otras 

palabras. en el cálculo de los Ci no extiste un criterio para determinar cuales puntos 

de: la curva deben ser considerados. 

Actualmente se sabe que la 9Tlayoria de los inhibidorcs de la fosforilación 

oxidativa se enlazan de una manera pseudo-irreversible a sus respectivas enzimas. 

es decir. es posible encontrar un equilibrio entre la enzima y el inhibidor (el inhibidor 

pcnnanecc solo fuertemente pegado a la enzima,, pero es capaz de: disociarse 1501). 

Por tanto. Gctlerich y cols. (51) propusieron un sistema de ecuaciones en 

donde .9C toma en cuenta Ja K~ o constante de disociación del complejo enziina

inhibidor, para una inhibición de tipo pseudo-irreversible o "fuertemente pegado": 



Mitocondrias de Hepatoma AS-300 
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a) Inhibicion irreversible: 

CI =(-I max/F') (dF /61) 

Ci = 0.157 (-·-·-) 

e; =: o,2a e-----) 

b)inhibicion pseudo-irreversible: 

Ci= n(.Jo-Ji)2 xE" + Ji 
Cix.JoxEo" +({n-Ci}x.Jo-{nx.Ji})xE" 

E2+(Kd+J-Eo)xE-KdxEo= O 

e; = o.osa 
Eo = 227.5 pmolfmg prot 

Kd = 0.007 pmol/mg prot 

Figura :J. ~ntación gráfica de la estimación de los coeficientes de control de flujo 

utilizandgi la inhibición irTeversiblc (linea punteada) o la inhibición pscudo-irnevcrsibJc 

Oinea 961ida>. La línea aólida es la incjor aproximación, utilizando Ja ecuación de GcJlcrich y 

cols. 1•71. de Jos puntos experimentales. La linea punte.ad.a rcpraenta Jos valores de Ci 
utilizando lo5 cUlco primeros puntos (- • - • -) ó J03 seis primeros punto.5 de la curva 

<--->· 
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[ 
,,/.Jo - Jl)2 xE" J 

J= Clx.lorEo" +[(n-Ci)r.lo-nr.ll)xE" +JI 

E+ (Kd + 1- &)xE - KdJCE:o =o, 

donde Jo y Ji .e reraeren a la velocidad del flujo en el sistema no inh.i'"bido (E=Eo) y 

completamente inhibido CE=O), Kd es ia constante de di90Ciación del complejo enzima-

1,. y n es un exponente cmptrico que establece la relación entre la concentración de 

aaatndo y la ~ cebUqde px' la enzima (cuando n= l la reacción es una función 

lineal de la .-..:enbM:ión de-). 
Analizando 1- Ci obtenidoa a partir de curvu de titulación en mitoc:ondria.o 

aisladas de hepatoma y utilizando la ecuación para inhibidorcs irreversibles, se 

cncontzó que el valor del Ci de la ATP sintetaaa es aproximadamente de O.S, muy 
similar al encontndo por ~z-Gómez y cols. (48). Sin embargo, cuando el IUUllisis de 

los mismos datos experimentales fueron hechos utilizando la ecuación .-re 
i.n.h.a"bidorcs pseudo-irreversibles, el valor del Ci fue aproximadamente de 0.1, un valor 

mucho m4s cercano al obtenido en células ine.ctas (ver Figura 5). 
Lo anterior nos hsce pensar que la detcrininación de los Ci utilizando la 

ecuación para inhibidorcs irreversibles requiere (a) la inspección de los puntos 

iniciales de la curva de titulación para obtener una pendiente (SF/61) tomando en 

cuenta el punto de flujo no i..nluDido {i.c, el estado de control donde: se desea evaluar 
los Ci y (b) ta c:lecisión de saber cuantos puntos incluir en tal análisis de regresión • 

Lo anterior puede ilustrarse en la Figura 5, en donde se pueden calcular dos 

pendientes dependiendo del número de puntos expcrintcntalcs considerados. En 
contraste, al utilizar la ecuación para los inhibidorcs pseudo-irreversibles, que 

involucra un anali.sia de tipo no lineal, se toman en cuenta todo3 los puntos de la 

gráfica (linea sólida en la rig.5). En COft.9CCUcncia, este último análisis es más 

confiable. 
Algunos autores han sugerido que el sistema de fosforilación oxidativa en las 

mitocondria.s aisladas del hcpatoma de "'1orrÍ5, se encuentra afectado a nivel de la 

citocromo oxidasa y ~ la succinato deshidrogcnasa.. Además, la actividad de los 
citocromos a,b, e y c1 está muy disminuida y, por tanto, actúan de manera deficiente, 
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en companicidol cmt laa milocondriaa de laa célulaa he~ normales 111. Sin 
embup, • ......,....., .... pliarataa-ll'V8Cionea a - Uneaa tumorales. 

Olro ,_._. in,..._ en la dependencia de la célula tumoral a laa vias 

produ- de -rgia en el cil<*>I, adeanú de la bija activülacl de los citoc-. es 

la dúmiaución en la c:antidiod de mitocondria9 111. Sin embugo, e- situación 
n-depende del tipo de linea tulllDnll, ya que en el he¡:.toms de Monis 16 y 

el -...- el& Narilrofl', la cantidad de mitocondrias es de oólo un 20 y un 409i& en 

com.,....ción - laa células lllOl'llUllea (52,551; mientras que en el de Monis 7800, 

Ehrlich y -Dlemente AS-SOD, el contenido es Qpaa1 que el nonnal 11,541. Ademú, la 

actividacl el& lllgunas deshidrogenasas nútacondriales de laa célulaa tumorales es alta 

IS, 241. Far tanto, la .. posición de que la cantidmd de mitocondriss y/o la deficiencia 

de actividacl en ll1gunas enzimas son causantes de la baja activülad de la vía de 

fosforilaci6n mtidativa no está sustentada para varias lineas tumorales. 

Considerando lo anterior, y .-biendo que laa célulaa tumorales de nlpido 

crecimiento - esencialmente glucoliticas, nuestra hipótesis de trabajo es que las 

células ~s tami>Kn cl&pcnden de la fosforilación oxidativa durante la 

proliferaci6n celular. Para elt&lllinar esta propuesta, se n:quiere determinar la 
particis-:ión relativa el& la fosforilación müdativa al aporte celular de energla e 

identificar la enzima que limita el flujo de la fosforilación oxidativa, con lo que oc 

podrá proponer una n:lación entre la velocidad de flujo del sistema y el metabolito 

preferencialmenle mú consumido. 
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2. Objetivos. 

z. t Objetivo General 

Detenninar el control de la fosforilación oxidativa en células de hcpatoma AS-

900. 

2.2 Objetivos Particulares. 

2.2.1 Determinar los principales mctabolitos que preferentemente oxidan las células 

de hcpatoma AS-900. 

2.2.2 cuantificar el gz'8do de control de Ja vfa de fosforilación oxic:lativa en prc9Cncia 

de los principales mctabolitos oxidables, para encontrar una correlación entre 

la enzima reguladora y la posible vía metabólica que pueda estar activa en 

dichas <:<!lulas. 

2.2.S Determinar la concentración intracelular de cationes libres importantes en la 

modulación de la fosforilación oxidativa y la glucólisis, tales como el eaz• y el 

.Mgª·· 
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Material y Métodos. 

1.1 ~y ~de lalfnea Tu--1 AS-SOD. 

La linea tulllDral AS-300. empleada para el preaente eshldio. pertenece al tipo 
de ~lubui tu-1e9 de ñpido crecimiento•; fue donada por el Dr. A.. Garc:ia-Sáinz. 

del lndituto de Fi.11io1osfa Celular, y la Dra. M.E. Torrea-Múquez, del Depto de 

B~fmica de la F8CUI- de Medicina. UNAM. 
t:.t. linea tumoral tiene la ~ de podene desarrollar en el IJquido 

A3C'ftico del a~n de la rata. Gracias a ello, las células obtienen todo su aporte 

nutricional directamente de la rata. 

1.2 .AUlamiento de laa c.!lulaa Tumorsles AS-SOD. 

Lu c<!haw tumorales fueron pro_.tas en ratas cepa Wistar, de 200-300 g 

de pea>, como se descn"bió previa.mente en [48), con las modificaciones raa1izadas en 

este 1abanotorio (Apendice A). 

La densidlid celular y la vial>ilidad se: determinó con el uso de una cámara de 

Neubaw..r y por el método de eJ<clusión con azul tripano al 0.1 'K> 155). 

l .S Medición de la cantidad de proteina celular 

La proteina fue cuantificada utilizando el método de Biuret 156), utilizando un 

estandar de albúmina sérics bovina, deswticolato de sodio al 1% (p/v) y 10 .,I de bu 

céluw tumorales previamente lavadas y diluidas 1: 1 OO. 

1.4 Medición de kM diferente• metabolitos intracelularc:s. 

La detcrm.inación de los diferentes mctabolitos intracclula.rcs SIC realizó 
utilizando métodos enzimáticos cstandar, pero con modificaciones hechas en este 

laboratorio. Para llevar a cabo este aruilisis, las muestras fueron incubadas a 3 7oC en 

un bailo de agitación orbital, durante 25 y 40 minutos. Posteriormente, las células y el 
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liquido de ucilis fueron ~pitados en 3% de <leido perclórico y neutralizlldos con 

una mezcla de KOH SN/TtU SOmM. 1-mctabolit.,. evaluados fueron Jos aiguientes: 

/Ue-lo 

•> glucou (gluc) 

b) pinavato (pir) 

e) lactato (lac) 

d) glutamato (glu) 

e) glutamina (gin) 

f) p -hidn>xibutirato (fJ-OHbut) 

g) Acetoacetato (AcAc) 

lt) glucópno (gluccg) 
i) ATP (ATP) 

l.4.l.Detenainaci6n de glu- en J.,. e>rtractoe netralizado. de cc!Julaa y en el 

liquido de aa:ftia. por el mtodo de la glucoea mddaaa.. 

La detenninación de la glue09a por el método de Ja glue098 oxidas& (57) ae 

realizó polaro,gnlficamente, utilizando un electrodo de oxf&cno tipo Clark. Toda las 

mediciones., realizaron a 30'C, en 0.4 ml de amorfi&uador de fosfato 0.1 M (pff 7.2) 

y 1.5 mi de mueatra ncuh'alizada. Lit reacción ae inició por Ja adición de aprox. 12 
U/1113 de gJ...,_ oxidaaa (marca Jl,k..,11:). Los valore• obtenidos .., interpolaron a una 

curva conocida de glucou, en un intervalo de 100-500 nmole.s. Los valore• obtenidos 

fueron corregidos utilizando Jo. factore• de dilución de cada muestra. 

J.4.Z. Determinación de lactato y de pinavato en eztract09 neutralizados de 

cc!lulas y liquido de aacflis, por el método de la lactato de.Jti~e-. 

La determinación de estos metabolitos ae reali7.6 espcctrofotométricarnentc, a 
S40nm, en un e&pcctro de doble haz, marca AMJNCO-BOW.MAN 2000, siguiendo la 

reacción: 

IV IAct6to (59J. 



L(+)-lactato+NAD+hidrazina ~ Pin.avalo hidrazona+NADH+l-13 0 
LDH 

ptl=9 
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Todas las mediciones se realizaron a 300C, ep un volumen final de 2.92 ml. que 

contenía: 2.5 mi de amotiguador de hidrazina 0.4° M-Glicina 0.5 M, pH 9; 0.2 mi de 

NAD 40 mM y 0.2 mi de extracto neutralizado de células ó liquido de ascitis. La 

reacción se inició por la adición de 19 U/mi de la enzima lactato deshidrogenasa 

(LOH) de músculo de conejo. La cantidad de lactato se determinó por el cambio de 

absorbancia del NADH, medido a 340 nm. Los valores obtenidos se cori-igieron por los 

factores de dilución de cada muestra. 

b) A'ruvato(SS(: 

Piruvato+NADH+H• ---1- L-lactato+NAD• 
LDH 

Toda.5 las mediciones se realizaron a SOOC, en un volumen final de 1 mi, que contenía 

0.25 mi de amortiguador de trictanolamina (TEA} 0.5 M - EDTA 5 mM, pH 7.6 con 

NaOH; 0.02 mi de NADH 7 mM y 0.5 ml de muestra neutralizada. La reacción se 

inició JXlr la adición de 19 U/ml de la enzima LDH. Los valores obtenidos fueron 

corregidos por los factores de dilución de cada muestra. 

1.4.9 Determinación de glutamato y de glutamina en extractos neutralizados de 

células y liquido de ascitis de la linea AS-300. 

a) La determinación de glutamina ( 61 l en extractos se realizó colorimétricamente,. 

midiendo el cambio en la absorbencia a 500 nm, siguiendo la reacción: 

glutamina+ NH:tOH _....., y-glutamilhidroxarnato+NH3 
glutamina 

sintetasa 

El y-glutamilhidroxamato que se forma en la reacción da un complejo colorido 

en presencia de las sales de fierro (Fe3 •) .. que se registra a 500 nm. 

Todas las mediciones se realizaron a temperatura ambiente en un volumen final 

de 2 ml que contuvo 0.7 ml de la mezcla de ensayo (Tris 0.2 M, NH:OH 0.1 M, 

Na:HAs04 10 rnM~ MnS04 0.5 mM, ADF 1.5 mlv\) y 1.2 ml del extracto neutralizado. 
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la re-.:cidn ., inic:ió por la adición de J U/mJ de la enzima ,glutamina sintetaa. Una 

vez iniciada la reacción. m: mezcló ~nte y e incubó SO minutos a 97-C .. Al 

finalizar el tiempo, oe adicionaron 2 mJ de clonlro fo!rrico/TCA siguiendo w 
e~ionea de 1521. loa v.Jorea obtenidos fueron inte'rpoladat a una curva 
e9landar de glutamina, en un intelNlllo de 0.5-1 JUllOl/ml y corregidos por loa factores 

de dilución.. 

b) l.& determinación de ,glutamato 1601 en extractos neutralizados ae reali7.ó 

colorimo!tricamente, en un eapectrofotómetro, a SS9 nm. Todas w medK:iones oc 
~ a temperatura ambiente, en un volumen final ele 2 mi, que contenia: 1 mi 

de~ Tria 0.1 MI hidrazina 0.6S MIEDTA 2 mM; 100 pi de NAO 30 mM; 

JO pi de ADP 100 mM; 500 pi de muestra neutralizada y 990 pi de agua bidestilada. 

la re-.:ci6n - inic:ió por la adición de la enzima ,glutamato de~nasa (12 U/mi). 

loe valores obtenido& fue.- interpolados a una curva eatandar de ,glutamato en un 

intervalo de O. J-0.5 j&mDl/ml y coftegido. por loa factorea de dilución. 

J.4.4.Determinación del AcAc y el P-OHbut en mue- neutralizada de co!lulaa y 

liquido de ...,¡tü ele la linea tumoral AS-500, por el mHodo de la f"enazina 
metoeulfíato 

a) la determinación del POHbut 1621 ae realizó siguiendo las reacciones: 

J. P-<>Hbut + NAO• AcAc+ NADH+H 
Jl-OHbut 

DH 

2. NADH + 2Fc: s+ + -BPS 

'"BPS: licido disulfónico ele batofenantroW.. 

fcnazina 
metosulfato 

NAO + 2Fe a+ + -BPS• + H 

El NADH generado por la POHbut DH en la rcacc::ión 1 reduce al FeS• en Fez•,. 

utiliz.ando la fcnazina mctosulfato como mediador redox en Ja segunda reacción. Lo 

anterior da como ~tado un incremento en la absorbencia del complejo BPS-Fcz+,, 

medido a 546 nm, en un espectrofotómetro. 



29 

Tadiu Ja. meclicionea • realiM.ron a tc111pemtura ambiente en un W1umcn 
final • o.a mi ele la _ .. ele .-i6n, que cantenfa: NAD 2.5 mM/Pi 95 mM, Fe•• 

(Fc:Cla) 0.5 mM/ lllP.S 2 lllM, 0.6 mi de ..-neutralizado y fenazüw ~tc.ulfato S 

¡aM. LA._._,_ inici6- 710 mU/ml ele la enzima jk>hbut DH. 

V.. - _........ la e~ • mezcló ..i.s-mente y e incubó a 
te111pe.....,. _...,nte dunlnte SO minulaL IA» "'--obtenidos fueron interpolados a 

una CU"'8 -..dar de jk>Hbut en un inteivalo de 0.5 mnolc:s a JO pmolc:s. Los valores 

al>tenidae fucnJOs ~por b lactarc:s de dilución. 
b) La dctcrminaci6n del A&.k a realizó a tempera....._... ambiente. en un 

upectn>f-, ~la rcaccibn calorimétrica: 

A&Ac + NADH + H• jlOHbut +NAO 
jk>HbutDH 

El "6:As: es reducido a jk>Hbut por Ja enzima llOHbut DH, el cual J'Uedc ser 

dc:tc:c:tado por el mo!todo de la fenazina me-.Jfato. 
Todu laa determinaciones a n:alizaron a temperatura ambiente en un volumen 

Canal de J mi ele la mezcla de reacción que contuvo TEA 53 mM/EI7J'A l.S mM/ 

NADH 2 mM, O. 7 mi ele extracto neutralizado y 530 mU/ml de enzima jlOHbut DH. 

Se anslizaron paralc:lamc:nte dos muestras (1 y 2), las cuales se agitaron 

vi&or....mc:nte y se incut.ron durante una hora a temperatura ambiente. Al final.izar 
el tiempo, e detuvo Ja ......,.,ión de una de ellas (1), agregando 50µ1 de ácido 
pen:Jórico al 70'Jfi (w/w); Ja muestra acidificada se neutraliz.ó con bicarbonato de 

potasio y se centrifugó en una centrifuga cUnica. Se recuperó el .obrc:nadante, el cual 

se calentó durante 15 minutos a 56'C y se determinó 11-0Hbut por el m~lodo de Ja 
fenazina ---.rt"ato. los valores obtenidos fueron restados a Ja muestra (2) para 

obtener Ja. vúore.s ~s de ~ Jo c&lalc.s .se corrigieron con los factores de dilución 
respective:. de cada muestra.. 

1.4.5. Determinación de ATP en loa extnocto. ne,.tnlizados de las cc!lulas y el 

liquido ele IUCitia ele la linea tumoral AS-SOD. 

LA determinación de ATP (64) se realizó enzirrulticamente siguiendo Ja reacción 

a340nm: 
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Gluc + ATP-. Cl&1e-6P + ADP + NADP. .---fl 6-Fosfogluconolactona + NAOPH, 
HK G6f'DH 

Abreviatura.a: Hit,~~ C&l"DH,gl~-6 fodalo de.dúdrozenaa. 

utilizando un e_.,....,fotómctro dc doble haz. 

Todaa laa deterntin8Cionea ac realizaron a SO-C, en un volumen final de 2.5 m1 que 

c:ontcrúa: HEPESO.t M,glucosa 8 mM. NADP0.16 mM, G6P OH 8 U/mi y 0.5 mi de la 

mucalra- La reacción ., inició con 9 U/mi de la HK. 

las valores obtenidos fue~ corregidos con Jos (actores 

~spond.ientea a cada muestra. 
dc dilución 

1 .4.6. Dctc:rminac._ co~lrica dcl glucógeno en eJrtractoa neutralizado. ele laa 

«lulaadc la linea tumoral AS-300. 

La dctenninación dcl glucógeno 1631 en las células AS-300 :oe realizó a pm"tir 

de l S x. 1 O- o!IW.. totales, las cuales fueron aon.icadas en tres ciclos de 20 aeg.. con 
intervalos de 10 meg., en un amicador marca Brarurron-Son.ificr .eso. 

Fara verificar la viabilidad de las C<!lulas se utilizó el método de la tinción con 

azul hipano al O. l '.116, el cual reveló ele un 90 a un J OO'll'> de morlandad . 
Una vez ~ la muestra ae centrifugó a J 5000 rprn durante J 5 minutos 

en una centrifuga Smvall. El botón :oe rcsuspcndió en S mi de SOS al 1.0% y"" hllvió 
duran.te 5 minutos en bailo maria. i.. muestra hervida ac centrifugó nuevamente a 

15000 rpm durante 15 minutos. D botón "" rcsuspendió en 3 mi de SOS al O. J %. La 

muestra se n:ccntrifugó a 15000 rpm durante 15 minutos.El botón recuperado se 

suspendió en aprox. 400 pi de NaOH 1 O. J N. 

Una vez obtenida la muestra, "" mezcló con 600 pi de fenol al 5% y 3.6 mi de 

~ido sultürico concentrado. 
Las muestras coloridas ae leyeron en un cspectrofotómctro, a 4'86 nm, y los 

valores se interpolaron a una curva cstandar de glucosa, en un intervalo de 20 a 100 

Jlg/ml de glucosa. 
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l .!I Dste..u..ci6n del -· mtr-lular Cll "1 .... de ... .,.._ AS-SOD, 
aliliaaadoel _......~-•n.o e 1•nJ-lnalina. 

la dote~ del vohunen intncelular en "balas de hepmlollla .., realizó 
utilmndolaNcnica ____ nheas 16!1),que ... -en ..... _ión de .... 

a!I.._ utilizando-ro-un avente ..paico~>-

la - .,.,halar .., incuba _. .. ....- """ dm com.....,_ ndiactívos: 
l"HJ-lnulina (volumen CJ<teftlO) y •n.o (volumen interno). La actividad e..,ffica del 

"B.O y de la ISUl-lnulina fue calcuJada en 13,300 cpm/pl de •u.o y G.6x10• 

cpm/mg de l"Hl-Jnulina. El volumen 6n.1 oc calcula utilizando la siguiente ecwoción 

1651: 

[

•pa.n111a 

'H SN 

• Inwli- pastilla) 
=Volumen intracelular 

3 /nw/hu SN 

A) l'ftpUmción de ... tubos: 

En tu..._ cpp:ndorf de 1.5 mi .., colocan las aolucionea en el siguiente orden: 

r-- MUES11lA 
0.3 mi medio Jtinser Krebs 
0.3 mi de bromododecano 
0.3 mi de !'CA 30% 

1. En el tubo de reacción oe colocaron 0.5 mi de las células (Jxlo8células./ml), "" 

..ikionaron 15 fil de "H,o y oc incubó a 37"C por un minuto. Se tomó la muestra 

y.., colocó en el eppendarf" preparado, oobre la íaoe del medio Ringer. Se centrifugó 

ctuz.n.te • Jftinutos a t•poo rpm en una m.icn>fup. Posteriormente. se tomaron 
200 pi del SN (.,.,.,._,,le) de la 1 ra. y tercera fase, y se colocaron en un vial 

.,.... cuantificar la Ndiactividad. 
2. En otro tubo de reacción se colocaron 0.5 ml de las células del mismo stock que en 

el punto anterior y ae incubuon a 37"C durante 45 oesundos- Al finalizar el 

tiempo, oc ~ 15 pi -1"Hl-lnulina. Se realizó el mismo procedimiento de 

.,poración de aobrenadanles, pipeteando los mismos volúmenes. Las 4:>s muestras 
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(SN de Ja ler f- y SN de la Ser. í...,) 9e <>0locaron en viales para cuantificar Ja 
...siectividiod. 

Una vez tcrmin-so el experimento. a las muc9tras se les adicionaron e mi de 
liquido de centelleo y ee con.taran en un contador de centelleo man:a Packard-Tricarb 
2loant. 

1.6 Detell"lllinmci6n de Ja concentnción de oxigeno en el liquido del hepatoma AS

SOD. 

Eda detennUuoción se rea1iz6 utilizando un electrodo de oxigeno y un oximetro 

YSL Alicuotas del he.,.toma n:ci~n extrafdo de una rata viva fueron adicionadas a un 
medio Ringe.r-Kret. Pftviamcnte titulado con ditionita, para obtener una 

<><>neenlración limitante de mdgeno en la dlnwra (20-309!6). 

Lu allcuotaa del líquido del hepatoma (ZOOpl) fueron extnúdas con una 
jeringa inadfnica ~nte llcna.t-s con llcido pcrclórico (PCA) al 5096 (100 pi). 

Las jcrinps - egitaron suavemente y 9e inyectó la mezcla (100 "1> a la cúnara de 

oxigeno "°"' la le>al limitante. 

La -lubilidacl del Oa a SO"C en el medio de Ringer-ICrcbs - calculó en 760 

ngA0/1.9 mi de medio. Los allculos 9e rcalizarvn tomando en cuenta que 2 "3A0 

conespondcn a 1 nmol de Oz dUuelto en el medio. 

1. 7 Medición de la ......,U.Ción celular abeoluta.. 

La medición de la respiración celular absoluta (Apéndice B) se realizó mediante 

el ~todo polarognfico, utilizando un oximetro y un electrodo de oxigeno tipo Clark, 

ami- marca YSL 

Todas las mediciones se realiza>On a S7oC, en 1.9 mi del medio Ring~r-Krebs 
modificado y saturado con aire. La descripción completa del medio ac encuentra en el 

Apéndice A. 
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1.8 Evaluación cuanlitativa de loa Ci, utilizando la aproximación de C:cllcrich y 

cola. 1511. 

La medición de los Ci .: realizó mediante el método de inhibición especifica 

propuesta por Wcslcrhoff y Tagcr 1661, en el cual .e fue inhibiendo (titulando) a cada 

enzima de la vi.a de la fosforilación oxidativa con un inhibidor especifico de cada 

enzima y registrando el cambio en la respiración celular absoluta. 

Los inlu'"bidores especificas utilizados fueron los siguientes: 

Ki Conccntracion 

INHIBIDO R. Sitio de Inhibición pmol/mgpod utilizada Disolvente 

mitocondrial (pmol/ 107c~lulaa) 

NADH•UP"f.umona 
Rolcnona (Rot) oxido - reductasa -3-4 (671 1.5-500 DMSO• 

(Sitio 1) 

Citocromo b.MZ de alto 

Antimicina (Antim) p>tcncial (Sitio 11) ..0.2-0.3 (671 1-100 DMSO 

Citocromo b~ de bajo 
Mixoriazol (Mixo) potencial (Sitio 10 - 1.5-250 DMSO 

Cianuro (KCN) Citocromo Oxidasa -3-5µM(671 0.2-20mM Agua 

Azida de sodio Citocromo Oxiclasa -20-60µM(671 l-60mM Agua 
(Azida) 

Oligomicina Porción F. de la ATP - ..0.3-1 1671 5-500 DMSO 

(Oligo) sintctasa 

Venturicidina Porción F. de la ATP- -- 10-700 DMSO 

(Vcnt) sin te tasa 

DMSO'. Dimctil sulfóxido 
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Se comenzó a titular con concentraciones del inhibidor que corresponden 

aproximadamente al 196 de la concentración máxima utilizada. El inhibidor .se 

adicionó a los t O segundos después de que fueron agregadas las células tumorales. 

Cabe mencionar que Jos inhibidores utilizados en este tmbajo son pseudo

irreversiblcs, del tipo ""fuertemente pegados ... 6 también llamados ""tightly-bound" 

(50). excepto el KCN, que es un inhibidor de tipo no competitivo clásico. En los 

inhibidon:s fuertemente pegados existe una fuerte interacción entre el inhibidor y la 

enzima, sin llegar a la irreversibilidad. Por tanto, los datos obtenidos de cada curva 

de titulación fueron introclucidos a l.:1 ecuación propuesta por Cellerich y cols. (51) 

para inhibidores fuertemente pegados no competitivos, que involucr.i la constante de 

disociación del complejo cnzima-Inhibidor (Kd) y la cantidad de enzima total (Eo).(La 

ecuación de Gellerich se muestra en la sección 1. 7 de Ja Introducción). 

Para calcular los Ci a partir de estas ecuaciones se requiere de un análisis de 

regresión no lineal, que puede determinarse mediante un programa de cómputo. como 

el Graphpad Inplot4, el cual permite que Jos valores de Jos paramétros sean iterados 

hasta llegar a un ajuste confiable. 

1.9 Determinación del efecto Crabtree en las célula& tumorales de AS-300. 

Las células previamente lavadas fueron incubadas (107células/ml> en t., ml de 

medio Ringer-Krebs saturado con aire. a 37ºC. La. respiración celular fue determinada 

por el método polarográfico, con un electrodo de Oz y un oxúnctro YSI. 

Concentraciones conocidas de gluco~ y fnactosa fueron añadidas al medio en un 

intervalo de 0.5-1 Om.l'vt y de 0.5-20mM. respectivamente. 

1.10 Medición de la reducción de piridin nuclcótidos citosólicos en el hepatórna 

AS-300, en presencia de concentraciones conocidas de glucosa. 

Todas las determinaciones se realizaron a 3 7°C, en un fluorómetro marca 

AMINCO-Bowman 2000 .. a una longitud de onda de excitación de 340 nm y una de 

emisión de 460 nm. El experimento anterior se realizó en ausencia y presencia de 

oligomicina 12.5 µ..l\lt. 
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La calibración de la señal de la fluorescencia de los piridin nucleótidos en las 

células tumorales AS-300 se muestra a continuación: 

=L :; .. 
'ºº ••9 4 mM Gluc 

Rot 

l 
Fma• 

0.4mMGluc ! 
0.24 mM Gluc i J ,_,,,_. ... 

Fmin 

Las células (107células/mJ) fueron incubacbu en un medio Ringcr-Krcbs 

modificado. a 37°C• en un medio saturado con aire, durante algunos minutos, hasta 

alcanzar la linea basal (fluorescencia mínima). Fostcriormentc, se adicionaron 

cOncentracioncs conocida.. de glucosa (de 0.08 a 4 rnM) .. observándose un incremento 

en la fluorescencia. La fluorescencia máxima x: obtuvo por la adición de una 
concentración saturantc de rotcnona (20µ.M). 

Abreviaturas: Gluc, glucosa; rot, rotenona. 

J .1 l Determinación de la concentración de eaz• libre cit'"6lica en las células de 

hcpatoma AS-300, utilizando el indicador lndo-IAM (39). 

Las células del hcpatoma (lOOxtOScélulas./ml) fueron incubadas con S µ.M de 

lndo-IA&t durante 40 minutos, a 30oC,, con agitación orbital (150 rpm), en 3~ de 
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medio Rüt,ser-ICrebo, .,.plemens.do c:on EGTA 1.3 m.M y albúmina hl>re de licidos 
gra.- al ~ • AJ finalizar eJ tiempo, laa dluJ.u fueran lav..i... y reaupendidas en 

medio Rirr,ger-Krebo, .,plementado con OOTA 1 mM y albúmina al 0.2'll6. Se centrifugó 
la muestra a 2000 rpm, recupe- el botón celular que fue colocado a 4"C hasta 

Sii U.90. 

Para Ja f'aac c.xperimental,. ac incubaron alícuota.$ de las células carga.d¡a.9 con el 

indicador en Z.5 mi de medio Jtin,gcr-Krebs,. a SOOC,. a una concentración de 

Sx 1 o-células. totales. La fluorescencia fue medida en un .tluorómctro Aminco-Bowm.an 
2000; la lo.n&;itud de onda de excitación fue de 550 nm y las de emisión fu.eren de 

395y48.5nm. 
El contenido de c.z+ libre citosólico ac cuantificó en las células del hcpatoma 

AS-SOD cu:zadas con lndo-IAM,, utilizando el cociente 395/485 (R) y Ja siguiente 

expresión matemática f39J: 

donde Rmin y Jtnuvr aon los cocientes de tJuon:!ICencia obten.ido& en ausencia. y 

presencia de c.az+ satu.rante, respectivamente,. SFzy Sbz «'n las seftales de fluorescencia 

a 485 nm en au.senc.ia y p.R:aencia de caz+ saturante. Kdes la con.sblntc de d.úociación 

del complejo ind.icador-ea•• y tiene una valor de 179 nM a 37• e y pH de 7.2 (68f. 
El procedim.icnto de calibración de la ..eí\al de fluorescencia se mue.sira a 

continuación 
Pan. calibrar una SC"llal de fluorescencia, se rcquic.n:: de la generación de una 

fluore.scencia máxima CR.nlax) y una mínima (Km.in), de prcl"erencia para cada 

experimento individual,. como se mue.str.a en la siguiente f"JgUra. Pana obtener la Rm.in, 

3C permeabilizó la membrana plasmática con 60 pmol de cligitonina por IO"células.,. 

seguido de 0.02 96dc tritón X-100, en prc.scncia de una concentración saturantc de 

EGTA/tris (5 ntM). Para obtener la R.rna.x, $C agregó una concentración saturante de 

ea•·< 1 o mM) <A>. 
El lndo-JAM tiene como ventaja que .SU5 propiedades fluorescentes permiten 

medir Jos cambios en la fCa:t ... lc a 2 C:.Ucrcntcs longitudes de onda de excitación. Esta 
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caJ'aderistica elimina posibles cambios artcfactualcs en Ja scilal de la fluorescencia, 

producidos por cambios en la viscosidad, la fuerza iónica, Ja pérdida del indicador ó las 

Ructuacionea en el indicador 1391. Sin importar la naturaleza de estos cambios 
ine.9pedf"JCC.1111, la meftal fluorescente s afectará a las dos longitudes de onda en la m.iama 
clirección, ya sea as-gamiento ó aumento de la fluorescencia (8 y C). Las diferente. 
lldicionea e,._~ en (A) no afectan la Ruoreacencia intrlnaeca de las células (0). Lu 
flecha en cada trazo muestran las misnaas adicione!I que (A). 

R 

c> __ .,,..__.,.rl 

D > ·---b----·-~t...L..'-. 

J 

1 

1 
l ¡· 

J 
1 
~ 
l 
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J.12 Detcnnüwción dC la concentración de M,g2 • libre citosólica en .... céJubla del 

hepatoma AS-300 

IAs células del hepatoma (IOOxlO"céluJas/ml) fueron procesadas de igual 
manera que en el pu.nto anterior, con la excepción de que fueron cargadas con el 
indicador ~-f\u'a 2 (Furaptra), .91eJectivo para el magnesio (69, 70). 

La concentración utilizada de ~-Fura 2 fue de 3 ~ y el tiempo de 

incubM:ión fue de SO minutos,, a 30°C, en agi.tación orbital constante. 

Para la fue experimental se incubaron alícuotas de las ·células carxadas con el 

indicador, en 2.5 mi de medio Rirf&er-Krebs, a 300C, a una concentración de 

5x J 08c4.!lulas. totalc.a. La fJuorescc:ncia fue medida en un fluorómctro SLM-Aminco; W 

Jon,gitude.s de onda de excitación fueron de 342 y 385 nm y la de emisión Ñe de 4 95 ...... 
El procedinüento de calibración de la 9Ci\al de fluorescencia se muestra a 

continuación: 

~l 
-~ 
D 200eec 

""_ 
a~ 

' ¡ 

Fmax 

Fmin 

i 

1 
í 

1 

1 
l 
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Pan calillnr - afta! de n--ia - noqujere de .. genenc:ióol de una 
nuo.e--a lll6aiMa ~ y ...... núnima (l'min), de ,....rerencia - cada 
eaperinw- illdividuaJ,-., .. ..- en la .oQpaicnte fi,gura. La Fllün ., obtuvo al 

per--ebffize• la wllllioww plelmlticol con~-' de djgitonina por IO•co!halaa., 

-sui.clo de 0.02 •de tritón X-100, en ,......ncie de una concentreción ..-de 5 

mM EDTA/Tria y 10 lllM EGTA/tria. Para obtener la Fmat • -8" una 
concentnoci6n -te de~· (70 mM). 

La -.-ntnción de A1gS• libre citoeólM:o .,. cuantificó en laa "6ulaa de 

11eP..toma AS-SOD .,.._s.. con ~ f'unl-2, utilizando la .;p.iente expreai6n 

mate~f71J: 

donde nnin y nn.x..,., las 91eftalea de fluorac:encia obtenidas en ausencia y presencia 

de M,g•• Mhal'ante, rupcctivamcnte. Kd ea la c:ondante de dúiociación del complejo 

indicador-M,g"•, que "" determinó en las coruticiones experimentales utilizadas. 

En - .,..,, no.., pudo utilizar el cociente de nuore9C<:ncia ()l) 585/495 
debido a que no., lop-ó una <:OIUiáencia en los..._ obtenidos en la región de 540 
nm, debido a que probmblemente el complejo Jndicador-Mg"• .., esl6 complejandc> con 

protcfnas celulares. Por tanto, mio fue tomada en cuenta la región de 580 mn, que 
con-espolie a la región del indicador libre c:omo.., mu- a continuación: 

Alicuotas de <>!lulas AS-500 carpdu con 5 pM del indicador Mol,g-Fura 2 

(5x JO"<>o!lulu) f'uell'Oll adiciaruwlas a un medio Rin,ger-Kzebs que """tenia 60 runo! de 
cfisitonina/Sxlorc.!lulas para lograr una permeabilización del 88-95')6. Se obtuvieron 

espe:ctros de e:acitación ele 500 a 450 nm con una emüión a 51 O nm. en aU.9Cncia y en 

p~.srencia ele concentnciones c::onocidas de A1g2 •. en un inlctvalo de 1-100 ~ como 
-= muestra en a. .i,guiente f°JgUra.. 



Del espectro x obtuvo un re gráfico a partir del cual se obtuvo la Kd ( t. 9 mM), 

considerando 9610 Ja región a 382 nm, como se muestra en el recuadro (A). En la 

región a 334 nm no x logró calcular la ~ debido a que no x observó una 

fluorescencia máxiJna constante (recuadro B). lo que demuestra que el complejo .Pvtag 
Fura 2-A1gZ• se une a proteínas citoplasmáticas. For tanto se tomó en cuenta la 

fluorescencia (F) a una sola longitud de onda y no a dos. como en el caso del lndo-AM. 

7.:S 

350 400 

4;; 
(B) 
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11\esultados. 

r.a célW.. tu-iea emplead..s en ute estudio fueron .,._.,hadas al .-;primo u 
octavo dfa deSJ>UÁ de ... inoculación. Se reali7.ó una cuna de CRCimlento (número de 
células/mi w tiempo de inoculación), Ja cual reveló que al dfa éptimo u octavo las 

céluw., enc:ontraban en fax: proliferati- AJ dJa 11-12 exiue muene de Ja rata 
(n=3). 

Para..- estudio,.., utilizaron céll&las cuya viabilidad inicial .-iló entre el 96 y 

el 99')6, y el ai-.do de contaminación con eritrocitos no eJ<CCdió del 1 %. 

J.I V.n-ión en Ja con.::entnción de¡.,. diferente. metabolitos eval......,. en las 

oflulaa del hepa- .AS-SOD. 

En w Tablas J y 2 11e mue3h'an Jos metabolitos que .., consumen, que ae 

producen y los que no cambian durante Ja incubación de las células del hepsloma AS

SOD a 37°C, en medio Ringcr-Krebs. Corno puede observarse, la glucosa ac COJISUDIC 

rápidamente, al igual que el glutamato, el AcAc, el IJ-Offbut y el glucógeno (Tabla 1 ). 

D consumo de la glucosa a Jos tres tiem- es si$nifü:alivamente diferente (P<0.05), 

nücntras qu.e el glutam.ato, el A.e~, el P-OHbut y el sfuc6gcno son significativamente 

diferentes (P<0.05) cuando.., coms-ra to vs ._ 

Por otro lado, el Lactato se acuntula con el tiempo (significativamente dücrentc 

P<0.05 fo vs t.o) ,. mientras que el ATF, el pinavato y la glutamina permanecen sin 

cambio durante los liem- evalwodos (Tabla 2). La concentración de Jos sustratos .oc 

calculó a partir de Ja determinación del volumen intracelular (65), como ae decribe en 

la xcción l.S de ldaterial y Métodos. De acuerdo con Jo anterior, las células tumorales 
al tiempo i....1 (to) tienen un volúrnen de 2.5±0.13 µJ /J07'células. (n= 4), y a 

medida que se prolonsa el tiempo de incubación, su volumen se reduce a 1.65± 0.09 
(n=4) y a 1.4±0.3 pl/IO'células. (n=4) a las 25 y 40 minutos de incubación, 

respectivamente. Asi, aunque existe u.na disminución en Ja cantidad de sustrato (en 
nanomoJe.,), la concentración permanece con.sta.ntc. 
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TABLA l. 

Aktabolitos consumidos por las células de hcpatorna AS-SOD y contenido en líquido 
de Ascitis. 

CELUIAS AS-300 
(nmol/ 107células) 

minutos de incubación UQUIDODE 
METABOUTOS a37°C en Medio Ringer ASCms 

Ba5al(to) tu ·- (mM) 

Glucosa 3.2:1::1.2• 1.6:1::0.6. 1.1:1::0.6• 0.022:1::0.01 

11-~~:>-11 (0.99:!:0.<tl (0.7:1::0.61 (5) 
(6) (6) 

Acc:tollcetato 0.21:1::0.0~ 0.09:!:0.04 0.03:1::0.01• 0.87:1::0.6 
(0.1:1::0.041 (0.06:!:0.021 (0.0<t:!:0.031 (4) 

(5) (<t) (4) 

P-OHbutirato o.3:1::0.09• 0.2:!:0.03 0.15:1::0.06• 0.04:1::0.01 
(0.1±0.0051 (O.l:!:0.001) (O.l:!:0.0031 (3) 

(5) (<t) (5) 

Glutamato 24:1::3• 17:!:4 11.5:!::3• 0.095±0.15 
(9.6:1::1.<tl (11:!:31 (7.6:!:2.<tl (4) 

(<t) (4) (<t) 
u.e/ J07células 

Glucógeno 2.3±0. 7• (3) l.:3:!:0.<t(3) o. 7±o.3•(3) 

Los valores representan la media± desviación cstandar. El número de 
experimentos se muestra entre paréntesis. 

Los datos entre corchetes cuadrados representan los valores en mM. 

• significativamente diferentes entre sf (P<0.05) 



Por ejemplo, en el caao del jl-OHbut donde la cantidad de sustrato düminuye 

significat'-nte de 0.8 a 0.1 S nmol/ 107a!lula.s., la cona:ntnción permanece: sin 
cambio (0.1 mM>; en el caao del pinavato.., aunque la cantidad es isuaJ en todos los 
tiempoo. la .,.,._ntr.ción aumenta conside...Wlemente (de O.OS a 0.14 mM). Al 

~r, en las clemáa aastratoe me COl'laenra la tendencia tanto en cantidad como en 

concentración. 
Es impowt.nte a>mcntar que después de cada incubación, la viabilidad 

disminuyó aprosira8damcntc un 6916 (del 98±0.01916 (to) al 92±0.08916 (t..,) (P<0.05)), 

911giriendo que no hubo muerte celular evidente durante cada incubación. 

- mctabolit""' -bü!n fueron cuantificados en el liquido de ascitis (fracción 
libre de célulaa), encon-...._ una conccntnción muy btja de glucosa y glutamato; 

mientras que la con<:entración de b otros mctabolit""' (lactato, glu-m., jl-OHbut, 

k.Ac, piruvato) x: cncucntrut dentro del intervalo rasiológico reportado en suero de 
nta normal (72,78,74). 

Fara valorar b resultados oblenülm con <:<!lulas de hepatoma AS-800, 

procedimoil a determinar alguft""' mctabolit""' (lactato y glucosa) en otro tipo de tejido, 

el ~ de nta. La concc:ntnción de lactato y glucosa en rebanadas de hJa¡odo, 
incubada.s en las m.innas condiciones experimentales que las células tumoraJc.s, no 
varió dc.spuis de 40 minutos de incubación, a 37°C, con agitación moderada: de 0.3-

0.4 µmoles/g de peso húmedo (n=4) y de 7-10 µmole.o/ g peso húmedo (n=4), 

re.!ipectivamente. &stos datos indican que el hf&ado tiene una glucólisis menos activa 

que las células de hcpatama AS-SOD. Cabe mencionar que la misma concentración de 

glucosa y Llctico fue obtenida por otros autores en hfgado perfundido ( 7 4, 7 4AI. 
La cantidad de oxigeno en el liquido de hepatoma también fue detenninada, 

cncontnln.ckne UJ1il concentnación relativamente alta de oxígeno <Tabla 2). 



TABLA2. 

Concentración de mctabolitos encontrados en· células AS-300 y líquido de ascitis 

CELULAS AS-30 D 
(nmol/ l OT células) 

METABOLITOS minutos de incubación UQUIDODE 
a37°C en Medio Ringcr AScms 

Ba3a!CTo> ••• . .. (mM) 

Lactato 1s±2• 25±10 30±9· 3.3±0.3 
(5.2±0.SJ (10.4±0.31 (12±3.51 (3) .. (3) (3) (3) 

Clutarn.ina 0.32±0.J 0.32±0.I 0.24±0.1 4±1.3 
(0.18±0. ll (0.2±0.091 (0.17±0.031 (4) 

(5) (5) (5) 

Pin.&vato 0.2±0.06 0.2±0.05 0.2±0.J 0.16±0.04 
(0.08±0.021 (0.12±0.031 (0.14±0.071 (3) 

(4) (5) (5) 

ATP 1.1±0.3 0.4±0.I 1.0±0.05 <0.001 
(0.4±0.21 (0.2±0.071 (0.5±0.21 (3) 

(3) (3) (3) 

(Ozl disuelta 52.12±6µM 
(4) 

Los valores representan la medía± desviación cstandar. El número de experimentos se 

muestra entre paréntesis. 
Los datos entre corchetes cuadrados representan los valores en mM.. 

•siginificativamcntc diferente entre si (P<0.05) 



1.2 Determinación de la relación NADH/NAD• cita.ólica y mitocondrial 

~lulaa AS-300 
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Con los valores determinados pílra lactato. pin.avato. P-OHbut y AcAc,. fue 

posible calcular las relaciones NADHINAD+ citosólicas y nlltocondriales en las células 

AS-900 (Tabla 9) (Apéndice Cf. 

TABLAS. 

Relación NADH/ NAO• encontrada en el cito911:)) y en las nlltocondrias de las células 
AS-900 y de los hepatocitos, a través del tiempo 

Relación 
NADH/NAD• 

Cit,_lica 

Mitocondrial 

Basal (lo) 

0.0071 :t:0.009 
(4) 

0.071±0.06 
(4) 

... 
0.014±0.002 

(4) 

0.129±0.09 
(4) 

Hepatocito 

0.016±0.009 0.0019 
(4) 174,751 

0.28±0.2 0.199 
(4) l76f 

Los valorea ~tan la media de 4 cxperimcntoa diferente. ::!: desviación cstandar. 

Como se observa. la relación NAOH/NAD+ tanto citosólica como m.itocondrial 

va incrementándose a través del tiempo. Es evidente que. durante este estado 

estacionario,. existe un incremento en la reducción del NAD•,. debido al aumento en la 

actividad de las deshidrogena.sas citosólic.as y nlltocondrialcs. Los datos anteriores 

fueron comparados con las relaciones NAOH/NAD+ encontradas en hepatocitos y 
encontramos que mientras la relación NADH/NAD+ cito.sólica tumoral es mayor,. el 

valor de Ja relación NADH/NAD• mitocondrial tumoral es muy semejante a la 

encontrada en los hepatocitos (75). 



J .S Variación de los metabotito. intr.celulare• en las dh1las incui.das en 

presencia de difen:nte. fuente• de carbono 

De.ade el punto de vista f"asiológico, Jos experintent~ anterio«.ti (Tablas 1-3) 

podria.n no acr válidos. debido a que durante el procesamiento, las céJula.9 tumorales 
son e.xtrafdas del medio que las rodea Oíquido ascítico). Por lo anterior, .te 

dcterrninaR>n algunoe metabolitos celu.lare~ en presencia de sustratos cuya 
concentración c.ti importante en el liquido de ascitú (glutamina), y en prex:ncia de 

aquellos cuya concentración en el rumor e.ti muy bl\ia, pero que en condicione.ti 

.nornuolc:a ea importante: (glu.,._ y glutamato). En la tabla 4 ""' o~rva la variación c:n 
i. concentración ck ctilerenlc.ti metabolitos: en úlulas incubada.t aJ 14() en presencia de 

g)utamina, glutamato o g.lucosa como fuente de carbono. 

TABLA.e. 

Concentración naetabolitos en Clf!lulas AS-SOD, incubllda.s en presencia de diferentes 
fuc:ntc:a de: carbona. 

s- GWCOSA GLUl"AMINA GLLn"AMJCO 
5mM 4mM IOmM 

nmo/107 Dual .... _. .... _. .... 
célulaa. 

GLUCOSA -- -- 1.15±0.4 0.76±0.5 1.14±0.08 1.2±0.08 
(5) (5) (4) (4) 

GLLTTAMINA 0.26±0.01 0.5±0.05 -- -- 0.3±0.01 0.15±0.008 
(3) (3) (S) (3) 

GLl.n"AMICO 22±0.01 23±0.02 39.3±0.3 48.5±0.3 -- --
(3) (3) (4) (4) 

GLUCOGENO 1.31±0.5 1.1±0.7 0.66±0.2 0.8±0.3 0.87±0.S 0.94±0.3 
(5) (5) (4) (4) (5) (5) 

Los valore.ti representan la media ± desviación estandar. Los números entre paréntesis 
muestran el número de experimentos. 
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En .,..._...,.. ele conc:entnocionea altas de 31u.,._ (5mM), Ja co!lula tumoni.1 no 

c:onsume ftÍJISUftO de k>9 ....,tabolitoe endóge..- evalwodao (.glutamina, slutamato, o 

gluc<'lgeno). Sin emhuso, a pcaar de que m-....- lige.- cambioa en preaencia ele 
1- otl'Oll ........,os (slulantina y slutamato), ~.,.,.. no fueron significativamente 

di.fe~nte. entre .d (la P c.alculada en aada caso fue mayor a 0.05), lo cwa1 sugiere que 

no exüte dep..t.ción de nin,gún sustrato endógeno cuando la co!lula ea alimentada con 

fuentes externas. 

Un dato importante a comentar es que cuando se realizaron los en.sayos pera 

determinar Ja glucou y el .glucógeno al tiempo basal y en presencia de los diferentes 

sustratos exógen~ las concc.ntnciones de éstos no fueron las mismas que LIS 

calculadas en la tabla 1 para el mismo tiempo. Tal JJll.l'eCC que .la.t concentraciones 

basales calcu.ladas en presencia de fuentes extenias son menore.s que las caJcuJadas en 
au3Cncia de ellas (ver tabla J y tabla 4), lo que podria explicane por el estado 

nutricional de la .. ta. Sin emhuso, oboérve3C que las concentracione. cal.cu.lmdas de 

slucosa y ele gluc<'lgeno en pre""ncia de glutámico o de glutamina, durante el tiempo 
b1aaJ, aon muy ,.._,¡das entre á, lo que indica que en ..-S condiciones la cantidad 

de autrato a menor que la reportada en aucncia de su.strato. 

J .4 Detcrmüwción de i- coeficientea de control de Oujo - la vfa de Ja 
f"osf'orilación Olddatíva. utilizando la apro:a:inuoción de Gellerich y cola. 15 J J. 

Se anala.ó la distribución del control a nivel de la fosforilación oxidativa, en Ja. 
células del hepatoma AS-SOD, en auacncia de 9Ustrato exógeno. Inicialmente .., 

estimó la respiración ab.>luta de las célul&s,. encontrándcMe un valor de 80-JOO 

ngAO/min/JO'células.. Estos valorea de respiración aon ligeramente mayores a los 

encontrados en hf&oodo perfundido (77,781 (2.25 ,.mol de Oz/gramo de tejido húmedo, 

que corresponden a 78.7ft3AO/JO"a!Julas,. debido a que 107célula.s tienen un pc.90 

húmedo de aprox J 7.5±6 1ft3 (n=4)); lo que indica que las co!IW- tumorales 

consumen oxigeno a alta velocidad.. Para el en.sayo. las células (I07céluW/m.l) fueron 

incubadas en J.9 mi de medio Jlinser Krebs a 37"C. 

La evaluación cuantitativa de los Ci se ft&li7.6 a nivel de las siguientes enzimas: 

NADH ubiquinol-ox:idoreductasa (Sitio 1), Complejo b-ca (Sitio U), Citocromo e 

oxidaaa (Sitio IU) y ATP -sintetasa, utilizando el método de inhibición especifica 

propuesto p>r W.esterholf y Tagcr (661, que consiste en inhibir específicamente a una 
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de las enzimas de la via con inhibidorcs que entn:n a la célula, como la .rotenona, la 
antimícina, el KCN y la oligomicina, respectivamente. Para corroborar los Ci 

obtenidos con estos inhibidores, ac realizaron curvas de titulación con otros 

inhibido res específicos para cada enzima, como la venturicidina (A TP sintetasa 110-

700 pmol/ 107célulasJ>. el mixotiazol (Sitio 11 ( 10-250pmol/ 107células() y la azida de 

aoctio (citocromo e oxida.sa(0.5-60mM(). 

Aparte de 11er específicos (con la excepción del KCN, que puede reaccionar 

i.nespecificamentc con aldelúdos y cetonas), estos inhlbidorcs tienen la particularidad 

de poder atravesar libremente Ja membrana plasmática y llegar rápidamente a su sitio 
de unión; sin embargo, la oligomicina se caracteriza por ser un inhibidor de acción 

lenta. Por tanto, en las curvas de titulación con este inhibidor, se permitió que el 

inhibidor ae equilibrara por unos minutos, hasta lograr un estado estacionario 
constante.. En la figura 1 se muestran los registros de respiración de dos muestras 

celulares en presencia de A) oligomicina y B) KCN. Como se observa, el KCN inhibe 

rápidamente a la citocromo c oxidasa (en segundos) mientras que la oligomicina 

inhibe má.s lentamente a la ATPsintetasa (minutos). 

A 

CELS 
,¡ 

CELS 
/ 

1'.:''=;:~:'.::=-=:.!:._ __ _.,;2~-fi ~M 
·. ·. ·. 

U.6 rmcA/107 ce-1:,;·. e ' O.I mM 

F'"1g11ra 1 Inhibición de la respiración celular en presencia de A) oligomicina y B) KCN. 

Las lineas punteadas representan el tiempo de inhibición. 
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e.be mencionar que ...,....,. encontndo que en las dlulas del hepatoma AS

SOD, a .,.,.... ele atilizar concentnocionu -rantes del inhibidor, no se logra inhibir 
......i-nte Ja .....,,U.Ción cehdar, .. cual üulica la existencia ele axidasas no
~ insemiiblea a b inhibidorea respiratorios. En Ja Tabla l!J se muestra que 

en pre.enria de Ja otigomicina se ot>liene aproximadamente un J 3916 de respiración 

celular ,......_nte, a - de utilizar 500 pmol/ J 0 7células. 
A cate ~ e9 únportante C!Olbentar que i. ICi piara bu m.itocondria.9 de cerebro es 

de 0.3 a J ponol/- do pn>teúua mitocondrial (67). Por tanto si 107dlulas 

m 1 8J1Dftden a J .S.±0.9 m.g de proteína total, entonces estamos a"8c:liendo 380 

pmol/-.s prot total, c:ionccnhllción • la cual, teóricamente, ae inhibe totalmente a Ja 
enzima. El porce ... de respinción resistente em:onlrado en presencia de los otro.. 

inlu~ (venturicidina, rotenona, cY.11.uro y azida), es semejante al encontrado con 

ofisomicina.. es decir, no hay diferencia ai&nificativa entre ellos C1a Pes nuyor a O. J ). Si 

dol I~ de ..-piracibn celular exüte aJr...dedor de un 10 a un 2096 de rapiración 
resiatente a inJu"bidorea rupiratorios. entonces e-os de-.SO que el resto (del 

80 al -) de Ja ~ celular es de tipo milO<>Ondrial y que adenuts se utili7.a 

- la - de ATP. Por .. anterior, b valores -nidos de respiración ae 

...........W... re-..do a - ellos la respinción insensible. 
Al titular Ja respiración celular en presencia de los diferentes inhibidores y 

utilizutdo la f"ormulación propuesta por GeUerich (51) para inlu"bidores del tipo 

"'f'Nertemenle pes,ado•, .-: obtuvieron los Ci que ae ilustran en la Tabla 5, a partir de las 

gnificaa con ca.da inJu"bidor (F"JSUN 2 y ~ra 3). 

Una venb\ja de utilizar Ja formulación propuesta por Gellerich y cols. (51) es 

que no solo me obtienen Jos Ci para cada enzima, sino que M! obtienen dos pu'ámetros 

importan- ¡Mr& el sistema: la Kd. constante de di.wxiación del complejo Enzima
lnhil>idor y Ja Eo, concentración de enzima total en la mitocondria. .ouponiendo una 

esteqlliometria de 1: 1. 

J 
1 

1 
¡ 

1 
¡ 

1 



Tabla 5 

Valorea de Ci,. Kd y Eo éalcu....,. a partir de la inluDición de la respiración de las 
células del he.-toma AS-300 

Sitio ICd F.o C1 %de "''"'P· 
pmol/IO' 

cc!lulas. 
pmol/10' 

células. 
inaensiblc 

NADH-
ubiquinol 9±1 43±5 0.3±0.1 13±4 -.O nona 

ozido- (4) (4) (4) (.4) 
redu.,__ 

0.3±0.1 76±11 0.02±0.006 13±8 oligomicina 
ATP (3) (3) (3) (3) 

sintcW-
0.9±0.04 115±26 0.016±0.08 20±9 vcnturicidina 

(3) (3) (3) (3) 

0.007±0.000 21±3 0.023±0.000 16±4 antimicina 
citocroano 4 (4) 9 (3) 

(4) (4) ....,, 
0.08±0.05 65±0.05 0.01±0.005 9±2 mixotiazol 

(3) (3) (3) (3) 
mM mM 

0.047±0.01 0.72±0.1 0.008±.004 18±6 A2:ida 
Citocromo (3) (3) (3) (3) 
.Oxidas& 

0.025±.016 0.6±0.05 0.04±0.01 8±3 KCN 
(4) (4) (4) (4) 

Los valores n:presentan la media ± desviación estandar. El número de experimentos .se muestra 

entre paft:ntesis. 
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En las figuru 2 y 9 se ejemplifican las curvas de titulación y las curvas teóricas 

obtenidas con el programa de ajuste para regresión no-lineal, Graph lnplot-4. Se 

g;rafica en el eje de las ordenadas el porcentaje de respiración, considerando que el 

1009!6 corresponde a Ja respiración mitocondrial no inhibida, contra la concentración 

del inh.J.'"bidor en pmol/107célulaso mM., en el eje de las abscisas.. 

El Ci del sitio 1 de la cadena l"C"spiratoria presenta el valor más elevado (O.S), 

mientras que las otras enzimas tienen valores de Ci menores a 0.1. Evaluando los Ci 

obtenidos i-ra cada enzima con otros inhibidorcs específicos (Figura 4), encontramos 

que no existe cambio en el valor dl:l Ci, demostrando que, independientemente del 

inhibidor utilizado, el porcentaje de control siempre es el mismo, es decir, los valores 

obtenidos 90n confiables. 

Un segundo parámetro que nos proporciona la formulación de Gellerich y cols. 

( 51] es la cantidad de enzima total. Al respecto, encontramos que las cantidades de 

todas las enzimas evaluadas, con excepción de tos sitios 1 y 11, aon parecidas a las 

reportada5 para las mitocondria.s aisladas de AS-SOD (791 y cerebro (66), Los sitios 1 y 

U presentan valores muy por debajo de los anteriormente citados. 

Para realizar la comparación tomamos en cuenta que 107c.!:lula.s corresponden a 

J.S±0.3 1113 de protclna total (n=S); por tanto, si comparamos la Eo de la ATP sintctasa 

de las mitocondriu de cerebro (alrededor de SOpmol/1113 prot) contra la Eo 

encontrada en las dlulas del hcpatoma (58pmol/mg prot total) nos da un valor muy 

cercano entre sf; esto mismo sucede cuando se compara la Eo del Sitio 111 en ambos 

sistemas. Sin cmbarxo, en el caso del Sitio 1, la F.o reportada en mitocondrias aisladas de 

cerebro y AS-300 09eiJa alrededor de 120-ISOpmol/mg prot, mientras que la 

encontrada en las a!lulas tumorales AS-SOD (SS pmol/mg prot total) es un valor muy 

inferior al encontrado en m.itocondria in vitzo.. 
Por otro lado, los valores de la constante de dUociación (Kd) encontrados en 

m.itocondria.s .in .situ en las células tumorales de AS-SOD son muy parccida.5 a las ya 

reportadas para otras mitocondrias aisladas (66), lo cual implica que la interacción 

especifica del inhibidor con la enzima correspondiente no se modificó por la presencia 

de otras barreras de permeabilidad prcaentcs en las células intactas. 

Es importante comentar que el sistema fosforilantc no sólo se encuentra 

integrado por las enzimas que comp:mcn la cadena respiratoria y la ATP sintetasa: las 

deshidrog.cn.asa.s del ciclo de Krc~ asf como el acarreador de fosfato, pin.ivato y Ja 
translocasa de adcnin nuclcótidos también ae encuentran dentro del sistema. A este 
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Fisura 2. Curvas de titulación que muestran Jos puntos cxpcrimentaJe& obtenidos de 

diferentes muc.Ura5 cclula~,. en pre3Cncia de rotcnona <n=4) o antimicina 

(n=4). Las céluf&.9 fueron incubadas en 1.9 mi de medio Rin,gcr-Kticbs,. a 37°C 

CA~ndíce C>,. y el inhibidor fue adicion.SO a Jos 1 O .segundos. La velocidad de 
rcapi.ración ac determinó dc.spué& de que ac alcanzó una velocidad constante (ver 

Fig. l); la velocidad de rcspinación x corrigió .restando la velocidad. de 

respiración i~nsible a e.U inhibidor. 
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Figura S. Cu.vas de titulación que muestran Jos puntos experimentales de las 

diferentes muestras celulares en prcxncia de oligomicina (n=S) o ICCN 
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re5pCCfo, la mayoría de los autores que demuestran cuantitativamente cuales .son las 

enzllnas que controlan la vía de fosforilación oxidativa 148,67.80), .se inclinan a 

pensar que el ~r de ATP/ADP es una etapa limitante. Lamentablemente, el 

carboxiatractilósido y el atractilósido (inhlbidores específicos de la translocasa) asf 

como el a-ciano-4-hidroxicinamato (inhibidor del transporte de pin.avato) no cruzan 

la membrana plasmática (81), por lo que estos ensayos no pudjeron realizar.se, a pesar 

de que las células tumorales fueron incubadas a 30ºC durante largos periodos de 

tiempo (50-70 minutos). 

1.5 Evaluación del cfeclo Crabtrcc en células tumorales AS-300. 

El efecto Crabtrce, ó inhibición de la respiración por glucosa, deso.xiglucosa y 

otras hexosas (82,83), es una caracteristica distintiva de las células tumorales de 

nlpido crecimiento. La figura 5 muestra un experimento rcpre!llCntativo de una n=4 de 

los dücrcntes porcentajes de inhibición de Ja respiración celular en función de la 
concentración de A) glucosa o B) &uctosa. 

Corno ae observa en la figura 5-~ la glucosa provoca una inhibición parcial de 

la respiración celular a concentraciones mayores o iguales a O. 1 m.M,, a 
concentraciones menores de 100 µ.M (se probaron 10 y 50 µ.M), la respiración no 9C ve 

afectada por la hexosa. Sin embargo, dependiendo de Ja concentración de glucosa 

utili7.ada, la respiración celular puede rcstaura.1'3C a Jos 4-7 minutos. A 

concentraciones mayores de 0.5 mM no existe restauración de Ja respiración, por lo 

menos a tiempos menores de 15 minutos. El comportantiento de la fn.actosa es muy 

diferente aJ encontrado con la glucosa. la. diferencia que encontramos al comparar el 

efecto Crabtrce en prc9Cncia de glucosa y fn.acta&a es que (a) con é.sta últúna se 

requieren conccntnu:ione.s mayores para obtener el mismo porcentaje de i.rthibición 

(con O. l mM de glucosa a: inhibe aprox. un 1396, mientras que se necesita 1 mM de 

fructosa para inhibir .90fo el 796) y (b) en presencia de fructosa no existe recuperación 

de la rcspiraci6n a pesar de utilizar concentraciones muy bajas. 
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J.6 Reducción de piridin nucleótidos en presencia de concentraciones conocidaa 

degluco-

La actividad de las dc.shidrogenasa.s citosólicas y mitocondrialcs puede ser 

monitoreada por el incremento en el nivel de NAO (P) H. Tal parece que Ja célula 

tumoral AS-300 incrementa su poza de equivalentes reductores en presencia de 

concentraciones conocidas de glucosa (de 80µ.lvt a 4.5rnlt.1). Sin embargo, cuando se 

adiciona 12.5 pM del inhibidor de la ATP sintetasa, oligomicina, el porcentaje de 

pirid.ín nuclcótidos aumenta considerablemente sobre el · control (células sin 
oligomicina)C"8ura 6). 

A pesar de que la máxima reducción de pi.ridin nuc]cótidos se obtuvo a 4.4mM 

de gluc~ tanto en prcxncia como en ausencia de oligomicina, los porcentajes de 

reducción fueron muy diferentes. Mientras que en la condición control el porcentaje 

alcanzado no excede el 6496, en presencia del inhibidor se obtiene un 9596 de 

reducción máxima. 
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Figura 6. Porcentaje de reducción de piridin nucleótidos en presencia y ausencia de 

oligom.icina (12.5 µ.M) y concentraciones crecientes de glucosa (n=S). Las células 

fueron incubadas como se describe en la sección t .1 O de Material y Métodos. 
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1. 7. Concentración de Ca•• y M_g•• en células tumorales de AS-300. 

Como ae ha dc.scrito, el ea.a:• y eJ l\llgz+ son esenciales en el desarrollo de la 

célula tumoral;, el primero, porque participa en una gran variedad de reacciones 

importantes a nivel celular y m.itocondrial, además de estar involucrado en el efecto 

Crabtree, y el segundo, por .9Cr cofactor de varia.9: reacciones celulares incluida Ja 
duplicación celular. 

Por Jo tanto, fue necesario determinar la concentración libre citosólica de estos 

cationes durante el estado estacionario. en el que el Sitio 1 de la cadena respiratoria 

gobierna el flujo de Ja fo.sforilación oxidativa. Las determinaciones se realizaron en 

presencia de glucosa 5mM, fructosa 5mM,, glutámico IOmM y glutamina 4m.M 

como fuente de carbono, durante 40 minutos. 

t.7.1 Concentración de ca••. 

La concentración basal de eaz• libre en el citoplasma ((CaZ•)c) en células 

tumorales AS-SOD se calculó alrededor de 90 nM, independientemente de la fuente de 

carbono externa. Como .11e oh.serva en la tabla 6, independientemente del sustrato 

utilizado x produce un incremento significativo en la [eaz•Jc del lo al t.a (P<0.05). 

Si ae comparan Jos resultados obtenidos en pre.-:ncia y en ausencia de sustrato, 

no existe diferencia significativa en la (CaZ•Jc (P>0.05), es decir, cuando el análisis 

estadístico x realiza comparando el control contra el de glutamina, glutamato, {n¡ctosa 

o glucosa a cada tiempo evaluado (to del control V.Sto de glucosa, etc). Pero si el análisis 

cstadf.stico x realiza comparando el to contra el t.eo de cada condición se observan 

diferencias .significativas. 

Por tanto, existe un incremento en Ja 1eaz•Jc que no está asx:iado a Ja 

oxidación de cualquiera de Jos sustratos evaluados. Cabe mencionar que las células 

~ con el indicador rc.opiran igual que las células control (.sin indicador) a cada 

tiempo evaluado (alrededor de 100 nmol ngAO/min/J07células.), por Jo que el 

incremento en Ja (eaz•Jc no afecta Ja respiración celular. 

Para demostrar que el incremento en Ja [Ca.z+Jc no era el resultado de la 

liberación del indicador debido a muerte celular durante la incubación, se determinó 

la viabilidad en Je& diferentes tiempos (principalmente al t40) en presencia de todos los 
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autralos evaluados, y ae encontró que las células tumorales, al t40, presentan una 

viabilidad del 98.5916 v.. el 9996 enconm.do en el controL 

En la Figura 7-A ae muestra un trazo de fluorescencia control, en donde ae 

oa-rva la cah"bración de la acftal, regiarilndooc la fluoreoccncia n1llxima y la núnima. 

Al incrementarse el tiempo de incut.ción en presencia del indicador,., ob9crva un 

incremento en Ja sieftal de fluorescencia como resultado del incremento en la (CaZ+)c, 

que va de 100 nM haata 170 nM al t-, independientemente del sustrato utilizado. Al 

aftadir un exceao de EGTA (agente quelante de eaz•), Ja aefta.J. de fluorexencia 

dUminuye un mi.ano valor a los diferentes tiempos evaluados,. demostrando que la 
cantidad de indicador extracelular no aumenta por la prolongada incubación 

efectuada Cfl&ura 7-B). 

TABLAS 

Variación en la reaz•Jc de AS-SOD en presencia de diferentes fuentes de 

carbono a trafts del tiempo. 

CONTROL 

Gluc5mM 

Fnict5mM 

Glut lOmM 

Gln4mM 

tiempo 
o 

82.5±4.2 
(5) 

94.7±7.4 
(5) 

92.1±11 
(5) 

73.9±9 
(5) 

81.3±8.2 
(5) 

tiempo 
25 

nM 

134.5±13.5 
(5) 

115.4±0.4 
(5) 

114.9±13.8 
(5) 

106.6±7.3 
(5) 

131.6±10.4 
(5) 

tiempo 
40 

170.2±20 
(5) 

145.9±14.7 
(5) 

138.8±18.2 
(5) 

140.3±13 
(5) 

164.7±21.8 
(5) 

Los valores muestran el promedio ± desviación cstandar de 5 preparaciones düercntcs 
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El ECTA que no penetra al interior de la célula, atrapa al eaz• extra.celular, evitando 

su entrada, de tal manera que el indicador intracit096lico,. al no estar complejado 

con el ea••. llO emite nuoresccncia. 

Para identificar la prucedencia del eaz• citoplasnultico, ya 9Ca de origen 

mitocondrial, de reticulo endoplásm.ico ó del espacio cxtracelular,. ac: incubaron a las 

células tumorales con inhibidorcs de cada uno de Jos orp.nelos. Los experimentos x 

realizaron de igual manera que en la F"agu.ra 7,. pero las células tumorales fueron 

incubedas en presencia de los diferentes inhibidores: 

Rmax 

~ ----!! > 

f <A> 

<B> 

Figura 7. Incremento en la fCaZ•)c a través del tiempo en las células del hepatoma AS-

300 cargada..'i con lndo-1.AM.. En (A) se muestra el incremento en la (CaZ•Jc en 

ausencia de sustrato oxidable. En presencia de ECTA 2~ la (eaz•]c permanece sin 

cambio a través de los tiempos evaluados. 
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P ... de-r la ,.nicipmción de (a) mi""-'dria, ae empleó a la oJlsomjcina 
(J ..-/J07céJulaa) ó CCCP (JO µM), (b) """Hculo endopláanico, ae emplearon 

inhibidorea de b l'Oeeplores scnm"blea a A11", como eJ rojo de rutenio (JO µM) (84), 

inlu"bidorea de la ATl'aaa de Caz+-aenaible a A11", como la ta~ (JO µM) (85) y 

de los ~pl°"""8 que pravoca.n libcnoción cko e.a•• ealimulada por Caz+ (t::llkiunt

.induced, calciiun re!Cl&fle), también ~ receptores a ryanodina, como la mi.mua 
iyanadina (5 jlM), el rojo de rutenio (JO µM), el dantn>Jene (10 .,M), la teofilina (J y 

JO µM) y la caf'elna (JO µM) (86,.87,88( e (e) inhibidorea de b canalea de ea••
dependientes de voltaje de membrana plasmAtica como el verapunil (2.5 y JO µM) 

(89). 

En ~- ele cualquier inhibidor, eJ incrc111ento en la (ca••)c ~ Ja misma 
que la encontrada en el experimento control, es decir, en las células tumoralu no 

estamos encontrando acllSl°bilidad a ninguno de Jos inJu"bidores, a pesar de utilizar altas 

concentlWcionca. Por b datos anteriores, pod.cmos -rir que en las Ol!Julaa 

tumoraJea prm.J>Jemente no e-.. activos'- re<'Cpfol'es ""nail>Jea a .,..,.odina, ya que 

no ae obmerva una aellaJ sin cambio; si hubiena acnsibilidad por parte de b receptoft.s,, 

se o&tcndria una aeft.tll .,.recida a Ja encontrada en -ncia de EGTA (F¡gu,. 7-A). 

Por otro lado, cuando la Ol!lula es expuesta aJ venpunil y a teofilina, y no hay 
cambio en la ftuoreaccncia con. re~..:.• la c::ondición control, nos indica que en este 
tipo celular )71'Dbtblemenle no existen los canales dependientes de voltaje de la 

membrana pJa.unMica, como Jos que se encuentran en Jos cardionüocitos f88J. Sin 
cmhuso, Jo que es evidente es que el eaz• debe de provenir del e.spacü:> e.xfnlcelular, 

debido a que al elintlnar el eaz• externo (con ECTA 2mM. o bien en un medio de 

Ringer-Kf"ebs 9Ü\ CaZ+), no SC observa incremento Ch Ja fCaZ•Jc a través cfeJ tiempo. 

J. 7.Z Concentnción de .M,g••. 

Al igual que en el~ del ea2 •,. ac ~.las dc:tcrminacioncs de r~·Jc. 

Sin c.mbll:rso,. • pesar de que el indicador utilizado,. el Atil.g-Fura. 2,. es aeJectivo para el 

magnesio,. también es capaz de complejarsc con el eaz•. En Ja figura 8 se mue.dra que 
Jos inc~mento:t en la nuorcsccncia no aron debidos al incremento en la fA1gZ•Jc,. sino al 

incremento en Ja (Ca.U)c. Debido a Jo anterior,. en nu~ condiciones 

experimentales no se pudieron determinar las concentraciones de- A1.g•• en presencia y 

•usencia de .u..strato oxidable. 

' i 
¡ 
i 

¡ 
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En 1a ~ 8-A _, -rva un incremento en la ""ftal de la flauneacencia que 

---cr8 - a DMWimi<:- intracelularca ele ~·. Al aftadir un cxceao de 
Mg•• (10 mM) la 8ellal no c:ambi6 "°" re..,...,to al control, demootrando que el 
indicadar .......,. .., <>0mplejó cat el catión (csperabamos un incremento evidente en 

pre•ncia de la alta <>On<>CnhW:ión ele~·». Sin e~, lo anterior ac: puede explicar 
8i ~ que a 1 mM (concc:ntnci6n basal ele .t.1g•• utilizada en el medio de 
Jtift,ger-Kftbe) el ~ ele Mg&• en 1aa «lulas tumorales pwticsc catar 

-tu.r'lldo. par lo que no vemo. u.n incremento en la ftuorcscencia. 

El experimento definitivo que ,_ de...-ró que no - -..Vendo 
variaciones en 1a oonc:enlración de Mg•• fue cuando las determinaciones ac: realizaron 

en un naed:io sin ~· e.Jehwcelular (Figura 8-B), en donde encontramos un incremento 
en la n,._..,ocencia ligeramente mayor al encontrado en la condición controL Para 
conob:>rar la anterior, realizamos otro experimento en presencia del agente ·quelantc 

alectivo ..-ra eas•, F.CTA CFigu.ra 8-C), y conccl\tl'llCionea aaturantea de MgZ• (10 

mld). ot.crvamoa que -= abatib el incTemcnto en la RuORaccncia. Por tanto, podemos 
concluir que para determinar variaciones en la lMgZ•Jc, esta t6cnica no es tan 

•lecti-. - -- tcnc- nuctuacioncs ck la 1ea••1c, dentro de la c.tlula. 
A - de que en nuc.stn» experimento& utilizando Mag-Fura 2 lo que 

probablemente estamos cuantificando es el ea•• (por Jos datos obtenidos con EGTA), 

Hofer y cob. 1901 han demostndo que el Mag-Fura 2 oólo ze compleja con ca•• cuando 
ta 1ea••Jc ...U. en el orden ¡&M (la 1Cd del Mag-Fura 2 pma el ea•• la calcularon en 52 

¡&A-O; pero nceotros encontramos que esto también ocurre con concentraciones de 

eaz• en el orden nanomolar (ver Tabla 6) .• Por lo anterior, es conveniente llevar a 

cabo el ensayo con otros indicadores selectivos para el magnesio como el Mag-Indo, 
que tiene menor afinidad por el Ca .. que el .Mag Fura-2 169(. 
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Fisura 8. El cambio en la fluorescencia medida con el indicador Attag -Fura 2 no se 
debe a cambioa en la (AtrgZ•fc sino a cambios en la ICaª•lc. En (A) se muestra un 
incremento en la fluore9Cencia de <:<!lulas cargadas con el indicador igual que (B) en 
auac:ncia de Atg••. Al adicionar EGTA 2 mM la fJuoreacencia se nulifica aún en 
presencia de concentn1Cioncs saturante.s de lwf&Clz (10 mM) (C). 
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DISCUSJON. 

J. 11.tetabolúma intermediario de laa ~lulas tumoralca AS-300. 

~ elev..ia llClividad glucoliiw. encontrada en AS-SOD (rápida oxidación de 

glucosa y acumulación de i.ctato) amcuerda con los datos reportados para otras 

lineas tumorales, como el earcinourcoma de Wallcer (7), el hepatoma de Morris y el 

hepatoma de Navil:off (1). Bustamante y Fedcnen (5) han descrito que la elevada 

glucóliüs en eataa Unea.s tumoralea puede deberoc a la elevada actividad de la 

hexocinasa tumoral. Adem.b de Ja glu~ otros mctabolitos se consumieron por las 

~lulas tumonde• AS-300 (Tabla 1). ~ degradación de cuerpo.o cetónicoa y glutamato, 

aal como Ja aJucogenóli.Aa, también ae encuentran activas. De hecho. Br:iscoe y cols. 
(16) tan>~n eftCOfttraron degradación de AcAc en AS-300, lo que concuerda con 

nuesh'os datos en e.sta última linea tumonaL Este comportamiento no e5 claro en otras 
Unea.t tu.m.oralea de ni.pido crecimiento; por ejemplo, en el ca.rcinosarcoma de Walker 

(7) y en el hepatoma de Morri• (91), el AcAc..., oxida rápidamente (igual que en AS

SOD), mientras que el P-OHbutirato se acumula a travéa del tiempo. En Ehrlich y 

Ehrlich Letreé tambiin existe consumo elevado de glucosa y acumulación de láctico 

(2),. pero no se ha evaluado el contenido de cuerpos cetónicos ni glucógeno, y no 

parece haber oxidación de pinlvato, por la inhibición de Ja PDH tumoral por acctoina 

(11,12). En el hepatoma de Novilwff no ..., ha evaluado Ja utilización de estos 

mctabolitos (21, debido a que se arsumcnta que el metabolismo es el mismo que el 

encontrado en Ehrlich,. pero a pesar de que pertenecen al grupo de lineas tumorales 

de rápido crecimiento, toda$ ellaa pueden presentar características metabólicas muy 

diferente.t. 

J. J Degradaoción de cuerpos cctónicos, ,glwamato y glucógeno por laa célulaa AS

SOD en auacncia de sustrato oxidable. 

En contra.:ste c.on los hepatoci~ que no oxidan activa.mente los cuerpos 

cetónicos (IJ-Offbut y AcAc) debido a loa bajoa niveles de auccinil CoA acctoacctil CoA 

tranaferasa, laa célulaa tumorales de AS-300 loa conaumen de manera constante ( J 61. 
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EJ consumo de j3-0Hlnat es inesperado, ya que se ha reportado una baja actividad de la 

P-hidrox.ibutirato dcshidrogcnasa en AS-300 [ 171, mientras que el consumo de AcAc 

puede deberse a la rápida generación de acetil CoA, el cual es utilizado durante la 

lipog,éncsis y la síntesis de colesterol, que están muy aceleradas en las células de AS-

300 (13,16). De hecho, se ha reportado que el AcAc puede ser consumido en las 

célula.s AS-300, tanto en el citosol corno en nt.itocondria, por cnzinuu diferentes (Ver 

figura 3 de la introducción). 

Por otro lado, las células tumorales también consumen sustratos mitocondrialcs 
importantes como el glutamato y la glutarnina.. La oxidación de glutamato puede 

.indicar que ( 1) es un meta bolito utiliz.blc para proveer los esqueletos c-.rbonados que 

alimentan al ciclo de Kn:bs. debido a la baja oxidación de püuvato IJ 2, 13) y (2) la 

glutamato dcshid.rogcnasa tumoral o bien las transam.in.asa.s tumorales X>n muy activas 
en las células AS-300. Posiblemente las transaminasas se encuentren degradando 

glutamato pana tra.nsfonnarlo en a.-cetoglutarato (ciclo de Krebs) y aspu-t¡ato (síntesis 

de purinas y pirimidinu) 121. 
El ,glucógeno es otro ele los metabolitos importantes que las células tumorales de 

AS-SOD consumen cuando .!IC incuban en ausencia de sustratos (Tabla J). Lo anterior 

puede 9Cr atnl>uldo a la alta actividad de la vfa glucogenoUtiea, Jo que nos hace 
suponer ,que en este tipo celular existe un.a fuente constante de ,glucosa.. 

1.2. Baja oxidación de piruvato,, ,glutamin.a y ATP en las ct!lulas tumoralca AS-SOD,, 
en ausencia de a:u.strato oxidabke. 

A pesar de que ae ha dcacrito que en mitocondrias de AS~30D la oxidación de 

pinavato es nlpida (S,,44), no encontramos cambio en su concentración a tnavés de los 

tiempo3 evaluados. E..ao puede explica.ne de: dos maneras: ( 1) la velocidad de 

producción de pinlvato a partir de la ,glucólisis es Ja misma que la velocidad de 

degradación de piruvato por la FDH tumoral. por Jo que el intermediario (piruvato) 

aiemprc perm.anccc constante ó (2) Ja .acctoina inhibe a la POH tumoral de AS-300. 

teniendo como consecuencia Ja baja utilización de pin.lvato r 12.1 sJ. 
Por otro lado. en Ja mayoría de las células tumorales de rápido crecimiento se 

ha propuesto que la glutamina es el mctabolito más frecuentemente utilizado, aún en 

presencia de concentraciones altas de glucosa (20). Sin cmba~. en nuestras 

condiciones. la gJutamina no fue el sustrato consumido prcferencialmente. Tal parece 
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que en las células tumorales AS-300, en donde el ciclo de Kreb_.: no e.sf4i fn,¡ncado, el 

,g)utarnato es $Uracicnte para dar Jos carbonos necesarios para f'ornaar el a.
cctog.lutarato, sin necesidad de utiliz.11.r rutas altcntativ.u como la de la s)utam.ina. 

Como Ja gJutamina y el glutamato entran al ciclo de Krcbs por el mismo sitio, 

posiblemente bajo nuestras conc6cioncs exista una baja actividad del transportador de 

glutamina, ó bien, de Ja glutaminasa tumoral, comparada con la actividad: de las 

otras enzimas involucradas en la degradación del g)utamato, como es la glutamato 

deshidn>.ge-. 

En el Ca..90 del ATF, no :le encontró ca.mbio alguno en Jos tiempos evaluados. 

DurarUe La prolif'cración celular, el mayor aporte de ATF es obtenido de la m.itocondria 

ll,27,28). Si fa vdocidad de producción del ATP mitocondrial es i&ual a fa velocidad 

de con.sumo en Jos procesos como la división celular y Ja síntesis de protchuu, la poza 

de ATP debcnl permanecer M.. cambio. 

1.5 c ..... tific.ción ele loa metal>olitos en el liquido de a.cftia, en au..,ncia de 

.ulllrato ozidable 

Estos metabolitos tambit!n fueron cuantificados en el liquido de ucftis (fl'llCción 

libre de células) y encontramos que de todos ellos, la concentración de gluco,y (22µM) 

es Ja que se encuentra muy por debajo del valor obtenido en Ja ~ de la rata con 

hepatoma (2-4 mM), sugiriendonos varias hipótesi.o: 

J. la presencia de UJUI glucosa oxidasa extracclular que tnm.sf'orme a la glucosa en 

g.luconato. por Jo que la glucosa no ac encuentra en el Uquido de ascitis.. 

2. La posible relación íntima entre capilares sanguíneos y "lulas tumorales. 

S. El transporte de glucosa de los capilares sangufncos al interior de la célula sea tan 

rápido que no se detecte glucosa en cJ Uquido de &9Citis. 

LA primera hipótesis puede ser dc.Kartada,. pues realizando ensayos en cJ 

Uquido de a.5eitis. agregando una conL:entración conocida de ,glucosa. no se observó su 

degradación. 

De Jos otros metabolitos encontrados en eJ Uquido de ascitis. eJ P-OHbut (0.04 

ntM) también está disminuido con respecto a su concentración en la sangre. 

posiblemente debido aJ rápido consumo dcJ metabolito por W células. Para cJ lactato. 

sJutamato. glutamina. AcAc y piruvato. lu concentraciones os:ilaron en el intervalo 

reportado para el plasma sangufneo (72-741. 
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La concentración de OJd,geno en el liquido del hcpatoma se encontró 

relativamente alta (Tabla 2); esta obw:rvación nos hace suponer que Ja cadena 

respiratoria no está limitada por el aporte de Oz (la Km aparente para la citocromo e 

oxidasa ea de 1 f1M f92J), es decir, podemos considerar que las células pueden llevar a 

cabo pn:tCC909 metabólicos dependientes de Oz, corno ae ha establecido para la mayoría 

de las células .-:fticas l9S). Ademals, cabe mencionar que esta concentración es muy 

parecida a la que ae encuentra en la vena hcplltica 194,951. Este dato nos hace sup>ncr 
también que en las células tu.morales AS-SOO el efecto Pasteur es negativo, debido a 

que encontramos glucólisis activa aún en presencia de concentraciones saturantcs ~ 

oxigeno.. Sin embms,o, no ae ha ft:partado en Ja literatura experimentos en donde se 
haya ensayado directamente tal efecto en células tumorales. 

1.4 Determinación del c.bdo redas en las dlulas y las mitocondrias de Ja Unea 

hunoralAS-SOD 

El incremento en la relación NAOH/NAO• citoaólica y m.itocondriat, que se 

obtuvo apartir de las relacionea lactato/piruvalo y P-OHbut/AcAc, uf como del 

porcentaje de NAD(J?H medida por Ouoreacencia intrúueca de las dlulas, nos 

augicren que no cJtiste limitación en la concentración de pi.ridin nucleótidos 

disponibles para las deslüdrogenasas citosólicas y mitocondrialcs. El incremento en 

piridin nuclcótic:los mitocondriales a través del ticmp> sugiere que posiblemente la 

cadena respiratoria no e encuentra limitada por su sustrato, esto es, la baja 

düponi"bilidad inicial de NADH dinninuyc con el tiempo debido a la elevada actividad 
de las de:thidrogenasas del ciclo de Krebs. De hecho, los experimentos de Ouorc.9CCncia 

en dlulas tumorales n:velaron que de un 95% de piridln nucleótidos totales (NADH + 
NAD(P)H), más del 5096 pertenecen • piridin nucleótidos mitocondriaJcs, exclusivos 

para la sintesis de ATI' (f"1g11ra 6). Este es otro dato rruls que sostiene la hipótesis de que 

en estas células existe un mayor porcentaje de piridin nuclcótidos m.itocondriale& y 

citoaólicCH en estado reducido que pueden ser útile& para rcaccionc.s depcndicnte.s de 

NAO•. 

La relación NADH/NAD• citosólica calculada en AS-SOD e.s mayor a la 

encontrada en hepatocitos f74,75J, pero muy semejante a la encontrada en hepa.tocitos 

tratados con etanol [96). Se ha ducrito que este incremento en Ja relación 



NADH/NAO+ cit.-lica en a!lulaa tumorales puede ser la seftal que induzca la 

progresión de la f- G. a la fase G, del ciclo celular 1971. 

Alguna. autores proponen ISSI que en hepatocito:s puede existir un in~mento 

en la poza de equivalentes reductores debida a ( 1) la estimulación honnonal o (2) las 

alteracionca en la disponibilidad de los sustratos metabólicos. En las células tumorales 

AS-300 e obmezvaron. cambios en las concentraciones de metabolitos que explican los 

cam-en la poza de equivalentes reductorea. 

Por otro lado, la relación NADH/NAD• mitocondrial en células de hepatoma 

AS-30D es muy semejante a la de hepatocitos 1751, las mitocondrias aisladas de hlpdo 
(761 y las células tumorales del carcinoma de Walker 56 171. 

1.5 Deternünaci6n de los principales metaboli- consumidos por las a!lulas 

tumaralea AS-SOD. en preaencia de clif'crente.a fucntea de carbono.. 

En la tabla 4 me muestra que en presencia de concentnciorte:1 altas de glucosa 

(5mM), la a!lula tumoral obtiene todo su aporte nutricional de ~sta,. sin consumir otra 

fuente de carbono endógena (glutarnina, glutamato). En estas condiciones, se obse1Va 

que la concentración de el glucógeno no varia. Si la hipótesis es que se nutren 

exclusivamente de glucosa cxó,gena, en~ al no consumir la glucosa endóg;cna, la 
concentración de glucógcno debería incrementarse. condición contraria a la reportada 

en al Tabla 1. Es posible también suponer que en estas condiciones,, la glucosa cxógcna 

está inhibiendo la respiración (efecto Crabtrce), y por esta nu.ón, los metabolitos que 

alimentan al ciclo de Krebs se consumen lentamente por las deshidrogcnasas. 

Por otro lado, Ja condición más cercana a la fisiológica es aquella realizada en 

presencia de glutamina 4 ~ debido a que fue el mctabolito que se encontró en 

mayor concentración en el liquido de ascitis. Al respecto, encontramos que ninguno de 

los sustratos evaluados (,glucosa, glutamato y glucógeno) varia su concentración a 

través del tiempo, sugiriendonos que en prcacncia de glutamina, la velocidad de 

producción y degradación de estos metabolitos es igual, por lo que todas las 

concentraciones pcnnanccen sin cambio. Seria interesante determinar en este estado 

estacionario el consumo endógeno de glutarnina en presencia de glutamina externa,. 

para establecer si ~sic es el metabolito más oxidado en condiciones fisiológicas, como se 

ha reportado para Ehrlich ( 19,201. Estos mismos resultados .., obtuvieron cuando "" 
incubaron a las célula AS-SOD en presencia de glutamato 10 mM.. Tal parece que 
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independientemente de la fuente externa,. bu células consumen preferenci.ahnente la 
fuente exógena que sie encuentra a .. dispaiisición, rn.ás que los metabolitos endógenos. 

Es importante tratar de COl"l'elacian.-.r estos datos con la velocidad de sJ.ucólisis, 

con la idea de determinar la contribución ~lativa de esta vía al aporte de cncrxfa. 

1 .6 Detenn.inación del princi.,.J punto cSe control de la fosforil.ción oxidativa, 

utilizando la aproJÜnulción de Gclleric>h ycola.. 151f. 

Utilizando Ja teoria de control ""9ebbólico (99, 1001 se calcularon los 

coeficientea de control de flujo (Ci) de alg;uita> de la5 enzinuu que participan en la 
l"osforilación oxidativa. Se utilizaron dos a~iones matemáticas para calcular los 

Ci: (A) la aproximación de Westerhoff y Tager (utilizando la l"órmula para inlu"bidores 
irrevernl>lea) (661 y (B) la aprmüm.ión de CeUerich (utili7.ando la fórmula psra 

inhibidorea pseudoirreversibles, del tipo no cc>mpetitivos o fuenemente pegado) 151 I. 

Las ventajas y desventajas del uao die cualquiera de 1aa dos apn>ximaciones se 
ntuestra en la eección 1 . 7 de la 1.ntroduccióa1., Para evaluar los Ci de la fosforilación 

o.xidativa en las células del hei-t:oma AS·S<>I>,. ae utilizó la aproximación de Gcllerich 

y cols. (511. En cualquier vfa metabólica, te>das las enzimas participan regulando el 
flujo en una cierta proporción; por tanto, la :suma de los Ci de cada una de las ellZilttm 

que participan en la vía es igual a la unidac:K, o si se quiere visualizar de otra manera, 
es igual al 100% (Teorema de la Sumato~ (991. El Sitio 1 (NADH-ubiquinol oxido 
reductasa) ft'abla 5) es la única enzinul qia.e presenta un valor de Ci predominante, 

mientras que la ATP sintetasa,. la citocrome> e oxida.sa y el complejo b-c1 prexntan 

valores de Ci más pequeftos. Visto de 2nA1nera porcentual,. el Sitio 1 controla 

aproxi.madamcntc el 30% del flujo total de b=il. vía, mientras que los demás Sitios de la 

cadena respiratoria y la ATP sintctasa controlaa.ra. menos del 696 en cortjunto. 

Contrario a lo reportado en las mil~ aislada del hepatoma AS-SOD (481, 

la ATP sintctasa, en rnitocondrias .in .situ, no ejerce control sig::nificativo. Aplicando el 

Teorema de la Sumatoria, la cadena rcspinstoria y la ATP sintetasa ejercen solo el 

35.196, sugiricndonos que el resto puede ..estar disaribufclo en otras enzimas no 

evaluadas en este sistenaa,. como son la :ramloc::a.sa de piridín nucleótidos, el acarreador 

de piruvato,. o bien las deshidrogcnasas del cicio de Kre bs miloccm.driales. 

A pesar de que encontramos un increnmento en la relación NADH/NAD•,. lo que 

sugiere una abundante fuente de su.strato pa---. la cadena respira~ es importante 
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tener en cucata que el NADH toclavia puede Uepr a ser limitantc si su concentración 

- en&:\lenbs _.~de la Km de las deahidroge......., mitocondriales f24,101J. Por 
ejemplo a el valor encontrado para la n:lación NADH/NAO• mitocondrial es cercano 

a O.S en el t..: entonces e91e valor, a pesar de acr mayor que el obtenido al lo indica 

que la INADHI lligue llicndo limitantc: pua la cmdcna respiratoria; entonces, no es 
sorprendente •poner que un control .ágnificativo Jo puedan ejercer las 

de~ de ciclo de Krc:t., y como no se ha determinado - control, la primer 
enzima que lliente la biVa disponibilicbd de NADH (el Sitio 1 de la cadena respiratoria) 

cm la que ea limitante. Por lo anterior,. xrfa interesante evaluar Ja acitividad de estas 

de:~ tumorales durante el cstJldo estacionario en el que ac evaluó al Sitio 1 
de la .,..na re..,U.toria. 

El c:anlrol que está ejerciendo el Sitio J sobre el flujo de la fosforilación 

oxidativa en nuestro sú:tema puede deberse a que se ha encontrado una menor 
cantid9d de la enzima 0:0) NADH-ubiquinol oxidoreductasa, en las a!lulas tumorales 

que la encontr.da en otras mitocondrias como las de cerebro f67J. La concentración de 
las enzimas 0:0) restantes (citocromo oxidasa y ATP sintetasa) es igual a la reportada 

para las tnitocondria.s de cerebro y de AS-300 (67, 79(. 

Cabe mencionar que Ja similitud encontrada entre el porcentaje de respiración 
Uuen.si.ble a oligomicina ( t 3-20%) y Jos porcentajes de respiración i.naensible a los 

demás inhibidores indica que existe arriba de un 8096 de respiración celular de tipo 

fosforilativa, es decir, utilizada exclusivamente para la síntesis de ATP. 

A pesar de que en las mitocondrias aisladas del hepatotna AS-300 f48l y en 
otros tejic:los evaluados [SÓ,102), quienes ejercen mayor grado de control son la 

transloca.. de adcnin nucleótidos, la ATP sintetasa y las deshidrogenasas del ciclo de 

Krebs, no es .9Dl"pftndente que en nuestro sistema el control lo ejerza la primer enzima 
de la cadena. Esto puede explicarse porque se ha observado que la distribución del 

control varia de acuerdo a las condiciones en que se encuentra el sistema, adenuis de 

que, en nirtgu.tto de los tejidos hasta ahora estudiados (corazón, rifl.ón, hfg¡ado y 

cerebro) (66,80,102,1031, existe un aólo punto de control, ya que siempre se 

distribuye a Jo la.i'so de todas Jas enzimas que integran la ruta metabólica. 
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1 .. 7 Papel del Ca•• en el cfcclo Crabtrec en la.s células tumorales AS-SOD 

La evidencia del fenómeno Crabtrcc (inhibición de la respiración en presencia 
de hcxosas) en Lis células tumorales .srrc demostró en la línea AS-300; .sin cmbaJ"go, el 

comportamiento de las ~ hcxosas ensayadas fue diferente. La inhibición de la 

respiración celular fue evidente tanto en presencia de gfuco~ como de fructosa, 

aunque hubo diferencias notorias. En el caso de la glucosa, observamos recuperación 

de la rc$pÍnlción celular 9610 a concentraciones bajas de gluc05a cxóg,cna (de 0.1 a 
0.2.mM), mientras que en presencia de concentraciones bajas de fructosa no 

oblcrva.mos inhibición de la respiración celular. Sitt embal'go, en presencia de 

concentraciones mayores de ambas hcxosas (arriba de 1 mM) la respiración celular se 
abatió completamente. r... inhibición de la respiración celular en presencia de ambas 

hcxosas nos sugicrte varias hipótesis: ( J) el exce.-, de glucosa, al ser continuamente 

fosforilada, puede diaminuir Jos nivelu de fosfato intracelular, provocando una baja 

dioponibilidad del melabolito pua la mitocondria, o bien (2) según la hipótesis de 
Evtodienko y cols. f.S7,38J, Ja glucosa mcdifica el contenido de c.z+ intracelular. En el 

caso de las concentraciones bajas de glucosa, la recuperación de la respiración puede 

deberse a la rápida utilización de Ja gluco.M exógena por las células tumorales, por lo 
que sólo ae da. una inhibición pattial, mientras que posiblemente la fntcl0$a, a estas 

concentraciones, no aca utilizada par las células tumorales. 

De las hipótesis anteriores, la de Evtodienlco y cols. (37,38) .sugierc utta estrecha 
relación entre el metabolismo glucolitico y la elevación en la concentración de eaz• 

citosólica. Para dilucidar si efectiv¡&J11ente este es el mecanismo de inhibición de la 

respiración celular, cuantificamos la concentración de eaz• libre citosólico en células 

tumorales-, en presencia de diferentes fuentes de carbono, incluida la glucosa y 

fructosa.. Encontrarnos que la (CaZ•Jc se incrementa a través del tiempo, 

independientemente de la fuente de carbono externa, sugiricndonos que tal elevación 

de c.az• citosólica no se debe a la prc-K"ncia de la glucosa ní la fn.actosa.. Esta.s 

concentraciones citosólicas de eaz• alcanzadas en las células AS-300 no son las que 

daftan el sistema fosf'orilante de la nútocondria (4 IJ, como argumenta Evtodien.ko y 
cols. en células de Ehrlich. Por Jo anterior, el eaz+ podría no s.er el causante de la 

inhibición respiratoria. Oc hecho, W concentraciones de eaz+ que determinamos a 

través del tiempo ..an las que estimulan a dos de las tres dcshidrogenasas del ciclo de 
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Krebs tumoral: la <a-cctoglutarato deshidrogenau y la ._,itrato deshidrogenasa 

125,26). 

Si bien ca cierto que Ja glucosa inlu"be la respiración celular a cualquier 

concentrmción (deade 0.1 mM) <Y".1811r. 5-A>. también es cierto que en presencia de ella 
-= su~ita un incftmento en el porcenhdc de NADCP)ff citosólico <F"J&Ura 6), Jo cual 

puede incrementar, por desplazamiento de masas a través del sistema 

_.uto/malato, el nivel del NAD(P)H mitocondrial, autrato del Sitio 1 de la cadena 

~toria. Por otro lado, al incubar a las células en presencia de oligomicina, -= 
obtuvo u.n porcentaje mayor de piriclin nuclcótidos reducidos. Jo cual indica que la 

diferencia entre catos porcentajes (alrededor del 3096) es cxclusivamcnlc NADH 

utiliziMlo para la fosforilación oxidativa. 

Por tal'llo, me puede concluir que Jos factores causantes de la inhibición de la 
n-spiración no son ni el eaz• ni la baja disponibilidad de piridtn nuclcóti~ reducidos, 

al menos en las cc!lulas tumorales AS-300. 

T.11m.bitl!n ae ha involucrado al A1gZ• en el mecanismo de la inhibición 

ftspi.ratoria por hexosas f.St), ya que en presencia de ,glucosa ac observa una salida 

masiva del JVt.gZ+ de la mitocondria. La inhibición respiratoria ac producirúa porque las 

enzimas de las reacciones que involucran la oxidación de sustratos en ciclo de Krcbs 

requieren del Afs.r.• como cofactor (por ejemplo, la a-cctoglutarato dcshidrog.cnasa 

m.itocondrial) (104,105). Aunado a lo anterior~ hay que considerar que el sustrato de 

la ATP sintetasa e.s ADP-lv\g, por lo que, una disminución en la (A1g,2 +J m.itocondrial 

provoca.ria una disminución en el sustrato de la ATP sintetasa y en la actividad de las 

deshidrogenasas, lo cual ~ una disminución drástica de la velocidad de 

fosforilación ox.idativa, con la concomitante inhibición de la respiración celular. 
Desaforlunadamente, el punto anterior no pudo .-:r evaluado, debido a que en 

nuestras condicione.s no se logró determinar,. con precisión, la concentración de l\.1,gZ+ 

intracelular, por lo que no sabemos si existen variaciones en la IMg2 •Jc. 

J.8 Efecto de loa diferentes inlu"bidores de la salida de ea•• mitoeondrial y de 

retículo endoplásm..ico en c~lul.a5 AS-300. 

Para dilucidar la procedencia del eaz+ citoplasnuttico en las células tumorales 
AS-300 ac llevaron a cabo experimentos en donde .se inhibió la .salida del eaz+ de la 

m.itocondria y del retículo endoplásm..ico. Nuestra. hipótesis es que si el c.az+ provenia 



73 

de rexrvorios intraci:lulares. como la mitocondria o el rctfcuJo cndoplás:m.ico, al 
inhibir Ja salida del catión al citoplasma no ac observarla el cambio en la reaz•Jc 

durante los tiempos evaluados. A pesar de utilizar concentraciones satu.rante• de 

oligom.icina o del dcsacoplantc CCCP, obtuvimos un incremento en la (Ca••Jc, igual 

que en Ja condición control (células sin oli.gonücina ni CCCP). ID anterior claramente 

indica que el c.az• no J'l'O'Viene de la m.itocond.ria. 
El .._,, siguiente fue realizar el estudio en presencia de bloqueadores de los 

receptoru del n:Hculo cndoplásmico y de Ja ATP.asa de ea•• del reHculo cndo.,u-ico. 

No existen reportes en la literatura acerca de la existencia de rcccpt.oR'Cs sensibles a 

ATP o rcccptorea sensibles a eaz• (calciwn induced, C4/ciu.m relca:le) en dlulaa 

tumorales,, sólo ae conoce Ja existencia de *fUCllos sensibles a inositol trifodato en el 

retJculo cndopláamico IS4J. Sin emh2rgo, a pesar de utilizar concentnaciones que 

inhiben a Jos receptores en otros tejidos f89), no observamos diferencia entre los 

experimentos control y Jos experimentos con inhibidores. Por tanto. es probable que en 
este tipo celular tuDIDd.J, Jos rcceptore5 son insensibles a las concentraciones 

utili7.adas,. o bien que no existen tales receptorc:.s en el retículo ertdopl.áani.co de "lula 

tumoral AS-300. 

1.9 Efecto de loe inlu"bidares de la cntrmda de c.•• cxtracclular 

En presencia de EGTA 2mM observamos que la concentración de ea.z+ 

intracelular no ac modifica en un intervalos de 40 minutos, lo que sugiere que el eaz• 

pod.rfa provenir del medio extracelular. Lo anterior Eue corroborado al no encontrar 

cambio en la [CaZ•Jc en un medio cannte de eaz•. Por tanto, supusimos que si se 

bloqueaba Ja cntnoda de ea•• cxtracclulsr al interior de la célula con v..ra.,.mil 

(inhibidor de los canales de eaz+ dependientes de voltaje) encontnuiamoa una 

situación similar a la encontrada con ECTA Sin emt.Jso, seguimos obletvando un 

incremento del eaz+ citoplasmático, Jo que sugiere ( 1) la inexistencia de estos 

receptores en células AS-300, (2) el ilCQCSO del caz+ al interior de la célula se realiza 

por otro mecanismo insensible a estos inhibidorcs ó (3) los receptores han perdido su 

sensibilidad a estos compuestos. 
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CAPITULOVI 

1 • Conclusiones. 

1. He.lllOll enconar.do que a pe-.r de que las células tumorales AS-300 presentan una 

iocelcnda velocidmd ,glucoUtica (incn:mento en el consumo de ,glucosa y evidente 
11CUmulación de a6cido láctico), también mantienen u.na fosforilación oxidativa muy 
Ktiva: la alta concentración de Oa preacnte en el liquido de hepatoma sugiere una 

fuerte dependencia de las c:c!lulaa al metabolismo OJ<idativo. Esta a.oeveración esbl 

aostenida por el hecho de encontrar una actividad respiratoria bauante acelerada 

en este tipo tumoral. r.. btja concenlnlción de glucosa encontrada en liquido de 
iucftu no ejerce 8CCibn inlu"bitoria de la .-piración. 

2. El Sitio I de la cadena respiratoria (la NADH ubiquinol OJ<idoreductasa) es la enzima 

que controla el ftajo metabólieo en la fosforilación oxidativa, cuando las vfas 

,glucolilica y cetolilica e-.S Ktivas. Al n:specto, debe de considcrane que el 60'.l6 

del NAD(I') H ea uliliado para la ánteais del ATP, tldemáa de considerar que la baja 

disporu"bilid..t inicial del NADH de.uparece por un posible aumento en la Ktividad 
de ... deahidrogenaau. 

S. La ,glueólUia, la glucogenó!Uis, la degradación de cuerpos cetónicos, la degradación 

de ,glutamato y la fosforilación oxidaliva son las vfas catabólicas más activas durante 
Ja fase de proliferaci6n celular en las c:c!lulas AS·SOD • 

..f. La alta actividad g'Jucolitica en presencia de Oz,. sugiere fuertemente que las 

enzimas involucradas en el control de la glucólisis,. y responsables del efecto 
Pasteur, muestran un comportamiento atfpico. 

5. La inhibición de la respiración celular por glucosa cxóg.ena (efecto Crabtrce) se 

observó aólo a concentraciones altas de la hcxosa (>O.JmM). El incremento en la 

1eaz•1c registrado en las células tumorales AS-300, en presencia y ausencia de 

gluc~ ac: encuentra en el intervalo en el cual existe activación de las 

dcshidrogenasaa. Por tanto, concluúnos que el Ca%• no parece ser el causante del 

efecto crablree. 
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Esta tcsia enfatiza la n:Jevancia de .. foúorilaoción oxidativa en el -múWolro de 
ATP en las Cl!J.W.S que, de..., luce Yllrias décadas, han sido conaidenodas 

exclusivamente ,slucolfficas. se - realizando Jos prime.- experimentos que 
permitirán,, utilizando i. teoría inoden... de control meblhólico, dilucidar a la cnzinw 

o eJIZÍma.5 que controlan, en condiciones cercanas a las rtsiol,ósicas,. la velocidad de 

flujo de la ria. Una vez conocidas las enzimas regui.doras., oc padrla manipular a la 
vía, utilizando el inhibidor e.spccífico para ella y, de esta manera, en condiciones 
experimentales, bloquear .aa actividad. Si suponemos que Ja duplicación celular 

depende del suministro de ATP que ¡movienc tanto de la vía glucolitica como de Ja 
f"osforiJación o.x.idativa.. Por ello, la dismittución del crcc.irnicnto del tumor inducido 
por la inhibición de la fosl"ori.Lación oxidativa puede depender del grado de 

participación que tenga su. metabolismo oxidativo. 
[)ebido a que hemos obtietvado que el efecto Pastcur es inexistente en las 

células tumorales y la enzima fosfoíructocinasa 1 (PFK-1) cstA involucrada en tal efecto, 

sieria interesante medir el efecto de moduladane.t importante~ como el citrato, La fff•J, 
el Pi y Jos <ldenfn nucleótidos, sobre la enzima aislada. Estos resulta.dos podrían 

ayudarnos a predecir si el comportamiento atfpico de esta enzima. está relacionado con 

la resistencia a la radioterapia. 
Por otro Lado, existen varios reportes que demuestran que las células tumorales 

son capacea de consumir a Ja gluta.runa exógena y. al mismo tiempo. producir 

grandes cantidadc$ de ácido láctico (21, por una serie de reacciones sirnilan:s a las 

encontnadas en la vía de la gluconeogénesjs normal; sin embargo. en vez de que el 

fosfoenolpiruvato forme glucosa,. como sucede en condiciones normales. es 

tran.s(onnado a ácido láctico, lo que sugiere que la pi.nava.ro cillas.a continúa. activa. 

permitiendo La transf'ormación de fosfoenoJpiruvato a lioctato. Esta enzima, que 

tami>i'n u linütant.c en la vfa glucoUtica no ae ha estudiado en células tumorales. 

Asumiendo que el c.az• activa a las dcahid:rosenasas mitcx:onc:lrialu, aerfa 

inte.rcunte detenttinar la concentración intramitocondrial de calcio, en W condiciones 

en las que ac observa el efecto Cra&trce, J'llU'8 con-elacionarJo con el metabolismo 

atfpioo de este tipo de ca!'lulas. Un dato intc~te que se obtuvo en este fl"l&hljo es que. 

a pe.sar de que La concentración de gluCOlll en sangre de .. ta con .hepotoma .-:ila 
en- 2·4 mM, La glucosa encontrada en el liquido de ascitis no rema Jos 50 ,.M. 
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Posiblemente el tnuupootc de ,slu~ dt los capilares .. nsuineos al intenor de la 

célu.La es muy rápido. evitando la detección c:k glucosa en el liquido &91Citico; por tanto,. 

""ría interesante determinar la pirtici,,.ción del transportador de glucosa en este tipo 
tumoral. Además, nuutros datos s-recen apuntar a que la fosforilación oxidativa est4 
modulada por la glucosa y pudria dependtr de las variaciones en la (Ca••Jc y, por 

ende, depender de la (Caz+Jm. 
se ha de-...do, en las mitocondrias de células tumorales l25,.Z6J, que el 

ea•• modula la l"osforilación oxidativa, IOCtivando a las ~- del ciclo de 
JCrebs. En las ntitocondrias de hl,jpdo de nta. el ea•• i-rtici,,.. activando 
directamente a otras enzimas de la fosforilación oxidativa (como la tralulocaaa de 

adenin nucleótidos y la ATP sinte-)1103). Entonces, "" f'O'hia proponer que el ea•• 
estimula a la (osforilación oxidativa. en las m.itocondrias tumorales en donde el ciclo de 
Krebol se encuentra "'truncado• (<>OlftO Ehrlich y Ehrlich Letn<é), por lo que siempre 

habrá un -.ministro de ATP, debido a la fftcuentc activación de la via por ea•• a un 

nivel diferente de las deshidroge- mitocondri.wles. 
A.si como eJ e.a•, eJ Aotsª• t&mbi~n es un buen csnd.idato de ~dio en a!JuLu 

tumorales debido a que ( 1) est4 relacionaclo .,.,.. el efecto Crabtrce, (Z) ,,..rticipo coma 

activac:lor de ~acciones ~lac:las a la .síntesis de ATP y (3) interviene en J"e4IOCione.s 
de división celular. Al respecto, es impDl"lanfe determinar el flujo de A11.gZ• a h'11va!s de 

la membrana pla.smáti~ y medir Jos gradientes de ""1,gZ• tanto en et cieo.ol como en Ja 
ntitocondria ,....... correlacionarlo con la actividad de la vía de fosforilación oxidativa. 

IA manipulación del metabolismo glucolítico de la célula tumoral, induciendo 

una tran.sfonnación hacia un metabolismo axidativo, basá.ndono.t: en La hipótc.ü.t de 
Acb:r y C:.::Srlach l-45(, podría aumentar la senm"bilidad de las células cancerígenas a la 

radioteJ"apia: utilizando inhibido.res especfficos de la sJucólisis (oxanuato ó gosipol> o 
drogas que afectan. otnu vfa.s metabólicas como eJ 3-men:aptopicolinato 

(gluconco,géncsi.9), para .forzar a la célula a que utilice de forma ~te a la 
l'osf'orilación oxidativa. El enfoque •nterior, desde el punto de vUta clínico, es de 
interés, ya que se podrán sensibilizar a las células tumorales a los ~ntos 

radiotcrapéuticos, para disminuir cJ crecimiento celular y JX'I" tanto el desarrollo deJ 

tumor. 
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Ap6ndfet:A 
Aiaal9oical0 ele ... ca ..... del hopa-. AS-SOO. 
DiltgJ'ama de º* que muestra d procao de aislamienlO de a.. céhdu del -,,.IOn'la AS-SOi>: 

.... willar hembra oon beJ-toma inducido 

DUlacaclón ccmcaa 
Extncc::ión de 4m1 de Uquido de hepetoma 

l 
1 

20 mi de hq:.tDma s procesan 
de la lllf.guienle: forma: 

2ml de hepetoma J inoculan 
intraperitoncalmente a una 
rata hembra wiatar de 200-
250 gs pemo. 

a)Centrifupción. de la muestra a 2000 rpm 
2minutoL 

Uquido ele aacltia• ---1 
-........ .. (SN) 

pmquete celular 

SN 

SN 

a)~ de la mue.tra 
en medio ain,gier-ICrebtZ 
b)C.entrifupción • 2000 rpm 
2minutoe 

a)kau.lpensión de la muestra 
en un medio ainger·KrebaS 
.uplemcnt&do con albúmina 2'5. 
b)Centrifu9ción • 2000 rpm 
2minutoa 

a) ltesuspc:nsión de la muestra 
en medio llinger-1trebsz. 
b)Centrifugación • 1500 rpm 

2 m.inuliOa.. 

s-quctc celular (Obtención de 3ml a una concentración 
de lxlO' células/mi) 

116 

Liquido de aa:Uis•.- Fracción libre de células (este liquido ae conserva rn hielo para la 
determinación de metabolitos) 

ltin,gcr-~bal.- Akdio estandar que contiene 125 mM Nact. !5 mM KCI. 2!5mM HEPES,, t.4mM 
CaCI&. lmM Jhl'04,, lm.M MgCb,, pH 7.4 con KOH. 



~«·• 
_.ici6& de la~ celular .._.uta en ... ~·- clel he.,.._ .AS-
500. 

La .....,u.ción celular ..,_,.uta a -lla que involuc:ra tanto a la reapirac:ión 

mitocaoldrial......, a la no~ l'Ua determinarla, • utili7.ó un axúneho y 

un electrocll> de ox(aeno tipo Clarlc. IO'"lulaa/ml fueron adic:~ a J.9 mi del 
-.tia ele müwer ~ba ~ _......, c:on aire, a S7"C, cano ae muealnl en la 

9guiente fiaoua: 
La -..bilidmd del Oa en el medio Jlin&cr-!Creba, a S7"C, y a la altitud de la 

ciudad de JloVJ<ico (2240 mta -., el nivel del mar) ae c:alc:uló en 380 ngAO/mJ. Por 

tanto, al em.,ie- J.9 mi del medio• tiene un valor de 722 ngAO totales. Los 

dilerentea inhibidores fueron adicionadoll a loa JO aeg. ~·de aer allAldidaa las 
~lulas en la dmara, a las c:onc:entraciones ya mencionadas en Mo!tod&». 

Pana obtener la m1nima c:onc:entnción de Old,geno en el llllCdio, ., agregt> 

clitionita. 

Células 

30 90 
tiempo (seg) 

Dilionita 
~ 



.. 
.ApdndkeC 

Delcnniaación de lall rc:lacimoca NADH/NAD ciloeólicaa y mitocondrialea 
deAS-SOD 

a) Relación NADH/NAD citoaólica: 

Por tanto 

1-talo+NAD Pinavato + NADH 

N.llDH (laclalo) _ 
NAD = (,PinnGo) ,.,,q' 

donde Jeeq= 1.11 xlO .. M 

b) Relación NADH/NAD mitocondrial: 

P-hidroxibutirato + NAD -----+ Acetoacetato + NADH 

Por tanto. 

NADH _ ( /J - OHbutirato) Ke 
NAD - (Acetoacetato) q 

donde Keq = 0.049 M 
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