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RESUMEN

El cancer es una importante causa de mortalidad a nivel mundial y el
numero de personas que se ven afectadas por esta condicion va en au-
mento. Se sabe que las células cancerigenas tienen una mayor actividad
de la via glicolitica respecto a las células normales, y esto se debe a una
sobre expresion de los genes que codifican las enzimas que intervienen en
esta ruta metabdlica. Se ha visto que este metabolismo aberrante permite
a las células cancerigenas cumplir su objetivo: proliferar velozmente y
a su vez tener una fuente constante de energia. De esta manera se tiene
una ventaja significativa con respecto a las células de los tejidos sanos.
A pesar de que es ampliamente aceptada la importancia funcional de
la glicolisis en el cancer poco se conoce acerca de la influencia de la
expresion genética en las elevadas tasas de esta ruta metabolica. En
esta revision se trata de recopilar los datos que sustenten el hecho de
que existe una sobre expresion de los genes que codifican las enzimas
de la via glicolitica en células cancerigenas, determinar cuales son estas
enzimas y describir algunas de las técnicas empleadas en el estudio de
la sobre expresion génica.
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ABSTRACT

Cancer is an important cause of mortality worldwide and the number
of people who are affected by it is increasing. It is known that cancer
cells have greater glycolytic activity compared to normal cells. This is
due to overexpression of genes which codify enzymes involved in this
metabolic pathway. This aberrant metabolism allows cancer cells to
proliferate quickly while using a constant source of energy. Through
this, cancer cells have a significant advantage over normal tissue cells.
The functional importance of glycolysis in cancer is widely accepted, but
little is known about the influence of gene expression of this metabolic
pathway working at high rates. In this review we compile information
on the overexpression of genes codifying glycolytic pathway enzymes in
cancer cells, determine which are the enzymes involved and describe
some of the techniques applied in the study of gene overexpression.
Key words: glycolysis, cancer, oncogenes, HIF-1, c-MYC

INTRODUCCION

Las células cancerigenas tienen una proliferacion celular
anormal debido a defectos en sus circuitos de regulacion'.
Existen mas de 100 tipos distintos de cancer, y varios
subtipos de tumores que se pueden encontrar dentro de
organos especificos?. Una caracteristica comtin que ha
sido observada en las células cancerigenas malignas y
pobremente diferenciadas es su capacidad de metabolizar
glucosa a grandes velocidades?®, hecho demostrado
desde hace décadas basada en la observacion de que los
tumores presentan altas tasas de captacion de glucosa
y de glicdlisis*. A pesar que estos cambios metabdlicos
no son los defectos fundamentales que causan el cancer,
ellos pueden conferir cierta ventaja en diferentes tipos
de cancer, lo que permite a la célula poder sobrevivir e
invadir. Es asi que los estudios recientes se ha enfocado
en demostrar que varias de las alteraciones genéticas que
causan el desarrollo de tumores afectan directamente a la
glicolisis y a la respuesta celular a hipoxia’®.
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Este metabolismo aberrante que presentan las células
cancerigenas sirve a la célula para poder proliferar
manteniendo un suplemento constante de energia. Son
varios estudios donde se observan que los tumores
malignos tienen la capacidad de metabolizar la glucosa
a lactato en velocidades mucho mayores que las células
normales'>+67,

La glicolisis es generalmente estudiada en un tipo de
céancer, sin embargo ya se han detectado una sobre
expresion génica en 24 tipos distintos de cancer”.

Comprender el mecanismo que desarrollan las células
cancerigenas para obtener energia y asi lograr su veloz
proliferacion; conocer nuevos rasgos celulares que
caractericen a los tejidos cancerigenos y; aplicar los
conceptos adquiridos en la busqueda de nuevos blancos
terapéuticos y asi lograr tratamientos mas efectivos son
algunas de las razones que justifican el desarrollo de la
siguiente revision.

Finalmente, el objetivo que persigue este analisis es la de
recopilar datos que sustenten el hecho de que existe una
sobreexpresion de los genes que codifican las enzimas de
la via glicolitica en las células cancerigenas.

187



Sobre expresion de genes de las enzimas de la via glicolitica en células cancerigenas

A su vez, esperamos poder determinar cuales son estas
enzimas de la via glicolitica; profundizar en el estudio de la
glicdlisis en tejidos normales y cancerigenos y finalmente
describir algunas de las técnicas que se emplean en el
estudio de la sobre expresion genética.

Glicolisis y enzimas involucradas

La obtencion de energia a través de la glicolisis es un
mecanismo usado tanto por células normales como
por células cancerigenas. El aumento de la glicolisis
puede ser considerado como una adaptacion o respuesta
por parte de la célula cuando hay una mayor demanda
de energia®. Dado que la glicolisis genera ATP, se
considera como un mecanismo compensatorio cuando
la fosforilacion oxidativa es ineficiente, como sucede
en el cancer’.

Para entender el motivo y los mecanismos de la elevada tasa
glicolitica en células cancerigenas, explicaremos primero
como se realiza la glicolisis en una célula normal.

Todas las células de los mamiferos metabolizan la
glucosa a piruvato por via de la glicolisis'®. Este es un
sustrato Unico, ya que la glicdlisis se puede dar tanto en
ausencia de oxigeno, donde se produce lactato, como en
presencia de este donde se puede metabolizar el piruvato
a acetil-CoA y pasar a su oxidacion completa a CO, y
agua, produciendo una gran cantidad de energia en la
fosforilacion oxidativa'.

En la glicolisis se degrada una molécula de glucosa
(compuesta por 6 carbonos) hasta dos moléculas de
piruvato (compuesta por 3 carbonos). Este proceso se
da a través de 10 reacciones, catalizadas por 10 enzimas
diferentes'? . Ver Figura 1.

Durante las reacciones, parte de la energia libre cedida por
la glucosa es conservada en forma de ATP y NADH. De
esta forma se producen 4 ATP y se gastan 2 ATP durante la
glucdlisis, lo que da una ganancia neta de 2 ATP'2.

A continuacion se muestra la via completa de la
glicolisis:

Los primeros cinco pasos de la glicdlisis son denominados
fase preparatoria ya que se invierten dos moléculas
de ATP, elevando el contenido de energia libre de los
intermediarios y convirtiendo las hexosas a un producto
comun que es el gliceraldehido-3-fosfato!?>. En esta
fase participan las siguientes enzimas: hexoquinasa,
fosfohexosa isomerasa, fosfofruc-toquinasa-1, aldolasa,
y triosa fosfato isomerasa’.

Losultimos cinco pasos son denominados fase de beneficio
donde la energia es conservada en los enlaces del ATP; el
rendimiento neto es de dos moléculas de ATP. Las moléculas
de ATP también permiten conservar energia'? . En esta fase
participan las siguientes enzimas: gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa, fosfoglicerato quinasa, fosfoglicerato
mutasa, enolasa, piruvato quinasa’.
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Figura 1. Glicolisis: consta de 10 reacciones realizadas
por 10 enzimas distintas

Durante la glicolisis se realizan tres tipos de transformaciones
quimicas: (a) Degradacion del esqueleto carbonado
de la glucosa (con la obtencion final de piruvato), (b)
Fosforilacion del ADP a ATP por compuestos de fosfato
de alta energia, y (¢) Transferencia de atomos de un ion
H+ con sus electrones hacia el NAD+, convirtiéndolo en
NADH",

Luego de que la glucosa es degradada a dos moléculas de
piruvato, este puede seguir dos vias distintas en células
animales’ . En condiciones anaerobicas el piruvato se
convierte a dos moléculas de lactato (fermentacion lactica
que se realiza en el musculo), y en condiciones aerdbicas
el piruvato se convierte a dos moléculas de acetil-CoA
que luego ingresa al ciclo del acido citrico (realizado en
la mitocondria) y se degrada a CO,+H,O. Siguiendo esta
via, donde el aceptor final es el oxigeno, se obtendran
30 6 32 ATP, los cuales seran usados por la célula como
fuente de energia para las funciones normales de la célula,
como la proliferacion, el crecimiento y metabolismo'”
(Figuras 2y 3).
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Figura 2. Rutas del piruvato: en células animales el
piruvato puede pasar a lactato o a acetil CoA

El paso de piruvato a lactato es un punto critico en lo
que se refiere al metabolismo del cancer. La enzima que
cataliza esta reaccion (Piruvato ’! Lactato) es la lactato
deshidrogenasa (LDH). Se ha demostrado cambios en
la expresion de esta enzima en células tumorales. Como
consecuencia se observan cambios en la fisiologia
mitocondrial. Esto fue comprobado por un estudio
experimental' en el que se observd que en células
tumorales deficientes de LDH hubo un aumento de la
respiracion mitocondrial.

Es importante mencionar que también existen otros
mecanismos (aparte de la sobre expresion de enzimas)
para que las células cancerigenas logren una elevada
tasa glicolitica. Se ha demostrado que la expresion del
transportador de glucosa 1 (GLUT-1) varia en células
humanas procedentes de tejidos cancerigenos's. En el
estudio citado se comprobd que aumentaba la expresion
de GLUT-1 en el cancer de mamas y que esta sobre
expresion hacia que aumente la tasa de glicdlisis.

Tomando en cuenta la principal caracteristica de los
tejidos cancerigenos es una elevada proliferacion celular,
podemos inferir que la alta tasa de glic6lisis es uno de los
mecanismos usados para lograrlo.

El cancer y la glicolisis en células cancerigenas

La iniciacion del cancer se da cuando una célula no
puede controlar sus procesos de division y muerte
celular y por lo tanto se produce una proliferacion
descontrolada. Esto lleva a numerosas lesiones genéticas
y epigenéticas'®. Todas las células estan involucradas con
mecanismos de regulacion del potencial de proliferacion
y diferenciacion asi como de la apoptosis'. Las dos
primeras son importantes para la formacion, reparacion y
mantenimiento de una buena funcion de todos los tejidos
y 6rganos del organismo. Cuando se llega a un tamafio
adecuado, las células de los tejido dejan de proliferar y
diferenciarse!” .
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Por lo tanto las células cancerigenas tienen dos
caracteristicas distintivas: (a) Se reproducen a pesar de
los mecanismos de control normales, es decir, presentan
un alto nivel de proliferacion celular. (b) Invaden y
colonizan territorios normalmente reservados para
otras cé¢lulas. De esta forma se dan alteraciones en la
morfologia y fisiologia, lo que produce una serie de
patologias altamente daiiinas para el ser humano.

Hace varias décadas, salio a luz la idea que el cancer
podria deberse a una disminuciéon del metabolismo
energético mitocondrial paralelo con un aumento en el
flujo glicolitico®. Existe evidencia que sugiere que hay
una relacidon cercana entre los cambios metabdlicos
y genéticos observados durante el crecimiento
proliferativo®. Warburg postuldé que la mayoria de
tumores mostraba una alta velocidad glicolitica bajo
condiciones aerobicas? .

Las células normales utilizan el oxigeno para la
produccion de ATP por fosforilacion oxidativa'®.
Cuando son privados de oxigeno, el piruvato no es
metabolizado a través del ciclo de Krebs, sino que es
convertido a lactato para completar los NAD y generar
energia’. Durante el crecimiento tumoral, la produccion
de lactato a partir de glucosa se da atin en presencia de
oxigeno, por lo que fue denominada como glicdlisis
aerobica'l, junto a un aumento de la velocidad de
transporte de glucosa'®.

Los tumores, a diferencia de los tejidos normales, existen
en ambientes acidos que resultan de la produccion
de lactato y otros acidos®. El pH citosolico de células
tumorales, sin embargo, es mantenido como en las células
normales®.
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Figura 3. La energia de la degradacion de glucosa es
guardada en los enlaces fosfato de alta energia del ATP.
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Aunque Warburg sugirié que el aumento de la
glicolisis podria ser la principal causa del crecimiento
tumoral, se ha visto que la eficiencia de la conversion
energética mitocondrial podria ser el factor metabolico
clave’, ya que el cancer resulta de un metabolismo
mitocondrial alterado!'. Una gran variedad de canceres
muestran los siguientes patrones: delecion del ADN
mitocondrial, contenido mitocondrial reducido,
morfologia mitocondrial alterada, capacidad oxidativa
dafiada?®?! y un aumento en la tasa glicolitica y de
produccion de lactato®. Este metabolismo mitocondrial
alterado junto a la disminucion de la actividad del ciclo
de Krebs puede estar favoreciendo el crecimiento de
este tipo de células’. Ademas, se ha observado que la
frecuencia de mutaciones en el ADN mitocondrial es
diez veces mayor que en el ADN nuclear®. En la Figura
4 se observa la utilizacion de la glucosa a través de la via
glicolitica y su produccion hacia lactato en condiciones
aerobicas en células cancerigenas.

GLUCOSA

NAD : ADP
NAD NADH ATP
)y

Lactato <«—————————— Piruvato

Ciclo de Krebs
& Fosforilacion Oxidativa

Figura 4. Utilizacion de glucosa en la via glicolitica y
ciclo de Krebs.

Se ha visto que el potenciamiento de la glicdlisis
es posible mediante diversos mecanismos como
es la amplificacion de genes, el aumento de su
expresion, aumento de la translacion, modificaciones
postranslacionales y regulaciones por interacciones
proteina-proteina en el citoplasma’.

De esta manera, la habilidad de mantener una velocidad
incrementada de utilizacion de glucosa y la capacidad
para sostener grandes velocidades de glicdlisis bajo
condiciones aerdbicas son los fenotipos bioquimicos
mas comunes de rdpido crecimiento de células
cancerigenas®. Esta elevada velocidad de catabolismo
de glucosa es importante para tumores malignos,
que obtienen el 50% de su energia y los precursores
anabdlicos para las vias biosintéticas mediante la
glicolisis®.

La regulacion del metabolismo glicolitico ocurre bajo
una gran cantidad de vias oncogénicas y se ha visto
relacionada con un aumento de agresividad del tumor!.
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Esta observacion sugiere que el fenotipo glicolitico
juega un rol en la progresion del tumor por contribucion
al crecimiento o supervivencia del tumor.

A pesar que el efecto Warburg es una de las caracteristicas
mas universales de tumores, la base molecular de este
fenomeno ha sido recientemente aclarada mediante
estudios®*?® que indican que el incremento de la tasa
glicolitica se deberia al aumento en la expresion de
los genes que codifican las enzimas de la glicdlisis?,
provocado por la activacion de factores de transcripcion
o oncogenes como c-MYC, USF-1, v-SRC, H-RAS o
el factor inductor de hipoxia (HIF-14)'3.

La glucosa es el principal regulador de la transcripcion
de genes que codifican a las enzimas de la via glicolitica,
que se da mediante la estimulacion de su transcripcion
a través del elemento de respuesta a carbohidratos
(ChoRE), cuya secuencia es 5’-CACGTC-3’. ChoRE
sirve para poder integrar sefiales fisiologicas mediante
factores de trascripcion para regular el metabolismo
de glucosa'®.

En la Figura 5 se observa el transporte de glucosa a través
de lamembrana celular por los transportadores de glucosa
(GLUT-1 y GLUT-3) y el catabolismo subsiguiente de
glucosa por la via glicolitica. Se muestran los diversos
puntos de regulacion por el supresor de tumores p53 y
von Hippel-Lindau (pVHL), asi como la oncoproteina
¢c-MYC vy el factor de trascripcion inductor de hipoxia
1 (HIF-1)% Los asteriscos presentes en las diferentes
enzimas indican que estas contienen elementos de
respuesta a carbohidratos (ChoRE).

Las medidas de tension de oxigeno en tumores humanos
revelan una hipoxia significante’. El ambiente hostil
selecciona a las células que estan adaptadas a hipoxia
cronica. En células normales, una respuesta critica a
hipoxia es la induccidn a factor de trascripcion inductor
de hipoxia, HIF-1, que promueve la trascripcion de genes
asociados al metabolismo®. Este se une a la secuencia
de ADN e incrementa la expresion de genes que codifica
a las enzimas glicoliticas y de esta manera promueve
la adaptacion celular para reducir la disponibilidad de
oxigeno mediante el aumento de la ingesta de glucosa y
el aumento de la glicolisis® .

Lo que produce la hipoxia en células cancerigenas es
inducir fisiolégicamente la expresion de genes de la via
glicolitica mediante los sitios de unién a HIF-1'®. De
esta manera, HIF-1 se une a los genes cuyos sitios de
union tengan la secuencia central 5’-RCGTG-3’% para
de esta manera poder promover la adaptacion celular
necesaria para poder disminuir la disponibilidad de
oxigeno mediante un aumento de la glucosa y glicolisis®.
Esto se va a lograr mediante un aumento de la expresion
de genes que codifican las enzimas glicoliticas como la
aldolasa A, la enolasa 1, la lactato deshidrogenada A, la
fosfofructoquinasa L, fosfoglicerato quinasa 1, y piruvato
quinasa M, asi como el gen del factor de crecimiento
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vascular endotelial (VEGF)? y el transportador de
glucosa, GLUT-1%', Sin embargo, no solo es necesario
del sitio de unioén sino que también se necesita que HIF-
1 interactie con otros factores de trascripcion unidos a
sitios adyacentes®>2%. Como resultado de las alteraciones
genéticas y la hipoxia intratumoral, el HIF-1 es sobre-
expresado en la mayoria de los canceres humanos
comunes*>2,

Las células proliferativas expresan al VEGF que va a
estimular la angiogénesis para dar una mayor perfusion
y mantener de esa manera la oxigenacion®®, la cual es
regulada negativamente por c-MYC!8,

Ademas de las alteraciones en la tension de oxigeno,
los cambios en las concentraciones de glucosa también
activan varios genes de las enzimas glicoliticas a través
del elemento de respuesta a carbohidratos, el cual encaja
alos sitios de union en la secuencia para MYC y HIF-1%,
5’-RCGTG-3’, que sirven para activar la trascripcion'®,
La activacion de las vias de HIF-1 pueden mediar las
respuestas adaptativas a hipoxia ¢ hipoglicemia en
células cancerigenas. Alternativamente, la activacion
de oncogenes o la pérdida de los supresores de tumores
por mutaciones somaticas, pueden llevar directamente
a alteraciones no fisiologicas del metabolismo celular y
proveer una ventaja selectiva en ambientes metabolicos
hostiles?.
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El oncogene ¢c-MYC se encuentra activado en una
variedad de vias importantes para el control del
crecimiento celular y tumorigénesis'® y codifica a
un factor de trascripciéon que lo que hace es hetero-
dimerizar a otro oncogene (MAX) para que se pueda
unir a la secuencia 5’-CACGTG-32. De esta manera
c-MYC estimula la captura de glucosa y también al
metabolismo asi como va a activar la maquinaria del
ciclo celular necesaria para la proliferacion celular'®.
La expresion de c-MYC deja a las células susceptibles
a la muerte por varios estimulos®® y es un blanco
directo para mutaciones oncogénicas, mientras que la
expresion del factor inductor de hipoxia 1 (HIF-1) es
regulada indirectamente via la ganancia de funciones de
mutaciones en oncogenes y la pérdida de funciones de
mutaciones en genes supresores de tumores®®?’.

En la Figura 6 se puede observar los sitios de unién
del factor de trascripcion dentro del promotor proximal
del gen que codifica la enzima lactato deshidrogenasa
A (LDH-A). La caja E (5’-CACGTG-3’) es el centro
de consenso del elemento de respuesta a carbohidratos
(ChoRE) y se une con los sitios de unién para la
trascripcion del HIF-1, MYC-MAX y USF. MYC y
HIF-1 pueden unirse a los elementos cis directamente,
mientras que v-SRC y H-RAS activado potencian la
actividad de HIF-1 y otros factores que se unen a estos
elementos y activan la glicolisis.

v-SRC MYC
\ / RAS
HIF-1
MYC-MAX
USF
f
ACACGTGGGTTCCCGCACGTCCGC [ 1| pp.a
ChoRE -—

Figura 6. Sitios de union del factor de transcripcion
dentro del promotor proximal del gen que codifica a la
enzima lactato deshidrogenasa A (LDH-A).

Para el crecimiento de tumores en condiciones
hipoxicas, se necesita de un alto flujo glucolitico, y
segun lo observado, muchas de las células transformadas
muestran esta alta tasa de glicolisis®. Este flujo es
controlado principalmente por la 6-fosfofructo-2-
quinasa, siendo la fructosa-2,6-bifosfato (Fru-2,6-
P2) el activador alostérico mas poderoso®, y de esta
manera se obtiene un control de la via glicolitica. La
6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa es una
enzima bifuncional cuya funcion es catalizar la sintesis
y degradacion de Fru-2,6-P2 y de esa manera regular el
metabolismo de carbohidratos®.
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Se han visto cuatro genes implicados en la codificacion
de las diferentes isoformas de la familia de la 6-
fosfofructo-2-quinasa, la PKFB 1-4%. Estas isoformas
muestran diferencias en la distribucion de sus tejidos y
ademas tienen propiedades cinéticas en respuesta a las
sefales efectores alostéricas, hormonales y de factor
de crecimiento*®. El gen PKFB 3 se encuentra ubicado
en diversos lugares y es expresada continuamente
en tejidos proliferativos®’38, en lineas celulares
transformadas®, y en varios tumores*’. El producto
de este gen tiene el cociente de la actividad quinasa/
fosfatasa bien alta*' con lo que indica que en los tejidos
donde va a ser expresada, se mantendran los niveles
de fructosa-2,6-bifosfato y las altas tasas de glicolisis
seran sostenidas®.

La principal consecuencia de una elevada tasa de
glicolisis en células tumorales es que los carbonos de
glucosa son convertidos principalmente a lactato® a
altas velocidades mayores que en células normales?,
por lo tanto dejan de ser la principal fuente de carbonos
para la respiracion aerdbica. En las células tumorales
que son capaces de consumir cantidades limitadas de
oxigeno, la glutamina es el principal sustrato oxidable
que entra a un ciclo de Krebs truncado®. El aumento en
esta velocidad en el transporte de glucosa, depende de
los niveles elevados de la enzima hexoquinasa*’. Esta
enzima participa en el primer paso de la via glicolitica
donde convierte la glucosa a glucosa 6-fosfato, el
cual es el intermediario fosforilado inicial de la via
glicoliticaZ.

La glucdlisis en algunos tipos de células de mamiferos
se ha reportado que lo controlan la hexokinasa (HK) y
la fosfofructokinasa-I (PFK-I) entre un 70 % y un 30%,
respectivamente®. La enzima hexokinasa ha atraido la
atencion debido a que esta involucrada en la iniciacion y
mantenimiento de altas tasas de catabolismo de glucosa
en tumores con rapido crecimiento*, y porque se ha
visto que el gen que codifica esta enzima (del tipo II), se
encuentra amplificada en lineas celulares de hepatomay
como consecuencia se encuentra marcadamente elevada
en los tumores®. El rol de la hexokinasa ha sido tema
de gran investigacion para poder entender la base
molecular de su fenotipo glicolitico aberrante, y ha sido
considerado como un blanco potencial para el arresto
del crecimiento celular de tumores. Se ha logrado
observar que en comparacion con células normales, la
actividad de la hexokinasa es marcadamente eclevada
en la glicdlisis en tumores en avanzado crecimiento®,
y que en células deficientes del HIF-1 4, la expresion
de la hexoquinasa II se encuentra marcadamente
disminuida*.

En las células tumorales AS-30D (de rata) se determina
que este porcentaje cambia, de tal forma que la HK
junto con el transportador de glucosa controlan 71%,
4 % la PFK-1y 25% el bloque de enzimas conformado
por la aldolasa, TIM, GAPDH, PGK, PGM, ENO,
PYK, LDH y la demanda de ATP*. La redistribucion
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del control en las células tumorales AS-30D se origina
aparentemente debido al aumento en la actividad de
todas las enzimas de la glucdlisis (con respecto a
hepatocito), pero especificamente de la hexokinasa
y la fosfofructokinasa-1*3, que son las enzimas que
incrementan en mayor proporcidon su actividad (124
y 22 veces respectivamente), lo que ocasiona un
aumento en las concentraciones de sus productos, la
glucosa 6-fosfato y la fructosa 1,6-bifosfato en 5y 250
veces respectivamente, trayendo como consecuencia
un incremento en la velocidad de glicolisis de 20
veces®.

Los altos niveles de glicolisis no solo proveen de ATP
para la gran demanda bioenergética de las células
tumorales, sino que también provee de precursores
y reduce a los equivalentes para la sintesis de
macromoléculas’®. En varios tejidos, la sintesis de
acidos grasos ocurre a bajas velocidades, ya que los
lipidos son adquiridos via la circulacidn para proveer las
necesidades de las células vegetativas no proliferativas.
En contraste, la nueva sintesis de acidos grasos ocurre
a grandes velocidades en tejidos tumorales*’. En
la mayoria de las células tumorales, casi todos los
acidos grasos son derivados de la sintesis de novo a
pesar de tener un suplemento abundante de lipidos
extracelulares. La gran tasa de sintesis de 4cidos grasos
en células altamente proliferativas, provee de energia
a la biogénesis de la membrana. Es posible que el
incremento del metabolismo de la glucosa contribuya
a la proliferacion de células tumorales por promover a
la sintesis de acidos grasos®.

En células que han pasado a una conversion glicolitica
(han pasado de un modo de metabolismo oxidativo a uno
glicolitico), gran cantidad de la demanda bioenergética
es suministrada a través de la produccion glicolitica de
ATP, y el piruvato entra a un ciclo truncado donde el
citrato es exportado preferentemente al citosol via el
transportador tricarboxilato*. Una vez en el citosol, el
citrato es cortado por la ATP citrato liasa para producir
acetil Co-A citosolico y regenerar el oxalacetato. El
acetil-CoA es el requisito para la sintesis endogena
de acidos grasos, colesterol e isoprenoides, asi como
las reacciones de acetilacion que modifica a las
proteinas'’.

Para completar este ciclo, el oxalacetato es reducido
a malato, el que puede regresar a la mitocondria,
reciclando carbono y reduciendo equivalentes en la
mitocondria. La conversion de oxalacetato a malato
citosolico es dirigido por el alto radio de NADH/NAD+
citosblico presente en las células glicoliticas®. El
malato puede entrar en la matriz mitocondrial y ahi ser
convertido a oxalacetato para completar el ciclo. La
conversion de NAD+ a NADH provee un mecanismo
continuo para preservar el potencial de la membrana
mitocondrial y sostener un gran radio NADH/NAD+
mitocondrial que mantenga el ciclo truncado en estado
reprimido. Ademas, la actividad enzimatica del ATP-
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citrato liasa esta equilibrada para afectar tanto a la
lipogénesis dependiente de glucosa y a la bioenergética
celular®.

La ATP-citratoliasa (ACL) es una enzima homotetramérica
con una expresion en gran cantidad de tejidos, lo que
exhibe una regulacién transcripcional coordinada con
otras enzimas en la via lipogénica*. Los niveles de ACL
aumentan en respuesta a sefiales que comunican un estado
nutricional, activa la liberacién y metabolismo de glucosa
celular, y estimula un crecimiento anabdlico®.

Las vias de sefializacion que contribuyen al fenotipo
glicolitico y juegan un papel importante en la tumorigénesis,
pueden también llevar a incrementar los niveles y/o
actividad de la ACL*. Estas vias pueden explicar en
parte el hecho que la actividad de la ACL se ha visto
significantemente elevada en carcinomas de mamas y
vejiga versus tejidos normales de mamas y vejiga®'.

La conversion de glicolisis aerdbica parece ser capaz de
promover el crecimiento tumoral mediante la estimulacion
de sintesis de lipidos y mediante la supresion de la
diferenciacion de la célula tumoral. Estas propiedades
pueden contribuir a la seleccion de una conversion a
glicolisis anaerdbica durante la progresion de tumores
in vivo (el efecto Warburg) y al parecer los inhibidores
de ACL pueden tener un rol potencial en suprimir el
crecimiento de tumores malignos'®.

En los ultimos afios se ha visto que solo se ha estudiado
la glicolisis en unos cuantos canceres®?, y por lo
general se ha visto el estudio de la induccion de la
6-fosfofructo-2-quinasa en lineas celulares de varios
canceres humanos®®. En la Tabla 1 se puede observar
los diversos genes y su expresion en 24 tipos de cancer.
Se ha observado que en canceres de cerebro, ndédulo
linfatico y prostata existe una sobre expresion de genes
de las enzimas de la via glicolitica. Sin embargo, los
canceres de colon y glandula mamaria parecen tener
otro tipo de mecanismos ya que no aparentan tener una
maxima sobre expresion®. Aun asi, la glicolisis se sigue
manteniendo afectada.

Todas las sobre expresiones de genes se observan que
ocurren en la glicolisis. No se ha encontrado enninguna
otra via bioquimica un patrén consistente de la sobre
expresion génica, ni siquiera en el ciclo del acido
citrico la cual también provee de energia a los tejidos
cancerigenos’.

Técnicas para evaluar sobre expresion de genes
a. Analisis de Northern Blot.

El método de Northern Blot continta siendo, a pesar del
enorme desarrollo de nuevas tecnologias como el PCR
en Tiempo Real, la herramienta estandar para el analisis
cualitativo y cuantitativo de niveles de ARN mensajero
(ARNm) en una determinada célula o tejido de interés.

Tabla 1. Lista de genes y su expresion en diversas enzimas de la via glicolitica comparada
a la del ciclo de Krebs.

Via de glicolisis Nombre del gen Descripcion Cancer
Paso 1 ATP — ADP HKI Hexoquinasa [ 3
Paso 2 GPI Glucosa Fosfato Isomerasa 14
Paso 3 ATP — ADP PFKL Fosfofructoquinasa Higado 9
Paso 4 ALDOA Aldolasa A 18
Paso 5 TPI Triosafosfato Isomerasal 15
Paso 6 2NAD — 2NADH GAPD Gliceraldehido 3-fosfato 21
Paso 7 ADP — ATP PGK1 Fosfoglicerato quinasa 1 15
Paso 8 PGAMI1 Fosfoglicerato mutasa 1 13
Paso 9 ADP — ATP ENO Enolasa 1 20
Paso 10 PKM Piruvato quinasa 21
149
Glicolisis anaerdbica y transportador de enzimas
Lactato LDHA Lactato deshidrogenasa A 13
Lactato LDHB Lactato deshidrogenasa B 17
Transporte GLUTI Transportador de glucosa 1 6
36
Ciclo de acido citrico
Paso 1 H20 <> CoA-SH CS Citrato sintasa 10
Paso 2 <= H20 Paso 3 — H20 ACO2 Aconitasa 2 6
Paso 4 CO2 IDH2 Isocitrato deshidrogenasa 2 5
Paso 5 CoA-SH — CO2 OGDH Oxoglutarato deshidrogenasa 3
Paso 6 GDP(ADP) — GTP(ATP) SUCLA2 Succinato-CoA ligasa 0
Paso 7 SDHA Succinato deshidrogenasa 7
Paso 8 FH Fumarato hidratasa 4
Paso 9 MDHI1 Malato deshidrogenasa 1 6
45
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Esta técnica consiste basicamente en la extraccion de
ARN total (ARN del tipo mensajero, ribosomal y de
transferencia). Posteriormente se separa por tamafio en
un gel de agarosa el tipo de ARN que se desee estudiar
y se transfiere por adhesion a una membrana de nylon.
Finalmente se procede a hibridizar este ARN con una
determinada sonda o secuencia de ADN o ARN que
contenga a su vez un reportero (un marcador radioactivo
por ejemplo) que permita identificar, visualizar e identificar
la hibridizacion de ambos fragmentos de acidos nucleicos
y asi determinar la posicion y la cantidad de la region de
interés™.

Las principales desventajas que tiene esta metodologia
implican:

- Fragilidad del ARN, dado que es muy susceptible a
degradarse si no se toman las debidas precauciones
tales como el uso de material libre de ARNasas y el
almacenamiento a temperaturas adecuadas (-70°C).

- No tiene la sensibilidad con la que cuentan otras
técnicas mas recientes.

- El desarrollo de sondas de hibridizacion para mas de
una region es un proceso complicado.

Para el analisis especifico de tejidos cancerigenos la
metodologia implica la separaciéon del tejido sano, la
posterior extraccion de ARN total y su posterior analisis
como se ha descrito anteriormente. El objetivo central
en este caso es detectar y cuantificar la cantidad de ARN
mensajero de interés, es decir, aquel que contenga la
secuencia especifica que codifique la enzima que se desea
estudiar. Por ultimo se procede a comparar el patréon
obtenido con el tejido sano*.

b. Transcripcion reversa y PCR (RT-PCR).

Este método combina la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con el proceso de transcripcion reversa,
es decir, la conversion del ARN a ADN. El PCR es una
técnica desarrollada durante los afios ochenta por Kary
Mullis y se basa en el descubrimiento de la actividad
bioldgica a altas T° de las ADN polimerasas encontradas
en bacterias termofilas®.

Tiene como propdsito generar un gran niimero de copias de
un fragmento de ADN de interés in vitro. La concentracion
de copias del gen aumenta exponencialmente, ya que en
cada ciclo se copian las dos cadenas del ADN. Si se inicia
la reaccion con una copia del gen y éste es copiado en
el primer ciclo, se ha de tener dos copias. En el segundo
ciclo se a de concluir con la formacién de cuatro copias,
etc.

La transcripcion reversa, tanto utilizando ARN total
como ARNm, es la etapa clave en el proceso de RT-
PCRS57. Existen varios factores que influencian la
eficiencia del proceso, tales como la accion de la enzima
que va a llevar a cabo esta reaccion y la presencia de
estructuras secundarias en el ARNS.
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Figura 8. Analisis de Northern Blot. Se dan diferencias
en las cantidades de ARNm entre tejidos normales (N) y
tumorales (T). (Tomado de Coutinho y col, 1999)%

Las reverso transcriptasas virales, tales como M-MLV y
AMY, han sido las enzimas de eleccion durante muchos
afios®. Estas enzimas, sin embargo, son termolabiles, y
no pueden llevar a cabo la transcripcion reversa cuando
existen estructuras secundarias en el ARN. En este caso,
se suelen utilizar transcriptasas reversas termoestables,
que pueden llevar a cabo la reaccion a 55-70 °C,
permitiendo la desnaturalizacidon de las estructuras
secundarias, y aumentando la eficiencia global de la
reaccion®.

El método de RT-PCR permite medir la expresion génica
mediante una técnica alternativa al Northern Blot. Es
mas sensible y requiere menos ARN. Sin embargo, la
presencia de ARN o ADN contaminante, tanto en las
muestras, como en el laboratorio y reactivos, debe ser
evitada con el fin de impedir la aparicion de productos
inespecificos®'.

En el caso del estudio de tejidos cancerigenos se procede
realizando la extraccion de ARN del tejido, se efectua
la transcripcion reversa y finalmente se lleva a cabo el
PCR. Los resultados son finalmente comparados con
los tejidos sanos®.

¢. PCR en Tiempo Real.

Esta técnica se basa en la deteccion de un reportero
fluorescente en cada ciclo de la reaccion, por lo que el
monitoreo es en tiempo real.

La sefial de fluorescencia se incrementa de una forma
directamente proporcional a la cantidad de producto
de amplificacién. Esto nos permite realizar analisis
basandonos en la amplificacion durante los primeros ciclos
de la reaccion y no al final de la misma, como con el PCR
convencional.

Los métodos de deteccion utilizando la técnica de PCR
convencional presentan varios inconvenientes, siendo
el mas serio el riesgo de resultados falsos positivos por
contaminacion con amplicones®. Como alternativa, se
desarrollo la técnica del PCR en Tiempo Real, la cual es
mas rapida, sensible, precisa, practicay, en principio, libre
de problemas de contaminacion®.
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A grandes rasgos el procedimiento para el analisis de
tejidos cancerigenos consiste en comparar los niveles de
expresion de la secuencia de interés, expresados en niimero
de copias, entre el tejido cancerigeno y el sano®.

d. Secuenciamiento.

El secuenciamiento es un procedimiento que requiere
de la accion de la ADN polimerasa que sintetiza la
cadena de ADN en presencia de nucleétidos trifosfato
(dNTPs) y de analogos de los nucleoétidos trifosfato
(ddNTPs) acoplados a un compuesto radioactivo o
cromogénico. Los ddNTPs interrumpen el proceso de
sintesis del ADN ya que no permiten la elongacion de
la cadena sintetizada. La reaccion de polimerizacion en
estas condiciones genera fragmentos de ADN de tamafio
variable, los cuales son separados por electroforesis y
visualizados .

Tiene como principal ventaja ser la herramienta por
excelencia de analisis molecular ya que permite
determinar con exactitud la secuencia de nucleodtidos
en una region especifica o de interés y asi detectar la
presencia de mutaciones, re-arreglos genéticos y zonas
polimoérficas. Por otro lado, la gran desventaja que tiene
esta técnica es el elevado costo de los equipos necesarios
para llevarla a cabo®.

Para el estudio de tejidos cancerigenos el secuenciamiento
ha sido una herramienta muy util dado que ha permitido,
por ejemplo, detectar un patrén de metilacion del ADN
caracteristico de las células cancerigenas hepaticas con
respecto a las células sanas del mismo 6rgano®.

CONCLUSIONES

Se ha observado que en las células cancerigenas existe
un cambio del metabolismo aerdbico®. A pesar de la
aceptacion de la importancia de la glicdlisis en el cancer
se conoce poco acerca de como esta influencia en la
expresion de genes de las enzimas sobre expresadas
en este metabolismo’. La actividad incrementada y la
expresion de estas enzimas son identificadas en tumores
ya que mas del 50% de su energia y sus precursores
anabodlicos derivan de la via glicolitica®’.

Se ha considerado como blanco para tratamiento
al HIF-12%?7) a la HK-11*, y a la ATP citrato liasa'.
Aun asi, todos estos actiian conjuntamente con otras
proteinas y no son las Unicas maneras de crear una
sobre-expresion de genes. Es por eso que se dificulta
en la manera de encontrar un tratamiento eficaz para
detener el crecimiento proliferativo y el desarrollo de
las células cancerigenas.

Las técnicas para la sobre expresion de genes son
diversas. Cada una de las presentadas en esta revision
cuenta con una serie de ventajas y desventajas lo cual
le delega la responsabilidad al investigador de elegir
la que mas se adecue a sus objetivos experimentales y
posibilidades econdmicas.
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