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EL FAcTOR INDUCIDO POR LA HIPOXIA-1 (HIF-1)
Y LA GLUCOLISIS EN LAS CELULAS TUMORALES*

RESUMEN

El factor inducido por lahipoxia 1l (HIF-1) tiene un papel
fundamental en larespuestaalabajatension del oxigeno,
yaqueregulalaexpresion de unagran variedad de genes,
cuyos productos participan en procesos como la
angiogeénesis, el metabolismo energético, laeritropoyesis
y laproliferacion celular. Diversos estudios indican que
existe una relacion estrecha entre el cancer y e HIF-1,
debido aquelos mecani smos que regulan su expresion se
encuentran alterados en las células tumorales. El HIF-1
es uno de los factores involucrados en el incremento de
laglucdlisis en las células tumorales, ya que aumenta la
actividad de ciertasisof ormas delas enzimas glucoliticas
(GLUTZ1, GLUT3, HKI, HKII, PFK-L, ALD-A, ALD-C,
PGK1, ENO-a, PYK-M2, LDH-A, PFKFB-3),
promoviendo un aumento del flujo glucolitico (produccion
delactato, H*, ATPeintermediariosdelaglucdlisis). Por
otra parte, algunas de estas isoformas participan
activamente en otros procesos como son lainhibicién de
la apoptosis (HKI y HKII), la transcripcion de histonas
(LDH-A) y la migracién celular (ENO-a), las cuales
favorecen el desarrollo tumoral.

PALABRAS CLAVE: Hipoxia, glucdlisis, HIF-1,
isoenzimas glucoliticas, célulastumorales.
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ABSTRACT

The hypoxia-induciblefactor 1 (HIF-1) isanimportant
key mediator during low-oxygen cellular adaptation.
Several genes involved in angiogenesis,
erythropoiesis, energy metabolism and cell survival
are up-regulated by HIF-1. In tumour cells, HIF-1
overexpression and activation is associated with
malignancy, development and angiogenesis; whereas
HIF-1 low expression has been determined in normal
tissues and benign tumors. At metabolic level, HIF-
1-activation stimulatestransporters (GLUT1, GLUT3)
and glycolytic enzymes (HKI, HKII, PFK-L, ALD-A,
ALD-C, PGK1, ENO-a, PYK-M2, LDH-A, PFKFB-
3) transcription. In consequence, a significant
increment inthe glycolytic flux (lactate ,ATP, and H+)
and glycolytic intermediates levels are attained. An
additional role of some of these HIF-induced isoforms
as activators of survival, histones transcriptional
activation (LDH-A), apoptotic inhibition (HKI y
HKII) and cellular migration (ENO-a) pathways is
discussed.

KEY WORDS: Hypoxia, glycolysis, HIF-1, glycolytic
enzymes, tumour cells.

INTRODUCCION

La baja tension de oxigeno altera la
homeostasis de la célula, o que con-
ducealaactivacion del factor induci-
do por lahipoxial (HIF-1). El HIF-1
tiene como funcion incrementar la
transcripcion de genes cuyos produc-
tos son proteinas que participan en la
angiogénesis, laeritropoyesis, lapro-
liferacion celular, la remodelacion
vascular y el metabolismo energético;

permitiendo a la célula adaptarse a
estas condiciones tan adversas (1).
En la mayoria de los tumores pri-
marios de cerebro, pancreas, mama,
colon, ovario, pulmény prostata, y sus
metéstasis, se detectan altos niveles
del HIF-1 comparados con lostejidos
normales de los cuales provienen o
tumores benignos (2). Las causas que
promueven lasobreexpresion del HIF-
1 enlascélulastumorales son labaja
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tension de oxigeno presente en lostu-
moresy las alteraciones en los meca
nismos que regulan su expresion. Por
lo anterior, € HIF-1 puede conside-
rarse como un marcador tumoral y un
blanco terapéutico.

En estarevision se anadliza el pa-
pel que juega el HIF-1 en laregula-
cion de la glucdlisis, asi como las
ventajas que ofrece a las células
tumoral eslaexpresion delasenzimas
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glucoliticas inducida por este factor
transcripcional .

Mecanismosderegulacion del HIF-1
El HIF-1 es un heterodimero que
incrementa la transcripcion de varios
genes a unirse al ADN en regiones
consenso 5°-RCGTG-3 (R=A 0 G).
Este factor transcripcional esta cons-
tituido por dos proteinas llamadas
HIF-1a y HIF-1B también conocido
como ARNT (Aryl hydrocarbon Re-
ceptor Nuclear Translocator), las cua-
les tienen en su extremo amino termi-
nal, un dominio bHLH (basic-Helix-
Loop-Helix) y dos dominios PAS
(Period clock-Aryl hydrocarbon re-
ceptor nuclear translocator-Single
minded) (Fig. 1). El dominio bHLH
regula la dimerizacion del HIF-1 lo
cual controla su unién a ADN. El
dominio PAS, al parecer, participaen
laseleccion del gen blanco (1, 3, 4).

Debido aquelaexpresién del HIF-
1B es constitutiva, la actividad del
HIF-1 puede ser regulada exclusiva-
mente por laexpresion del HIF-1a.. En
normoxia (concentracion normal de
oxigeno ~ 20-50 uM), €l HIF-1a ho
se detecta y su tiempo de vida media
(t¥2) esde 5 minutos, pero en hipoxia
(concentracion de O, del 1% o 12.5
uM), sut %2 aumenta considerable-
mente hasta 30 minutos (3).

El HIF-10 tieneun dominio dede-
gradacion atamente sensible al oxi-
geno (ODDD: Oxygen -dependent
degradation domain) gue regula su
estabilidad. Bajo normoxia, este do-
minio es hidroxilado en las prolinas
402 y 564 por las HIF-1a prolil-4-
hidroxilasas, esto permite su
interaccion con |os aminoéaci dos 549-
572 del dominio 3 de laproteinavon
Hippel-Lindau (pVHL) (Fig. 1). El
pVHL esun componente del comple-
jo E3 ubiquitin ligasaque es el encar-
gado de ubiquitinar a HIF-1a, con-
duciéndolo a ser degradado por el
proteosoma (Fig 1). Por otra parte, si
el HIF-1a no es degradado, su activi-
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Figura 1. Mecanismosderegulacion del HIF-1a. Para que VHL seasociecon € HIF-1¢a, éste
deber& ser hidroxilado en las prolinas (Pro) 402 y 564 en las regiones ODDD por las HIF-1«a
prolil-4-hidroxilasas, el HIF-1a es degradado por el proteosoma. Cuando & HIF 1a no es
degradado, su actividad transcripcional puede ser inhibida al ser hidroxilada la asparagina
(Asn) 803 del dominio de transactivacién (CAD) por las asparaginil-aspartil hidroxilasas, 1o
cual inhibe el reclutamiento de | os co-activadores (p300) que se unen a HIF-1a para formar €
complexo transcripcional. Esta esuna figura modificada a partir de la referencia 4.

dad transcripcional es blogueadacuan-
do lasasparaginil-aspartil hidroxilasas
hidroxilan la asparagina 803, que se
encuentra en el dominio de
transactivacion (CAD) (Fig. 1) (3, 4).

Las hidroxilasas juegan un papel
importante en laregulacion delaacti-
vidad del HIF-1a, sin embargo, bajo
hipoxiano es claro cdmo su actividad
disminuye. Ambas enzimas necesitan
de varios sustratos para catalizar la
hidroxilacion del HIF-1a.: Fe*, a-
cetoglutarato, ascorbato y oxigeno. Lo
gue se propone esque bajo hipoxia, la
reduccion en la concentracion de O,
es la que limita la actividad de las
hidroxilasas (3, 4). Sin embargo, con
respecto alaconcentracion de O, que
se puede encontrar en el citosol, enlos
capilaresy enlasarteriolas (~12.5- 50
HM) (5), las afinidades (Km) de las
hidroxilasas por &l O, son demasiado
atas (90y 230 uM); esto supondria
gue las dos enzimas se mantendrian

inactivas alin en normoxiadejando a
HIF-1o estable, 1o cual no ocurre
fisiol6gicamente. Otra propuesta al-
ternativa es que la disminucion en la
concentracion de O, promueve un au-
mento en lageneracion delosradica-
les libres en la mitocondria, a pare-
cer producidos por el complejo 111 de
la cadena respiratoria (6), aunque no
es claro como se generan los radica
les libres (7). Estos radicales oxidan
el Fe* aFe* o que limitalaactivi-
dad delashidroxilasas. Estapropues-
ta se ha comprobado experimental-
mente en diversos tipos de células
(células de hepatoma, células
vasculares de musculo liso, células
cardiacas, células de epitelio géstri-
co, células epiteliales de tabulo re-
nal y macroéfagos), al no encontrarse
HIF-10 estable y activo cuando las
célulasson sometidasahipoxiay tra-
tadas al mismo tiempo con anti-
oxidantes (8, 9).
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¢Comoesqued HIF-1a semantie-
neestableen lascéulastumorales?
Laestabilizacion del HIF-1o sedebea
lahipoxiaalague seven sometidaslas
céulas tumorales desde que € tumor
tiene un tamafio de 2-3 mm de didme-
tro, y aunque los tumores puedan ge-
nerar NUevVoSs vVasos sanguineos (proce-
S0 conocido como angiogenesis) estos
estan desorganizados, son fragiles y
angostos por loquetienenunflujoirre-
gulary dejan, bajo hipoxia, zonasgran-
desdd tumor (1,3).

Bajo normoxia, la estabilizacion
del HIF-1a se promueve por diversos
mecanismos en las célulastumorales:

a) La activacién de algunos
oncogenes como v-src, HER2™' y H-
RAS o con la pérdida de supresores
de tumores como p53 y PTEN. Aln
no es muy claro el mecanismo por €l
cual ocurre esto (1, 3).

b) Mutaciones en el factor pVHL
gue modifican o eliminan el dominio
B (el cua interacciona con el domi-
nio ODDD del HIF-1a ) lo que impi-
de ladegradacién del HIF-1a (1,3).

¢) Laacumulaciéndel lactato y del

piruvato generados por la glucdlisis
(incrementada en células tumorales),
pueden estabilizar al HIF-1a y evitar
gue sea degradado. Se sospecha que
ambos monocarboxilatos inhiben la
actividad de las hidroxilasas porque
compiten por €l sitio de union del a-
cetoglutarato (9).

d) Mutaciones en los genes de la
succinato deshidrogenasa (SDH) y de
lafumarato hidratasa (FH) que propi-
cian unarespuesta de pseudo-hipoxia
gue mantienea HIF-1a estable. Esto
ocurre porgque al incrementarse el
succinato, producto de lareaccion de
lashidroxilasas, induce unainhibicion
por producto, entanto que el fumarato
compite por € sitio de unién del a-
cetoglutarato de estas enzimas (8, 9).

Glucdlisis

Enlascélulastumorales se observaen
general un aumento enlavelocidad de
glucdlisiscon respecto alostejidosde
origen, inducido por varios mecanis-
mos, entre |os que destaca la activa
cion del HIF-1, que induce € incre-
mento en latranscripcion delosgenes

TABLA 1

Marin-Hernandez A

de lamayor parte de las enzimas que
forman laglucdlisis(Fig. 2) (Tablal)
(1). Sinembargo, apesar deque algu-
nasdelasenzimasdelaglucdlisistie-
nenvariasisoformas(Tablal), & HIF-
1 solo induce € incremento de algu-
nas de elas (Fig. 2). En esta seccion
se analizan | as caracteristicas que po-
see cada una de las enzimas induci-
das por e HIF-1, asi como las venta-
jasquebrindan alascélulastumorales.

Transportador deglucosa (GLUT)
La familia de transportadores de glu-
cosasedivideentresclases. Enlacla
se 1 seagrupaacuatro transportadores
(GLUT1-GLUT4) (Tablal) quetienen
como sustrato alaglucosa, delos cua
lesel GLUT1y el GLUT3 son blanco
del HIF-1a (Fig.2). El GLUT1 se ex-
presanorma menteen todoslostejidos,
en tanto que e GLUT3 se encuentra
preferentemente en €l cerebro. El por
gué estos transportadores son sobre-
expresados especificamente por € HIF-
1 tiene que ver probablemente con sus
afinidades por la glucosa (o que pue-
de favorecer una mayor entrada de

Isoformas de | os transportadores y enzimas que forman parte de laglucdlisis

Enzimas Genes |soformas Oligomerizacion
Transportador de glucosa (GLUT) 4 GLUTY, GLUT2, GLUT3y GLUTA4 M
Hexocinasa (HK) 4 HKI, HKII, HKI1IT'y HKIV M
Hexosafosfato isomerasa (HPI) 1 No se conocen isoformas D
Fosfofructocinasa (PFK-1) 3 PFK-L, PFK-M, PFK-P T
Aldolasa(ALD) 3 ALD-A, ALD-B, ALD-C T
Triosa fosfato isomerasa (TH) 1 No se conocen isoformas D
Glicerd dehido 3-P deshidrogenasa (GAPDH) 1 No se conocen isoformas T
Fosfoglicerato cinasa (PGK) 2 PGK1y PGK2 M
Fosfoglicerato mutasa (PGAM) 2 PGAM-A y PGAM-B D
Enolasa (ENO) 3 ENO-a, ENO-B, ENOy D
Piruvato cinasa (PK) 2 PK-R, PK-L, PK-M1, PK-M2 T
L actato deshidrogenasa (LDH) 3 LDH-A y LDHB T
Fosfofructocinasatipo 2 (PFK-I1) 4 PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3y PFKFB4 D
Trangportador de monocarboxilatos (MCT) 4 MCT1, MCT2, MCT3, MCT4 M

M, monémero; D, dimero; T, Tetrdmero.
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Figura 2. Enzimas de la glucdlisis cuyos genes son blancos de HIF-1. HIF-1, factor inducible por la hipoxia-1; GLUT, transportador de
glucosa; HK, hexocinasa; HPI, hexosa fosfato isomerasa; PFK, fosfofructocinasa tipo 1; ALD, aldolasa; PFKFB, fosfofructocinasa tipo I1;
TPI, triosa fosfato isomerasa; GAPDH, gliceraldehido 3-P deshidrogenasa; PGK, fosfoglicerato cinasa; PGAM, fosfoglicerato mutasa; ENO,
enolasa; PK, piruvato cinasa; LDH, lactato deshidrogenasa; MCT, transportador de monocarboxilatos; Glu, glucosa; ext, externa; int, inter-
na; G6P, glucosa 6-fosfato, F6P, fructosa 6-fosfato; F2-6BP, fructosa 2, 6 bifosfato; F1-6BP, fructosa 1,6 bifosfato; DHAP, dihidroxi acetona
fosfato; G3P, gliceraldehido 3-fosfato; 1,3BPG, 1,3 bifosfo-glicerato; 3PG 3-fosfoglicerato; 2PG, 2-fosfoglicerato; PEP, fosfoenolpiruvato;

PIR, piruvato; LAC, lactato.

glucosaalacéula, paraincrementar la
glucdlisis), aungue experimentalmente
500 se han determinado |as afinidades
de egtos trangportadores por anaogos
como la2-desoxi-glucosa(GLUT3, Km
=1.8mM; GLUT4, Km=4.6; GLUT],
Km=6.9mM; GLUT2, Km=17.1mM)
(20), pero no por laglucosa. Por lo tan-
to, esdificil establecer 5 enredidadtie-
nen unaafinidad altapor su sugtrato fi-
siolégico. Sinembargo, cabesefidar que
paracbservar unincrementoenlavelo-
cidad de glucdlisis es necesario incre-
mentar la cantidad del transportador,
pues se hadeterminado que esta protei-

naejerce un control deflujoimportante
sobre la glucdlisis (30-70%), tanto en
las células tumorales como en las no
tumorales (11).Asi pues, pequefioscam-
bios en laactividad del GLUT modifi-
can significativamente € flujo de la
glucdlisis.

El GLUT1 es €l transportador que
més se incrementa en |os diversos ti-
pos de cancer (Tabla 2) (12) sobre
todo en aquellos con altaproliferacion
y malignidad. En cambio, el GLUT3
sepuede encontrar en e cancer depul-
mon, de colon, de ovario, delaringey
de glandula mamaria (13).

Hexocinasa (HK)

La HK tiene cuatro isoenzimas (Ta-
blal, lareaccion que catalizaseindi-
caen laFig. 2). HKI, HKII y HKIII
tienen un peso molecular de 100 kDa
y la glucocinasa (HKIV) un peso de
50 kDa; la diferencia entre las
isoenzimas es su afinidad (Km) por la
glucosa (HKIIl >HKI > HKII
>HKIV), quevade0.003 hasta5 mM.
Laactividad delasisoenzimas|-Ill es
regulada por la concentracién de la
glucosa 6-fosfato (G6P) que gjerce
mientras que laHKIV esinsensiblea
estainhibicion (14).
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Los genes de las HKI y HKII son
blanco del HIF-1 (Fig. 2) (1). Laso-
bre-expresién delaHKII ocurreenla
mayoria de los tumores, en tanto que
en tumores cerebrales se encuentra
preferentementelaHKI (Tabla?2) (11).
Con € incremento en la actividad de
ambas isoenzimas de la HK se propi-
cia un aumento en la velocidad de la
glucdlisis en las células tumorales,
debido aque gjercen un control signi-
ficativo sobre estavia (11).

Otra caracteristica que comparten
|as dos enzimas es que pueden unirse
ala membrana externa mitocondrial,
a través de un segmento de 15
aminoé&cidos hidrof ébicosdel extremo
amino terminal. La asociacion de la
HK es preferentemente con el canal
dependientedevoltaje (VDAC); atra-
Vés de esta union se puede impedir la
salida del citocromo ¢ mediado por

Bax y Bid (proteinas pro-apoptoti cas)
conlo cual lacélulatumoral se prote-
ge contrala apoptosis (15).

Hexosa fosfato isomerasa (HPI)
Estaenzimaesun homodimero con dos
subunidades de 63-kDa(14) delacual
no se conacen isoenzimas (Tabla 1, la
reaccionquecatalizaseindicaenlaFig.
2). La HPI (también conocida como
AMF, autocrine motility factor) ademés
de participar en la glucdlisis, puede
promover lamigracion, laproliferacion
celular y lametéstasis (15). Esfactible
gueestasealarazon por lacua € HIF-
lincrementalaexpresion de estaenzi-
may se encuentre elevada en los tu-
mores (Tabla 2).

Fosfofructocinasatipo | (PFKI)

LaPFKI es un homo-heterotetramero
con un peso aproximado de 380 kDa,

TABLA 2

Marin-Hernandez A

con tresisoenzimas (Tabla 1, lareac-
cion que cataliza seindicaen la Fig.
2). LaPFK-M que se encuentraen el
musculo, laPFK- L queselocalizaen
el higado y la PFK-P o C que se en-
cuentra preferentemente en las
plaquetas. Lacombinacion delastres
isoenzimas se encuentraen €l resto de
los tejidos (16).

La PFK-M tiene mayor afinidad
por lafructosa6-fosfato (F6P) (K, =
0.6-2 mM) y es menos sensible a la
inhibicion inducida por el ATP; la
PKF-L esmenos susceptiblealainhi-
bicion por e citrato (Ki aparente =
0.18 mM); la PFK-P es laisoenzima
guetienelaafinidad masbajapor F6P
(K,5 =1.4-4 mM) y eslamas suscep-
tible al efecto inhibitorio del citrato
(Ki aparente = 0.08 mM) (17). Con-
secuentemente, resultacomprensible
gue en los tumores las isoenzimas

Tipos de cancer en donde se han encontrado expresadas algunas isoformas de las enzimas de la glucdlisis

| soformas Tipos de cancer
0 o o

08 89 S ox%g_ %%’ ‘g g 3
B9 2888 895835 < /999958 |3 g |3
S & EQSgeS8s2ea|dd98 =8 Yo 50 =2
Holofd 8eadaodd o H ol Z a WD w»nl o O 4 O = -

GLUT1 XX X[ X X|X|X[X]|X]|X|X]|X

GLUT3 X X X X X

HKI X XX

HKII XX X[ X X|X[X]|X]|X|X]|X]|X

HA X| X X|X| X|X X X|X| X[ XX X|X

PFK-L X|X| X|X X| X X | X

ALD-A X| X| X X | X| X X X | X XX X|X|X|X

TPI X| X| X X|X| X|X X X XXX X X

GAPDH X| X| X X|X| X[ X]| X X| X X|X| X[ XX X|X X[ X| X

PGK1 X X| X X X X XXX X[ X |[X|X X

PGAM-B | X X X X

ENO-a X| X X[ X|X| XX X| X X X| X X|X X

PYK M X X| X X[ X|X| XX X XIX|X|X[X X[ X[X[X]|X]|X

LDH A X X X X XIX|X| XX X X[ X| X

PFKFBP3 X X X X X

MTCA No hay reportes

Datos obtenidos de las referencias 12, 13, 22, 35y 36. Gm, gldndula mamaria; Endo, endometrio; Cy C, cabezay
cuello; N. Lin, nodulos linféticos; SN, sistemanervioso; LR, linfomareticular; MO, médula 6sea
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PFK- L y PFK-M sean las que se ex-
presan preferentemente, por su baja
sensibilidad a susinhibidoresfisiol6-
gicos (aunque el HIF-1 solo afectala
expresién delaPFK-L). Porloqueen
las células tumoraes la PFK se man-
tiene muy activa contribuyendo asi al
incremento delaglucdlisis.

Ademés, cabe sefidar que en las
células tumorales se mantienen nive-
les elevados de la fructosa 2,6
bifosfato (F2-6BP), € activador mas
potente que se conoce de la PFK tipo
| (aspecto abordado en la seccion de
la PFKIlI) y que reduce
significativamente €l efecto inhibito-
rio del ATPy el citrato.

Aldolasa (ALD)
La ALD es un tetramero de
subunidadesde 40 KDa, delacud exis-
tentresisoenzimas (Tablal), laALD-
A gue se encuentra predominantemen-
teen el musculo, laALD-B que seen-
cuentra € higado y laALD-C en d
cerebro, y combinaciones de ellas se
distribuyen en todos los tgjidos (16).
LasALDsA y C son més eficien-
tes en catalizar la reaccion de la
fructosa 1,6 bifosfato (F1-6BP) a
gliceraldehido 3-fosfato (G3P) vy
dihidroxi acetona fosfato (DHAP)
(F1-6BP > G3P + DHAP) del0 a 20
vecesquelaisoenzimaB (18), entan-
toquelaALD B presentan unamayor
afinidad por G3Py DHAP que le per-
mite generar facilmente F1-6BP (re-
accion reversa, G3P + DHAP > F1-
6BP). Debidoaesto, laALD-Ay Cse
encuentran preferentemente en loste-
jidos con activa glucdlisis como el
musculo, en cambio laALD- B seen-
cuentrapreferentementeen lostejidos
gluconeogénicos como € higado y €
rifidon. El HIF-1 incrementa la expre-
siéndelasALD-AyALD-C (Fig. 2)
(1), lo que favorece el incremento de
la glucdlisis. De manera interesante,
laisoenzimaA eslaque se encuentra
expresada predominantemente en los
tumores (12) (Tabla 2), aunque cabe

sefidlar que también se ha reportado
el aumento en la expresion de las
isoenzimasB y C.

Triosafosfato isomerasa (TPI)

Es un dimero que consta de dos
subunidadesde 27 KDadelacud nose
conocen isoenzimas (Tabla 1, la reac-
ciénquecatdizaseindicaenlaFig. 2),
aungue pueden encontrarse proteinas
con modificaciones post-traduccionales
(16). LaexpresdndelaTPI esafectada
por e HIF-1, aunque eslaenzimacon
lamayor actividad detodaslasenzimas
gueformanlaglucdlisis, puessu activi-
dad oscilaentre6-61 U/mg, mientrasque
el resto de lasenzimas de laviatienen
actividades de 0.003 a 0.8 U/mg. En-
tonces, es probable que € incremento
observado en laactividad dela TPl en
lostumores (Tabla2), mas que parafa
vorecer @ incremento de la glucdlisis,
su contribuci6n seaen algiin otro pro-
ceso que aln se desconoce.

Gliceraldehido 3-fosfato deshidro-
genasa (GAPDH)

Esta enzimaes un homo-tetramero de
subunidades de 37 KDa (14) (Tabla
1, lareaccién que cataliza se indica
en la Fig. 2). Al igual que otras
enzimas de la glucdlisis, la GAPDH
gjerce otras funciones. Por g emplo,
participaen laendocitosis, enlarepa
racion del ADN (debido a que esuna
uracil ADN glucosilasa y remueve
uracilos), en la transcripcion, en la
exportacién de tARN a nacleo y a
parecer puede participar también en
la apoptosis (15). En los tumores su
incremento es inducido por e HIF-1
lo que puede favorecer alguna de las
actividades antes descrita.

Fosfoglicerato cinasa (PGK)

La PGK es un mondmero de 48 kDa
gue tiene dos isoenzimas (Tabla 1, la
reaccion gue cataliza se indica en la
Fig. 2); la PGK1 que se expresa en
todaslas célulassomaticasy laPGK 2
gue se expresa solamente en el esper-
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matozoide. El HIF-1 induce laexpre-
sién de laPGK1 (Fig. 2) (1) y esla
isoenzimaque se haencontrado sobre-
expresada en los tumores (Tabla 2).
La sobre-expresién de la PGK 1 pue-
de tener mayor relevancia en otros
procesos que en la misma glucdlisis,
pues se ha determinado que la PGK 1
participa en la generacién de la
angiostatina (inhibidor de la
angiogénesis y la metastasis) que es
un producto de la proteolisis de la
plasmina. Después de ser secretada
por el tumor, la PGK 1 reduce los en-
laces disulfuro de la plasmina con lo
cual guedan expuestas secciones que
son eliminadas por proteasas, origi-
nando laangiostatina (19). Sinembar-
go, se desconoce la contribucion que
puede tener la angiostatina en e de-
sarrollo tumoral.

Fosfoglicerato mutasa (PGAM)
Estaenzima catalizalaconversion del
3-fosfoglicerato (3PG) a 2-fosfo-
glicerato (2PG) (Fig. 2) y tiene como
cofactor al 2,3-bifosfoglicerato
(2,3BPG). La PGAM es un dimero
(Tablal) compuesto por lasisoenzimas
AyB (AA, BB yAB) lascuaes estan
codificadas por dos genes diferentes
(20). Los parametros cinéticos deter-
minados en lasisoenzimasderaton in-
dican que la afinidad de la PGAM-B
por e 3PG (Km=0.5mM)yd 2,3BPG
(Km=25uM) esmayor con respecto a
laPGAM-A (Km= 0.8 mM y 60 uM).
En tanto que la afinidad por € 2PG
de ambas isoenzimas es similar (Km
=0.28 mM) (21).

En estudios realizados con
fibroblastos de raton se encontré que
el incremento de ambas isoenzimas
favorecia la proliferacion e
inmortalizacion de estas céulas, en
tanto que cuando se disminuia su
transcripcion con ARN deinterferen-
ciaseinduciaunasenescenciaprema-
tura(22). Por ello selesharelaciona-
do con lainmortalizacion delas célu-
las tumorales. La sobre-expresion de
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la PGAM-B se ha encontrado en di-
versos tipos de cancer (higado, pul-
mon, colony glandulamamaria) (22).
El HIF-1 regula la expresion de la
PGAM-B (23).

Enolasa (ENO)

Esunametal oenzimadimerica(Tabla
1, lareaccién que cataliza se indica
en laFig. 2); cadasubunidad tiene un
peso molecular de 82-100 KDa. Pue-
de estar constituida por la combina-
cion detresisoenzimas a, B y v, en-
contrandose solo las siguientes com-
binacionesaa, a. B, BB, ay yyy (24).
LaENO-a seencuentraenlamayoria
delostgjidosincluyendo el higado, la
ENO-p se encuentra preferentemente
en el musculo y la ENO-y se encuen-
tra en los tejidos cerebrales (24). La
caracterizacion parcial indicaque las
isoenzimas tienen una afinidad simi-
lar por €l 2PG (Km= 30 uM) (25).

El gen dela ENO-a. es blanco del
HIF-1y se ha observado el aumento
en su transcripcion en diversos tipos
de cancer (Tabla 2). Esta isoenzima
puedefavorecer el crecimientoy ladi-
seminacion de los tumores (metasta-
sis), debido a que actlia como recep-
tor del plasminégeno. El sistema del
plasmindgeno se encarga de degradar
los coagulos de fibrina que se gene-
ran en el organismo, asi como de fa
vorecer lamigracién celular debido a
gue facilitala penetracion através de
las barreras proteicas (24).

Piruvato cinasa (PYK)

Esta enzima es un tetrdmero con cua-
tro isoenzimas (Tabla 1, la reaccién
guecatalizaseindicaenlaFig. 2). La
PYK-L gue se encuentraen higado y
rifidn (tgjidos gluconeogénicos) y la
PYK- R que se expresa en eritrocito
son codificadas por el mismo gen
(compuesto de 12 exones), pero por
el uso de promotores alternativos se
transcribe unau otraisoforma. El pro-
motor especifico para PYK-R se lo-
calizaenel exén 1y paraPYK-L en

el exon 2. Laisoenzima PYK-M1 se
encuentraen cerebro, corazon'y mus-
culoy laPYK-M2 se expresa en las
células con activaproliferacién como
células embrionarias, células stem,
leucocitos, plaquetas y células
tumorales. Las isoenzimas M1y M2
son productos de un mismo gen so-
metido asplicing alternativo (25).

LaPYK-M1 esla Unicaisoforma
gue no presenta cooperatividad con
respecto a fosfoenolpiruvato (PEP).
La PYK-M1 tiene la mayor afinidad
por PEP (Km = 0.08 mM), mientras
guelaPYK-Rtienelamenor afinidad
(Km = 1.4 mM). Tres de las cuatro
isoenzimas (R, L y M2) se activan por
F1-6BP(Ka=0.06 a0.4 uM). EI ATP
gjerce unapotenteinhibicion sobrelas
isoformasL y R (Ki =0.1y 0.04 mM,
respectivamente) y unaligerainhibi-
cion sobre las isoformas M1y M2
(Ki= 3y 2.5 mM, respectivamente).
Laactividad delaPYK-L y PYK-R
también se regula por fosforilacién/
desfosforilacion en cambio, las
isoenzimas M1 y M2 no son
fosforiladas y por lo tanto no son re-
guladas por accion hormonal (26).

El HIF-1 incrementa la expresion
delaisoenzimaM2, que esla princi-
pal isoenzimaque se encuentraen tu-
mores (Tabla 2). Esto puede favore-
cer alaglucolisis por ser poco sensi-
bleal efectoinhibitoriodel ATPy no
ser regulada por fosforilacion. Ade-
més, laPYK-M2 se encuentra como
dimero (poco activa) y como tetramero
(activa); laproporcion deestasdosfor-
mas depende delas concentracionesde
F1-6BP y de algunas oncoproteinas
(pp60Vv-srcy HPV-16 E7) (27). Recien-
temente se haestablecido quelaPY K-
M2 es la Unica isoenzima que une
péptidosfosforiladosen tirosing; estos
péptidos se inducen a ser estimulada
la célula por factores de crecimiento
(28). A su vez, los péptidos y las
oncoproteinasqueinteraccionan direc-
tamente con la enzima, inducen la li-
beracion del activador (F1-6BP) dela
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PY K-M2, propiciando ladimerizacion
delaenzimay suinactivacion. Con esto
disminuyee flujoglucaliticoy seacu-
mulan los intermediarios de la via an-
tesdelaPYK, con lo que se favorece
lasintesis de &cidos nucleicos, protei-
nasy lipidosindispensables paraladu-
plicacion celular (27, 28).

L actato deshidrogenasa (L DH)
Esta enzima es un tetramero con 2
isoenzimas, LDH-A (isoenzima de
musculo) y LDH-B (isoenzimade co-
razon) y con cinco combinacionesfor-
madas a partir de las dos isoformas
(Tabla 1, la reaccién que cataliza se
indicaenlaFig. 2); LDH1(B,), LDH-
2(B,A),LDH-3(B,A,),LDH-4(BA))
y LDH-5 (A)), las cuales difieren en
sus propiedades cinéticas. En testicu-
loy en los espermatozoides se expre-
sa exclusivamente otra isoenzima de
laLDH conocidacomo LDH-C, (29).
Enlostejidos en donde se generan
grandes cantidades delactato (higado
y musculo esquelético) se encuentra
predominantemente LDH-5y L DH-4,
isoenzimas con alto contenido
subunidad A que preferentemente ge-
nera lactato a partir del piruvato. En
cambio en aguellos tejidos que con-
sumen lactato (corazon, eritrocito y
rifidn) se encuentran predominante-
mente |as isoenzimas con mayor pro-
porcion de la subunidad B (LDH-1y
L DH-2) quetienen mayor afinidad por
lactato (Km =4 mM) con respecto a
laisoenzimaA (Km=7 mM) (30).
Es claro que para favorecer € au-
mento en la velocidad de glucdlisis y
por o tanto la produccion de lactato, €
HIF-1 induce la sobre-expresion de la
LDH- A (Fig. 2). Sin embargo, puede
gued incremento enlacantidad deesta
enzimatambi én seaparafavorecer otras
delasactividadesque redliza. Diversos
reportesindican quelaenzimaseunea
ADN de una sola cadenapor lo cua se
especula sobre su participacion en la
transcripcion. La unién de la LDH a
ADN seinhibe por NADH, porque los
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sitiosdelaenzimaque permitenlaunién
ala cadena de ADN son préximos a
sitio de unién de la coenzima; por dlo
se considera que la relacion NADH/
NAD" puederegular launiondelal.DH
a ADN. Ademas, se haencontrado que
la LDH forma parte de un complegjo
transcripciona denominado OCA-S €
cua en fase S induce la transcripcién
delahistonaH2B (15).

Fosfofructocinasatipo Il (PFK-I11)

Esta es una enzima homodimérica
bifuncional con actividad de cinasay
bifosfatasa que selocalizan enlos ex-
tremos carboxilo y amino terminal,
respectivamente (31). Regulalas con-
centraciones de F2-6BP (el activador
maés potente de la PFK-I ), ya que la
cinasasintetizaF2-6BP apartir de F6P
y ATPR, en tanto que la bifosfatasa de-
gradalaF2-6BP aF6PYy fosfato inor-
ganico (Fig. 2). Asi, larelacion cinasal
bifosfatasa determinaque reaccion se
favorece y por lo tanto € contenido
de F2-6BP en lacéula A su vez, las
dos actividades en la enzima se regu-
lan por algunos metabolitos (PEP, a-
glicerol fosfato y citrato) y por
fosforilacion en la serina 32 por la
proteinacinasaA, queinhiben laacti-
vidad de cinasa y favorecen la de
fosfatasa (31).

End genomadelaratay del huma-
no hay cuatro genes (PFKFB-1, 2,3y
4) que codifican paracuatroisoenzimas
(higado, corazon, placentay testicul o)
(Tabla 1) de la PFK-II. Al parecer los
cuatro genes pueden ser regul ados por
HIF-1, aunque solo para el gen de la
PFKFB-3 se hademostrado la presen-
cia de secuencias consenso para la
unién de este factor de transcripcion
(32). El producto de este gen
(isoenzima de placenta) sellegaaen-
contrar sobre-expresado en una gran
variedad detumores (Tabla2). Lapre-
sencia de esta isoenzima propicia un
aumento en laconcentracion de laF2-
6BP, debido a que la actividad de
fosfatasaes muy bgja (0.2 mU/mg para

la enzima recombinante) en compara-
ciéndelaactividad de cinasa (140 muU/
mg); estosva oresde actividad corres-
ponden aunarel acién cinasa/fosfatasa
de710 que, comparado al valor deotras
isoenzimas (0.4-4.1) esmuy alto. Ade-
maés se ha descrito que la actividad de
cinasa de PFKFB-3 no se inhibe por
fosforilacion, debido a que esta
isoenzima carece del sitio de
fosforilacion (serina 36) (31).

El aumento en la concentracion de
F2-6BP en las cé ulas tumorales favo-
rece el incremento en el flujo
glucalitico, debido a que la PFK-I se
activaal méximoy degjade ser inhibida
por el ATPYy € citrato.

Transportador de monocar boxi-
latos (MCT)

Con el aumento en la glucdlisis, €l
lactato y los H* que se producen tie-
nen que ser expulsados por las célu-
las tumorales antes de que induzcan
estrés osmético y laacidificacion del
citosol, lo cual afectaria la
homeostasis de la célula (33).

Lafamiliade MCTsestacompues-
tapor 14 miembros. Se ha documen-
tado experimentalmente que los pri-
meros cuatro miembros (MTC1-
MTC4) transportan y expulsan L-
lactato asi como otros importantes
monocarboxilatos (piruvato y cuerpos
cetonicos) junto con un protén. La
expulsién del lactato (generado por la
glucdlisis) se favorece con la dismi-
nucién del pH anivel intracelular.

El MCT1 seencuentraen todoslos
tejidos, mientras, el MCT2 se expre-
saen € rindny € cerebro. En retina
selocalizael MCT3, entantoel MCT4
se localiza preferentemente en los te-
jidos con una activa glucdlisis, como
musculo esquel ético, leucocitos, tes-
ticulo, pulmdn, placenta 'y corazon.
L as afinidades que se han determina-
do para las cuatro isoformas oscilan
entre 0.7 a28 mM por L-lactato y de
0.1 a150 mM por piruvato, siendo €l
MTC4 e gue mostro la afinidad mas
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baja por ambos sustratos (Km= 28y
150 mM) (33).

Hastael momento, no hay estudios
enfocados en determinar que
isorformas de los MCTs se expresan
en los diversos tipos de cancer, aun-
que recientemente se describié que
MCT4 se sobre-expresa por e HIF-
1(34). Por lotanto, no sedescartaque
MCT4 se sobre-exprese en algunos
tipos de cancer.

La expresion del MTC4 favorece
e incremento de laglucdlisis debido
aque labagja afinidad del transporta-
dor por piruvato impide larapida ex-
pulsion de esté del interior delacélu-
la. Esto permite quelaLDH-A lo uti-
lice para regenerar NAD* (Fig. 2),
sustrato indispensable para que se
mantengalaglucdlisisactiva. Ademas,
estetransportador expulsaal lactatoy
los H* (productos delareaccion dela
LDH-A), impidiendo la disminucion
del pH intracelular que afectaria la
actividad de las enzimas de la
glucdlisis (Fig. 2).

Integrando lainformacion anterior,
el HIF-1 incrementa la velocidad de
laglucdlisis en las células tumorales
debido aqueinduce un aumento enla
actividad de todas las enzimas que
forman parte de esta via metabdlica.
En primera instancia el HIF-1
incrementalaactividad delasenzimas
gue controlan la glucdlisis como €l
transportador de glucosa (GLUT1y
GLUT3) y la hexocinasa (HKI y
HKI1). Con ello sefacilitalaentrada
de la glucosa y su fosforilacion,
generandose G6P. Con €l incremen-
to en laactividad de laHPI se favo-
rece la conversion de la G6P a F6P.
PosteriormentelaPFK -L tomalaF6P
para generar F1-6BP, esta enzima es
muy activa debido a su baja
sensiblilidad alainhibicion gercida
por el ATPYy €l citrato, o que permi-
teque no sefrenelaglucdlisis. El au-
mento en la concentracion de la F2-
6BP (potente activador de laenzima)
inducido por la PFKII (isoenzima
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PFKFB-3) contribuye en estafaltade
sensibilidad. A partir delaF1-6BPla
ALD A o ALD C generan G3P y
DHAP, como estas enzimas catalizan
con mayor eficienciaestareaccion que
lareaccionreversa(G3P+DHAP> F1-
6BP), permiten la acumulacion de
G3Py DHAP, paraque puedan ser to-
mados por la TPl (que transforma la
DAHPaG3P) y laGAPDH (quetrans-
formaa G3P a 1,3 bifosfoglicerato).
Con el incremento en la actividad de
laPGK, delaPGAM y delaENO se
favorece la transformacion del 1,3
bifosfo-glicerato a PEP con la gene-
racion de ATP. El PEP es tomado por
laPYK-M2 paraproducir piruvatoy
ATP. Estaenzimaes muy activaacau-
sadequenoesinhibidapor €l ATP, es
activada por la F1-6BP y no es
fosforilada por accion hormonal. El
piruvato producido estransformado en
lactato por la LDH-A regenerando €l
NAD* (Fig. 2), lo que permite que se
mantenga funcionando la glucdlisis.
Labaja afinidad que tiene laLDH-A
por el lactato impide catalizar
eficientemente la reaccion reversa
(lactato > piruvato) y por lo tanto de-

tener a la glucdlisis. Finalmente la
expresion del MTC-4 permite que el
piruvato generado no salgade lacélu-
laparaque seregenereel NAD+, ade-
mas de expulsar eficientemente el
lactato y los H* que afectan el pH
intracelular.

Por otra parte el HIF-1 favorece
el desarrollo delascélulastumoral es
a inducir laexpresion de enzimasde
la glucdlisis, que pueden participar
€en otros procesos como: latranscrip-
cion (GAPDH, LDH-A) , larepara-
cion del ADN (GAPDH), la migra-
cion celular (HPI), la inhibicion de
la apoptosis (HKI y HKII), la proli-
feracion celular (PGAM-B, HPI), la
inmortalizacion celular (PGAM-B),
la invasion (ENO-a, HPI) y la me-
tastasis (ENO-a,, HPI).

Conclusiones

Con base en la informacion vertida
en esta revisiéon, podemos concluir
gueel HIF-1incrementalaexpresion
de determinadas isoformas de las
enzimas glucoliticas en las células
tumorales (Tabla 2), para favorecer
el aumento delaglucdlisisy deotros
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