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OBIJETIVO

El presente trabajo tiene como finalidad llevar a cabo una revisién actualizada sobre la
estructura, el mecanismo de reaccion, la importancia en el metabolismo celular y el
papel metabdlico de la piruvato carboxilasa, haciendo especial hincapié en Ia
preponderancia de esta actividad enzimatica en los principales tejidos eucaridticos
donde se expresa, ya que se trata de la principal enzima anaplerética y punto de inicio
de la gluconeogénesis.

MATERIAL Y METODOS

Las fuentes de informacién utilizadas en la elaboracidn del presente trabajo han sido
fuentes primarias, es decir, trabajos originales de investigadores, y fuentes secundarias
como buscadores cientificos y/o paginas webs tales como PubMed, CrossRef, Google
Scholar, etc. y libros de texto.

PALABRAS CLAVE

Anaplerosis, gluconeogénesis, piruvato carboxilasa, acetil-CoA, activador alostérico,
enzima dependiente de biotina.

RESUMEN

La piruvato carboxilasa (PC) cataliza la carboxilaciéon dependiente de ATP de piruvato a
oxalaceto en la matriz mitocondrial. Es un miembro de la familia de carboxilasas
dependiente de biotina, ampliamente distribuida en tejidos eucariéticos y muchas
especies procariéticas. PC tiene un papel anaplerético para el ciclo de Krebs cuando los
intermediarios se extraen para las diferentes vias biosintéticas, ademds PC
proporciona oxalacetato para la gluconeogénesis. PC en la mayoria de organismos es
una proteina tetramérica que esta regulada alostéricamente por acetil-CoA. En higado
y rifdn, PC proporciona oxalacetato para la gluconeogénesis, en adipocitos esta
implicada en la sintesis de novo de acidos grasos y gliceroneogénesis. En astrocitos, PC
es importante para la sintesis de novo de glutamato, un importante neurotransmisor
excitatorio. En islotes de roedores, PC es necesaria para la secrecion de insulina
inducida por glucosa. Los islotes humanos dependen menos de la carboxilacién del
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piruvato que los roedores y pueden usar una via alternativa que forma acetoaceto en
la mitocondria que luego lo usa para sintetizar en el citosol acil-CoAs de cadena corta.
Esta via puede proporcionar acil-CoAs de cadena corta para la sintesis de acil-CoAs de
cadena larga citosdlicos que actuen como moléculas de senalizacién para la exocitosis

de insulina'’.

ABSTRACT

Pyruvate carboxylase (PC) catalyzes the ATP-dependent carboxylation of pyruvate to
oxaloacetate. PC is a member of the family of biotin-dependent carboxylases and is
found widely among eukaryotic tissues and in many prokaryotic species. PC serves an
anaplerotic role for the Krebs cycle, when intermediates are removed for different
biosynthetic purposes, beside PC provides oxaloacetate for gluconeogenesis. PC from
most organisms is a tetrameric protein that is allosterically regulated by acetyl-CoA. In
liver and kidney, PC provides oxaloacetate for gluconeogenesis. In adipocytes PC is
involved in de novo fatty acids synthesis and glyceroneogenesis. In astrocytes is
important for de novo synthesis of glutamate, an important excitatory
neurotransmitter. In rodent islets, PC is necessary for glucose-induced insulin secretion.
The human islets depend less on pyruvate carboxylation than rodents and can use
alternative pathway which forms acetoacetate in the mitochondria used later for the
synthesis of cytosolic short chain acyl CoAs. This pathway can provide short chain acyl
CoAs for the synthesis of cytosolic long chain acyl CoAs that have long been thought to

act as signaling molecules for insulin exocytosis[”.

INTRODUCCION

Como alternativa a la descarboxilacién mediante la piruvato deshidrogenasa (PDH), el
segundo destino principal del piruvato mitocondrial es la carboxilacion irreversible y
dependiente de ATP del piruvato a oxalacetato por la piruvato carboxilasa (PC), (EC
6.4.1.1),*3!. La utilidad del piruvato mitocondrial no estd limitada a la produccién de
ATP sino que también incluye el suministro de carbono a varias vias biosintéticas que
intersectan el ciclo de Krebs (también denominado ciclo del acido citrico o ciclo de los
acidos tricarboxilicos, TCA), muchos intermediarios del ciclo de Krebs son importantes
para la biogénesis de aminoacidos no esenciales. Por ejemplo, el alfa-cetoglutarato es
intermediario clave para la biogénesis de glutamina, glutamato, arginina y prolina,
mientras que el oxalacetato se usa para generar aspartato y asparagina'®. El
oxalacetato y el citrato también soportan las principales vias biosintéticas de la
gluconeogénesis y la lipogénesis, respectivamente. El grupo hemo, una molécula clave
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para el transporte de oxigeno a través del cuerpo, se produce de succinil-CoAP!. Estas
reacciones que utilizan y por tanto drenan los intermediarios del ciclo de Krebs se
denominan reacciones cataplerdticas. Estas reacciones sirven no solamente para
sintetizar productos importantes sino también para evitar la formacion inapropiada de
intermediarios del ciclo de krebs, por ejemplo cuando hay una alta tasa de
degradacion de aminodcidos para dar intermediarios del ciclo de Krebs.

Pyruvate
IMS/Cytosol
IMM
Glucose MPC Matrix _#Lipid Biogenesis
4 Vg
1 ,'
: Pyruvate Acetyl-CoA —— Acetylicholine
Phosphoenolpyruvate l (evtosolic) <
Acetyl-CoA S
*Cholesterol
Lv-‘ Citrate
Asparagine Oxaloacetate \
I / Isocitrate
Aspa'rmte Arginine
: Malate i
v v
Purine/Pyrimidine a-Ketoglutarate «<—> Glutamate <--->Proline
Synthesis I
. Fumarate Glutamine- - - >AMP/Pyrimidine
_wh?” - Succinyl-CoA Synthesis
Tyrosine <~ Succinate «— 4 \
I : Aminolevulinic acid---->Heme
Isoleucine
Phenylalanine
ny Methionine
Valine

Fig.1. Anaplerosis y cataplerosis en el ciclo de TCA. El ciclo de TCA se presenta con las principales
reacciones anaplerdticas y catapleréticas ilustradas. Estos incluyen la entrada neta de aminoacidos en
el ciclo y la generaciéon de oxaloacetato a partir de piruvato a través de piruvato carboxilasa. Las

reacciones catapleréticas en la figura ilustran el vinculo de este proceso con la gluconeogénesis y la

Iipogénesis.le]

Sin embargo, la cantidad de carbono del ciclo de Krebs es limitada. Los intermediarios
extraidos para los procesos biosintéticos deben ser reemplazados para mantener el
flujo de carbono del ciclo de Krebs. Las reacciones que reponen los intermediarios del
ciclo de Krebs se denominan reacciones anapleréticas[4]. El oxalacetato generado por
PC tiene un papel critico reponiendo anaplerdticamente el ciclo de Krebs al servir
como aceptor del acetil-CoA producido por la PDH. En humanos se expresa una Unica
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I8 Estructuralmente, PC

isoforma de PC y se encuentra sélo en la matriz mitocondria
es un homotetrdmero ensamblado como un dimero de dimeros y requiere un cofactor
biotina para la catdlisis. La estructura cuaternaria de PC es imprescindible, PC
monomeérica no tiene actividad. PC contiene cuatro dominios distintos que incluye,
comenzando por el extremo amino terminal, un dominio biotina carboxilasa, la
primera mitad de un dominio regulador alostérico, un dominio carboxitransferasa, la
segunda mitad del dominio regulador alostérico y un dominio transportador de la

(31011 "1 5 reaccién comienza en el sitio activo del dominio biotina

biotina carboxilada
carboxilasa donde un intermedio carboxi-biotina se produce de ATP, bicarbonato y
biotina. El grupo carboxibiotina se transfiere a un dominio carboxitransferasa

11,12 / . . L e .
BALL2A A, el grupo carboxilo se transfiere desde la carboxibiotina al piruvato,

vecino
produciendo oxalacetato y regenerando el cofactor biotina. Su actividad esta
altamente regulada y su expresidn es casi ubicua, con los niveles mas altos de
expresién en ciertos tejidos tales como higado, rifién, tejido adiposo y corazén. La

actividad especifica de PC se regula positivamente por acetil-CoA.

RESULTADOS

1. Carboxilasas dependientes de biotina

Las carboxilasas dependientes de biotina son enzimas cuya funcion es transferir grupos
carboxilo a diferentes sustratos que intervienen en el metabolismo de acidos grasos,
aminodcidos y carbohidratos y por tanto son enzimas metabdlicas ampliamente
distribuidas™***!

cofactor a la biotina que se une covalentemente.

. Son activas en forma de homo o heteroligédmero y necesitan como

g~ T-CH,— CH,— CH,— CH,—CO0~
L ~ J
Biotin Valerate side chain

Fig.2. La biotina consiste en un anillo imidazol que esta fusionado a un anillo de tetrahidrotiofeno y
una cadena lateral de valerato. Las posiciones 1, 2 y 3 constituyen el grupo ureido (marcado en rojo).
En la carboxibiotinil enzima, el N1 del grupo ureido de la biotina es el sitio de carboxilacién. La biotina
esta covalentemente unida a las carboxilasas por un enlace amida entre el grupo carboxilo de su
grupo valerato y el grupo €-amino de la cadena lateral de una lisina de la enzima formando

biocitina.*
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Las principales carboxilasas dependientes de biotina son:
e Piruvato carboxilasa: cataliza el primer paso de la gluconeogénesis.

e Propionil-CoA carboxilasa: genera succinato a partir de propionato para su uso
en el ciclo de Krebs.

e Acetil-Coa carboxilasa: cataliza el primer paso de la lipogénesis dando malonil-
CoA.

Las carboxilasas dependientes de biotina llevan a cabo su actividad en dos pasos
[15,17],

secuenciales en dos sitios distintos
e En el sitio activo biotina carboxilasa (BC) tiene lugar la carboxilacion de la
biotina, usa bicarbonato como donador del grupo carboxilo y requiere Mg-ATP.

e En el componente carboxitransferasa (CT) que lleva a cabo el segundo paso, el
grupo carboxilo se transfiere desde la carboxibiotina a un sustrato especifico
para cada enzima.

El modo secuencial de actuacion de BC y CT favorece que la biotina se mueva entre los
centros de reaccién para transferir el grupo carboxilo activado (Fig.4)

En un tercer dominio, denominado dominio transportador de la biotina carboxilada
(BCCP) se une la cadena lateral de valerato de la biotina a la cadena lateral de un
residuo de lisina mediante un enlace amida, lo que proporciona un brazo
relativamente largo y flexible.

(0]
0,
Nc—N NH
v |
Y O 0=0C
%
(CH,),— C—NH—(CH,),—CH
S !
NH
Carboxybiotinyl-enzyme |
8 )

"
Lys residue

Fig.3. La imagen muestra la union entre la cadena lateral de valerato de la biotina carboxilada (en

verde) y el residuo de lisina del dominio BCCP de la enzima (en azul). Imagen tomada del®

Sin embargo, dado que la distancia entre los centros de reaccién BC y CT esta en el
rango de 45 a 85 A3l y la biotina debe visitarlos, se observa que el brazo constituido
por la lisina y la biotina resulta demasiado corto para cubrir la distancia entre BC y CT,
por lo tanto las enzimas deben mover sus dominios BCCP largas distancias durante la
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catdlisis, aunque los datos actuales no explican este comportamiento dindmico de los
dominios BCCP.

Mg-ADP+P;

f Substrate
I

3 Carboxybiotin
5y MgATP 0"“} . \

HCOs

Biotin oy
Lys ¥ Carboxylated
Lys %

f’ Substrate

Fig.4. Reacciones enzimaticas secuenciales en carboxilasas dependientes de biotina. La biotina esta
unida a un residuo de lisina en el dominio BCCP. En el primer paso, la biotina se carboxila en el sitio
activo BC. Luego, BCCP y la carboxibiotina unida se translocan al centro activo CT, donde el grupo

. . e 26
carboxilo se transfiere al sustrato especifico. (261

Los dominios BC y BCCP estan bien conservados entre las distintas carboxilasas
dependientes de biotina, sin embargo, el dominio CT esta especializado en la

carboxilacion del sustrato especifico[14'15'17].

2. Piruvato carboxilasa: Estructura

Normalmente PC se encuentra en forma de tetrdmero constituido por 4 subunidades

(11]

(a4) idénticas de aproximadamente 120-130 kDa Los primeros estudios

cristalograficos de PC en su organizacion tetramérica completa se llevaron a cabo en

241 Se observé que el

Rhizobium etli (RePC)[ZS] y Staphylococcus aureus (SaPC)
oligdmero de PC es un romboedro tetramérico dispuesto en dos capas con dos
monodmeros opuestos en cada capa (Fig.5) donde cada subunidad contiene los tres
dominios que hemos mencionado (BC, CT y BCCP). Las capas estan conectadas a través
de superficies de contacto BC-BC y CT-CT, pero entre las subunidades de la misma capa
existe poca interaccidn directa. Dichas estructuras cristalinas revelaron también un
dominio estructural adicional, que se denominé dominio alostérico (AL). Este dominio
sirve como mediador entre los otros dominios proteicos conectando BC y CT y sirve de
anclaje para un bucle flexible donde se une el dominio BCCP. El conector entre BCCP y
AL debe facilitar el movimiento del grupo prostético biotina durante la catalisis, ya que

los sitios BC y CT se sittian a una distancia de unos 75A
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8 e CcT BCCP
S c Subunit 2
f a2 . g
AL S 5l

Subunit 1

Fig.5. Estructura atémica y dominios de PC. (a) Representacion esquematica de dominios estructurales
en la estructura primaria de PC. Los dominios son de color: BC, magenta; CT, verde; BCCP, azul; y
dominio AL, dorado. (b) Una subunidad de SaPC se representa en cintas tomadas de la estructura
cristalografica de saPC™®. Se muestra una molécula de ATP que reside en el sitio activo de BC, y una
molécula de piruvato en el sitio de CT. La biotina se representa unida al residuo Lys del dominio BCCP.
(c) Estructura de cristal de SaPC tetramérico de longitud completaml. Una de las subunidades esta
coloreada en el dominio (subunidad 1), mientras que las subunidades 2, 3 y 4 se ven en rosa, azul y

. o 26
amarillo respectlvamente.[ !

3. Piruvato carboxilasa: Mecanismo de reaccion

Las reacciones que se producen en cada sitio activo de PC se dividen en:
e Fase l: reacciones llevadas a cabo en BC.
e Fase ll: reacciones llevadas a cabo en CT.

En cada una de las cuales hay 3 reacciones a su vez:
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Fig.6. La fase 1 consiste en una reaccion en tres pasos, en la que el bicarbonato y el ATP forman el
carboxifosfato, seguido por la generacion de CO2 en la enzima, el cual carboxila a la biotina. La fase Il
es una reaccion en tres pasos donde se produce el CO2 en el sitio activo tras la eliminacion del biotinil
enzima, que acepta un protén del piruvato formandose el piruvato enolato. Este entonces ataca
nucleofilicamente al CO2 dando oxalacetato.™®

El ATP que se usa en la primera reaccion de la primera fase es unido a Mg2+:

il B HE

0 ( o My’

o
I-Nn—__/ - Mg? Hh‘---/ o '
/ Y

H

I'| |\I j \ —F=0

2 5P anniaa il ey
- )

I: o o

Carboxyphosphate M2AP"

Fig.7. El bicarbonato se activa mediante fosforilacion, usando MgATP, para formar el carboxifosfato

intermedio en el sitio activo del dominio de BC.”*”
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4. Piruvato carboxilasa: Importancia en el
metabolismo celular

En eucariotas el enzima mitocondrial PC produce oxalacetato, metabolito esencial en

(32]

el ciclo de Krebs e intermediario clave en el metabolismo mediante el cual se

enlazan diferentes rutas metabdlicas de carbohidratos, lipidos, aminodcidos y

B3 En humanos se expresa una Unica isoforma que se encuentra

nucledtidos
exclusivamente en la matriz mitocondrial. Esta actividad aparece en gran variedad de

rutas metabdlicas (fig.8), cuya significancia depende del organismo, tejido y tipo de

célula.
Glucose
L :
Gluconeogenesis : | Glycolysis
Py
—>PEP PK Lipogenesis
> Pyruvate Fatty acids
ME | A
A
a of W c7  eon N i
w Pyruvate f}'ﬁceWI-CoA Acetyl-CoA
J P | A
— Oxaloacetate Citrate > Citrate —
W
MDH TCA cycle i Oxaloacetate
Malate < Malate €——-—— a-Ketoglutarate
N
witochondria /
Cytosol o
Glutamate
Neurotransmitters
MDH

Fig.8. Esquema de las rutas metabdlicas en las que interviene la PC eucaridtica. La PC carboxila el
piruvato en oxalacetato (coloreado en rojo) siendo ésta una enzima anaplerética que alimenta el ciclo
de TCA en las mitocondrias. Los intermediarios del ciclo TCA participan en varias rutas metabdlicas. De
forma alternativa el oxalacetato se puede desviar a la gluconeogénesis, donde la reaccion de la PC es
el primer paso. La actividad enzimatica de PC es estimulada por acetil-CoA (linea azul). Las flechas
negras e ininterrumpidas representan reacciones enzimaticas en un solo paso, y las flechas
discontinuas resumen varios pasos. Los acronimos en la figura representan: fosfoenolpiruvato (PEP);
piruvato quinasa (PK); portador de piruvato mitocondrial (MPC); fosfoenolpiruvato carboxiquinasa
(PEPCK); piruvato deshidrogenasa (PDH); piruvato carboxilasa (PC); ciclo de acido tricarboxilico (TCA);
enzima malica (ME); y malato deshidrogenasa (M DH).IZG]
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El piruvato es el producto que se obtiene de la glicolisis y es la principal entrada de
carbono al ciclo de los TCA. Este ciclo ocurre en la matriz mitocondrial por lo que el
piruvato citosdlico tiene que atravesar la membrana mitocondrial hasta la matriz a
través del transportador mitocondrial de piruvato (MPC).

Una vez transportado a la matriz de la mitocondria, este piruvato puede seguir dos vias
(Fig.8):

e Convertirse en Acetil-CoA mediante el complejo enzimdtico piruvato
deshidrogenasa (PDH) y seguir el ciclo TCA.

e Convertirse en oxalacetato por PC para alimentar el ciclo TCA o para iniciar la
gluconeogénesis, via por la cual se obtendra glucosa a partir de precusores no
glucosidicos.

Dada la importancia de PC en el metabolismo celular, su actividad esta estrechamente
regulada. La expresién de PC es casi ubicua a través del cuerpo. Los maximos niveles
de expresion se encuentran en ciertos tejidos, tales como el higado, rifdn, tejido
adiposo vy corazén®. La actividad especifica de PC esta regulada positivamente por
acetil-CoA™. Altos niveles de acetil-CoA indican qgue: (1)la demanda energética celular
se ha cubierto y el piruvato se utilizara para la gluconeogénesis o (2)que hay
inadecuada cantidad de oxalacetato para aceptar el acetil-CoA producido por la
piruvato deshidrogenasa durante el stress energético. Bajo la primera condicion, PC
juega el papel critico de canalizar el carbono del piruvato hacia la gluconeogénesis.
Bajo la segunda, PC proporciona una lanzadera anaplerdtica critica para mantener el
flujo de carbono del ciclo de TCA. La regulacion combinada de PC y piruvato
deshidrogenasa, determina hacia donde se canaliza el flujo total del carbono, de
acuerdo con el papel critico de PC en la gluconeogénesis es regulada por el ayuno y la
realimentacion. En respuesta a la insulina la actividad PC estd disminuida, ralentizando
el flujo de carbono gluconeogénico durante los tiempos de altos niveles de glucosa. En
respuesta al ayuno, los niveles de mRNA de PC aumentan y soportan Ia

gluconeogénesis incrementada!>3*3%3¢,

5. Importancia de PC en los tejidos de mamifero

GLUCONEOGENESIS EN HIGADO Y RINON

La glucosa sintetizada en el higado y en menor medida por corteza renal e intestino
delgado a partir de precursores no carbohidratos como el lactato, la alanina, el glicerol
y la glutamina, se usa como fuente de energia en los periodos de ayuno prolongado en
el cerebro que la utiliza como combustible primario y en los glébulos rojos que la

12
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Fig.9. La glucosa se oxida a piruvato a través de la ruta glucolitica. PC repone oxaloacetato en el ciclo de
TCA cuando sus intermedios se usan para varias rutas biosintéticas, dependiendo de los tejidos. En el
higado, el oxaloacetato (OAA) se utiliza como precursor de la gluconeogénesis, por lo que el oxaloacetato ,
ademas puede salir de las mitocondrias como malato antes de convertirse de nuevo en oxalacetato
mediante MDH citosdlica. En algunas situaciones, el oxaloacetato se convierte en PEP por PEPCK-
mitocondrial (PEPCK-M)®"*., E| oxalacetato citopldsmico se convierte en glucosa mediante las actividades
combinadas de PEPCK-citoplasmico (PEPCK-C), fructosa 1,6-bisfosfatasa, glucosa 6-fosfatasa y siete de las
diez enzimas glucoliticas. En los adipocitos, PC proporciona oxaloacetato para facilitar la exportacion de
acetil-CoA en forma de citrato que deja las mitocondrias para la sintesis de acidos grasos de novo. El
oxaloacetato liberado en el citoplasma por la enzima de escision del citrato se convierte en PEP por PEPCK-
C como en el hl'gado[m. La PEP luego se convierte en glicerol por una via conocida como
“gliceroneogénesis"[39], mientras que la acetil-CoA se convierte en malonil-CoA por ACC. El FAS cataliza la
condensacion de fracciones de dos carbonos a partir de malonil-CoA para producir acil-CoA de cadena larga
que posteriormente se esterifican con glicerol para formar triacilgliceroles. En las células B pancreaticas, PC
participa en un "ciclo de piruvato" que implica el intercambio de intermediarios del ciclo de TCA y piruvato
citosodlico, catalizado por MDH y enzima malica (ME)[M’“]. Este ciclo produce una gran cantidad de NADPH
que es uno de los factores de acoplamiento metabdlico. En los astrocitos, el a-cetoglutarato se convierte
mediante una aspartato aminotransferasa (AAT) en glutamato, una de las sustancias neurotransmisoras de
las neuronas*?, Imagen y pie de pagina tomado del”!
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utilizan como combustible Unico. Si observamos la Fig.9, PC es la encargada de
catalizar el primer paso de la gluconeogénesis, que produce oxalacetato para su
posterior conversién en fosfoenolpiruvato (PEP) mediante la enzima fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (PEPCK). La PEPCK tiene dos isoformas, una en la mitocondria y otra en
el citoplasma en distintas proporciones segln la especie que se trate. El oxalacetato
puede convertirse en PEP por la PEPCK-mitocondrial (PEPCK-M)®”! vy después
transportarse al citoplasma a través de un sistema transportador de aniones®, y una
vez en el citoplasma convertirse en glucosa a través de las otras dos enzimas
gluconeogénicas ( fructosa-1,6-bisfosfatasa y glucosa-6-fosfatasa).

Sin embargo, en situaciones de inanicidn, donde la principal fuente de piruvato en el
higado es la alanina, en las cuales el NADH citosélico es bajo y el NADH mitocondrial
alto, el oxalacetato puede convertirse primero a malato por la MDH mitocondrial antes
de dejar la mitocondria mediante el transportador de malato. EIl MDH citosdlico
convierte malato en oxalacetato de nuevo con la reduccion de NAD+ a NADH. El
oxalacetato se convierte en PEP por la PEPCK-citosdlica y el NADH es usado para
reducir 1-3-bifosfoglicerato en gliceraldehido-3-fosfato, reaccién necesaria para la
gluconeogénesis.

la actividad hepdatica de PC en roedores se ha visto afectada por el estado
nutricional®®***. La inanicién asi como la gluconeogénesis incrementan la actividad de
PC y por tanto la gluconeogénesis a través de un incremento en la captacion del
sustrato y un aumento del flujo a través de PC en el higado de roedores***® de esta
manera se muestra el papel clave de PC en el control de la gluconeogénesis.

PCEN ADIPOCITOS

Como las enzimas gluconeogénicas clave, glucosa-6-fosfatasa y fructosa-1,6-
bisfosfatasa no estan presentes en el tejido adiposo, se ha sugerido la implicacién de
PC en la sintesis de novo de los &cidos grasos™’! de hecho, PC estd altamente
expresada en adipocitos. PC participa en esta via, proporcionando oxalacetato para su
conversidn a citrato que se exporta de la mitocondria y se escinde en el citosol
formando oxalacetato y acetil-CoA*”). Esta ultima molécula se utilizara para la sintesis
de 4cidos grasos de cadena larga. La actividad y el mRNA de PC se elevan
conjuntamente con otras enzimas lipogénicas claves, como por ejemplo ATP-citrato-
liasa, enzima madlica, ACC (acetil-CoA carboxilasa) y FAS (acido graso sintasa)[48].

PC en adipocitos también estd involucrada en la gliceroneogénesis, via que sintetiza
glicerol, necesario para la reesterificacidon de acidos grasong]. Esta via es importante
para reducir en el plasma los niveles elevados de acidos grasos no esterificados debido
a la lipolisis o una dieta rica en grasas. PC proporciona oxalacetato necesario para la
formacion de PEP a través de PEPCK-mitocondrial y luego a glicerol a través de la via de
la gliceroneogénesis. El uso de farmacos que reducen los niveles de acidos grasos no
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esterificados mediante reesterificacion incrementan la expresién de PC***®y PEPCK
en el tejido adiposo lo que indica la cooperacién existente entre estas enzimas en la
regulacidn de la gliceroneogénesis.

PCEN ASTROCITOS

La glucosa se metaboliza a través de la glucdlisis en astrocitos y neuronas, pero en
estas ultimas el piruvato se convierte en acetil-CoA a través de PDH para entrar en el
ciclo de TCA y producir energia, por lo que las neuronas de los animales en estado
postpandrial dependen exclusivamente de glucosa exdgena.

Sin embargo en astrocitos, el piruvato también puede ser carboxilado por PC y formar
oxalacetato necesario para rellenar el ciclo TCA¥. Los astrocitos utilizan
continuamente a-cetoglutarato como precursor de glutamato y parte de este se
convierte en acido y-aminobutirico, siendo ambos neurotransmisores importantes[51],

por lo que PC serd necesaria para reponer este a-cetoglutarato.

El glutamato formado en los astrocitos no es facilmente difusible a neuronas por lo
gue tendra que convertirse en glutamina por la glutamina sintetasa para poder ser
absorbido por las neuronas y una vez alli volver a transformarse en glutamato
mediante la glutaminasa. Una vez usado por las neuronas, el glutamato es recuperado
por los astrocitos (este ciclo se conoce como ciclo glutamina/glutamato)[42]. La
presencia de PC solo en astrocitos explica porque las neuronas no pueden sintetizar

AP El analisis de

directamente glutamato a partir de los intermediarios del ciclo TC
RMN en cerebros de animales hiperamonémicos, revelaron un aumento de flujo
metabodlico a través de PC con la estimulacion de la sintesis de novo de glutamina in-

[53,54]

Vivo y ex-vivo . Estudios recientes también mostraron que el flujo a través de PC

varia entre un 20-50% del total del piruvato dependiendo del agotamiento de

piruvato[ss]

PCEN LAS CELULAS PANCREATICAS

En la homeostasis de glucosa, los islotes pancredticos desempefian un papel crucial al
secretar insulina como respuesta a las fluctuaciones de los niveles de glucosa
plasmaticos. Para esta secrecidn de insulina es necesaria la glucélisis y el metabolismo

mitocondrial®®®

pues se requiere ATP intracelular para la exocitosis de insulina porque
eleva la relacion de ATP/ADP, necesario para el cierre de canales de Karp. Se ha
observado la produccién de una cantidad elevada de NADH debido a la alta actividad
del ciclo TCA, causada por la oxidacidn rapida de piruvato derivado de la glucosa. Este
suministro de equivalentes de reduccidn, activa la fosforilacidn oxidativa formando asi

ATP para mantener alta la relacion ATP/ADP y hacer posible la salida de insulina.

Para la exocitosis de insulina no solo se necesita ATP, sino que también se necesitan
otros nucleétidos como el NADPH que son importantes factores de acoplamiento
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59 Por lo tanto el papel de PC en esta

necesarios para la exocitosis de insulina
regulacidn, no solo es anaplerético suministrando grandes cantidades de oxalacetato,
sino que también esta implicada en la formacidn NADPH. La generacion de un nivel
elevado de NADPH se consigue a través de una lanzadera denominada “ciclo del
piruvato”, entre la mitocondria y el citoplasma. El oxalacetato formado por PC se
convierte en malato o citrato y sale de la mitocondria a través de la lanzadera
40l 5 citrato/piruvato™™”

1.1.1.40), cataliza la produccién de NADPH en ambas lanzaderas. Como estas dos

piruvato/malato , respectivamente. La enzima malica (EC
lanzaderas funcionan como ciclos, la cantidad de NADPH producido es mucho mayor
gue la obtenida por la via de las pentosas fosfato.

Inicialmente, se estimé que entraban cantidades similares de piruvato a través de PCy
de PDH en el ciclo de TCA y que estos dos flujos eran igual de importantes para la

1 . . ,
61 Sin embargo, experimentos mas

secrecion de insulina inducida por glucosa
recientes usando RMN mostraron que el piruvato que entra en la mitocondria, sale en
dos grupos diferentes: un grupo derivado de la glucdlisis que se oxida a acetil-CoA
mediante PDH, y otro grupo que se obtiene mediante el intercambio de intermediarios
del ciclo de TCA, que implica la actividad catalitica del PC, y es precisamente este

ultimo grupo el que se relaciona con la secrecién de insulina’®?.

6. Papel de una nueva via de sintesis de acil-CoA
en islotes humanos

Hasta ahora los estudios sobre regulacién de la secrecién de insulina dependiente de
glucosa se han basado en células de islotes de roedores. Los estudios utilizando islotes
humanos han determinado que las vias de activacion y amplificacién de la secrecién de
insulina son muy similares a las de islotes de roedores®, pero un reciente estudio ha
demostrado que la actividad y la expresion de PC junto con la proporcion del flujo de

641 " |os islotes humanos se

piruvato a través de PC fueron menores en humanos
caracterizaron por una elevada enzima succinil Co-A transferasa (SCOT) y de
acetoacetil-CoA sintasa (AAS) que forman acetoacetato mitocondrial (uno de los

principales cuerpos ceténicos) y acil-CoAs citosdlicos respectivamente(Fig.10).

Un estudio realizado impidiendo la expresion de SCOT o AAS en células pancredticas

humanas!®>®®!

sugirid que existe una via descubierta recientemente que implica la
sintesis de acetoacetato, y la produccién posterior de acil-CoA citosolico® (Fig.10) que
puede actuar sobre la exocitosis de insulina’®”. Esta via puede ser mas activa en
humanos que en roedores dada la menor carboxilacién de piruvato debido a la menor

actividad y expresién de PC en humanos!®¥
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Fig.10. Papel de una nueva via de sintesis de acil-CoA en islotes humanos. Los islotes humanos se
caracterizan por una elevada succinil-CoA: 3-cetoacido-CoA transferasa (SCOT) y acetoacetil-CoA
sintetasa (AAS), que forman acetoacetato mitocondrial y permiten la formacion de acil-CoA citosdlica,
respectivamente. Esta via puede ser mds activa en humanos en comparaciéon con las células B de
roedores debido a una menor carboxilaciéon de piruvato como resultado de una menor expresion y
actividad de PC (y por lo tanto una descarboxilacion de piruvato mayor a través de PDC) en
comparacion con islotes de roedores. ACAT, acetil-CoA acetiltransferasa; ACC, acetil-CoA carboxilasa;
ACL, ATP-citrato liasa; CIC, transportador de isocitrato de citrato; FAS, acido graso sintasa; MPC,
portador de piruvato mitocondrial; PC, piruvato carboxilasa; PDC, complejo piruvato deshidrogenasa;
SCOT, succinil-CoA: 3-cetoacido-CoA transferasa.'®®

CONCLUSIONES

PC es la principal enzima anaplerdtica del ciclo de TCA, y esta regulada alostéricamente
por acetil-CoA

En el higado y en el rifidn, PC es la primera enzima que interviene en la
gluconeogénesis proporcionando el oxalacetato necesario para la sintesis de glucosa

En adipocitos PC esta implicada en la sintesis de novo de acidos grasos y en la
gliceroneogénesis
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En astrocitos, PC es importante para la sintesis de novo de glutamato (importante
neurotransmisor excitatorio)

En islotes pancredticos de roedores, PC es necesaria para la secrecién de insulina
inducida por glucosa

En el pdncreas de células humanas PC se encuentra disminuida con respecto al
pancreas de roedores porque en el pancreas humano hay otra via que utiliza otras dos
enzimas (SCOT y AAS) para inducir la liberacion de insulina
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