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Resumen

El cdncer es un grupo de enfermedades cuyas caracteristicas principales son: sefializacion
proliferativa incontrolada, resistencia a la apoptosis, angiogénesis, adquisicién de inmortalidad
replicativa, invasion activa y metastasis, y evasion de los supresores de crecimiento. Esto resulta en
un crecimiento incontrolado de células anormales que se extiende mas alla de sus limites habituales.
En consecuencia, la célula tumoral aumenta su demanda energética y necesita alterar su
metabolismo resultando en el llamado metabolismo reprogramado.

En la década de 1920, Otto Warburg descubrié que las células tumorales convertian de
manera excesiva la glucosa en lactato independientemente de la disponibilidad de oxigeno. Esto da
comienzo al estudio del metabolismo del cdncer y entre sus descubrimientos, nos centraremos en
la implicacién de la enzima glucolitica, piruvato quinasa y mds concretamente en su isoforma PKM?2
y de las rutas metabdlicas de glutamina y serina en esta patologia.

Los objetivos de este trabajo son conocer como en esta enfermedad se adapta el
metabolismo celular para sobrevivir en nuestro organismo, y para ello, se ha realizado una revisién
bibliografica de aquellos estudios mas importantes.

Se analizara en detalle la implicacién de PKM2, la cual, no solo es importante por su actividad
metabdlica, sino que ademads, actia como regulador transcripcional y como mediador extracelular.
Por otro lado, la glutamina adquiere un papel fundamental en este metabolismo alterado,
desarrollandose una adiccién por este aminodcido. Finalmente, la serina esta implicada en la sintesis
de nucledtidos, importante en esta patologia por su rapidez de divisién. Por lo tanto, se concluye
gue la reprogramacion metabdlica es vital para la célula tumoral al conseguir diferentes ventajas
selectivas que le permiten sobrevivir en nuestro organismo.

Introduccion

e Cancer y sus consecuencias en el metabolismo

Segun la OMS, podemos definir el cancer de la siguiente forma: Cancer es un término
genérico que designa un amplio grupo de enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del
organismo (1). Las caracteristicas que definen a esta enfermedad son conocidas como
caracteristicas distintivas (o Hallmarks), y son 6 segin Hanahan y Weinberg (2): sefalizacién
proliferativa incontrolada, resistencia a la apoptosis, angiogénesis (formaciéon de nuevos vasos
sanguineos), adquisicidon de inmortalidad replicativa, invasion activa y metastasis, y evasion de los
supresores de crecimiento. En 2011, los mismos autores extendieron esta lista para incluir la
reprogramacion metabdlica como una caracteristica distintiva emergente y como una diana
potencial.

El cancer es la segunda causa de muerte en el mundo (1), alcanzando en 2015 un total de
8,8 millones de defunciones. Los canceres mas mortales, en orden son: cancer de pulmén (1,76
millones de muertes), cancer colorrectal (862000 muertes), cancer de estémago (783000 muertes),
cancer de higado (782000 muertes) y cancer de mama (627000 muertes).

Su evolucidon es comun y suele comenzar con una lesidn precancerosa vy finalizar con un
tumor maligno. Para que se genere esta progresion, debe de haber una alteracién celular resultado
de una interaccion entre los factores genéticos, epigenéticos y diferentes agentes externos,
denominados carcindgenos, divididos en 3 tipos por la OMS (1):

1. Carcinégenos fisicos, como las radiaciones ultravioleta e ionizantes.

2. Carcindégenos quimicos, como los componentes del humo del tabaco o el arsénico
(Contaminante en el agua de bebida).



3. Carcindgenos bioldgicos, como algunos virus, bacterias o parasitos.

Cuando una célula empieza a crecer en tamafo, detiene su crecimiento a través de la
inhibicién por contacto (3). Si hubiese un defecto o mutacién en una célula, la maquinaria celular
la eliminaria a través de la muerte celular programada o “apoptosis” y de esta forma, la célula
mutada se reemplazaria por una célula sana y nueva. Al cabo de un dia ocurren cientos de
mutaciones, por lo que, teniendo en cuenta la cantidad de células en nuestro organismo y la gran
suma de células nuevas que se forman, estas mutaciones no suelen adquirir una gran importancia.

Sin embargo, en algunas situaciones, una célula con diferentes mutaciones puede hacerse
resistente a la apoptosis y/o causar que tenga un crecimiento mas rapido. Las células que se formen
a partir de ésta contendrdn las mismas mutaciones, resultando en una masa de células anormales,
llamado “neoplasma”. Hay que afiadir que para que esto ocurra se necesitan de una gran suma de
mutaciones en diferentes genes y que permitan las condiciones necesarias que hemos visto. Se
consideran benignas a estas células neoplasicas en tanto en cuanto permanezcan en esa masa y no
crezcan fuera de control. Bajo estas condiciones, las células tienen una informacién genética dafiada
y pueden adquirir la capacidad de invadir tejidos cercanos o incluso alejados. Estas células invasoras
se consideran ahora cancerosas y la coleccién de estas células forma un tumor. Estas células
cancerosas no se inhibe su crecimiento por contacto, son rapidas dividiéndose, desarrollan una
resistencia a la muerte, escapan de puntos de control celulares del ciclo celular y consumen una
gran cantidad de nutrientes.

Finalmente, estas células pueden pasar a los vasos sanguineos, diseminarse por el organismo
y migrar a otros organos lejanos para invadirlos, fendmeno denominado metdstasis. Estas células
metastdsicas tendran diferentes mutaciones para adaptarse a su nueva localizacion y tampoco
respondera de la misma manera a la quimioterapia. Algunas rutas metabdlicas (4) al inicio del tumor
se vuelven esenciales para soportar la deficiencia en nutrientes, mientras que para las células
metastdsicas hay rutas metabdlicas que son mas importantes que en esas primeras etapas del
tumor.

Para satisfacer las crecientes demandas energéticas (3), las células cancerosas se esfuerzan
en adquirir nutrientes adicionales. Con cada divisién, la célula tumoral debe reunir componentes
celulares esenciales como ADN y fosfolipidos, entre otros. Para ello, sus caracteristicas metabdlicas
son diferentes comparadas con las células normales y necesitan de una reprogramacién metabdlica.

Se considera al metabolismo reprogramado (4) como un sello de distincién del cancer, como
hemos visto antes, siendo éste la alteracién de rutas metabdlicas en células cancerigenas si las
comparamos frente a las rutas metabdlicas de células normales. Se ha llegado a la conclusion de
qgue la reprogramacion del metabolismo mejora la aptitud celular, proporcionando una ventaja
selectiva durante la tumorigénesis que ayuda a la célula a sobrevivir a condiciones de estrés y a
proliferar hasta niveles patoldgicos.

Derivado de este metabolismo reprogramado, surgen los oncometabolitos (4), término que
se refiere a aquellos metabolitos cuya abundancia se incrementa de forma significativa en un tumor,
habiendo un mecanismo que conecte una mutacidn en ese tumor con esa acumulacién. Ejemplos
de estos oncometabolitos (4) son:

e D-2-hidroxiglutarato, una forma reducida del a-cetoglutarato, que alcanza
concentraciones milimolares gracias a mutaciones en la Isocitrato Deshidrogenasa-1 o 2
en algunos tipos de tumores, y su repercusion reside en interferir en las funciones de las
dioxigenasas que necesitan a-cetoglutarato como cosustrato.

e Fumarato y succinato, los cuales, a pesar de ser intermediarios del ciclo de Krebs, en
algunos tumores pueden alcanzar concentraciones masivas como consecuencia de la
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pérdida de funcion del complejo fumarato hidratasa o succinato deshidrogenasa como
consecuencia de mutaciones. Ambos metabolitos interfieren con la actividad de las
dioxigenasas, incluso el fumarato puede formar enlaces covalentes con grupos sulfidrilo
con glutatién, proteinas y péptidos, alterando su funcién.

e Antecedentes en el estudio del metabolismo tumoral: Efecto Warburg

En los afios 20, Otto Warburg (5) observé que, mientras el consumo de glucosa en células
no alteradas esta limitado por los metabolitos de gran capacidad energética producidos en
presencia de oxigeno, fendbmeno conocido como efecto Pasteur, las células tumorales se
comportaban diferente. Warburg encontré que estas células eran capaces de mantener un elevado
ritmo de glucdlisis, convirtiendo glucosa en lactato a gran velocidad y cantidad, incluso en presencia
de oxigeno. Este fendmeno fue denominado como “glucdlisis aerébica” o Efecto Warburg en la
década de los 70 por Efraim Racker (6), quien desarrollé sus propias teorias sobre el origen de este
efecto, desde los desequilibrios en el PH intracelular hasta los defectos en la actividad ATPasa.

En 1929, un bioquimico inglés, Herbert Crabtree (6), extendié el trabajo de Warburg
descubriendo que la magnitud de la respiracién en los tumores era variable. Concluyd que no solo
las células tumorales exhiben la “glucélisis aerdbica”, sino que también existe una variabilidad en la
fermentacién, probablemente debido a influencias ambientales o genéticas.

DeBerardinis et al., (2) incubaron células con glucosa marcada con carbono-13, obteniendo
niveles elevados de metabolitos glucoliticos, respaldando la hipétesis de Warburg. Fantin et al.,
observaron que si inhibian el enzima Lactato Deshidrogenasa impidiendo la conversidn de piruvato
en lactato, reducian la tumorigenicidad, demostrando que la tumorigenicidad dependia de la
energia proveniente de la glucdlisis.

Warburg mas tarde propuso que la causa de que las células tumorales dependiesen de la
“glucdlisis aerdbica” radicaba en una disfuncidon en la mitocondria de la célula (6). Sin embargo,
numerosos estudios posteriores demostraron que cada tipo de tumor tenia diferentes alteraciones
bioenergéticas (2). En 1967, Weinhouse encontré que las células de hepatoma de rata de lento
crecimiento eran oxidativas (es decir, usaban principalmente el metabolismo mitocondrial),
mientras que los hepatomas mas proliferativos eran glucoliticos, demostrando que el efecto
Warburg no es consistente en todos los tumores y consecuentemente el fenémeno de la “glucdlisis
aerobica” esté bajo entredicho por muchos grupos de investigacion que reportan tener lineas
celulares con la funcién mitocondrial activa.

En 2004, Zu y Guppy descubrieron que el ATP proveniente de la glucdlisis en varios tipos de
canceres contribuye sdélo al 17% del total del ATP generado. De hecho, el ATP generado a través de
la glucdlisis era muy dependiente del tipo celular y puede ser tan bajo como el 0,31% en
fibrosarcoma o tan alto como el 64% en hepatoma, siendo el resto del ATP generado proveniente
de la fosforilacién oxidativa mitocondrial.

Sin embargo, éen qué beneficia el efecto Warburg a las células cancerigenas? Comparado
con la respiracién mitocondrial, la “glucélisis aerdbica” es una forma muy ineficiente de generar ATP
(6), mientras que en la “glucdlisis aerébica” se producen 2 ATP por molécula de glucosa, durante la
fosforilacién oxidativa se producen 36 ATP por molécula de glucosa (7). No obstante, esta
produccion ineficiente de ATP solo es un problema si los recursos escasean, cosa que no ocurre en
las células proliferativas de mamiferos, las cuales estan expuestas a una fuente continua de
nutrientes gracias a los vasos sanguineos. No importa cuanto se estimulen para dividirse, las células
que utilizan la “glucélisis aerdbica” muestran proporciones altas de ATP/ADP y de NADH/NAD*. Una
forma que tienen las células para formar ATP cuando el metabolismo de glucosa esta comprometido



es a través de la Adenilato Quinasa, enzima que convierte dos ADP en ATP y AMP, ayudando a
mantener un ratio ATP/ADP viable, pero la acumulaciéon de AMP activa la AMPK (proteina quinasa
AMP-dependiente), activacion dependiente de la proteina supresora de tumores LKB1 (o quinasa
hepatica B1) y su activacion conlleva la fosforilacion de muchas dianas para mejorar la obtencién de
energia en la célula.

Se ha propuesto al efecto Warburg (6) como un mecanismo de adaptacién para suministrar
los requerimientos metabdlicos durante la proliferacidn incontrolada. El incremento del consumo
de glucosa es debido a su uso como una fuente de carbono para procesos anabdlicos como la
sintesis de novo de nucleétidos, lipidos, proteinas y puede ser dirigido a multiples vias que emanan
desde la glucdlisis (Figura 1). Un ejemplo de esto seria el desvio del flujo glucolitico hacia la
biosintesis de novo de serina mediante el enzima Fosfoglicerato Deshidrogenasa.

Otro mecanismo propuesto sobre las funciones biosintéticas del efecto Warburg es la
regeneracion del NAD* desde NADH en el paso desde piruvato a lactato. Esta regeneracién
producida gracias al Gliceraldehido-fosfato Deshidrogenasa que permite mantener la glucélisis
activa.

Otros investigadores (6) han propuesto que esta via ineficiente de crear ATP aparece a causa
de preservar las vias anabdlicas. Se produce una compensacién limitando el uso de la mitocondria
a fin de que se mantenga una alta expresién de enzimas biosintéticas ante la poca disponibilidad de
proteinas que se pueden crear. Por otro lado, el volumen fisico disponible por célula puede limitar
el nimero de mitocondrias y la energia y biomasa que excede de la capacidad mitocondrial necesita
ser producida a través de la glucdlisis aerdbica. Sin embargo, hay grandes limitaciones para esta
funcién propuesta para el efecto Warburg. Primero, durante la glucdlisis aerdbica, la mayoria del
carbono no es retenido y ademads es excretado como lactato. De hecho, la ecuacion general de una
molécula de glucosa convertida en dos de lactato sin una ganancia ni pérdida general de NAD* y
NADH no deja espacio para biomasa. La produccién de biomasa es mutuamente excluyente con la
generacién de lactato y no es posible la regeneracién de NAD* solo con lactato para la biosintesis.

Actualmente, se ha desarrollado una técnica que nos permite aprovechar la capacidad de las
células tumorales de captar glucosa para localizar un tumor, esta técnica se denomina tomografia
por emision de positrones (PET) (2). La tomografia por emision de positrones utiliza una glucosa
marcada por un radioisétopo trazador, 18-Fluorodesoxiglucosa (‘8F-FDG), que permite localizar
zonas donde haya una captacién masiva de glucosa. La ®F-FDG es transportada dentro de la célula
por transportadores de glucosa (GLUTs) y termina siendo fosforilada por la Hexoquinasa (HK) en
18-Fluorodesoxiglucosa-6-fosfato. Una vez dentro de la célula, el metabolito 8F-FDG-6-P no puede
ser metabolizado y debido a su grupo fosfato queda atrapada dentro de la célula. De esta forma
permite identificar la presencia de tumores sdlidos y ver si un tratamiento es eficaz ya que en estas
células tumorales hay una sobreexpresién de GLUTs que implica una mayor captacion de glucosa.

El aumento de la captacién de glucosa ha sido asociado con el efecto Warburg. Sin embargo,
gue haya un aumento de la captacion de glucosa no demuestra que haya un aumento de la glucdlisis
y una reduccién del metabolismo mitocondrial. De hecho, una sefial fuerte en el PET no quiere decir
qgue la glucosa sea metabolizada, solo que es captada en esa zona. Ademas, no todos los canceres
son tan facilmente detectables por PET y es un problema comun en esta técnica que se sobreestime
el tamafio actual del tumor. Una explicacion para este problema puede ser porque el
microambiente del tumor es glucolitico, fendmeno conocido como efecto Warburg inverso.
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Figura 1: Esquema de la glucdlisis, ciclo de Krebs, ruta de las pentosas fosfato y fermentacion ldctica en una célula normal.(8)

¢ Interaccion del cancer con su entorno. El efecto Warburg inverso

Postulado por primera vez por Pavlides et al. (2) en 2009, el efecto Warburg inverso describe
como el estrés oxidativo en los fibroblastos asociados al cancer (CAFs) induce mitofagia y autofagia.
Se piensa que el estrés oxidativo es producido por la secrecion de peréxido de hidrogeno liberado
por las células cancerigenas (Figura 2). Los fibroblastos experimentan entonces catabolismo celular,
gue resulta en una pérdida de la funcién mitocondrial y termina en un cambio desde el metabolismo
aerobico a la glucdlisis, resultando en un aumento de la produccién de lactato por los CAFs, que es
transportado al espacio extracelular por el transportador de monocarboxilato-4 (MCT4). Este
lactato termina en la célula tumoral gracias al MCT1 vy lo utiliza como combustible del metabolismo
oxidativo. Las células cancerigenas (3) actiuan como parasitos metabdlicos en tanto que ellos
obtienen nutrientes desde las células hospedadoras induciéndolas procesos catabdlicos.

El efecto Warburg (2) no es una condicién universal en los canceres y de forma similar pasa
con el efecto Warburg inverso. Yoshida et al., en 2015, observaron que en los tumores que expresan
niveles elevados de MCT4 no presentan el efecto Warburg inverso. El microambiente del cancer
estd en continuo cambio y lo que hacen o pueden hacer las células tumorales varia segun el fenotipo
metabdlico incluso con la misma masa tumoral.

Célula tumoral

Mitocondrias
disfuncionales

Fibroblasto

Figura 2: Interaccion de una célula tumoral con fibroblastos asociados al cancer.
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En 1889, se propuso la hipotesis semilla y tierra (“seed and soil”) (3), en la cual, se propone
que el cancer actua como una semilla: crece mejor cerca de un drgano que proporcione “tierra
fértil” para su crecimiento. Las vias que suelen afectarse en algunos tumores, como es el caso de las
células tumorales activadas por estroma (9), suelen asociarse con la biosintesis de esteroides o de
acidos grasos insaturados, habiendo también cambios en la glucélisis y gluconeogénesis. De hecho,
las sefales de la matriz extracelular y de las células del estroma incrementan el flujo hacia la
glucdlisis y la via de las pentosas fosfato, incluso el estroma, a veces, induce respuestas gendmicas
y metabdlicas que fortalecen la progresion de tumores como el pancreatico.

Los CAFs pueden liberar también alanina, ademads de acido lactico, consecuencia de una
degradacidn de proteinas inducida por autofagia en estas células. La alanina es captada por la célula
tumoral para convertirla en piruvato en la mitocondria para producir energia y lipidos esenciales.
En cdncer de mama, los CAFs liberan quinurenina, metabolito promotor de tumores que surge de
la degradacién del triptéfano, cuya sintesis esta incrementada en respuesta a mediadores lipidicos
derivados de tumores (prostaglandina E2). En estos tumores, perfiles transcripcionales de
fibroblastos deficientes en caveolina-1 revelan una sobreexpresién de genes cetogénicos
promoviendo la formacién de cuerpos cetonicos. Estos cuerpos ceténicos pueden usarse como
fuente de energia por las células tumorales y promueven su crecimiento.

Se ha observado en algunos tumores (9) que, las condiciones de privacion de nutrientes
fortalecen el intercambio metabdlico estromal-epitelial. Bajo restriccion de glutamina, los CAFs
sobreviven y experimentan una reprogramacion metabdlica que conlleva una mayor sintesis de
glutamina. Bajo inanicidn de aminodcidos y piruvato, los CAFs mejoran la conservacion de estos
metabolitos dentro de vesiculas extracelulares. El suministro de estos metabolitos encerrados en
vesiculas extracelulares es independiente de K-RAS (gen que controla el crecimiento, maduraciény
muerte celular, que puede estar alterado en algunos tipos de cancer), sugiriendo que el remodelado
metabdlico de los CAFs sea un rasgo comun del cancer.

Por consiguiente, el microambiente tumoral se convierte en la fuente de nutrientes principal
para las células tumorales y estd compuesto por macromoléculas, tales como colageno, acido
hialurénico, fibronectina, albumina, lipidos, etc. Para aprovecharse de este microambiente y
optimizar el uso de las macromoléculas, las células tumorales utilizan la macropinocitosis, proceso
endocitico no selectivo, para captar componentes extracelulares e internalizarlos en vesiculas. Los
productos derivados de la degradacién en las vesiculas pasan al citosol como nutrientes listos para
usarse.

Las células tumorales también pueden tomar nutrientes de la circulacidon sanguinea como
pueden ser acetato y los cuerpos ceténicos, siendo ambos fuente de carbono para producir energia
y biomasa. La acil-CoA sintetasa 2 promueve la captacién de acetato y produce el acetil-CoA
necesario para la sintesis de acidos grasos. Por otro lado, los cuerpos cetdnicos, acetona,
acetoacetato y B-hidroxibutirato (B-OHB), de forma normal, son sintetizados en higado cuando no
hay glucosa para facilitar la biomasa y energia a los érganos. Su metabolismo conocido como
cetolisis consiste en la oxidacién del B-OHB para formar acetil-CoA, reaccion catalizada por la 3-
oxoacil-CoA transferasa 1 (OXCT1). En el carcinoma hepatocelular puede aparecer sobreexpresada
OXCT1 debido a la privacion de nutrientes, sugiriendo que metabolizan estos nutrientes en
condiciones de necesidad.

Para finalizar, nos falta por hablar de los aminoacidos (10), que son la fuente de carbono mas
consumida por las células proliferativas, como las tumorales. Como consecuencia, se liberan al
microambiente tumoral los productos del metabolismo de aminoéacidos, como es el amonio. Sin
embargo, Spinelli et al. (9), recientemente demostraron que el tumor recicla el amonio para
maximizar el uso de nitrdgeno, mediante la sintesis de glutamato a partir de a-cetoglutarato.
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e Ejemplo de la reprogramacion en el metabolismo: PKM2

La piruvato quinasa (PK) (11) es la enzima responsable de catalizar el ultimo paso de la
glucdlisis, siendo PKM2 la isoforma que se expresa mayoritariamente en las células tumorales y una
de las enzimas sobre la cual centraremos este trabajo. Entendemos isoforma como las distintas
formas de una proteina generada por genes relacionados, o por el mismo gen a través de un corte
y empalme alternativo o maduracidn diferencial, que provoca diferencias en algunos aminodacidos
de esas proteinas pero que no cambian su actividad principal.

En primer lugar, para entender la importancia de esta enzima dentro del metabolismo del
cancer hay que explicar la reaccion que cataliza. Como hemos visto, la piruvato quinasa (8) cataliza
el ultimo e irreversible paso de la glucdlisis, la conversién de fosfoenolpiruvato (PEP) en piruvato a
través de la transferencia del grupo fosfato del PEP al ADP, formando una molécula de ATP y con la
ayuda de cofactores como son el Mg?*y K* (Figura 3).

(AL
ADP)__
— L—é».
® -

Piruvato

, Piruvato
Fosfoenolpiruvato i

Figura 3: Conversion del fosfoenolpiruvato en piruvato gracias a la piruvato quinasa. Fuente:
https://www.biologuias.com/catabolismo/glucolisis-regulacion/

En mamiferos, hay 4 isoenzimas de la piruvato quinasa codificadas por 2 genes (8,11), el gen
PKLR y PKM. El gen PKLR codifica para PKL, expresada, sobretodo, en higado, y en algunas células
del pancreas, intestino y rifidn; también codifica para PKR, que se expresa en eritrocitos. Por otro
lado, el gen PKM codifica para dos isoformas, PKM1 y PKM2, solo diferenciadas por un corte y
empalme alternativo y exclusivo (Figura 4) de exones mutuamente exclusivos que son idénticos en
longitud, pero que codifican una regién de 56 aminoacidos que difiere en 22 residuos. El ORF (Open
Reading Frame o marco de lectura abierto) entero esta compuesto por 12 exones donde la inclusion
del exdn 9 generara la transcripcion de PKM1 mientras que el exdn 10 es especifico de PKM?2.

PKM gene

PKM1 PKM2

G o

Figura 4: Imagen que ilustra el corte y empalme producido en el gen PKM para producir los genes PKM1 o PKM?2.(8)

Debido a esas pequeiias diferencias, PKM1 es una enzima tetramérica activa por defecto
mientras que en PKM2 los 22 aminodacidos diferentes crean una regién de union a fructosa-1,6-
bifosfato (FBP), que hace a esta isoforma dependiente de esta molécula para formar el tetramero
activo. El tetrdmero (12) se forma por la unién de dos dimeros orquestado por el dominio C-terminal
de cada mondmero, y a su vez cada mondmero se une a otro mondémero para formar el dimero.

PKM2 no solo se activa por FBP(8), sino que tiene muchos efectores alostéricos incluyendo
serina y SAICAR (Succinil aminoimidazol carboxamida ribdétido, intermediario de la sintesis de novo
de purinas) (Figura 5), ambos estimulan la actividad enzimatica de PKM2. Por otro lado, se ha visto
que la fenilalanina inhibe la actividad de PKM1y 2, deprimiendo su actividad enzimatica a través de



un mecanismo que produce un cambio conformacional en el tetramero y de esa forma reducen su
afinidad por PEP, pero manteniendo su forma de tetramero. Por otro lado, todas las isoformas de
la piruvato quinasa son inhibidas por alanina y ATP, y a su vez, PKR y PKM2 son ambas inhibidas por
la hormona tiroidea T3, la cual, estabiliza la forma monomérica de PKM2 (11), pudiendo
contrarrestarse si se une a FBP. La alanina se une en un lugar diferente a FBP en PKM2, produciendo
la disociacién de PKM2 en su dimero que tiene menos actividad.

Ademas, PKM2 (8) es inhibida de forma exclusiva por mecanismos encontrados en células
proliferativas. Se trata de la fosforilacidn por tirosina quinasas que se unen a PKM2 y como
consecuencia de su fosforilacidn en el residuo de tirosina-105, disminuye su actividad. Del mismo
modo, la acetilacién de Ia lisina 305 reduce su actividad y la convierte en una diana para una
degradacidn lisosomal. También, la oxidacién en el residuo de cisteina 358 aminora la actividad
PKM2 y le hace sensible al estrés oxidativo asociado normalmente a la proliferacion celular.
Finalmente, se estd investigando la molécula shikonina (11), naftoquinona aislada de la planta
Lithospermum erythrorhizon, que ha demostrado ser un inhibidor de PKM2, puede usarse para el
tratamiento contra el cancer.
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Figura 5: Regulacion alostérica de la actividad de PKM2.(8)

No obstante, iqué tiene que ver todo esto con el cdncer? Se han hecho estudios (12)
observando la abundancia relativa de PKM1 y PKM2 en tejidos normales y tumorales, demostrando
gue hay un cambio de PKM1 a PKM2 en muchos tipos de cdncer. Ademas, el cambio del corte y
empalme del ARNm de PKM1 a PKM2 se ve inducido por el oncogén c-Myc, sugiriendo que a las
células tumorales les beneficia este cambio para sus necesidades metabdlicas. Se ha propuesto que
la baja actividad enzimdtica de la piruvato quinasa (8) desvia los intermediarios glucoliticos hacia
vias de biosintesis tales como la via de las pentosas fosfato o la sintesis de serina. Asimismo, la serina
puede unirse a PKM2, activandola y resultando en una disminucion de la sintesis de serina, entrando
en un bucle de retroalimentacién negativa.

e Metabolismo de glutamina y su importancia en el cancer

La glutamina (13) constituye aproximadamente el 4,7% de todos los aminoacidos del
proteoma humano. Ademas, la biosintesis de aminoacidos no esenciales depende en gran medida
de la glutamina. De esta forma, la desaminacion de la glutamina por diversas enzimas produce
glutamato, el cual puede ser transformado en prolina. También el glutamato dona su grupo amino
para la biosintesis de alanina, serina, glicina y aspartato.
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En primer lugar, hablaremos sobre las vias metabdlicas donde interviene la glutamina.
Primero, destacaremos la sintesis de glutamina (Figura 6), a través de la glutamina sintetasa,
utilizando como sustrato el glutamato. Por otro lado, tenemos el proceso contrario, la glutaminolisis
(3), reaccion catalizada por la enzima glutaminasa y que da lugar a la conversion de glutamina en
glutamato. Este a su vez, reacciona con piruvato, transfiriéndole su grupo amino y formando alanina
y a-cetoglutarato, reaccién catalizada por la alanina aminotransferasa (GPT) y juega un importante
papel en el ciclo glucosa-alanina (14) que es requerido para mantener la gluconeogénesis en el
higado. En algunas células tumorales GPT2 combina el aumento del flujo glucolitico con el aumento
del catabolismo de glutamina para cubrir las necesidades metabdlicas de la célula.

9.
o) OéH o g b
B = o-C
| | |
CH ATP ADP CH NH5 P
A N A~ S N 4=
H(!:—NHQ glutamina sintetasa HC—NH, glutamina sintetasa H(.!‘,—NH‘?
©=¢ 0=¢ o-C
OH OH AH
glutamato ~-fosfato glutamil glutamina
(intermedio)

Figura 6: Conversion del Glutamato en Glutamina a través de la glutamina sintetasa.

De manera andloga, la glutamina ayuda a la produccidn de aspartato utilizando la isoforma
citosdlica de la aspartato aminotransferasa (GOT1). Se vio en algunos estudios que las células
proliferativas que tienen inhibida la cadena transportadora de electrones requieren una gran
produccidn de aspartato. Por otro lado, la GOT2 mitocondrial actia en conjunto con la GOT1, como
parte de la lanzadera malato-aspartato, necesaria para lanzar electrones dentro de la mitocondria
gue se usan en la cadena de transporte de electrones y restaurar el NAD* requerido para el flujo
glucolitico.

Otra aminotransferasa que utiliza el glutamato formado a partir de la glutamina es la
fosfoserina aminotransferasa (PSAT), requerida para la sintesis de novo de serina. La serina juega
un variado numero de papeles, desde la sintesis de proteinas y nucledtidos hasta actuar como
activador alostérico de diferentes enzimas, como PKM2. Ademas, la serina es el precursor de
muchos metabolitos como son esfingolipidos, glicina y folato, importantes para el crecimiento
celular.

Por otro lado, no solo se utiliza la glutamina para la sintesis de aminoacidos, sino también
para la sintesis de las bases nitrogenadas (13). Para la sintesis de purinas, el primer paso es el
consumo de dos nitrogenos de dos glutaminas para formar inositol monofosfato (IMP), el cual dara
lugar a adenosil monofosfato (AMP) y guanosil monofosfato (GMP), este Ultimo con la ayuda de
un tercer nitrogeno de otra glutamina. Para la formacidon de bases pirimidinicas, el primer paso
consta de la condensacion del nitrégeno derivado de la glutamina con bicarbonato y ATP para
generar carbamoil fosfato, y finalmente, una segunda glutamina es consumida para la sintesis de
citidina trifosfato (CTP) desde uridina trifosfato (UTP). Estas reacciones utilizan el nitrégeno y de la
glutamina, es decir, el nitrégeno del grupo amida terminal.

Finalmente, las células tumorales aprovechan este aminoacido de diferentes formas (14):

e Glutamina como fuente de carbono: en algunas condiciones, como la hipoxia o cuando
la respiracion mitocondrial esta danada, la carboxilacion del a-cetoglutarato (formado a
partir de glutamina) que da lugar a citrato, estd aumentado y se encamina a la
lipogénesis.
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e Homeostasis redox: Un aumento de la oxidacion de glutamina puede conllevar a un
aumento en la produccidon de especies reactivas del oxigeno (ROS). Sin embargo, la
glutamina es uno de los precursores del glutatién, tripéptido formado por glutamato,
cisteina y glicina que neutraliza los radicales de perdéxido. Ademas, también regula la
homeostasis de las ROS a través de la produccién de NADPH via glutamato
deshidrogenasa (GLUD), asi como usando la enzima malica 1.

e Regulacion de mTOR: La via de mTOR, que puede ser regulada por glutamina, coordina
una amplia variedad de sefiales ambientales para regular el crecimiento celular y la
homeostasis. La disponibilidad de aminoacidos estimula la actividad de mTOR y esta
disponibilidad depende de los transportadores de aminoacidos, aunque pueden entrar
en la célula por macropinocitosis (como hemos visto).

e Autofagia: La autofagia puede ser antitumoral (limitando el estrés oxidativo y por la
inestabilidad cromosdmica) y protumoral (proporcionando nutrientes y suprimiendo vias
de estrés). Muchos procesos en los que interviene la glutamina suprimen la autofagia,
como puede ser la regulacion de mTOR o la eliminacién de ROS. En otro contexto, la
glutamina promueve la autofagia gracias al amonio producido en su catabolismo.

e El papel de la serina en el metabolismo reprogramado y su implicacion en la
ruta del folato

La serina es un aminoacido no esencial que estd implicado en muchas reacciones
metabdlicas importantes para el crecimiento celular, como es la ruta del folato, también conocida
como metabolismo de un carbono o del metilo activo (15). Esta via es universal y sirve para activar
y transferir una unidad de carbono en procesos biosintéticos que incluyen la sintesis de purinas,
timidina y la remetilacion de homocisteina. Esto es posible gracias a la capacidad del folato de actuar
como un transportador de una unidad de carbono. Debido a su importancia en la sintesis de acidos
nucleicos, el bloqueo de esta ruta con farmacos como el metotrexato, bloquea la progresidon
tumoral. En esta ruta se incluye la conversién de serina a glicina, (Figura 7)(16) catalizado por la
serina hidroximetiltransferasa SHMT1 (citoplasmatica) y la SHMT2 (mitocondrial). El carbdn
escindido de la serina es transferido al tetrahidrofolato (THF) formando metilen-THF. Asimismo, se
puede dar la reaccidn contraria para producir serina con el coste de una unidad de carbono.

A partir del metilen-THF se forma el 10-formil-THF (15), la forma mds oxidada del folato y es
la forma que se requiere para la sintesis de purinas. Durante la sintesis de purinas, se incorporan
dos unidades de 10-formil-THF para formar la estructura de purina. Las enzimas que realizan esta
operacion forman un complejo fuera de la mitocondria y se le denomina el purinosoma.
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Figura 7: Metabolismo de Serina y su implicacion en el metabolismo del metilo activo.(15)
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Por otra parte, se puede sintetizar serina a partir del 3-fosfoglicerato (3-PG) (16) gracias a la
enzima transaminasa PSAT1 y al glutamato, donador del grupo amino (como hemos visto). La serina
modula la disponibilidad de 3-PG para su propia sintesis, ya que es un activador de la enzima
glucolitica PKM2. También se puede generar glicina mediante procesos lisosomales, en los cuales se
destruyen proteinas extra- o intracelulares y donde quedan libres los aminoacidos.

A las células tumorales les interesa aprovecharse de este metabolismo por diferentes
razones: sintesis de nucledtidos, metilacién del ADN y produccién de NADH/NADPH. Del mismo
modo, la serina extracelular tiene un importante papel ayudando en la proliferacién de las células
tumorales actuando como provisién de unidades de carbono.
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Objetivos

e Conocer el papel de PKM2 en la adaptacién metabdlica de las células tumorales.
e Comprender el beneficio que supone la modificacion de otras rutas metabdlicas importantes en
el cancer como son: el metabolismo de glutamina, serina y ruta del folato.

Material y métodos

Para apoyar los conocimientos de este trabajo y poder cumplir estos objetivos, se ha
realizado una revisidn bibliografica de diferentes estudios sobre el cancer y sobre las diferentes vias
metabdlicas que pueden ser modificadas en esta enfermedad, que han sido publicados y revisados
en la pagina conocida como Pubmed. Como criterios de inclusién he tenido en cuenta que los
trabajos publicados en dicha web fuesen lo mas actualizados posible.

Resultados y discusion

1. Papel de PKM2 en la adaptacidon metabdlica en las células tumorales:

1.1. PKM2 como enzima citosélica y su regulacion en cancer

Como ya hemos comentado anteriormente, la actividad enzimatica de PKM2 (11) estd
determinada por la configuracidn de la enzima en un tetramero, dimero o mondmero. PKM1 existe
de forma natural como un tetrdmero, lo que permite una unidn Optima al sustrato
fosfoenolpiruvato (PEP). Por otro lado, PKM2 requiere la uniéon de un activador, el cual
desencadene la maxima actividad piruvato quinasa. El activador principal es la fructosa-1,6-
bifosfato (FBP), molécula que se une en una localizacion diferente al sustrato, promoviendo y
estabilizando la formacién del tetrdmero al mismo tiempo que aumenta la afinidad por PEP,
logrando unos parametros cinéticos parecidos a los de PKM1.

En la célula tumoral, hay un incremento de PKM2, resultando en una disminucién de la
actividad piruvato quinasa total en estas células, permitiendo que intermediarios glucoliticos sean
canalizados en la produccién de otros metabolitos como son serina o glicina. Este incremento en la
sintesis de serina y glicina es critico para la célula tumoral, no es casualidad que la serina sea uno de
los activadores de PKM2, desencadenando una retroalimentacidn negativa para disminuir su propia
sintesis cuando hay una gran cantidad de este metabolito. Esta sobreexpresion se debe al oncogén
c-Myc (17), que codifica para una proteina llamada MYC (18). MYC es un factor de transcripcién que
dimeriza con la proteina MAX para unirse al ADN y regular la expresion de diferentes genes. De esta
forma, MYC (17) activa la transcripcién de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas 1, A1y A2
(hnRNPs), las cuales se unen y reprimen el exén 9 del gen PKM. Como resultado obtenemos la
inhibicién de la expresién de PKM1, obligando a la célula a expresar solo PKM?2.

Por otro lado, tenemos la diana en mamiferos de rapamicina o mTOR, que se ha
demostrado que es un factor clave en el efecto Warburg, asi como un inductor de la expresién de
PKM2 y otras enzimas glucoliticas bajo condiciones de normoxia. Sun et al. demostraron que PKM2
es una enzima crucial en el efecto Warburg, debido a mTOR, en donde las cascadas de HIF-1a (factor
inducible por hipoxia) y MYC-hnRNPs son las causantes de la regulacién de mTOR sobre PKM2.

Ademas, a parte de la regulacion a nivel de su gen, PKM2 alberga multiples residuos de
aminoacidos (19) que son capaces de ser modificados post-traduccionalmente (Figura 8). La
fosforilacién de la tirosina 105 (Y105) interrumpe la unién a FBP para inhibir la conformacién de
tetramero, disminuyendo asi su actividad enzimatica. Esta fosforilacidn es regulada negativamente
por el enzima tirosina fosfatasa 1B (PTP1B), donde una menor actividad de PTP1B resulta en un
aumento en la fosforilacién de la Y105. La fosforilaciéon de la treonina 454 inhibe la actividad
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enzimatica de PKM2 y, similar al caso anterior, se promueve el consumo de glucosa en la célula y
hay un incremento en la produccién de lactato y en la proliferacion celular. La oxidacion de la
cisteina 358 también bloquea la formacién del tetramero, promoviendo el crecimiento tumoral. Sin
embargo, la fosforilaciéon del residuo de treonina 365 por JNK1 (proteina quinasa c-Jun N-terminal)
resulta en un aumento de la actividad de PKM2, aumentando la afinidad de PKM2 con sus sustratos
PEP y ADP. No obstante, JNK1 esta inhibida en el cdncer manteniendo a PKM2 con baja actividad.
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Figura 8: Regulacion de PKM2 como enzima citosdlica y como requlador transcripcional.(12)

De esta forma, podemos observar que una reduccidon de la actividad de PKM2 via
modificaciones postraduccionales mantiene el fenotipo del efecto Warburg y aumenta la
proliferaciéon tumoral. Se ha propuesto que de esta forma se estimula que los intermediarios
glucoliticos vayan a vias biosintéticas como la sintesis de nucleétidos o de aminodcidos. Por otro
lado, se ha visto que el PEP que no es utilizado al no estar activa la enzima, transfiere su grupo
fosfato a la histidina 11 de la enzima fosfoglicerato mutasa 1 (PGAM1) por mecanismos aun
desconocidos y que resulta en un incremento de la glucdlisis y del uso de estos intermediarios en
vias biosintéticas.

En definitiva, al cancer le interesa mantener una sobreexpresién de esta isoforma ya que
tiene muchos puntos donde poder regular su actividad. Al ser su estado normal de menor actividad
gue su isoforma mas comun, PKM1, puede tener activa esta enzima cuando es necesaria y de esta
forma ahorra nutrientes que le son escasos. El cancer necesita tener todo controlado para sobrevivir
y mantener su ritmo de crecimiento y PKM2 se lo permite.

1.2. PKM2 como regulador transcripcional

Se ha sugerido que PKM2 ademas desarrolla funciones de regulacién de la expresidon de
genes actuando como un transactivador de proteinas junto con HIF-1a y B-catenina (Figura 8) (8) o
desplegando una actividad proteina quinasa. Esta actividad la realiza utilizando su sustrato PEP
como un donador de grupos fosfato sobre una larga lista de proteinas, entre las que se incluye: el
transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (o Stat3), la histona H3, |a cadena ligera de
la miosina 2 (o MLC2), la proteina del punto de control de la mitosis (o Bub3) y la quinasa regulada
por senales extracelulares (o ERK1/2). No obstante, hay algunos estudios recientes que no
encuentran evidencias de que PKM2 actie como una proteina quinasa dependiente de PEP y lo
atribuyen a una contaminacién con proteinas quinasas dependientes de ATP.
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Primero comenzaremos comentando su actuacion conjunta con HIF-1a y B-catenina. PKM2
se traslada al nucleo (19) después de ser activada por las fosforilaciones en la serina 37 y la serina
202 por ERK1/2 y Akt (proteina quinasa B) respectivamente. La fosforilacién en la serina 37 es
importante para su traslado al nucleo pero se necesita que se desfosforile por Cdc25a (proteina del
ciclo de divisién celular 25 homdlogo A) dentro del nucleo para su unién con B-catenina. Algunas
evidencias indican (20) que es la forma monomérica de PKM2 la que se transporta al nucleo,
sugiriendo que cualquier modificacién postraduccional que favorezca esta conformacién permitira
su translocacion al nucleo.

PKM2 mejora la unién y reclutamiento de p300 por HIF-1a (17), el cual, es un coactivador
transcripcional que regula la actividad de esta proteina. De hecho, HIF-1a crea un bucle de
retroalimentacion positiva al activar la transcripcidén del gen PKM2. La interaccion de HIF-1ay PKM2
es mayor en células tumorales en condiciones de hipoxia (21) (debido a que se estimula la
acumulacién de HIF-1a). Recientemente, se ha observado que PKM2 impide la acumulacién
excesiva de HIF-1a para favorecer la actividad transcripcional del VEGF (factor de crecimiento del
endotelio vascular) (Figura 8) y su secrecién, ya que esta acumulacion excesiva lo impide. Gracias a
esta actuacidn, se estimula la angiogénesis tumoral, desarrolldndose mas vasos sanguineos en el
tumor y favoreciendo la tumorigenicidad.

Por otro lado, PKM2 se enlaza a través de su lisina 433 con la treonina 333 fosforilada por c-
SRC de la B-catenina (17). Esta interaccién es imprescindible para que sean reclutadas al promotor
de la ciclina D1 (CCND1) y que concluye con la liberacién del promotor de |a histona desacetilasa 3,
se produzca la acetilacion de la histona H3 y la expresién de la ciclina D1. La expresidn de la ciclina
D1 es critico para la transicién de la fase G1 a la S en el ciclo celular (22), fase donde se comienza la
replicacion del ADN.

En las células activadas con EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico), ERK2 se
une directamente a PKM2 y fosforila su serina 37, llevandolo al reclutamiento de la peptidyl-prolyl
cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (PIN1). PIN 1 ayuda a la uniéon de PKM2 a la importina a5,
facilitando su translocacién al nucleo. Por otro lado, la sumoilacion por la SUMO-E3 ligasa asi como
la acetilacidon por la acetil transferasa p300 previene la unién de PKM2 a FBP y promueve la
translocacion al nucleo (11).

Se han encontrado mecanismos que regulan la actuacién de PKM2 en el nucleo, y entre ellos
podemos destacar la O-glucosil-N-Acetilacion (23). Esta modificacién postraduccional actia sobre
la funciéon metabdlica y nuclear de PKM2, con el fin de incrementar en la célula el efecto Warburg.
Por un lado, reduce la actividad piruvato quinasa mientras que por otro lado, la O-glucosil-N-
acetilacidon en la treonina 405 y serina 406 directamente desestabiliza el tetramero para que se
transporte al nucleo.

Ademds, PKM2 desarrolla la capacidad de actuar como una proteina quinasa. Con esta
funcién consigue regular el ciclo celular a través de la fosforilacidon de reguladores importantes en
el ciclo celular (11), incluyendo Bub3 y la cadena ligera de miosina 2 (MLC2), desarrollando de esta
manera la citoquinesis (separacidn del citoplasma durante la divisidon celular). Sin embargo, las
proteinas mas importantes sobre las que actua son Stat3 e histona H3. La fosforilacidn de Stat3 en
la tirosina 705 por PKM2 provoca la transcripcion de MEK-5 (proteina quinasa de especificad dual
activada por mitégenos o MAP2K5). Por otro lado, la fosforilacién de la histona H3 (20) por PKM2
desencadena la disociacion de la histona desacetilasa 3 del promotor, y como ya hemos visto, se
produce la acetilacidn de la histona H3 y la transcripcion del gen. Esta Ultima actuacion (17) es clave
para la estimulacion del EGF (factor de crecimiento epidérmico).
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1.3. PKM2 como regulador de seiales extracelulares

Se ha observado que PKM2 puede actuar fuera de la célula tumoral (12). Buschow et al.
fueron los primeros en detectar a PKM2 en los exosomas de linfocitos B y la identificaron como una
proteina asociada al complejo principal de histocompatibilidad. Estudios recientes avalan que los
exosomas realizan una especie de comunicacion al liberar diferentes componentes desde la célula
huésped hasta la célula receptora, siendo PKM2 un posible mediador en esta comunicacién.

Por otro lado, PKM2 se libera libre a la circulacién sanguinea en su forma de dimero (17),
pudiendo usarse como un marcador tumoral. Esta PKM2 promueve la angiogénesis incrementando
la proliferacion, migracién y adhesidn a la matriz del endotelio vascular. La angiogénesis es critica
para la reparacién de heridas (24), de esta forma, PKM2 puede regenerar tejidos. De hecho, se ha
observado que los neutréfilos liberan PKM2 para cerrar una herida en un tejido.

Se ha visto que en el cancer de colon se secreta PKM2 como mediador autocrino activando
las vias PI3K/Akt y Wnt/B-catenina que promueven la migracion celular (12). Sin embargo, los
investigadores se preguntan si actia de forma similar la PKM2 empaquetada en exosomas y la PKM?2
libre. La PKM2 extracelular libre no puede atravesar la membrana plasmatica. Por lo tanto, activa
rutas intracelulares desde la superficie celular a través de receptores de factores de crecimiento.
Mientras tanto, la PKM2 empaquetada puede ser endocitada y su liberacién puede afectar al
metabolismo y la expresidn de genes por mecanismos intracelulares.

2. Modificacion de otras rutas metabdlicas importantes en cancer: metabolismo
de glutamina, serina y ruta del folato

2.1 Adiccidn a la glutamina en el cancer

Muchas células tumorales no pueden sobrevivir en ausencia de glutamina, exhibiendo un
fendmeno conocido como “adiccidn a la glutamina” (25).Esta adiccion puede deberse a diferentes
procesos, como pueden ser la regulacién del metabolismo por oncogenes como MYC o KRAS,
desviando la obtencidn de macromoléculas en la célula exclusivamente al metabolismo de
glutamina y, de esta forma, sin ella, la célula no obtiene la energia necesaria para sobrevivir.

El oncogén c-MYC (25) codifica una proteina que se une y transactiva 11 genes encargados
de la sintesis de nucledtidos. De los 5 pasos enzimaticos en la sintesis de nucledtidos que utilizan
glutamina, 3 de ellos, amidofosforribosiltransferasa, carbamoilfosfato sintetasa 2 y CTP sintetasa
estan regulados directamente por MYC. La proteina MYC es basicamente una cremallera formada
por una hélice-lazo-hélice que dimeriza con otra proteina de estructura similar llamada MAX,
ejerciendo ambas los efectos activadores o represores transcripcionales. Ademas, se ha observado
una relacion entre los niveles del oncogén MYC con el aumento de la glutaminolisis a través de
modificaciones transcripcionales. Se ha demostraron que la proteina MYC se une y activa
transcripcionalmente a 2 transportadores de glutamina de alta afinidad: SLC 38A5 (o SN2) y SLC1A5
(o ASCT2), que son los transportadores requeridos para la activacién de mTORC1 dependiente de
glutamina, como ya veremos mas abajo.

MYC desencadena la dependencia celular en la glutamina exégena como fuente de carbono
para el mantenimiento del potencial de la membrana mitocondrial y la sintesis de macromoléculas.
Por lo tanto, la escasez de glutamina en las células transformadas por MYC lleva a una reduccidn en
los niveles de metabolitos del ciclo de Krebs independientemente de la disponibilidad extracelular
de glucosa. MYC, como ya vimos, favorece la formaciéon de PKM2 y de esta forma favorece la
formacion de lactato a través de glucosa, es por eso por lo que ahora la célula depende de la
glutamina para la formacién de metabolitos del ciclo de Krebs.

Otra forma de inducir dependencia de la célula tumoral al metabolismo de la glutamina es
mediante las transformaciones dirigidas por el oncogén KRAS (26). KRAS mutado puede incrementar
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la dependencia en aminotransferasas a través de la desregulacion de GLUD y conlleva al incremento
en la produccion de NADPH para regular la formacién de glutation y controlar los niveles de las ROS.

Por otro lado, los metabolitos derivados de la glutamina regulan modificaciones y procesos
epigenéticos, como por ejemplo, a-cetoglutarato, que actia como cofactor de la histona
desmetilasa que contiene dominios Jumoniji (27). Ademas, para regular la expresién de genes via
mecanismos epigenéticos, estudios recientes han sefalado que la glutamina extracelular activa el
factor de transcripcion STAT3 que promueve la proliferaciéon tumoral. Por otro lado, la glutamina
intracelular indirectamente activa a mTORC1 (diana en mamiferos del complejo de rapamicina 1),
encargado de activar la traduccidon de proteinas e inhibir la autofagia en respuesta a los niveles de
aminoacidos (25). En presencia de suficientes aminodcidos, se activa una sefial a través del factor
de crecimiento similar a insulina (IGF)-PI3K-Akt o a través de una sefial extracelular de ERK-proteina
quinasa ribosomal p90-RSK, para activar mTORC1. Se ha visto que se necesita glutamina para que
se consiga la maxima activacién de mTORC1 por razones aun desconocidas.

Aunque la glutamina es un contribuidor clave para la disponibilidad de aminoacidos no
esenciales, se ha descubierto recientemente que una porcién de la glutamina se transporta fuera
de la célula para intercambiarse por aminoacidos esenciales (25). Estos aminodcidos activan
directamente mTORC1 para iniciar la traduccién de proteinas y el crecimiento celular. Por lo tanto,
la toma de glutamina y su posterior liberacién sirve tanto como una sefial para mTORC1 como para
aumentar la disponibilidad de aminoacidos esenciales, promoviendo de esta forma la traduccion de
proteinas (Figura 9).
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SLC38A9
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Figura 9: Regulacion de mTOR por la glutamina. (26)

2.2 Serina y ruta del folato en el metabolismo del cancer

El metabolismo de serina es beneficioso para las células tumorales al favorecer la sintesis de
nucleédtidos, incrementar la produccion de NADH y ATP o al proporcionar una mayor capacidad de
produccién de NADPH mitocondrial para limitar la produccion de las ROS. Es por esta razén que es
un punto clave en el estudio de la regulacion del metabolismo por parte del cancer.

En primer lugar, se han observado células tumorales que expresan niveles elevados de
fosfoglicerato deshidrogenasa (PHGDH), enzima que sintetiza serina de novo desde el
fosfoglicerato (como hemos visto en la introduccién). Estas células muestran un incremento en la
sintesis de novo de serina y son menos dependientes de la serina exdgena para crecer, pudiendo
sobrevivir aunque en el organismo no haya serina (28). La reduccién o inhibicién de PHGDH en las
células tumorales que sobreexpresan esta enzima disminuye su crecimiento y supervivencia. Se
investigd el destino de una serina marcada con !3C en las células a las que se les habia inhibido
PHGDH. Se observé que esta serina marcada se acumulaba en la célula y no se dirigia a la sintesis
de nucleétidos. Analisis mdas detallados han demostrado, que la pérdida de la enzima citosdlica
SHMT1 (serina hidroximetil transferasa) restaura la incorporacién de serina en la sintesis de
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nucledtidos a pesar de la inhibicién de PHGDH. Esta enzima convierte la serina en glicina formando,
como consecuencia, el 5,10-metilen-tetrahidrofolato. Cuando la enzima PHGDH deja de sintetizar
serina, el enzima SHMT1 realiza la reaccidn contraria para sintetizar serina, dejando a la célula sin
5,10-metilen-tetrahidrofolato requerido para la sintesis de nucledtidos, de esta forma, su inhibicién
es beneficiosa para la célula tumoral.

SHMT1, Timidilato sintasa (TYMS) y dihidrofolato reductasa experimentan varias
transformaciones por el pequeno modificador parecido a ubiquitina (SUMO) durante la fase S del
ciclo celular, resultando en la translocacion nuclear de estas enzimas para proveer desoxitimidina
trifosfato (dTTP) durante la replicaciéon del ADN. La pérdida de SHMT1 conlleva un incremento en
la S-adenosilmetionina a expensas de la sintesis de Timidilato, resultando en un aumento de la
incorporacion de uracilo en el ADN. Este defecto en la sintesis de ADN conlleva a una inestabilidad
gendmica y podria de esta forma ayudar al desarrollo del cancer.

Durante las fases S y G2/M del ciclo celular o durante una deficiencia en folato (28), el
enzima C-1-tetrahidrofolato sintetasa (MTHFD1) aumenta en el nucleo para preservar la sintesis de
Timidilato a expensas de la remetilacién de la homocisteina en el citosol. La pérdida de funcidn
selectiva del MTHFD1 conlleva a la disminucidn de la sintesis de Timidilato y un incremento en la
incorporacion de uracilo en el ADN. Muchos estudios han asociado la amplificacion o incremento
en la expresion de las enzimas del ciclo del folato con el desarrollo del cancer.

De manera andloga a los casos antes vistos, se ha observado la actuacidon de proteinas
propias de células tumorales, varias ya vistas, en la regulacion del metabolismo de serina o en la
ruta del metilo activo, entre ellos estarian (28)(Figura 10):

e MYC: induce enzimas de la sintesis de serina, como es el caso de PHGDH. Las células que
sobreexpresan la proteina MYC dependen de que se active la sintesis de novo de serina
para sobrevivir en caso de que haya una carencia de nutrientes.

e HER2: receptor de tirosina quinasa, se ha vinculado a la expresién del gen PHGDH. La
region promotora de PHGDH esta regulada por la proteina de especificidad 1 (SP1) y el
factor de transcripcion nuclear Y (NFY), incrementados ambos en las células tumorales.

e H3K9: histona H3 lisina 9 metiltransferasa G9A estd sobreexpresada en algunos cdnceres
y desemboca en el aumento de la expresidn de enzimas de la sintesis de serina y su
metabolismo, como PHGDH o SHMT2, a través de la metilacién en el correspondiente
loci del gen, en respuesta a la falta de serina.

e KRAS: proteina que actla en otra rutas metabdlicas, ademas estd asociada con una
mayor expresion en las enzimas del metabolismo del folato, incluyendo MTHFD?2.

Oxidative stress (Serine starvatiorD (Histone methylation)

————

Figura 10: Regulacion del metabolismo de serina. (28)
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Conclusiones

1) Laenzima PKM2 juega un papel fundamental en el desarrollo del cancer, actuando como una
enzima versatil facil de regular, permitiendo a la célula controlar el consumo de glucosa y su
derivacion a rutas biosintéticas. También actia como un regulador transcripcional junto con HIF-1a
y B-catenina o directamente actuando como proteina quinasa fosforilando proteinas clave en la
regulacién de la transcripcion de genes. El Gltimo papel de PKM2 es como mediador extracelular,
promoviendo la angiogénesis y la migracion celular.

2) La ruta del metabolismo de glutamina es modificada para facilitar la sintesis de macromoléculas,
dado que a la célula le interesa mantener un ritmo elevado de uso de este aminodcido, resultando
en una adiccidn por esta molécula.

3) En las células tumorales, se modifica el metabolismo de serina y el ciclo del metilo activo para
conseguir una mayor sintesis de nucledtidos y para producir mutaciones en el ADN.

Podemos concluir que el metabolismo reprogramado es vital para la célula tumoral, gracias a
él, la célula consigue diferentes ventajas selectivas que la permiten sobrevivir a un medio que le es
hostil. Ejemplos de estas ventajas serian: la regulacion de la expresidn de genes, la activacion de la
angiogénesis a través de sefiales extracelulares, la mejora de la migracién celular, etc.
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