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ABSTRACT

Estudio del efecto de las alteraciones epigenéticas, concretamente del
silenciamiento del gen SVIP, en la reprogramacion metabdlica durante el
desarrollo de la enfermedad del cancer. Se ha realizado a partir de la
descripcion tedrica del metabolismo celular, focalizandose en las reacciones
catabdlicas. Se incluye el analisis de la proliferacion descontrolada y agresiva
de las células tumorales y de como estas se alejan de realizar la respiracion
mitocondrial de glucosa y hacen uso de la fermentacion lactica como
mecanismo de obtencion rapida de energia. A partir de la explicaciéon del
articulo “Epigenetic loss of the endoplasmic reticulum—associated degradation
inhibitor SVIP induces cancer cell metabolic reprogramming”y de las técnicas
epigenéticas empleadas en este, gracias a la participacion de ellas en los
laboratorios del Instituto de Investigacion con la Leucemia Josep Carreras, se
ha complementado la investigacion. Finalmente, se concluye pues con la
intervencién de la metilacion de SVIP en la induccion a la reprogramacion

metabdlica.

Study of the epigenetic alteration of the SVIP gene’ silencing and how it
modifies the metabolic pathways, used by cancer pathology during its
development. Starting with the theoretical description of the cellular metabolism,
focused on catabolic reactions, the uncontrolled and aggressive proliferation of
tumor cells and the realisation of the lactic fermentation as a quickly energy
obtaining mechanism instead of the mitochondrial glucose respiration, are
analysed. The research is completed with the article “Epigenetic loss of the
endoplasmic reticulum—associated degradation inhibitor SVIP induces cancer
cell metabolic reprogramming” and with the techniques that it exposes and that |
could participate in thanks to “Institut d’Investigaci6 amb la Leucemia Josep
Carreras”. Finally, it is concluded that the methylation of SVIP gene takes part

in the inducement of metabolic reprogramming in cancer.
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1. INTRODUCCIO

El funcionament del cos huma sempre ha resultat un tema apassionant per a mi.
Durant el meu creixement personal, he anat adquirint coneixements que m’acostaven
més a poder entendre’l. Malgrat que encara em trobo lluny de comprendre la
complexitat del nostre organisme, cada vegada em sento més propera a fer-ho, a
aprofundir en els mecanismes que utilitza per obtenir energia, créixer i desenvolupar-

se.

La possibilitat de realitzar un estudi de recerca sobre qualsevol ambit que fos del meu
interés, em va portar a una situacié de dificil eleccié.

A rad que estic cursant un batxillerat cientific amb l'assignatura de biologia, I'estudi
dels sorprenents processos que el nostre cos és capac d’iniciar per a garantir un
correcte funcionament del metabolisme, és un tema que tracto habitualment, i és per
aixo0, que vaig decidir encetar la meva investigacié seguint aquest cami. Davant la gran
immensitat de continguts que abasta la biologia humana, no va ser pas una tria facil.
Des de la meva posicio, sempre provo d’estar informada al respecte, escoltant 'opinié

d’especialistes de la salut, i les diferents actualitzacions del mén cientific.

En un futur, m’agradaria dedicar-me a I'ambit de les ciéncies de la salut, que trobo que
combina prou bé els meus interessos i aficions. Es per aquest motiu que, quan vaig
trobar-me amb un article que unia els aspectes del metabolisme del cos huma i del seu
funcionament davant d’'una malaltia, vaig tenir clar que aquest seria el tema que volia

tractar.

Com és possible que la glucosa, que resulta imprescindible per a la vida, pot resultar
estimulant i contribuir al desenvolupament d’'una de les principals causes de mort al
modn, que cada any afecta a més de 14 milions de persones? Parlo del cancer, malaltia
que segons la previsio de 'OMS (Organitzaci6 Mundial de la Salut) seguira
augmentant en nombre de casos, incrementant un 70% en els proxims 20 anys. Tot i
tractar-se d'una de les malalties més comunes entre la poblacié, encara se'n
desconeixen aspectes que influeixen en l'aparicio i la posterior proliferacié de les

cél-lules afectades.

Es cert que existeixen tractaments pel cancer, com la quimioterapia, els efectes
secundaris dels quals poden arribar a ser perjudicials per al pacient. Per aguest motiu,

actualment s’intenta comprendre quins canvis metabdlics s’associen concretament als



diferents tipus de tumors per aconseguir tractaments més especifics. De la mateixa
manera, s’esta estudiant quines mutacions donen lloc a determinats canvis metabolics,

i si aquestes provoquen una sensibilitat cel-lular a la falta d’'un nutrient en concret.

Sabent aix0, em vaig interessar a coneixer a fons quin era el funcionament del cancer,
centrant-me en el metabolisme de degradacié de la glucosa i en les transformacions
que patia en el desenvolupament de les cel-lules tumorals, amb el proposit d’estudiar
si seria possible utilitzar aquests coneixements per a tractar la malaltia d’'una manera

més efectiva i menys nociva per als pacients.

2. OBJECTIUS

Un cop escollit el tema de treball, era necessari concretar qué volia extreure de la
meva recerca, és a dir, estipular quines eren les meves expectatives, els meus
objectius. Aquests es basen en:

o Estudiar els processos metabdlics que intervenen en l'obtencié d’energia de les
cel-lules.

o Definir les vies que utilitzen les cél-lules cancerigenes per aconseguir energia i per
a proliferar, tenint en compte els factors, reconeguts cientificament en I'actualitat,
que generen alteracions en el seu metabolisme.

e Contrastar el motiu pel qual les cél-lules tumorals segueixen una determinada via
glicolitica.

e Com a part practica del treball, realitzar, per una banda, una revisio i comprensio
de l'estudi basat en la induccié a la reprogramacié metabdlica de les cel-lules
canceroses que produeix SVIP i, per altra banda, una experiencia a un laboratori
de les instal-lacions del 1JC, per observar i entendre les técniques epigeneétiques
d’avantguarda empleades en I'estudi revisat.

o Aprofitar la practica de laboratori per acostar-me i establir contacte fisic amb el

mon de la recerca, els seus méetodes, el seu instrumental i les seves instal-lacions.



3. HIPOTESI

Després de determinar els meus objectius, vaig fer una primera cerca que em va
permetre disposar de la informacié basica per elaborar la meva hipotesi, que enunciaré
a continuacio:
Els canvis metabdlics que, seguint el fenotip descrit per l'efecte Warburg,
inhibeixen la respiraci6 mitocondrial de la glucosa en favor de la fermentaci6
lactica, son mediats per alteracions epigenétiques.

Amb la hipodtesi enllestida, donava peu a l'inici de la investigacio.

4. METODOLOGIA

Pel que fa a la metodologia emprada en la realitzacié del treball, cal mencionar que la
investigacié parteix de conceptes més generals i acaba centrant-se en un aspecte

concret.

Primerament, he iniciat la recerca amb informaci6 introductoria del tema per a poder

establir la hipotesi a partir de la qual es desenvoluparia el treball.

A continuacidé, he comencat la realitzacié de la part tedrica investigant a través de
diferents fonts d’informacio, recorrent sobretot a les dades cientifiques ja demostrades

en articles cientifics.

Per poder assolir els objectius proposats, en primer lloc, he estudiat el metabolisme
cel-lular, centrant-me en el catabolisme de la glucosa, tenint en compte les diferents
vies cataboliques de que disposa I'organisme per a la degradaci6 d’aquest glucid i per
la posterior obtencié d’energia i formacié d’estructures. Posteriorment, he aprofundit en
les diferents fases que es produeixen en els mecanismes d’aprofitament de la glucosa
i en els diferents elements i aspectes que intervenen en aquests processos durant el

correcte funcionament de les cél-lules eucariotes.

Seguidament, he analitzat el funcionament de les cél-lules cancerigenes i les causes
que generen una desviacié del desenvolupament apropiat per a les cél-lules cap al

creixement extraordinari que caracteritza les cel-lules de la malaltia del cancer.

A partir d’aqui, he passat a centrar-me en el catabolisme de la glucosa, que dista del
que es dona habitualment a la resta de cél-lules de I'organisme, i en la seva influéncia

en I'evolucié de la patologia.



Ateés que m’he assabentat que no és un unic factor el que produeix I'alteracio de la ruta
catabodlica, he esmentat breument alguns dels aspectes que han estat identificats com
a punts clau influents, per acabar aprofundint en el SVIP, un gen important en la
malaltia del cancer. Concretament, m’he centrat en la influéncia de la seva metilacié en

I'alteracié del catabolisme de degradacio6 de la glucosa.

La part practica del treball aprofundeix doncs en la revisié i comprensié de I'estudi
«Epigenetic loss of the endoplasmic reticulum-associated degradation inhibitor SVIP
induces cancer cell metabolic reprogramming» publicada el mar¢c del 2019 en el
Journal of Clinical Investigation Insight. He realitzat un aprofundiment en el
funcionament d’aquelles técnigques epigenéetiqgues realitzades en aquest estudi
demostratiu de la influéncia de la metilacio de SVIP en la malaltia del cancer. M’he
basat en la meva experiencia d’observacio i participacié de diferents técniques que
han estat empleades a la investigacioé epigenética en I'estada al laboratori: maneig de
cultius cel‘lulars i pellets, extraccido d’ADN, conversioé de Bisulfit, PCR de Bisulfit, PCR

quantitativa, extraccié de proteines, quantificacié i Western Blot.

Finalment he realitzat la valoracié de 'acompliment dels objectius proposats, he donat

resposta a la meva hipotesi inicial i he extret diverses conclusions de la meva recerca.

A continuacié trobareu el resultat de tot aquest temps d’esforg, dedicacio6 i, sobretot, de

recerca.



1. INTRODUCCIO AL METABOLISME CEL-LULAR

El metabolisme cel-lular és el conjunt de reaccions quimiques que es produeixen a
l'interior de les cél-lules i que els permeten obtenir materia per créixer i energia per dur
a terme les tres funcions vitals: nutricio, reproduccio i relacio.

Es tracta de reaccions catalitzades enzimaticament.

El metabolisme engloba tot un conjunt de processos en qué s’inclouen: I'obtencio
d’energia quimica de les molecules combustibles o de la llum absorbida, la conversié
dels principis nutritius exogens® en molécules precursores dels components
macromoleculars de la cél-lula, l'assemblatge d’aquests materials per formar
proteines, acids nucleics, lipids i altres components cel-lulars o la formacid i
degradacié de les biomolécules necessaries per les funcions especialitzades de la

cel-lula.

Aquests processos s’originen mitjangant la transformacié d’'unes biomolécules en
altres, és a dir, a partir de reaccions quimiques, que anomenem vies metabdliques, on
hi intervenen diferents molécules, els metabdlits. Aixi, a partir d'un substrat o metabdlit
inicial, que pateix unes alteracions regulades per enzims, s’obtenen diferents
productes. Aquest conjunt de reaccions formen part del metabolisme
intermediari. Entenem que la primera reacci6 tindra uns productes, que alhora seran

els reactius de la seglient reacci, i aixi successivament fins a arribar al producte final.

1.1 Adenosinatrifosfat

MHz
La transferencia d’energia entre les o o o N Sy
reaccions es fa mitjangant una “unitat HQ—[l'-!-'—(:]—lliL—Q—H‘J—OH <( :If;
energética comu”: la molécula d’ATP. Cl}H ElJH ClI'H O N N

L’adenosinatrifosfat o ATP és una

molécula present en tots els éssers OH OH

vius que constitueix la principal font d’energia utilitzable per les cél-lules per realitzar
Il-lustraci6 1: Molécula d'adenosinatrifosfat formada
per tres grups fosfats units entre ells amb dos

Es tracta d’'un nucleotid? que presenta enllagos esterfosfc‘)ric,s (qsquerra), units a una ribosa
(centre) que alhora s’uneix amb una adenina (dreta).

les seves diferents activitats.

la  capacitat d'emmagatzemar o

1 Principis nutritius exogens: nutrients formats a I'exterior del cos.
2 Nucleotid: unitats estructurals basiques dels acids nucleics, compostes per molécules d'acid fosforic,
un glicid de cinc carbonis, és a dir, una pentosa, i bases nitrogenades.


https://ca.wikipedia.org/wiki/%C3%80cids_nucleics
https://ca.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A8cules
https://ca.wikipedia.org/wiki/%C3%80cid_fosf%C3%B2ric
https://ca.wikipedia.org/wiki/Gl%C3%BAcid
https://ca.wikipedia.org/wiki/Carboni
https://ca.wikipedia.org/wiki/Pentosa
https://ca.wikipedia.org/wiki/Base_nitrogenada

alliberar energia amb molta facilitat. Aquesta funcié es pot atribuir al fet que disposa de
dos enllagos esterfosforics que acumulen cadascun d’ells 7,3 kcal/mol.

Quan es produeix la hidrolisi®, en la desfosforilacié* de la molécula, es trenca el seu
altim enllac esterfosforic, produint aixi ADP (adenosinadifosfat) i una molécula d’acid
fosforic (HsPQO.) i alliberant energia. L’ADP també pot ser hidrolitzat seguint el mateix
procés explicat anteriorment, perd produint, en aquest cas, una molécula d’AMP

(adenosinamonofosfat).

1.1.1 Sintesi de 'adenosinatrifosfat

La sintesi de 'ATP es pot realitzar de dues formes:

e Fosforilacié a nivell de substrat: sintesi d’ATP a partir de I'energia alliberada pels
enllacos amb fosfats presents en altres biomolécules. Aguestes molecules
presenten un nivell d’energia més alt que 'ADP i son capaces de transferir-li
I'enllag amb el grup fosfat. Es a dir, se sintetitza TATP amb I'energia alliberada per
biomolécules, que anomenem substrat, quan trenquen algun dels seus enllagos
rics en energia. Aquesta reaccidé en sentit invers, la transferéncia de fosfat des
de 'ATP a altres molécules de nivell energeétic inferior és la forma de transferencia
energética del metabolisme. Aquest procés es produeix en determinades
reaccions quimiques de la glicolisi i del cicle de Krebs. Els enzims que regulen

aquests processos son les quinases.

Rgeee ™ Rgee = %ﬁ

: - Obtencié de:
Adenosin trifosfat Trencament de I'enllag gue uneix un grup - Adenosin difosfat

fosfat a la molécula 'ATP - Grup fosfat
- Energia

Catalitzador:
CINASA

doos

FOSFORILACIO A NIVELL DE SUBSTRAT

Il-lustracié 2: Esquema grafic de la desfosforilacié de 'ATP i de la fosforilaci6 a
nivell de substrat. D’una molecula ATP amb tres grups fosfats se’n separa un dels
tres, trencant-se I'enllag éster, deixant-ne dos a la molécula d’ADP i produint un
alliberament d’energia, produint la desfosforilacié de '’ATP (part superior). Gracies
a aquesta energia i a I'accio de I'enzim catalitzador cinasa, es pot transferir el grup
fosfat d’'una molecula a una altra, produint doncs la fosforilacio a nivell de substrat
(part inferior).

3 Hidrolisi: catalisi (trencament) d’un enllag quimic a través de 'adicié d’aigua.
4 Desfosforilacid: procés essencial per treure els grups fosfat d'un compost organic (com [I'ATP)
per hidrolisi.


https://ca.wikipedia.org/wiki/Fosfat
https://ca.wikipedia.org/wiki/Compost_org%C3%A0nic
https://ca.wikipedia.org/wiki/Trifosfat_d%27adenosina
https://ca.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B2lisi

e Accié d’enzims del grup de les ATP-sintetases®. sintesi d’ATP mitjangant els
enzims ATP-sintetases, que es troben a les crestes dels mitocondris i als

tilacoides® dels cloroplasts, quan sén travessats per un flux de protons (H").

1.2 Vies metaboliques

Les vies metabdliques es poden dividir en dos tipus, les vies anaboliques i les vies
cataboliques.

La principal caracteristica que defineix els processos anabodlics és l'obtencié de
molécules complexes a partir de molécules senzilles gracies al subministrament
d’energia procedent dels enllagos fosfat de les molécules d’ATP. Sén processos
divergents ja que, partint d’'un nombre reduit de substrats, s’arriba a una gran diversitat
de productes. Generalment sén processos de reduccié gue consumeixen energia.

En canvi, els processos catabolics son aquells a través dels quals s’obtenen molécules
senzilles a partir de la degradacié d’altres de més complexes alliberant, d’aquesta
manera, energia que s’emmagatzema a les molécules d’ATP. Generalment son
processos convergents, ja que d’'un ampli ventall de substrats
s’arriba a un conjunt reduit de productes, que acostumen a estar molt oxidats, com el

piruvat, I'acetil-CoA o el CO.. Aixi doncs, solen ser processos oxidatius que alliberen

energia.
X o o Molécules
Molecula | CATABOLISME (] @ senzilles
complexa o
Pérdua en Sla
Divisié cel-lular
ENERGIA
Moviments Transport a través
cel-lulars de membranes
Molécula g 1 Molécules
\ ANABOLISME
complexa . N —_—— — O O o senzilles

Il-lustracié 3: Esquema grafic dels processos metabdlics. A partir de molécules complexes obtenim
molécules senzilles gracies a les reaccions d’oxidacié del catabolisme, que desprenen energia. Aquesta,
d’'una banda, és utilitzada per les reaccions de reduccié de I'anabolisme per a sintetitzar molecules
complexes a partir de molecules senzilles. D’altra banda I'energia de les reaccions cataboliques s’utilitza
en processos com la divisio cel-lular, el transport a través de les membranes, els moviments cel-lular, o
bé, es perd en forma de calor.

5 ATP-sintetases: complex enzimatic de membrana que combina la sintesi i/o hidrolisi d'ATP amb el
transport de protons a través d'una membrana.
6 Tilacoides: vesicula que forma part de I'estructura de la membrana interna del cloroplast.


https://ca.wikipedia.org/wiki/Enzim
https://ca.wikipedia.org/wiki/Membrana_biol%C3%B2gica
https://ca.wikipedia.org/wiki/Hidr%C3%B2lisi
https://ca.wikipedia.org/wiki/Adenosina_trifosfat
https://ca.wikipedia.org/wiki/Protons
https://ca.wikipedia.org/wiki/Ves%C3%ADcula
https://ca.wikipedia.org/wiki/Cloroplast

1.4 Control metabolisme

Els diferents tipus de reaccions quimiques que es produeixen a linterior de les
cél-lules poden tenir com a finalitat sintetitzar noves molécules o degradar les
existents. Les substancies que hi intervenen sén molt estables a temperatura ambient,
per aquest motiu requereixen factors que permetin la interaccié. D’aquesta manera,
aquests elements permeten el control bioquimic del metabolisme, perqué permeten a
les cél-lules regular quines reaccions s’han de donar i en quin moment.

Totes les reaccions del metabolisme estan regulades per biocatalitzadors, hormones o
enzims especifics per cada metabdlit inicial o substrat i per cada tipus de

transformacio.

1.4.1 Biocatalitzadors

Els biocatalitzadors o catalitzadors bioldgics sén les substancies que intervenen en les
reaccions quimiques dels éssers vius, sén de naturalesa organica i es classifiquen en

tres grans grups:

¢ Els enzims: de naturalesa generalment proteica, son fabricats per les cél-lules,
son propis de cada espécie i intervenen en les reaccions quimigues immediates’.
En moltes reaccions poden actuar tant de forma anabolica com catabolica, aixi
doncs, moltes reaccions del metabolisme es produeixen en ambdds sentits i estan
catalitzades, en els dos sentits, pel mateix enzim.

No obstant, hi ha enzims que actuen en un dnic sentit i exerceixen una regulacio
especifica. Afegint-hi que, en tota ruta metabdlica, sol haver-hi, com a minim, una
reaccié que és molt favorable termodinamicament i per aquest motiu es produeix
Gnicament en un sentit. Aquestes reaccions, actuen com a punt de control, atés
que si no hi ha suficient substrat o s’inhibeix I'enzim que les catalitza, la ruta

metabolica es deté.

e Les vitamines: de naturalesa diversa, son produides generalment pels vegetals,
han de ser incorporades de I'exterior i intervenen en les reaccions quimiques

immediates.

7 Reaccions quimiques immediates: es produeixen sense la intervencioé d’energia externa, s'efectuen
posant en contacte les substancies.



e Les hormones: s6n molécules secretades per determinades glandules que
actuen com a missatgers quimics especificament sobre determinades cel-lules, i,
d’'aquesta manera, regulen el metabolisme intern. Sén propies dels organismes
pluricel-lulars, atés que moltes cel-lules fan funcions o produeixen substancies que
no sén per al seu propi benefici sind pel benefici de I'organisme. Les hormones
s’encarreguen d’un altre tipus de control bioquimic, el sistema hormonal o sistema

endocri.

1.4.2 Activitat dels catalitzadors

La funcié dels catalitzadors és accelerar les reaccions quimiques disminuint I'energia
d’activacié necessaria perqué s’inicii el procés desitjat. Definim energia d’activacié com
aquella energia que es requereix per dur 1 mol de molécules d’'una substancia, a una
temperatura determinada, fins a I'estat de transicio, un estat molt inestable en qué sén
debilitats i trencats els enllacos dels reactius. Aix0, requereix una elevada quantitat
d’energia, i per aix0 és necessaria aquesta aportacio extra d’energia, tant si la reaccio
és endotermica® com si és exotérmica®. Les molecules encarregades de dur a terme

aquesta funcié s’anomenen catalitzadors bioldgics o biocatalitzadors.

1.4.3 Enzims

Tots els enzims, exceptuant els ribozims?®, s6n proteines globulars, solubles en aigua,
gue es difonen bé en els medis interns i que poden actuar de manera intracel-lular, a
I'interior de la cél-lula on s’han format, o extracel-lular, a la zona on soén secretats. Pel
fet de disposar d’'una estructura proteica, cada organisme fabrica els seus propis
enzims a partir de la informacié continguda en ’ADN.
Els enzims compleixen les dues caracteristiques de tots els catalitzadors:

¢ No es consumeixen ni es modifiquen durant la reaccio.

e Actuen rebaixant la quantitat d’energia d’activacié i augmentant la velocitat de

la reaccio; per tant, redueixen el temps total de la reaccio.
A més a més, els enzims presenten altres caracteristiques:

e So6n molt especifics pel que fa a la reaccié que catalitzen i al substrat al qual

s’'uneixen.

8 Reaccio endotérmica: reaccions que absorbeixen energia de I'entorn.
9 Reaccio exotérmica: reaccions que desprenen energia a I'exterior.
10 Ribozims: acids ribonucleics (ARN) amb capacitat enzimatica.


https://ca.wikipedia.org/wiki/%C3%80cid_ribonucleic
https://ca.wikipedia.org/wiki/Enzim

e So6n molt actius, alguns aconsegueixen augments de la velocitat de la reaccio
de més d’un milié de vegades, molt superior als catalitzadors no biologics.
o Sempre actuen a temperatura ambient, és a dir, a la temperatura de I'ésser viu.

¢ Tenen un pes molecular molt elevat, atés que sén macromolécules.

Segons la seva estructura en distingim dos tipus, d’'una banda els enzims estrictament
proteics formats per aminoacids, els oligoelements!?!, que es troben en quantitats molt
petites, com el Mg?* en les cinases i el Zn?" en els enzims carboxipeptidases. D’altra
banda, trobem els anomenats holoenzims, que actuen amb l'ajuda d'estructures no
proteiques unides per interaccions febles. En aquest cas, la part proteica s’anomena

apoenzim i la part no proteica, cofactor.

Els cofactors poden ser ions, com el Ca?*, el Mg?*, i el CI, i s"anomenen cofactors
inorganics; o bé molécules organiques, anomenades coenzims, com és el cas de
moltes vitamines. Si el coenzim s’uneix a I'apoenzim de forma permanent, aleshores
rep el nom de grup prostétic, com en qualsevol heteroproteinal?. Un mateix cofactor o
coenzim pot formar part de diversos enzims. Els coenzims més importants sén I'ATP,
el NAD", el coenzim A (CoA) i les vitamines.

Els coenzims sén transportadors de grups quimics i, a diferéncia dels apoenzims, si
que pateixen una modificacié durant la reaccié.

En distingim dos tipus: els coenzims d’oxidacid i reduccid i els coenzims de

transferéncia.

1.43.1 Coenzims d’oxidacié i reduccio

Els coenzims d’oxidacié i reduccié son aquells que transporten els protons (H) i
electrons (e). EI seu nom prové del fet que oxidacié és la pérdua d’electrons i
reduccid n’és el guany. Els més importants sén la nicotinamida-adenina-dinucleotid
13(NAD"), la flavina-adenina-dinucleotid **(FAD) i el grup hemo de la citocromoxidasa?®®.

Tots ells s'obtenen de la dieta, a partir de les vitamines.

11 Oligoelements: bioelements que es presenten en molt baixa proporcio.

12 Heteroproteina: molécules que presenten una part proteica i una altre no proteica.

13 NAD+: coenzim que s’encarrega de lintercanvi de protons i electrons i de la produccié d’energia de
totes les cel-lules.

14 FAD: coenzim que intervé en les reaccions metaboliques d’oxidacio-reduccio.

15 Citocromoxidasa: Ultim enzim de la cadena de transport d’electrons del mitocondri.
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1.4.3.2 Coenzims de transferéncia

Son els que s’encarreguen del transport de diferents radicals. Els més importants sén
'adenosinatrifosfat (ATP) i I'acetil-CoA (CoA-SH). L'ATP actua transportant grups
fosfat (-H2PO.) per donar-los a altres molecules. També es pot unir a diversos enzims
catabolics al-lostérics'’, i aleshores en disminueix I'afinitat pel substrat, actuant com a
inhibidor. En canvi, 'ADP es pot unir a aguests mateixos enzims i augmentar-ne
I'afinitat pel substrat, actuant com a activador. L’acetil-CoA actua transportant grups

acetil (-CO-CHj3) i en la seva formacié intervé I'acid pantoténic o vitamina Bs'8.

1.4.3.3 Activitat enzimatica

Les substancies sobre les quals actua un enzim s’anomenen substrats, i les
substancies que es produeixen després de la reaccid s’anomenen productes.
L’especificitat enzimatica genera la unié entre I'enzim i el substrat en un punt concret
de I'enzim, anomenat centre actiu, format per una série d’aminoacids que queden junts
un cop la molécula s’ha replegat formant I'estructura terciaria®. El conjunt format pel
substrat i 'enzim s’anomena complex enzim-substrat. Un cop s’ha dut a terme la unié
del substrat o substrats a I'enzim, es produeix la reaccié quimica i, seguidament, els
productes se separen de I'enzim. Els enzims no formen mai part dels productes de la
reaccio i quan queden lliures estan a punt per tornar a actuar, aixo fa que siguin

necessaris en poca quantitat.

de fixacid

aminoacids
catalitzadors

/
N
{

Enzim (centre actiu) . h .z 5 .
?_ enllagos debils es pugui produir la transformacié d’enzims a

substrat de nou.

q {} _ centre catalitic
J e __ (enllagos forts)

Enzim
Productes

16 Acetil-CoA: molécula intermediaria clau del metabolisme que intervé en un gran nombre de reaccions
bioquimiques.

17 Enzims catabolics al-lostérics: enzims que canvien la seva conformacié al unir-se’ls un efector.

18 Acid pantoténic o Vitamina Bs: vitamina hidrosoluble necessaria per a la formacié del coenzim A i
considerada critica en el metabolisme i sintesi de glacids, lipids i proteines.

19 Estructura terciaria: disposicié tridimensional dels atoms que formen I'enzim.
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Il-lustraci6 3: Esquema grafic de [activitat
aminoacids enzimatica. Un enzim conté en el centre actiu:
aminoacids de fixacio, que formen enllacos febles
amb el substrat, perqué es pugui produir la unié
del substrat a I'enzim, i aminoacids catalitzadors,
Sustrat qgue formen enllacos forts amb el substrat, perquée

productes, els quals finalment s’alliberen de
I'enzim, i aquest pot tornar a actuar sobre un altre



1.4.3.4 Factors que influeixen en I'activitat enzimatica

Hi ha dos factors externs que poden influir en l'activitat dels enzims:
e Temperatura. Si augmenta la temperatura, les molecules es mouen més
rapidament, per tant, el nombre de trobades entre I'enzim i el substrat augmenta i
augmenta la velocitat de la reaccié. Hi ha una temperatura optima per a la qual
I'activitat enzimatica és maxima. Si la temperatura continua augmentant, arribara
un moment en que I'enzim, que és una proteina, es desnaturalitzara, perdra la
seva forma i deixara de funcionar.
e Variacions de pH: Els enzims presenten dos valors limit de pH entre els quals
son eficacos. Traspassats aquests valors, els enzims es desnaturalitzen i deixen
d’actuar. Aixo es dona pel fet que el pH modifica les carregues eléctriques de la
molécula i aix0 produeix canvis en la seva conformacié tridimensional. Entre els
dos limits hi ha un pH optim en el qual I'enzim presenta la maxima activitat. La
pepsina®® de I'estdémac, presenta un valor optim a pH = 2, i la fosfatasa alcalina
Zlde l'intesti a pH = 12.

1.4.3.5 Laregulaci6 de les vies metaboliques
La regulaci6 de les vies metaboliques es pot produir, d’'una banda, inhibicié feed-
back/retroinhibici6, un procés en qué es disminueix la sintesi dels enzims que
intervenen a les vies, ja que s’uneix una substancia determinada al centre actiu de
'enzim de manera permanent i suprimeix completament la seva activitat. |, d’altra
banda, trobem la inhibicié reversible, que consisteix en una inhibicié temporal, en qué
'enzim recupera la seva activitat quan deixa d’actuar linhibidor. Hi ha tres tipus
d’inhibicié reversible:
¢ Inhibicié competitiva: I'inhibidor s’'uneix al centre actiu de I'enzim de la mateixa
manera que el substrat. Aixd succeeix quan les dues molécules, inhibidor i
substrat, sbn molt semblants. Tots dos competeixen pel mateix lloc de I'enzim. El
grau d’inhibicié de I'enzim dependra de la concentracié relativa de les molécules

implicades.

20 pepsina: enzim que segreguen algunes valvules de I'estémac dels vertebrats i que intervé en la
digestio de les proteines.

21 Fosfata alcalina: enzim hidrolasa que suprimeix grups fosfats de diferents tipus de molécules, com els
enzims.
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Il-lustracié 4: Esquema grafic de la inhibicié
competitiva. Tant linhibidor com el substrat
poden unir-se al centre actiu, és doncs quan
tots dos competeixen pel mateix lloc de
I'enzim. Aix0 succeeix quan les dues
molécules, inhibidor i substrat, sé6n molt
semblants.

Il-lustracié 5: Esquema grafic de la inhibicié no
competitiva. L’inhibidor no actua sobre el centre
actiu, s’uneix a una altre part de l'enzim i en
distorsiona la forma. No obstant es pot donar que
s’uneixin simultaniament, enxim i inhibidor, pero
la velocitat de formacié de producte disminueix.
Malgrat aixo, en auséencia de [linhibidor, el
Substrat s'uneix a l'enzim i pot formar els
productes.

¢ Inhibicié no competitiva: I'inhibidor no actua sobre el centre actiu, siné que se

situa en una altra part de I'enzim i en modifica I'estructura i, conseqlientment,

I'activitat.

¢ Inhibicié al-lostérica: és propia d’'uns enzims anomenats al-lostérics, que, a més

del centre actiu, tenen també un centre al-lostéric o centre regulador, al qual es

pot unir una substancia determinada, anomenada lligand o efector al-lostéric, que

activa o inhibeix I'activitat de 'enzim provocant-li un canvi en la conformacio.

A banda de la retroinhibicié, la regulacié de les vies metaboliques també es pot dur a

terme per induccié enzimatica, un mecanisme que, contrariament a la inhibicio,

consisteix en un augment en la sintesi dels enzims, també mitjancant els gens que els

codifiquen.

Per tant, l'activitat d’'un enzim es pot regular per mitja de substancies capaces d’inhibir-

lo o d’activar-lo. Els activadors sén molécules o atoms que s’uneixen a I'enzim perqué

pugui funcionar. L’enzim que necessita d’activadors es diu zimogen o proenzim, com

ara el pepsinogen?. Els inhibidors sén substancies que disminueixen o, fins i tot,

anul-len l'activitat d’'un enzim sense destruir-lo.

22 pepsinogen: proenzim precursor de la pepsina.
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2. CATABOLISME

Com ja hem vist anteriorment, el catabolisme és la fase degradant del metabolisme,
per tant, engloba aquell conjunt de reaccions quimiques que tenen com a finalitat
'obtencié d’energia. Gracies a les vies metaboliques, es transformen molécules
organiques en els productes finals del catabolisme, anomenats productes d’excrecio,
que generalment sén expulsats de la cél-lula.

Els processos catabolics son similars en tots els organismes, tant autotrofs com
heterotrofs i al llarg d’aquests es donen un seguit de transformacions que alliberen
energia. A l'escindir una macromolécula es trenquen alguns enllagos interns donant
lloc a un alliberament d’energia i a unes molecules resultants més petites que
provoguen que en els productes el grau de desordre de la matéria sigui major.

Aixi doncs, la variacié d’energia lliure continguda en les molécules és negativa, i
aquesta s’allibera a I'exterior.

En canvi, en el catabolisme respiratori de la glucosa?, com en altres processos, el
nombre de molécules inicials és manté en el nombre de molécules resultants i, per
tant, també els enllacos interns. En aquestes reaccions I'energia s’allibera perqué els
electrons que formen els enllagos de les molécules inicials perden energia lliure quan
passen a formar els enllagos de les molécules finals.

En la glucosa, els electrons que formen els enllagos entre els atoms de carboni estan
compartits de la mateixa manera, i els que formen els enllagos entre els atoms de
carboni i els d’hidrogen també. En unir-se amb un atom d’oxigen, aquest els atrau amb
més forca perqué presenta una major electronegativitat®*, fent que passin a un estat de
menys energia, i alliberant la resta d’energia. Aix0 dona lloc a una reacci6 de
transferencia d’electrons en la qual, com a resultat, s’obté didxid de carboni i aigua,
juntament amb I'energia despresa. La glucosa s’oxida al perdre electrons, sent aixi
'agent reductor, mentre que l'oxigen guanya electrons i es redueix, 'anomenem
oxidant.

Aquesta energia alliberada, a banda de ser energia quimica que s’emmagatzema en
les molécules d’ATP, s’emet de forma gradual. Primerament, el catabolisme respiratori
de la glucosa es produeix per un seguit de reaccions quimiques successives, les quals
estan regulades cadascuna d’elles per un enzim. Pel que fa al transport d’electrons de
la glucosa, es manifesta a través de la perdua d’atoms d’hidrogen per I'accié d’'un
enzim deshidrogenasa. A continuacio, aquests atoms d’hidrogen passen a un coenzim,

generalment el NAD*, que actua com a transportador d’hidrogens. Mitjancant dos

23 Glucosa: monosacarid formar per 6 atoms de carboni.
24 Electronegativitat: capacitat d'un atom per atraure els electrons quan forma un enllag quimic en una
molécula.

14



electrons i un prot6 es produeix la reduccié del NAD*, donant lloc a NADH i a un prot6
lliure. Per dltim, els electrons continguts en el coenzims traspassen la cadena
transportadora d’electrons, ?°constituida basicament per citocroms?®, a través dels
quals hi circulen els electrons passant cada vegada a un nivell energetic inferior de
manera que es produeix un alliberament d’energia destinat a la fosforilacié de 'ADP,
generant aixi ATP de manera gradual. Per acabar, el parell d’electrons s’uneix amb el

parell d’atoms d’hidrogen i d’'oxigen per formar aigua.

2.1 Tipus de catabolisme

Segons si en el procés catabdlic hi intervé la cadena transportadora d’electrons o no,
podem distingir dos tipus de catabolisme:
e Respiracié: hi intervé de la cadena transportadora d’electrons, els quals sén
transportats des de la matéria organica fins I'acceptor final. Si aquest és 'Oy i
forma aigua, parlem de respiracié aerobica. En canvi, si es tracta d’'una substancia
diferent, com I'ié nitrat (NO3") o I'i6 sulfat (SO4%), que s’oxiden, es formen I'ié nitrit
(NO?) o I'i6 sulfit (SOs%) respectivament.
e Fermentaci6: no hi intervé la cadena transportadora d’electrons i, per tant, no
es transfereixen electrons des de la matéria organica fins I'acceptor final, per
aquest motiu aquest sempre és un compost organic. Es produeix en situacions
d’hipoxia o anaerobiques. Tot i aixi, els electrons poden tornar a oxidar el NAD*,

imprescindible per a la realitzacié de la glicolisi.

2.2 Catabolisme per respiracio
Les reaccions cataboliques per respiracié sén diferents segons la naturalesa dels

substrats. Aixi doncs, podem distingir entre la respiracié dels glucids, la dels lipids, la

de les proteines i la dels acids nucleics.

2.2.1 El catabolisme respiratori de la glucosa
La glucosa és el monosacarid més abundant en els éssers vius. Les diferents

reaccions que es produeixen en la respiracio de la glucosa en les cél-lules eucariotes
es separen en dues fases, la glicolisi, que es produeix en el citosol?’, i la respiracio,

que es produeix als mitocondris®. Aquesta segona fase es divideix en dos

25 Cadena transportadora d’electrons: série de transportadors d’electrons que es troba a la membrana
interna mitocondrial, que mitjangcant reaccions bioquimiques produeix ATP.

26 Citocroms: proteines encarregades del transport de I'energia quimica.

27 Citosol: liquid que es localitza a l'interior de les cél-lules.

28 Mitocondris: organuls cel-lulars encarregats de subministrar la major part de I'energia necessaria per a
I'activitat cel-lular.
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processos: el cicle de Krebs, a la matriu mitocondrial®®, i el transport d’electrons en la

cadena respiratoria, que té lloc a la membrana de les crestes mitocondrials®.

Pel que fa a les cél-lules procariotes, la glicdlisi i el cicle de Krebs es produeixen al

citosol, mentre que el transport d’electrons en la cadena respiratoria es dona a la

membrana plasmatica..

La respiracio cel-lular és el procés pel qual les ceél-lules aerdbiques en condicions

normals, després d’obtenir piruvat, el degraden a CO; i H>O, obtenint energia en forma

d’ATP.

Mitocondria
Citosal

Glucosa w Cadena de
= tranzporte dal " ﬁw

electrones

Il-lustraci6 6: Esquema grafic de la respiraci6 mitocondrial de la glucosa. La
glucosa entra en la primera fase de la respiracié produida al citosol, la glicolisi, i
forma, entre altres, 2 molecules de COz2, 2 piruvats que s’'oxiden a 2 Acetil-Coa.
Aquests ultims, entren a la matriu mitocondrial al cicle de Krebs, la segona fase,
en la que produeix diferents molécules energéetiques (NADH+H*, FADHz i GTP),
els electrons de les quals passen per la cadena de transport d’electrons a la
membrana mitocondrial interna, la tercera i dltima fase, en la que I'acceptor final
dels electrons és 'Oz, que es redueix a H20. Les moléecules energétiques es
transformen en ATP i, gracies al flux de protons que passen de la matriu
mitocondrial a l'espai intermembranés a través de I'ATP-sintetasa, aquesta
sintetitza 4 ATP. El procés de la respiracio de la glucosa en total produeix 38
ATP.

2.2.1.1 Laglicaolisi

La glicolisi és la primera fase del catabolisme de la glucosa en la qual, per

cada

molécula de glucosa (CeHi120¢), s’obtenen dues molécules d’acid piravic (CH3-CO-

COOH) i dues molécules d’energia emmagatzemada en forma d’ATP, mitjancant la

fosforilacio produida pel substrat.

29 Matriu mitocondrial: espai aquds comprés dins la membrana mitocondrial interna.
30 Membrana de les crestes mitocondrials: membrana interna de la mitocondri caracteritzada per tenir
replecs en forma de crestes.

31 Membrana plasmatica: bicapa lipidica que delimita la cél-lula.
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S’hi poden distingir tres etapes que s’engloben en dues fases, una primera de consum
d’energia, on tenen lloc la primera i la segona etapa, i una segona de produccio
d’energia, on es finalitza el procés amb I'Ultima etapa.

La primera etapa consisteix en el pas de la glucosa a la fructosa-1,6-bifosfat i en la
segona es produeix la ruptura d’aquesta en dos fragments diferents de tres carbonis
que resulten facilment convertibles I'un en l'altre.

En aquesta primera fase es consumeixen dues molécules d’ATP.

En la darrera etapa es produeix I'oxidacié dels tres fragments anteriors i s’obté el
piruvat. En la segona i ultima fase es produeixen quatre molécules d’ATP. Aixi doncs,
realitzant el balan¢ global de la glicolisi tenim que com a resultat del procés s’obtenen
dues molécules d’ATP. Juntament amb aquestes, també obtenim dues molécules de
NAD* que accepten 4 protons (H*) i 4 electrons procedents de la glucosa, generant
doncs dos NADH + H*. D’aquesta manera, hi ha una interdependéncia respecte el
coenzim NAD*, el procés de la glicolisi requereix de la respiraci6 o bé de la
fermentacio, per a oxidar el NADH + H* i poder regenerar el NAD".

A) Etapes de la glicolisi

Etapa 1

Es produeix la fosforilacio de la glucosa a glucosa-6-fosfat, aguest grup fosfat prové de
la primera de les molécules d’ATP que es consumiran al llarg de tot el procés. La
fosforilaci6 es duu a terme gracies a l'accié de I'enzim hexocinasa i resulta un a
reaccié quimica irreversible en condicions intracel-lulars.

La glucosa-6-fosfat es converteix en la fructosa-6-fosfat, és a dir, passa de forma
ciclica a lineal, d’aldosa® a cetosa®, gracies a I'activitat de la fosfohexosa isomerasa o
fosfoglucosa isomerasa. Atés que aquesta reaccié no implica un consum energeétic, es
pot produir en ambdds sentits.

La fructosa-6-fosfat pateix una fosforilacio i passa a fructosa-1,6-bifosfat per accié de
la fosfofructocinasa-1, un enzim al-losteric, que resulta rellevant per a la regulacio de la
glucolisi. Aquest, augmenta la seva activitat sempre que s’esgota el subministrament
d’ATP o hi ha un excés d’ADP i/o AMP. En aquesta reaccid, es consumeix una segona

molécula energeética i resulta irreversible en condicions cel-lulars.

Etapa 2
La fructosa-1,6-bifosfat es trenca gracies a I'enzim fructosa 1,6-bifosfat aldosa o

aldolasa i produeix el gliceraldehid 3-fosfat (GAP), una aldosa, i la dihidroxiacetona

32 Aldosa: monosacarid amb un grup aldehid.
33 Cetosa: monosacarid amb un grup cetona.
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10.

fosfat (DHAP), una cetosa. Inicialment la glucosa presenta sis carbonis, a partir d’ara

els productes de les fases posteriors estaran constituits per tres carbonis.

Entre les dues trioses fosfat es pot produir una conversioé de I'una en l'altre que resulta
facilment realitzable per la triosa fosfat isomerasa (TPI). Atés que el GAP és I'Unic
producte aprofitable pels processos posteriors, I'enzim s’encarrega de convertir el
DHAP a GAP.

Etapa 3

Es produeix I'oxidacio del gliceraldehid 3-fosfat a 1,3-bifosfoglicerat, en quée el grup
aldehid és oxidat a acid carboxilic. Aquest és el primer pas de benefici energetic,
l'energia emesa en l'oxidacié de GAP s’aprofita en la fosforilacio del carboni 1, produint
aixi 1,3-bifosfoglicerat. D’aquesta reaccié n’és responsable la gliceraldehid 3-fosfat
deshidrogenasa.

Es transfereix el grup fosfat des del 1,3-bifosfoglicerat a 'ADP gracies a I'enzim
fosfoglicerat cinasa, que transporta un grup fosfat d’alta energia des del grup carboxilic
del 1,3-bifosfoglicerat a 'ADP, formant ATP. Es tracta d’'un procés de fosforilacio a
nivell de substrat, ja que el grup fosfat és cedit per un substrat amb un elevat potencial
de transferéncia d’aquest i6.

El 3-fosfoglicerat es converteix en 2-fosfoglicerat a partir del desplacament del grup
fosforil del carboni 3 al 2 per I'accio de la fosfoglicerat mutasa.

El 2-fosfoglicerat es deshidrata donant lloc al fosfoenolpiruvat, fet que es produeix
gracies a I'enolasa que permet I'eliminacio de I'H;O i la formacié d’un doble enllag.
Finalment es produeix la transferéncia del grup fosforil des del fosfoenolpiruvat a
I’ADP per l'activitat del piruvat cinasa. Després el piruvat passara de la forma fenol a la

cetona, que és predominant a PH 7. Es tracta d’'una reaccié irreversible.

Dilitiokiacetona II-lustracio 7: Esquema de
fosfat les etapes de la glicolisi.
\ Una moléecula de glucosa,

ATP

| 7 |

que conté 6 carbonis, es
degradada per un conjunt

Glucosa

Glucosa 6 fosfat

Fructosa

6 fosfat

Fructosa
1, 6 difosfat

Gliceraldehid
3 fosfat

2

Glicolisi

—Zyapt

- Vi

| e

Fosfoenol

Piruvat X
piruvat

4 2 fosfoglicerat

X

3 fosfoglicerat

1.3
difosfoglicerat

/ |
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de reaccions anaerobiques,
que tenen lloc al citosol, a
dues molécules de piruvat,
qgue contenen cadascuna 3
carbonis. En aquest procés,
hi ha una primera etapa en
la que es consumeixen 2
ATP i una segona en la que
es produeixen 4 ATP i 2
(NADH*+H*), aixi doncs el
balang global és de 2 ATP i
2 (NADH*+H").
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2.2.1.2 El cicle de Krebs

El cicle de Krebs, anomenat també cicle de I'acid citric, cicle dels acids tricarboxilics o
cicle oxidatiu tricarboxilic, €s un procés que marca l'inici de la respiracié cel-lular. En
acabar la glicolisi, la primera etapa de 'oxidacié completa de la glucosa, s’inicia aquest
procediment, que actua com a via final comu d’oxidacié de les molécules energétiques,
que entren en el cicle com acetil-CoA, majoritariament.

La seva funcié especifica és produir electrons amb gran quantitat d’energia, en forma
de NADH i FADH, a partir de I'oxidacié de combustibles carbonats. Aquests electrons
seran utilitzats posteriorment en la fosforilacié oxidativa per a obtenir energia. A més a
més, s’encarrega de generar precursors per vies biosintetiques.

El cicle de Krebs s’origina a la matriu mitocondrial, atés que és I'inica seccio de la

cel-lula on trobem els enzims capacos de degradar els productes de la glicolisi.

L’objectiu de la glicolisi és la produccidé d’acid pirtvic, no obstant, aquest es troba
ionitzat sent doncs un i6 piruvat. Es per aquest motiu que no pot travessar la
membrana mitocondrial per difusi6 i ha de ser introduit per una proteina
transportadora.

Un cop a linterior del mitocondri, préviament a introduir-se al cicle de Krebs, ha de
transformar-se en acetil-S-coenzim A mitjancant el sistema piruvat-deshidrogenasa.
Durant aquest procés la molécula acull tres processos: en primer lloc la
descarboxilacid, per la pérdua del grup acetil que surt en forma de CO., a continuacio
la deshidrogenacid, quan es desprenen dos hidrogens de la molécula i redueixen
NAD* a NADH + H*, i, finalment, la uni6 de l'i6 acetat resultant a un coenzim A,

preparat per a entrar al mitocondri i iniciar el cicle.

Oxidacion de Piruvato:

TPP,

C00 . SCoA
| COQE? NQS: Lipoamida, TiEH'*H
FAD
T=0 » C=0 4 co,

Complejo piruvato deshidrogenasa | -
CH, (E1 + E2 + E3) CH,

Il-lustracié 8: Balang de la reaccié d’oxidacié del piruvat a Acetil-CoA. El piruvat situat al
citosol entra en forma de i6 piruvat introduit per una proteina per mitja de transport actiu.
Posteriorment, es produeix la transformacié a Acetil-CoA gracies al complex enzimatic
piruvat deshidrogenasa. A partir de les dues molécules de piruvat provinents de la
glicolisi obtenim 2 Acetil-CoA, 2 (NADH*+H") i 2 CO..
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En aquesta via metabolica els grups acetil, aportats pels acetilcoenzims A, sén
degradats completament. Els dos carbonis donen lloc a dues molécules de CO., els
hidrogens sén captats pels coenzims NAD* i FAD, que passen a les seves formes
reduides, NADH + H* i FADH, i es sintetitza, gracies a lI'energia alliberada, una
molecula de GTP que equival a una d’'ATP.

Es tracta d’'una via complexa en que se succeeixen vuit compostos diferents.
Primerament, el procés comenca amb un acetilcoenzim A que transfereix el grup acetil
a l'acid oxalacétic, formant acid citric. Seguidament, es produeix una successio de
reaccions quimiques en les quals el producte pateix transformacions i es degrada
totalment el grup acetil, generant com a producte final acid oxalacétic, tot iniciant el
cicle de nou.

A partir d’'un Acetil-CoA s’obtenen dues molécules de CO,, tres molecules de NADH,

una de FADHz i un GTP (a partir d'una molécula de glucosa s’obtindria el doble) .

Acetil-CoA
: CoA
HZK\\ . 5l /4 )
| O.\‘nlac‘ézato @ ;dCitrato
) v\ /,w’ k\\\
- H,O
NAD*—/" — H;
¥ @ \
M;\latu @ |m‘-.u:m|r‘1rn|
(/@ \ H0
H,0 -] \/
v AL
Fumarato Isoc m.‘/"ﬁf NAD*
1 I
E \@ /- i
| Qy .
/ N
FAD” '\ '\,
Succinato a—cetuglutlnrutu CO,
A P TR
"\ & - CoA
CoA “’E\@ S @/ NAD*
" \\bllk&lnll— i
/GTP \ CoA [ \
AT § GDP + Pi 3 h
{ CO, ‘

Il-lustraci6 9: Representacié esquematica del cicle de Krebs. Ruta
oxidativa central que permet l'oxidacié completa de I’Acetil-CoA. S’inicia
quan es cedeixen dos carbonis de I’Acetil-CoA a l'oxalacetat i forma
I'acid citric. Es produeix una serie de 8 reaccions en les que s’alliberen
2 COg, i s'utilitzen els 4 carbonis restant, provinents de I'acid citric que
té 6 carbonis, per a regenerar el oxalacetat. Durant el cicle es generen
transportadors electronics reduits: 3 (NADH*+H*), 2 FADH2 i GTP, per
a cada Acetil-Coa oxidat.
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2.2.1.3 El transport d’electrons en la cadena respiratoria

El transport d’electrons en la cadena respiratdria és la segona i ultima etapa de la
respiracié. Durant el seu transcurs té lloc I'oxidacié dels coenzims reduits, NADH i
FADH, produits en etapes anteriors perqué puguin tornar a ser utilitzats i es pugui
invertir 'energia que contenen en la sintesi d’ATP. Aquesta fase es pot dur a terme
gracies a una serie de transportadors electronics que constitueixen la cadena
respiratoria i té lloc a linterior del mitocondri, en tres zones diferents: la matriu
mitocondrial, la membrana mitocondrial interna i 'espai intermembrands.

Podem distingir tres processos: el transport d’electrons, la quimioosmosi i la

fosforilacié oxidativa.

A) El transport d’electrons

La cadena transportadora d’electrons, on es duu a terme el transport d’aquests, esta
constituida per una série de molécules, essencialment proteines. Mentre que la
membrana externa del mitocondri és considerablement permeable a ions i altres
molécules petites, la membrana interna és impermeable, fins i tot a protons. Per
aquest motiu, qualsevol molécula requereix de transportadors especifics de membrana
per a poder creuar la membrana interna dels mitocondris. Els sis components que la
formen s’anomenen |, Il, Ill, IV, ubiquinona i citocrom. Els components I, II, Il i IV s6n
guatre grans complexos proteics que estan englobats a la membrana, actuen
sequencialment, mitjangant grups protétics capagos d’acceptar i donar un o dos
electrons. En canvi, la ubiquinona té la capacitat de traslladar-se per la doble capa
lipidica i transporta electrons del complex |i Il al lll, i el citocrom és una petita proteina
que s’encarrega de comunicar el complex Il amb el IV i es troba a la cara interna de la
membrana.

Aquests sis components es troben ordenats en la membrana interna dels mitocondris
de les cel-lules eucariotes i en la membrana plasmatica de les cél-lules procariotes.
Aixi doncs, el transport del flux d’electrons provinents dels cofactors reduits es dona
pel fet que aquests elements accepten electrons de I'element anterior, és a dir, es
redueixen i transfereixen els electrons a la molécula seglent, i per aquest motiu
s’oxiden. Aixd és possible perque els electrons sempre passen a ocupar en I'atom

seglent una posicié més propera al nucli, i com a consequéncia, de menor energia.
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Il-lustracié 10: Esquema grafic de la cadena de transport electronic que engloba els
processos de la quimioosmosi i la fosforilacié oxidativa. La finalitat d’aquest procés és la
oxidaci6 dels coenzims reduits NADH+H* i FADH:2 provinents del Cicle de Krebs i es dona
a la membrana mitocondrial interna. La cadena de transport electronic €s un sistema de
molecules basicament proteiques que tenen la capacitat d’acceptar electrons de la
molecula anterior, els electrons passen de proteina a proteina de manera espontania
gracies al potencial redox. Els transportadors d’electrons reduits (NADH+H* i FADH>)
transfereixen els seus electrons als complexos proteics, amb aquesta transferéncia els
coenzims s’oxiden i es regeneren per a ser utilitzats de nou en la glicolisi i el cicle de
Krebs. Finalment. els electrons sén cedits a I’Oz.aue es redueix a H20.

B) Laguimioosmaosi

La quimioosmosi consisteix en 1a | @ pgajaconcentracion de iones o J

utilitzacié de [I'energia perduda dels O

electrons per a bombejar protons a

Membrana

una elevada concentracié, produeix un Alta concentracion de iones

I'exterior, des de la matriu mitocondrial a
'espai intermembrands. Aixd genera una

acumulacié de protons que, en assolir o @)

gradient de pH i un potencial electric que Il-lustraci6 11: Representacié grafica de la

. .. Quimioosmosi. A banda de la cessio d’electrons a

la membrana és incapa¢ de mantenir. ES 02, es produeix la quimioosmosi, és a dir, es

. ., . . genera una diferéncia de potencial a una banda i

a dir, la concentracio de H" en la matriu atre de la membrana degut a que hi ha un flux de

protons que passa de la matriu mitocondrial a
I'espai intermembranos.

negatiu en aquesta. Per igualar els potencials electroquimics, els protons flueixen

disminueix generant un camp eléctric

tornant a la matriu en resposta a una forca proté-motriu originada per la propia
diferéncia de concentracions entre els dos medis. D’aquesta manera els protons
acaben tornant a la matriu mitocondrial per mitja d’'uns canals que presenten els

enzims ATP-sintetases.
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C) Lafosforilacié oxidativa

Un cop els protons han retornat a l'interior de la matriu mitocondrial a través dels
enzims ATP-sintetases, aquests enzims els aprofiten per a la sintesi de molecules
d’ATP. Aquests enzims estan constituits per quatre parts, cadascuna d’elles formada
per diverses subunitats de polipéptids que es mouen entre si quan els protons flueixen
pel canal interior. Aixd provoca canvis en tres llocs catalitics que produeixen, cadascun
d’ells, la unié d’'una molécula d’ADP i un grup fosfat, generant aixi una molécula d’ATP.
L’ATP es forma en abséncia d’un gradient de protons, perd no s’allibera si no és amb
una forca proté-matriu. Aixi doncs, el gradient de protons s’encarrega d’alliberar 'ATP
de I'ATP sintetasa no de la sintesi de la molécula. Aquest procés és I'inic procés
metabolic cel-lular en el qual intervé 'oxigen molecular, atés que actua com a
acceptor final d’electrons, per aquest motiués la base del que
s’anomena metabolisme aerobic, que es caracteritza per la respiracié cel-lular, o

consum d’oxigen.

Membrana Interna

BN

2H* +%:0,

Complejo Il Complejo Il

s Succinato Citocromo bc1  ADP + @),
Complejo | dehidrogenasa
NADH
dehidrogenasa Baja concentracion H*
\ J \ J
Cadena Transportadora de electrones Fosforilacién oxidativa

Il-lustraci6 12: Representacié grafica de la fosforilaci6 oxidativa. Es produeix
I’'entrada de protons des de I'espai intermembrands (part superior taronja) a la
matriu mitocondrial (part inferior groga) per un procés espontani a través del
complex ATP-sintetasa. Aquest enzim s’encarrega de la sintesis d’ATP a partir
d’ADP, un grup fosfat i 'energia subministrada pel flux de protons (H*).
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2.2.2 Balanc energetic global de la glicolisi

GLICOLISI
1 CsH120s 2ATP +
OXIDACIO DEL PIRUVAT
2 NAD+*
CILCE DE KREBS
3(2 NAD*) + 2 FAD* + 2 (GPD+Pi) +2 FADHz2 + 2 GTP
GTP = ATP TOTAL
NADH+H" = 3 ATP | _2ATP #+2GTP + + 2 FADH2=4 ATP + 30 ATP + 4 ATP
V—_
FADH,= 2 ATP
38 ATP

Il-lustracié 13: Balang global energetic obtingut a partir d’'una molecula de glucosa en el catabolisme per
respiracié. De la glicolisi s’obtenen 2 ATP i 2 (NADH+H+), de [loxidacié del piruvat s’obtenen 2
(NADH+H+), del cicle de Krebs s’obtenen 6 (NADH+H+), 2 FADH2 i 2 GTP. Cada GTP equival a un ATP,
cada NADH+H+ equival a 3 ATP i cada FADH2 equival a 2 ATP, per tant, sumant totes les ATP i les
moléecules energetiques s’obtenen 38 ATP.

2.3 Catabolisme per fermentacio
La fermentacié es caracteritza per I'extraccié d’energia en forma d’ATP, a diferéncia de

la respiracio, no consumeix oxigen, per tant, es tracta d’'un procés anaerdbic. En
aguest procés, no hi intervé la cadena respiratoria i no es canvia la concentracié de
NAD+. A més a més, I'acceptor final dels electrons sempre és un compost organic.

La sintesi de I'ATP es produeix a nivell del substrat, no hi intervenen les ATP
sintetases, és per aguest motiu que la fermentacié té associada una baixa producci6
d’energia. Si comparem l'obtencid d’energia en la respiracio, on s’obtenen 38
molécules d’ATP, amb aquest procés, que només n'obté dues, es pot observar
clarament la diferencia.

Existeixen dos tipus de fermentacié segons la naturalesa del producte final: la
fermentacio alcohdlica i la fermentacié lactica. En endavant, ens centrarem Unicament

en la lactica perqué és la que es produeix en les cél-lules cancerigenes.

2.3.1 La fermentacio lactica
En la fermentaci6 lactica, a partir de la glucosa produida en la glicolisi, obtenim acid

lactic, per l'accié de I'enzim lactat deshidrogenasa. Es propia de certs bacteris del
génere Lactobacillius, tot i que també es dona en les cél-lules animals, com les
musculars, quan es troben en estat d’hipdxia, estat que es dona quan els animals fan
un sobreesforg fisic i es queden sense prou oxigen per catalitzar per respiracié I'acid

piravic.
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Il-lustracié 14: Esquema de la fermentacid lactica. Localitzem el procés al
citosol, on a partir d’una molecula de glucosa s’obtenen dues molécules de
piruvat mitjancant la glicolisi procés en el que es produeixen 2 ATP i 2
(NADH+H). Aquest piruvat, produeix dues molécules de lactat gracies a
l'accié de I'enzim lactat deshidrogenasa, consumint els 2 (NADH+H) produits
a la glicolisi i regenerant el NAD*.

23.11 Balang energétic global de la fermentacio6 lactica

En la fermentacio lactica es duen a terme dos processos: la glicolisi i la fermentacié del
piruvat a lactat. De la glicolisi obtenim 2 ATP i 2 (NADH+H) i en la fermentacié del
piruvat a lactat consumim els 2 (NADH+H) produits a la glicolisi, per tant, el balang

global de la fermentacio lactica és de 2 ATP.
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3. INTRODUCCIO A LES CEL-LULES TUMORALS

El cancer engloba un conjunt de malalties que es caracteritzen per la divisio
descontrolada de les cél-lules del cos. Es tracta d’'una malaltia genética causada per
diferents canvis en els gens que controlen el funcionament de les cél-lules,

especificament el seus processos de creixement i divisio.

Aquestes modificacions permeten que la cél-lula eviti el control del seu
desenvolupament, esdevenint aixi cancerosa. Ja sigui, augmentant la produccié d’'una
proteina que regula el creixement o generant proteines desfigurades que no resultin

funcionals i no reparin el dany cel-lular.

Trobariem anomalies heretades dels progenitors, que resideixen en les cél-lules
germinatives® i, per tant, serien presents en cadascuna de les cél-lules de la
descendéncia. O bé, adquirides al llarg de la vida de l'individu, com a resultat d’errades
en [IADN durant la divisi6 de les cél-lules o per exposici6 a substancies

carcinogéniques® que poden alterar la informacié genética.

Hi ha diferents tipus de canvis en 'ADN, alguns afecten als nucleotids, en que es
substitueixen per altres 0 es suprimeixen per complet. Altres es produeixen en trams
més grans d’ADN, poden generar reordenacions, eliminacions o duplicacions de
seccions més llargues del material genétic. Sovint es produeixen modificacions
epigenétiques® en que s’adhereixen o es s’eliminen marques quimiques, repercutint

en I'expressio dels gens.

Malgrat que totes les cél-lules cancerigenes presenten canvis genétics, cada cancer té
una combinacid Unica dalteracions genétiques, que poden ser causes O
conseqiiéncies de la malaltia. Fins i tot, durant el desenvolupament del cancer
apareixen modificacions addicionals, és per aix0 que les cél-lules cancerigenes poden

presentar canvis geneétics diferents estant en un mateix tumor.

A 'Annex | d’aquest treball es pot trobar una descripcié més detallada dels diferents

tipus de cancers, les etapes d’aquesta malaltia i els agents cancerigens.

34 Cel-lules germinatives: cél-lula reproductora del cos.

35 Substancies carcinogéniques: substancia que pot causa una alteracié en el material genétic de les
cél-lules.

36 Modificacions epigenétiques: mecanismes que regulen I'expressio génica sense modificar I'’ADN.
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3.1

Hallmarks del cancer

Malgrat que el cancer presenta diferents manifestacions cliniques, s’han pogut establir

certs principis comuns que s’observen en totes elles, anomenades Hallmarks del

cancer.

Hanahan i Weinburg al 2000 van descriure 6 caracteristiques compartides per les

cél-lules tumorals.

1
2
3

4.

5
6

Independéncia dels senyals de creixement
Insensibilitat a estimuls que inhibeixen el creixement
Invasio i metastasi

Evasio de I'apoptosi

Potencial il-limitat de replicacio

. Angiogenesi sostinguda

Al 2011, aquests autors van descriure dos trets caracteristics més: I'evasio de la

destruccié immune i la reprogramacio del metabolisme energetic.

Sostener una sefial Evasién de supresor’
proliferativa de crecimiento

\ v

Desregulaciéon
energética celular

Evitar la destruccién
inmunolégica

Permitir inmortalidad
replicativa

Inflamacién promovida
por el tumor

£ A

Inducir la Activar invasién y
angiogénesis metdstasis

Il-lustracié 15: Esquema dels efectes dels Hallmarks del cancer. La cel-lula pateix
una inflamacié promoguda pel tumor i una inestabilitat genomica que la condueixen a
l'evasié dels supressors del creixement (insensibilitat a estimuls que inhibeixen el
creixement), al manteniment d’'una senyal proliferativa (potencial il-limitat de
replicacid), a la desregulacio energética cel-lular (reprogramacio del metabolisme
energetic), a resistir a la mort cel-lular (evasié de I'apoptosi), a induir la angiogenesi
(angiogénesi sostinguda), a activar la invasio i la metastasi (invasié i metastasi), a
permetre la immortalitat de replicacié (evasié de I'apoptosi i potencial il-limitat de
replicacid) i a evitar la destruccié immunologica (evasio de la destruccié immune).

27



3.1.1 Independéncia dels senyals de creixement

Les cél-lules s’estimulen mitjangcant l'accid de senyals externs de proliferacio,
principalment factors de creixement. Aquests, activen receptors presents a la
superficie cel-lular, permeten aixi I'activacié de vies de senyalitzaci6 intracel-lular que
regulen la progressio, a través del cicle cel-lular, afavorint la supervivéncia de la
cél-lula.
En les cél-lules tumorals, els gens involucrats en les vies de de senyalitzacio
presenten mutacions, aquestes utilitzen un o varis mecanismes que mantenen activa
la proliferacié de manera anormal. Els gens mutats:
- S6n capacos de generar la sintesi o estimulacié de lligands *'similars als
factors de creixement que estimulen la cél-lula tumoral.
- També poden expressar nous receptors de membrana que responen a senyals
proliferatives, ja siguin presents a I'entorn i/o sintetitzades per la mateixa cél-lula.
- Augmenten I'expressio de receptors tirosina cinasa %en la superficie.
- Presenten mutacions en els receptors de superficie o en les proteines de la via
de senyalitzacié del receptor, mantenint aixi a les cel-lules constitutivament
actives.
- Presenten mutacions en les proteines responsables de la retroalimentacio

negativa®®, que permet I'atenuacio de la senyal proliferativa.

3.1.2 Insensibilitat a estimuls gue inhibeixen el creixement

Els gens supressors de tumors s’encarreguen de la regulacié negativa de la divisié
cel-lular. Les cél-lules tumorals augmenten la seva taxa de proliferacid mitjancant
'evasié de les diferents vies que regulen del creixement cel-lular.

RB i TP53 son dos gens que han estat ampliament estudiats, atés que les seves

mutacions s6n comuns a diferents tipus de tumors.

37 Lligands: espécie rica en electrons que forma part de l'esfera de coordinacié d'un metall, generalment
de transicio.

38 Receptors tirosina cinasa: conjunt d’enzims associats a la membrana cel-lular que catalitzen la
transferéencia d’un grup fosfat des de I'ATP a un residu de tirosina de una proteina.

39 Retroalimentacié negativa: en el sistema endocri el que fa és impedir actuar a algun enzim perquée
aquest modifiqui la seva accié en algun procés, aixi un catalitzador fa que es produeixi una substancia en
especific i el producte pot actuar sobre I'enzim.
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3.1.3 Invasi6 i metastasi

En el tumor primari, Unicament algunes cél-lules presenten la capacitat de
desenvolupar el potencial d’envair el teixit que les envolta i posteriorment teixits més
distants, produint la metastasi. Les cél-lules tumorals amb capacitat invasiva pateixen
un procés anomenat transicio epiteli-mesenquimatica (TEM), en que canvien el seu
fenotip provocant una assimilacié a les ceél-lules mesenquimatiques*. En aquest
procediment, afavoreixen a la invasio mitjancant:

- La pérdua de les unions adherents.

- El canvi de la seva morfologia epitelial per una més semblant a la dels

fibroblasts*!.

- L'augment de l'expressié d’enzims que degraden la matriu extracel-lular i

augmenten la seva mobilitat.

Per altra banda, els fibroblasts que envolten les cél-lules tumorals també pateixen una
modificacié afavorint el procés carcinogenic i TEM, generant un microambient pro-

tumoral, 'estoma reactiu.

A partir de la invasio local i la posterior intravasacioé en els vasos sanguinis o limfatics,
les cél-lules transiten a través d’aquestes vies i entren a la parénquima*? de teixits
distants. Concloent aixi, en la formacié de petits noduls “*de ceél-lules cancerigenes,

que a partir del seu desenvolupament, generaran 'establiment de la metastasi.

Entre les diferents mutacions que produeixen la invasié i la metastasi, la més freqient
és la disminucio en 'expressio d’E-cadheria en carcinomes, una proteina fonamental

en 'adhesivitat amb altres cél-lules i amb la matriu extracel-lular.

40 Cél-lules mesenquimatiques: soén ceél-lules que tenen la capacitat de diferenciar-se en diversos tipus
de cél-lules.

4l Fibroblasts: cél-lules propies del teixit conjuntiu encarregades de la sintesi dels components de la
matriu.

42 Parenquima: veure Annex |

43 Noduls: arees solides de teixit, habitualment ben delimitades.
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3.1.4 Evasio d’apoptosi

L’apoptosi és el mecanisme que s’encarrega de disminuir el nombre de cél-lules per a
mantenir 'nomeostasi “‘dels teixits. En I'apoptosi hi ha diversos estimuls que
produeixen lactivaci6 d’'un grup de cisteines proteases anomenades caspases.
Aquestes, degraden la cel-lula fins a formar petits corpuscles, els cossos apoptotics,
que soén fagocitats “°per altres cél-lules. Hi ha dos tipus d’apoptosi, per una banda, la
extrinseca que actua mitjancant receptors de mort cel-lular que s’uneixen a la
membrana plasmatica. |, per altra banda, la intrinseca, que s’activa a partir de factors
interns i és regulada per les proteines Bcl-2. Algunes d’aquestes proteines inhibeixen
I'apoptosi, les anti-apoptotiques i altres la promouen, les pro-apoptotiques, el balang
permet la supervivéncia o la mort cel-lular davant estimuls apoptotics.
Les cél-lules tumorals utilitzen diferents mecanismes per a evadir aquest procés:

- L’alteracio en el balang de proteines pro-apoptotiques i anti-apoptotiques.

- Ladisminuci6 de I'activitat de les caspases.

- Amb errors en la senyalitzacié dels receptors de mort.

3.1.5 Potencial il-limitat de replicacio

La majoria de les ceél-lules presenten un limit de divisions cel-lulars, anomenat limit de
Hayflick. Per a cada divisié cel-lular els telomers* dels cromosomes s’escurcen
progressivament, fins a arribar a ser una possible amenaga per a I'estabilitat cel-lular.
Quan assoleixen aquesta frontera poden entrar en dos estats no proliferatius: la

senescéncia*’ i la mort per apoptosi.

Només algunes cél-lules, com les germinals reproductives, poden sobrepassar el limit i
dividir-se de manera indefinida, de la mateixa manera que ho fan les cél-lules
tumorals, en un procés anomenat immortalitzacié. En aquestes, s’expressa la proteina
telomerasa, un tipus d’ADN polimerasa, encarregada d’evitar I'escurcament dels
telomers. Realitza la seva funci6é addicionant segments repetitius als extrems de 'ADN
del telomers. No és present en la majoria de les cél-lules, no obstant, s’expressa de
manera funcional en un 90% de les cél-lules cancerigenes espontaniament
immortalitzades. L’expressid d’aquesta proteina, juntament amb mutacions que

inactiven la funcié de p53, eviten la crisi cel-lular i la mort de les cel-lules tumorals.

44 Homeostasi: conjunt de fenomens d'autoregulacio, conduents al manteniment d'una relativa constancia
en la composicié i les propietats del medi intern d'un organisme.

45 Fagocitar: procés que fan les cél-lules i alguns organismes unicel-lulars de capturar i digerir particules
solides nocives o aliment.

46 Telomers: extrems dels cromosomes.

47 Senesceéncia: procés iniciat com a resposta a l'estrés i dany ocorregut en una cél-lula, i constitueix una
ruta alternativa de resposta a la mort cel-lular programada i és de vital importancia per suprimir la formacié
de cél-lules canceroses.
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3.1.6 Angiogénesi sostinguda

L’angiogénesi és el procés mitjangant el qual es proporcionen nutrients i oxigen a
teixits en formacid, a través de la formacié de nous vasos sanguinis a partir de vasos

existents. L'estimulacié d’aquest procés afavoreix al creixement tumoral i la metastasi.

En els teixits sans, existeix un balang entre les molécules que regulen les diverses vies

de I'angiogenesi, les anti-angiogeniques i les pro-angiogéniques.

La perduda d’aquest equilibri en el teixit tumoral afavoreix el desenvolupament de nous
vasos sanguinis, a partir de molécules precursores endotelials*. La hipoxia generada
en el creixement tumoral estimula la produccié de citoquines angiogéniques “°com
VEGEF, el factor de creixement de fibroblasts 2 (FGF-2) i el factor de necrosis tumoral

alfa (TNF-a) entre d’altres.

3.1.7 Evasio6 de la destruccio immune

Les cél-lules tumorals sén reconegudes pel sistema immune atés que expressen

patrons proteics diferents a les cél-lules sanes, com:

- Mutacions
- Infeccions per virus oncogénics
- Desregulacio

- Sobreexpressio

Aquestes proteines poden actuar activant les cél-lules del sistema immune innat o com

antigens, activant, doncs, les cél-lules del sistema immune adaptatiu.

Per una banda, al tractar-se de les cél-lules d’'un mateix individu, existeix un grau
d'immuno tolerancia, que fa que el reconeixement de les tumorals sigui complicat. |,
juntament amb la inestabilitat genomica caracteristica de les cél-lules alterades,

aquestes canvien constantment de perfil antigénic.

Per altra banda, la sobreexpressié de certes proteines que regulen el microambient,
afavoreixen el reclutament de ceél-lules altament supressores, com limfocits T
reguladors. Anul-lant aixi, [lactivitat del sistema immune i regulant Ia

neovascularitzacio®.

48 Molécules precursores endotelials: cél-lules d'un tipus d'epiteli pla simple, d'una sola capa
de cél-lules, que recobreix l'interior de tots els vasos sanguinis, inclos el cor.

49 Citoquines angiogéniques: proteines capaces de coordinar la resposta del sistema immunoldgic.

50 Neovascularitzacié: desenvolupament de nous vasos sanguinis.
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En definitiva, algunes cel-lules s’aconsegueixen evadir de I'eliminacid i entren en una
fase d’equilibri, en la es mantenen en un estat de dormici6é funcional de duraci6
indefinida pel sistema immune adaptatiu. Aquest estat és mantingut fins que es
generen clons que son irreconeixibles, i, per tant, capagos d’escapar del control i

continuar proliferant.

3.1.8 Reprogramacioé del metabolisme energeétic

En condicions normals aerobiques, les cél-lules processen glucosa fins a la seva
degradacié a CO, al mitocondri. En les cél-lules tumorals, el microambient tumoral i

certes mutacions condueixen a I'efecte Warburg.

3.1.8.1 L’efecte Pasteur, I'’efecte Warburg i la petjada bioenergeética

L’efecte Pasteur, descobert al 1857 pel bioleg francés Louis Pasteur, és un principi de
regulaci®6 metabdlica que estableix que els mitocondris de les cél-lules tumorals

presenten la seva funcié bioenergetica alterada.

Pasteur es va basar en les seves observacions del llevat, que augmentava la seva
taxa de creixement mentre disminuia o frenava la produccié d’alcohol. Aixi, va predir
que el flux metabolic de la glicolisi en cél-lules aerdbiques, caracteritzat per un
augment del consum de glucosa i de la produccié de lactat, depén de I'energia

metabolica que aporta la fosforilacié oxidativa mitocondrial en forma d’ATP.

L’efecte Warburg, descrit pel cientific alemany Otto Warburg al 1924, és I'explicacié del
comportament inusual de les cél-lules cancerigenes. Va ser guardonat amb el premi
Nobel a I'any 1931, al adonar-se que les cél-lules alterades Unicament completaven la
glicolisi, sense realitzar la fosforilacid oxidativa, malgrat que es trobessin davant la

presencia d’oxigen.

Warburg atribuia aquest fenomen a [l'existéncia d'una alteracié en la funcio
mitocondrial de les cél-lules tumorals. Va realitzar aquest plantejament, basant-se en
les seves observacions dels mitocondris de les cel-lules cancerigenes. Aquests, eren
més petits i presentaven defectes morfologics. Justificava aixi que el piruvat no pogués
entrar als mitocondris i fos desviat per a produir acid lactic, impedint aixi la respiracio

habitual de la glucosa, recolzant doncs I'efecte Pasteur.

Un estudi recent dels investigadors del CMBSO, el grup del Centro de Biologia
Molecular (CBMSO) dirigit per José Manuel Cuezva, publicat en Biochemical Journal,

liderat per Inmaculada Martinez-Reyes amb la colaboraci6 de Maria Sanchez-
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Aragolvan descriu la petjada bioenergética del cancer com la necessitat d’'una alteracio
en el funcionament dels mitocondris per part del cancer, per al correcte
desenvolupament de la malaltia. Atés que aquesta malaltia €s incapa¢ de progressar si
els mitocondris funcionen correctament, aixi doncs, es pot descriure ['activitat

energeética dels mitocondris com a supressor tumoral.

La petjada bioenergética permet quantificar la reducciéo de l'activitat energética del
mitocondri en cancer de colon, mama i pulmé. Malgrat que els mecanismes que
intervenen en la formacié del tumor sén diferents en el fetge que en el cas del colon,
pulmé i mama, en tots ells es produeix una disminucié dels nivells d’ATP, molécula
energetica produida pel mitocondri. Per tant, I'afectacié en I'activitat mitocondrial és
una condicié metabdlica comu a tots els tipus de cancer.

Es un indicador de prondstic de la malaltia i pot arribar a predir la resposta del tumor a
un tractament amb quimioterapia. No obstant, encara resulta un aspecte en procés

d’'investigacio en l'actualitat i que encara no s’ha aplicar a nivell clinic.
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4. METABOLISME DE LES CEL:-LULES PROLIFERATIVES

En els processos que s’originen en el catabolisme de la glucosa de les cél-lules sanes,
la glicolisi i la fosforilacié oxidativa, aquestes poden arribar a produir al voltant de 36
molécules d’ATP. En canvi, en les cél-lules tumorals es dona una repeticié de la
glicolisi, freqientment sense completar la fosforilaci6 oxidativa. Aixi doncs, obtenen
Gnicament 2 molécules d’ATP per a cada glucosa, és per aix0 que requereixen molta

quantitat d’aquest monosacarid per obtenir 'energia necessaria per a sobreviure.

Com a conseqiéncia, la =
] ) ] Aerobic Glycolysis k
proliferacié només es pot produir mCancer A + e
L . ;
en situacions on la restriccié de Ne\“:: 2 molecules

ofATP
I'aportacié de glucosa en I'entorn @ e Pyruvbew

cel-lular sigui inexistent. No

7\

obstant,  aquesta  alteraci6 N A
. Normal Respiratior Carbon) + ‘W*WIQTP
metabolica resulta un avantatge \ Dioxide (AR TR T,

ATV'ATp' ATP ATP

que utilitza la malaltia per al seu —
32mo|ecules

of ATP

desenvolupament. La disfuncid |i.lustraci6 16: Esquema grafic del balang energétic obtingut
boli d | Sl-ul pel metabolisme del cancer (en rosa, part superior de la
metabolica € es cel-lules imatge) en comparacié amb la respiracio de les cél-lules sanes

cancerl’genes els hi permet (en taronja, part inferior de la imatge).

augmentar la seva capacitat de divisié, produint aixi clons neoplastics®! resistents, que
aporten majors capacitats de supervivencia i creixement.

En el fenotip metabolic®? de les cél-lules proliferatives, ja siguin cancerigenes o no,
'expressié dels marcadors del metabolisme energétic ha de diferir de I'expressié de
les cél-lules no proliferatives.

La glicdlisi és una via que proporciona els precursors necessaris per a la biosintesi de
macromolécules, fonamentalment. L'activitat d’aquesta i de les vies encarregades de
la provisié d’energia metabolica estan regulades durant el cicle cel-lular. En la fase
oxidativa del cicle cel-lular es requereix I'activitat funcional del mitocondri, en canvi, les
fases reductores estan relacionades amb la repressio de la funcié mitocondrial i
I'estimulacié del metabolisme glicolitic. De fet, quan es produeix el punt maxim en la
sintesi de I'ADN cel-lular coincideix amb l'augment de [lactivitat glicolitica i la
disminuci6 de la respiracié mitocondrial i de la produccié d’espécies reactives d’oxigen
(ROS®®). Aix0 és deu, per una banda, a l'accid de reguladors clau de les vies

metaboliques que controlen la progressio del cicle cel-lular. I, per altra banda, a factors

51 Clons neoplastics: cél-lules idéntigues amb anormalitats geneétiques o epigenétiques.
52 Fenotip metabolic:
53 ROS: veure Glossari.
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gue reprimeixen la funcié bioenergética del mitocondri, és a dir, participen en la
transicio metabolica des de la fase oxidativa fins a la fase reductiva del cicle.

Es per aix0 que, el canvi metabolic que es produeix en les cél-lules tumorals és degut
a I'augment de l'activitat glicolitica, a una alteracié en la funcié mitocondrial i/o és el

resultat de la sinérgia d’'ambdds processos.
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Il-lustraci6 17: Esquema diferencial de les cel-lules no proliferatives (esquerra) i les cel-lules
proliferatives o tumor (dreta). Les cel-lules no proliferatives realitzen la respiracio de la glucosa
en presencia d’oxigen, mitjangant la glicolisi, el cicle de Krebs i la cadena de transport electronic,
i en absencia d’oxigen realitzen la fermentacié de la glucosa a través de la glicolisi i la
fermentacié lactica. En canvi, les cel-lules proliferatives, tant en preséncia com en abséncia
d’oxigen, realitzen principalment la fermentacié de la glucosa mitjangant la glicolisi i la
fermentacio lactica.

4.1 Reprogramacié metabolica del cancer

El metabolisme energétic cel-lular esta regulat per la disponibilitat d’ATP, NADH i
alguns intermediaris metabolics. Com s’ha comentat anteriorment, la glucosa és
captada per les cél-lules mitjancant sistemes de transport especifics i, un cop al
citoplasma, s’oxida en la glicolisi generant dues molécules de piruvat i equivalents
energétics en forma d’ATP i NADH. En la majoria de les cél-lules en aerobiosis, el
piruvat entra al mitocondri i s’oxida a CO,, gracies a I'accié del piruvat deshidrogenasa
i els enzims del cicle de Krebs. Els electrons generats durant 'oxidacié dels substrats
metabolics son transferits a la cadena respiratoria i generen un gradient electroquimic
de protons a ambdoés costats de la membrana interna mitocondrial. Aquest gradient de
H* és utilitzat per la H*-ATP sintasa en la fosforilacié oxidativa per a produir la major

part de 'ATP cel-lular. En canvi, en determinades situacions fisiologiques, com és la
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hipoxia, o quan existeixen alteracions que comporten una disfuncié bioenergética del
mitocondri, el piruvat és reduit a lactat en el citosol per a regenerar NAD".

En les cél-lules no proliferatives, la glucosa és oxidada totalment per ['activitat
mitocondrial, produint grans quantitats d’ATP i NADH.

En cél-lules proliferatives, la demanda de glucosa és major que en cél-lules no
proliferatives, atés que la seva necessitat d’esquelets carbonats per a processos
biosintétics és més alta. Aquesta major demanda de glucosa també es deu al fet que
oxiden la glucosa parcialment a lactat, degut a la continua necessitat de proveir-se
d’'intermediaris metabolics, de NADPH per a processos biosintétics i dels canvis
metabolics de la propia progressio a través del cicle cel-lular. L’augment del flux
glicolitic i, consequientment, de la produccié de glucosa és necessari per a mantenir

’'homeodstasi cel-lular.
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Il-lustracié 18: Esquema del metabolisme energetic i la seva
regulacié. La glucosa s'oxida sequencialment al citoplasma per
acci6 dels enzims de la glicoOlisi per a generar piruvat. Aquest, pot
entrar al mitocondri i oxidar-se en el cicle de Krebs o dels acids
tricarboxilics (TCA), o bé, reduir-se a lactat en el citoplasma. La
cadena de transport d’electrons (CTE) i la fosforilacié oxidativa
(OXPHQOS) dirigeixen la sintesi d’ATP mitjangant 'ATP sintetasa.
El poder reductor utilitzat per a processos biosintétics (NADPH)
s’'obté a partir dels esquelets carbonats de la glucosa, oxidats al
cicle de les pentoses fosfat (CPF). S’indica I'entrada de glutamina
al TCA. Les fletxes roses indiquen la regulacié negativa exercida
per '’ATP, el citrat i el NADH sobre enzims claus del metabolisme
energetic.

Degut als canvis en la disponibilitat d’ATP cel-lular, els enzims fosfofructocinasa (PFK)
i piruvat cinasa C (PKC) s’encarreguen, mitjancant el control al-lostéric d’aquests, de la

regulacié de l'activacié o repressio de la glicolisi. No obstant, en alguns casos,
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I'activacio al-lostérica dels enzims glicolitics no és suficient per a subministrar els

requeriments de la proliferacio cel-lular i es necessita de I'expressié genica.

Aquesta redireccié del metabolisme de les cél-lules cancerigenes, ha estat atribuida a
la hipoxia® del tumor, que pot intervenir en la regulacié del metabolisme energeétic i
provocar una explotacio de la glicolisi com a font de provisido d’ATP en una situacié de
limitacié d’oxigen. No obstant també s’ha considerat que és el resultat de mutacions
d’'oncogens, gens supressors de tumors i enzims de la via glicolitica i/o del
metabolisme oxidatiu mitocondrial. Per altra banda, també s’ha suggerit que
l'existéncia de mutacions en el genoma mitocondrial estan relacionats amb el

desenvolupament del fenotip de les cél-lules canceroses.

4.1.1 Microambient tumoral

El microambient tumoral és I'ambient de I'interior del tumor, aquest sol sotmetre a una
tensio a les cél-lules sanes properes. Aixd és degut a que, els vasos sanguinis d’un
tumor no estan propiament desenvolupats i, sovint, presenten estructures virades i
defectuoses. A causa d’'aix0, es redueix la capacitat d’administracié d’oxigen a les
cel-lules, desenvolupant unes condicions acides. La distribucié erronia dels vasos
sanguinis i el creixement incontrolat dels tumors, provoca que algunes cél-lules

tumorals no disposin del suficient oxigen i es trobin en una situacié d’hipoxia.

Les cel-lules tumorals, atés que només realitzen la glucdlisi, no depenen de I'oxigen
per a sobreviure, és per aquest motiu que no moren davant les condicions hipoxies. De
fet, la falta d’oxigen promou el moviment cel-lular i, consequientment, la metastasi, i
proporciona capacitats primitives addicionals que resulten de proteccido per a les
cel-lules cancerigenes. Afegint-hi que, la hipoxia genera I'activacié d'una proteina
anomenada subunitat alfa del factor 1, HIF-a, la qual genera un increment de la
glucolisi mitjancant la sobreexpressié de transportadors de glucosa, sobretot GLUT1,

que augmenten la disponibilitat de la biomolécula a l'interior de la cél-lula.

No obstant, recentment s’ha observat que no tots els tumors o inclus no totes les
cel-lules d'un mateix cancer adopten una remodelaci6 metabdlica segons I'efecte
Warburg. Sin6 que es caracteritzen per presentar un fenotip oposat, de tipus respiratori
amb un increment en la fosforilacié oxidativa mitocondrial. En alguns tumors existeix el

que s’ha anomenat com a sinergisme o acoblament metabolic entre les cél-lules

54 Hipoxia: estat de deficiéncia d’oxigen a les cél-lules, els teixits i 'organisme que necessiten de 'oxigen
per a realitzar les seves funcions
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estromals® sanes i les tumorals. On, per tant, el microambient tumoral resulta clau per
a la progressio del cancer. Aixi, els fibroblasts associats al tumor sén glicolitics,
seguint el patré de Warburg, i proporcionen lactat a les cel-lules tumorals oxidatives.
Aquestes, per una banda, son capaces d'utilitzar els nutrients com a font d’energia,
gracies al seu elevat metabolisme mitocondrial, la sobreexpresié de MCT1 i LDHB i la
inhibicié de la glicdlisi. O, per altra banda, poden incorporar els nutrients com a
precursors metabolics del desenvolupament tumoral. La comunicacié metabolica que

estableixen es vincula directament amb I'agressivitat del cancer.

41.1.1 Situacions que generen microambient tumoral

Per a qué les mutacions iniciadores o promotores de tumors persisteixin a la cél-lula i
originin clons tumorals, a nivell de la cél-lula i del seu microambient han de produir-se

dues situacions fonamentals, comunes a tots els tipus tumorals:

- La inflamacié tumorigénica

- La inestabilitat gendmica

A) Inflamacio tumorigénica

El microambient tumoral es genera gracies a la interaccio entre els diferents tipus de
cél-lules del teixit tumoral. Interactuen les cél-lules cancerigenes amb un conjunt de
cél-lules que col-laboren al creixement tumoral, atés que proporcionen un suport
funcional i nutricional. Aquestes sdn els fibroblasts anormals, les cél-lules endotelials i

del sistema immune innat °% adaptatiu®’.

Durant el procés de formacid i creixement d’'un tumor, es produeix un estat de
inflamacié cronica mediat per macrofags °% mastocits *°que infiltren el tumor i generen

factors que promouen el creixement tumoral en totes les seves etapes.

Per una banda, la inflamacié generada per 'ambient genera un estrés genotoxic®, que

afavoreix a noves mutacions i, per tant, promou la iniciacié tumoral. També, participa

55 Cel-lules estromals: cél-lules mesenquimals.

56 Sistema immune innat: conjunt de cel-lules i mecanismes que defensen un hoste de les infeccions per
part d'altres organismes, de manera no especifica. Durant una resposta immunitaria innata les cel-lules
reconeixen i responen a patdgens d'una manera generica.

57 Sistema immune adaptatiu: es compon de ceél-lules i processos sistémics altament especialitzats que
eliminen o eviten les amenaces de patogens.

58 Macrofags: cél-lula amb capacitat immunologica present al teixit conjuntiu.

59 Mastocits: cel-lules que tenen el seu origen en la medul-la dssia, on s'originen els precursors
immadurs, que tenen un curt recorregut en la sang i que en arribar als teixits, especialment el teixit
conjuntiu, es converteixen en mastocits.

38


https://ca.wikipedia.org/wiki/C%C3%A8l%C2%B7lules
https://ca.wikipedia.org/wiki/C%C3%A8l%C2%B7lules
https://ca.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B2gens
https://ca.wikipedia.org/wiki/C%C3%A8l%C2%B7lula
https://ca.wikipedia.org/wiki/Immunologia
https://ca.wikipedia.org/wiki/Teixit_conjuntiu
https://ca.wikipedia.org/wiki/Medul%C2%B7la_%C3%B2ssia
https://ca.wikipedia.org/wiki/Teixit_conjuntiu
https://ca.wikipedia.org/wiki/Teixit_conjuntiu

en la promocid, al incrementar la produccié de nous vasos sanguinis al voltant del
tumor, induint aixi la proliferacié tumoral i la progressié tumoral. Per altra banda,
afavoreix la extravasacié cel-lular mitjancant la invasié tissular®®, facilitant doncs el

desenvolupament de la metastasi.

B) Inestabilitat gendmica

En les ceél-lules sanes hi ha un tipus de gens que sén homolegs a gens retrovirals®?
relacionats amb el desenvolupament de tumors, anomenats protooncogens, gue estan
relacionats amb el creixement i proliferacié de les cel-lules sanes. Quan presenten
mutacions, s'anomenen oncogens i la seva mutacié és de tipus dominant, és a dir,
Unicament és necessari que un dels al-lels pateixi una mutacié per a la proteina que

codifica perdi la seva funcio.

Perd no son els unics gens que expliquen el desenvolupament tumoral. Trobem els
gens supressors de tumors, que controlen la proliferacio, la reparacié cel-lular i
I'apoptosi, la mutacié dels quals és de tipus recessiva, és per aixo que cal que els dos
al-lels siguin alterats per a que es produeixi la pérdua de I'expressio de la proteina i el
consequent desenvolupament de la malaltia. Com a resultat de l'alteracid, es produeix
una anomalia en els mecanismes de control i reparaci6 interns de la ceél-lula que
permet el seu creixement i desenvolupament descontrolats, juntament amb

'acumulacié d’altres mutacions.

En les cél-lules no alterades, es produeixen unes 20.000 situacions que afecten a
'’ADN i uns 10.000 errors en la replicacié6 d’aquest. Es per aixd que, presenten
mecanismes per a la reparacié d’aquestes alteracions, en els que estan involucrats els
gens de reparacié de 'ADN. Quan aquests son mutats, provoquen que les seqiéncies
genetigues no es preservin correctament durant la replicacié i es generin nous
fragments d’ADN. La disfuncié en les proteines que codifiquen genera una sensibilitat
a agents que alteren 'ADN en les cél-lules i, per tant, a 'adquisicié i acumulacié de
noves mutacions que afavoreixen la carcinogenesi, ja que no permeten que la cél-lula

defectuosa sigui sotmesa a la senescéncia o apoptosi.

Totes aquestes mutacions, que poden ser heretades o0 somatiques, generen la

inestabilitat genomica caracteristica dels tumors.

60 Genotoxic: nociu, que afecta la integritat del material genétic d'una ceél-lula .
Invasié tissular: invasié d'un teixit.

61 Invasi6 tissular: invasio dels teixits.
62 Gens retrovirals: virus que el seu genoma en fase extracel-lular és d'ARN.
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La inestabilitat gendmica sol manifestar-se com a grans anomalies cromosomiques i
canvis en la ploidia®, malgrat que també s’observa en petits canvis a nivell nucleotidic,

com insercions, delecions o substitucions de nucleotids.

Les anomalies en els cromosomes tenen lloc durant la transformacié maligna, en
canvi, la inestabilitat gendomica promou I'adquisicié de capacitats que afavoreixen a la

progressio tumoral.

Majoritariament, 'acumulacié de mutacions en les cél-lules tumorals és deguda a que
la taxa de mutacions que presenten és major, atés a que presenten una major

sensibilitat davant els agents mutagens.

Un altre aspecte que contribueix a la inestabilitat gendmica és la pérdua de 'ADN dels
telomers, que genera alteracions al cariotip® de les cél-lules tumorals amb ampliacions

o delecions de segments de cromosomes.

4.1.2 Alteracions que produeixen disfunci6 bioenergetica dels
mitocondris i afavoreixen i permeten la supervivencia de les cel-lules
tumorals

La revitalitzacié del metabolisme energétic, i per extensié de l'interés mitocondrial en la
biologia del cancer, ha experimentat un fort impuls en els ultims anys degut a l'interés
clinic i biotecnologic que pot suposar el metabolisme de la cél-lula tumoral com a
estratégia per a combatre la malaltia. La majoria dels estudis orientats a entendre les
bases moleculars del fenotip altament glicolitic del cancer discuteixen I'existéncia de
diferents mecanismes que impliquen a la via glicolitica, a la fosforilacié oxidativa o a
ambdues rutes metaboliques. Alguns dels gens que han estat més estudiats, degut a
la seva preséncia generalitzada en un considerable nombre de tumors han estat c-
MYC, HIFa1, Akt i p53.

63 ploidia: nombre de jocs complets de cromosomes d’una cél-lula.
64 Cariotip: patr6 cromosomic d'una espécie expressat a través d'un codi, establert per conveni, que
descriu les caracteristiques dels seus cromosomes.
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4.1.2.1 c-MYC

L’'oncogen c-MYC, el qual es troba sobreexpressat en la majoria de les cél-lules
cancerigenes, esta implicat en la transactivacié® d’'un gran nombre d’enzims de la via
glicolitica, entre els I'enzim lactat deshidrogenada A (LDHA) i el transportador de
glucosa GLUT1. Aquest oncogen controla I'expressio transcripcional de gens
essencials per a la biogenesi mitocondrial, la coordinacié d’esdeveniments metabolics i
reguladors que son necessaris per a I'entrada i progressioé a través del cicle. Regula,
per una banda, la glutaminolosi®, una ruta metabolica important per a la proliferacié
cel-lular. Per altra banda, és responsable de 'augment de I'expressioé de proteines que

promouen la glicolisis aerobica i la tumorigénesi.

4.1.2.2 HIFa1

Es tracta d’'una proteina que actua en el nucli cel-lular activant la resposta a
'escassetat d'oxigen, és a dir, és un factor induible per hipoxia. Aquesta controla
I'expressio de més de 100 gens, entre ells, gens que controlen el desenvolupament
dels vasos sanguinis, transportadors de glucosa (GLUT1) i enzims glicolitics o factors
de supervivéncia i invasivitat tumoral. Genera una sobreexpressié que determina dues
de les principals caracteristiques de moltes de les cél-lules tumorals: I'elevada taxa de

captacio de glucosa i el conseqiient augment de la glicolisi.
Hi ha dues accions promogudes per HIFa1 que tenen especial rellevancia:

- Indueix a l'activitat de la PDK-1 (piruvat deshidrogenasa cinasa), una proteina
gue evita que el piruvat de la glicolisi entri al cicle de Krebs.
- Activa la lactat deshidrogenasa, una proteina que transforma el piruvat en acid

lactic.

Aixi doncs, confereix avantatges selectius per a la supervivencia i la proliferacio

tumoral.

4.1.2.3 Akt

L’'oncogen Akt regula la proliferacio, la supervivéncia cel-lular i promou l'augment
glicolitic de manera que resulta fonamental per a la supervivéncia cel-lular en absencia
de factors de creixement. La sobreexpresié d’aquest promou I'expressioé d’enzims de la
via glicolitica, estimulant doncs la glicolisi, i afavoreix a la transformacié cap a un

fenotip de creixement invasiu.

65 Transactivacio: increment en la taxa d'expressié génica deguda a determinats processos biologics o
bé d'una manera artificial.
66 Glutaminolisi: série de reacciones bioquimiques de degradacié de I'aminoacid glutamina.
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L’activacié de Akt genera defectes en la respiracié mitocondrial que proporcionen

resisténcia als farmacs i avantatges per a sobreviure en condicions d’hipoxia.

4.1.2.4 P53

P53 és una proteina codificada per gens supressors de tumors, quan aquests
presenten mutacions perd la seva funcié i genera la tumorigénesi. Una de les seves
funcions és encarregar-se de disminuir I'expressio del transportador de glucosa
GLUT1, pero quan esta alterada actua contrariament, augmentant el flux glicolitic
cel-lular.

Les mutacions en p53 també comporten una deficiéncia en la funcié mitocondrial, amb
la consequent disminucié de la respiracié cel-lular, juntament amb la inactivacioé de la
piruvat deshidrogenasa mitocondrial, enzim responsable de la conversié del piruvat a

acetil-CoA. Reforgant aixi la major dependencia de les cel-lules tumorals de la glicolisi

elLactat DH A r\“\._ II-I_usFraciié 19: _Resum esquz(ejmé_tic deI I’accj:pi? de_lg
QN principals enzims que produeixen la disfuncio
4 PDK-1 \‘-\E\) bioenergética de les cél-lules cancerigenes. C-
H Piruvat DH MYC actua augmentant 'enzim GLUT1 i el lactat
mitocondrial ATP/ADP deshidrogenasa. HIFa1 controla I'expressio de
| B 4 Lactato GLUT 1 indueix [lactivitat del piruvat
Mrtocicm-.f—- Sy deshidrogenasa cinasa i activa el lactat
= = 1 deshidrogenasa. Akt genera defectes en la
Piruvato' '+ & respiracié mitocondrial. P53 alterat augmenta
i HIFa1 rexpressio de GLUT 1 i genera la inactivacio de
Glucosa:\-ﬁ-fosfato la piruvat deshidrogenasa mitocondrial.
Gluclosa /
_ Nucleo
Glucosa H|Fq1

per a I'obtencié d’energia.

4.1.2.5 P97/VCP (SVIP)

La proteina p97 també anomenada VCP i SVIP, té propietats supressores de tumors
atés gue actua com a inhibidor de la degradaci6é associada al reticle endoplasmatic®’.
El control de la sintesi, el plegament, la modificaci6 i el transport de proteines son
algunes de les funcions del reticle endoplasmatic, és per aix0 que té gran influéncia en
I'homeodstasi proteica de les cél-lules cancerigenes, ja que aquestes pateixen una
acceleracio de la sintesi de proteines i del cicle cel-lular a causa de I'estrés intrinsec i

extrinsec, el déficit de nutrients o bé, la hipoxia.

67 Reticle endoplasmatic: organul cel-lular que Gnicament es troba en cél-lules eucariotes format per una
xarxa de membranes interconnectades que formen cisternes, tubs aplanats i saculs comunicats entre si,
gue intervenen en funcions relacionades amb la sintesi proteica i el transport intracel-lular.
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L’augment de la sintesi de proteines i del nombre de proteines mal plegades generen
I'estrés al reticle endoplasmatic, que acabara derivant en I'apoptosi. No obstant, les
cél-lules tumorals sén capaces d’adaptar el seu reticle endoplasmatic en resposta a les
proteines desplegades, mitjancant vies de degradaciéo del reticle, sistema que

garanteix la quantitat i la qualitat de les proteines en les cél-lules sanes.

El paper de la proteina VCP és regular la degradacié del reticle endoplasmatic, per
tant, mitjangant la seva inhibicio les ceél-lules alterades obtenen, d’'una banda, un estrés
associat a [lactivitat antitumoral, perd que son capaces de superar i mantenir
'homeodstasi. D’altra banda, aconsegueixen una regulacio estricta de la VCP que els
permet fer Us de les vies de degradacio del reticle endoplasmatic, destruint aixi I'accio
de les vies metaboliques que utilitzen la glucosa per a I'obtencié d’energia de forma
pausada. Quan p97 és silenciada mitjancant la hipermetilaci6 de 'ADN durant la
tumorigénesi, es produeix un esgotament dels enzims mitocondrials i de I'activitat de la
respiracié oxidativa, i alteracions en un inhibidor del transportador de glucosa GLUTL.
Aixi doncs, SVIP indueix a la reprogramacié metabdlica de les cél-lules tumorals
establint una dependéncia de la glucosa i la glicolisi aerdbica. Recentment, s’ha
identificat que la preséncia d’una lesié epigenética en tumors humans és responsable
d’originar l'alteracié6 de les vies de degradacid, a través de la qual el tumor obté

energia i que disminueix la supervivéncia dels pacients que la tenen.
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Il-lustraci6 20: Esquema grafic comparatiu de la resposta de les cel-lules sanes i les cél-lules
cancerigenes davant d’una situacié d’excés de proteines i de proteines mal plegades a la cél-lula.
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BLOC lll: Marc practic

Com a part practica del treball, s’ha realitzat, per una banda, una revisié i comprensio
de l'estudi «Epigenetic loss of the endoplasmic reticulum-associated degradation
inhibitor SVIP induces cancer cell metabolic reprogramming». Per altra banda, una
estada a un laboratori de les instal-lacions del IJC, per observar i entendre les
técniques epigenétiques d’avantguarda empleades en l'estudi revisat, i aixi poder

redactar el seu funcionament.

1. LA METILACIO DE SVIP

1.1 Silenciament transcripcional de SVIP

La via de degradacio del reticle endoplasmatic, regulada per la VCP, esta formada pels
gens: VCP, SELENOS, SYVN1, SVIP, AMFR i DERLIN1-3, en tumors humans.

En la investigaci6 «Epigenetic loss of the endoplasmic reticulum-associated
degradation inhibitor SVIP induces cancer cell metabolic reprogramming» publicada el
marg del 2019 en el Journal of Clinical Investigation Insight, per Pere Llinas Arias et al,
es va realitzar I'estudi de 1001 linies cel-lulars de cancer huma. Es va observar que
amb la hipermetilacié®® de lilla CpG® del promotor VCP es pot aconseguir la
inactivacié dels gens en les cél-lules transformades, gracies al silenciament

transcripcional’ que aquesta produeix.

En l'estudi es va observar que, aparentment, N=38 35 15 154 20 16 26 36 44 165
les cellules no presentaven lesions geo-

genetiques, perd mitjancant la técnica %40_

d’inactivacid esmentada es va poder %

determinar quins gens estaven activats i 520-

quins no. Aquells que estaven activats en la *

cel-lula tumoral es desactivaven i aquells que

no ho feien era perqué ja ho estaven. Aixi AY

doncs, es va determinar que en un 50% de Il-lustraci6 21: Percentatge de linies cel-lulars
L. . . 7 metilades de SVIP per tipus de tumor.
les linies cel-lulars de cancer de cap i coll’* el

68 Hipermetilacio: transferéncia de grups metil a algunes de les bases citosines (C) de I'ADN situades
prévia i continuament a una guanina (G). Com que la metilaci6 és fonamental en la regulaci6 del
silenciament génic, pot provocar alteracions en la transcripcié genética sense necessitat que es produeixi
una alteracio en la sequiéncia de I'ADN, sent un dels mecanismes responsables de la plasticitat fenotipica.
69 llla  CpG: regions  d'ADN que es troben aproximadament en un  40%
dels promotors dels gens dels mamifers, en un 70% dels humans, en les que existeix una gran
concentracié de parells de citosines i guanines enllagats per fosfats.

0 Silenciament transcripcional: control, regulacié i eliminacié del material genétic.
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gen SVIP estava metilat, en canvi, la resta de gens no. La hipermetilacié del SVIP

genera una regulacié a la baixa del ARNm, és a dir, no es transcriu.

Realitzant tecnigues amb PCR quantitativa i Western blot, es va demostrar que

tractant el gen SVIP metilat amb un inhibidor de la metilaci6 anomenat 5-aza-2’-
desoxicitidina (AZA), es podia restaurar

e BB30-HNC EV

o Efcnorpy s I'expressio del SVIP.

= 2.0+ \Q . ., N

3 ecfo“eo%“ Es va contrastar aquesta metilacié, propia de
S 154 el RN N

2 f .' @@0&@ les cél-lules tumorals, comparant aguestes
w

QO 1.0 — N Py A

S . B e cel-lules amb les de teixits sans en que SVIP
o 0.54 N . . N .

s -ACTB no esta metilat, mitjancant una técnica de
3l eee NN

sequenciacié genomica per bisulfit.

Il-lustracié 22: Grafica que indica la preséncia PE€r tant, es va determinar que el silenciament

del SVIP en les cél-lules restaurades (vermell)
i labsencia d’aquest en cel-lules amb un vector

buit. cél-lules cancerigenes.

del SVIP es produeix Unicament en les

1.1.1 Técniqgues epigenetiques

Les técnigues epigenétiques son aquelles que s’utilitzen en 'estudi dels mecanismes
que regulen l'expressio dels gens sense una modificacié6 en I'ADN i a partir dels
resultats es poden establir les relacions entre les influéncies genétiques i ambientals

que determinen un fenotip.

En I'estada als laboratoris de IJEC vam tractar amb ADN, ARN i proteines i vaig poder
observar i aprendre diferents técniques utilitzades en l'estudi en que, mitjangant 'Us i
observacié de linies cel-lulars (Namalwa 1/2/3, Namalwa A1/A2/A3/A4, Jiy 1/2/3, Jiy
A1/A2/A3/A4, MM1S 1/2/3, RPMI 1/2/3, RAMOS 1/2/3, RAMOS A1/A2/A3/A4, HT
1/2/3, HT A1/A2/A3/A4, Karp 1/2/3, Karp A1/A2/A3/A4, L540 1/2/3, HDMYZ 1/2/3,
KMHZ 1/2/3) metilades i no metilades amb AZA, es va deduir la metilacié del PVRL2
en la linia cel-lular NAVALWA. Aguestes, com els materials i utensilis de laboratori,

han estat empleades en la realitzacio de I'estudi de la metilacié de SVIP.

7L Cancer de cap i coll: Els cancers que es coneixen en conjunt com cancers de cap i coll, generalment,
comencen a les cél-lules escamoses que revesteixen les superficies humides i mucoses de l'interior del
cap i del coll (per exemple, dins de la boca, del nas i de la gola).

46



1. EXTRACCIO d’ADN

Primerament, es van deixar les mostres d’ADN
durant la nit suspeses a 37°C en un buffer de lisi,
amb SDS per degradar les proteines. Un buffer
de lisi és una solucié utilitzada per a trencar les
cél-lules i utilitzar-les en experiments de biologia
molecular que analitzen les macromolécules labils
de les cél-lules, en aquest cas en la transferencia
Western per extraccio d’ADN. A vegades,
s’afegeixen detergents per trencar les estructures
de la membrana, en aquest cas es va afegir SDS,
un compost que actua trencant els enllagos no
covalents en les proteines, desnaturalitzant-les i

provocant que perdin la seva conformacio.

A continuacié, es va afegir un tercer volum de
clorur de sodi 5M, es va deixar en repds una nit i

es va centrifugar a 20000G durant 15 minuts en

fred.

Es van recollir les mostres i es van afegir 0,8
volums d’isopropanol, una substancia que permet
la precipitaci6 de [I'ADN després d’una

centrifugacié, degut a que 'ADN és insoluble en

EXTRACCIO d'ADN

Cultiu de

cel-lules #
Lisis cel-lular
Fisica/Quimica

Detergents/Separacio de
I'ADN amb adsorcio
especifica a membranes

Passos
del rentat

Eliminacié de lipids de membrana

Passos

Tractament de la proteasa
del rentat l P

Desnaturalitzacié i eliminacio de proteines

Passos
delrentat |

Eliminacio d’altres contaminants cel-lulars

Jl ribonucleasa
Diluir en buffer/aigua
destil-lada

U ADN PURIFICAT

Il-lustraci6 23: Esquema grafic amb les
diferents fases de I'extraccié de DNA: lisis
cel-lular gracies a l'efecte de detergents,
rentat de la mostra fins elliminar lipis de
membrana, proteines i altres contaminants
cel-lulars i, finalment, eliminacié6 de '’ARN
per obtenir '’ADN purificat.

{ Tractament de la

isopropanol. Seguidament, es van tancar i agitar els tubs.

doncs quan

En alguns casos es va donar que la medusa
formada per 'ADN precipitat era visible a ull nu,
aspecte que va permetre que es pogués pescar,
i es va passar a un eppendorf. En altres casos
en que no s’'observava amb claredat, es van

centrifugar els tubs a 4000G en fred, i va ser

es van tornar visibles, es van

col-locar tots els pellets a I'eppendorf i es van

netejar amb etanol 70%. Finalment, 'ADN es va

II-lustracié 24: Imatge dels laboratoris IJEC deixar assecar després de treure I'etanol i es va

en que s’observa la centrifugaci6 de les

mostres d’aquelles meduses que no Suspendre en aigua.

s’observaven amb claredat
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Il-lustracié 26: Imatge dels pellets en els eppendorfs,
desprées de que totes les meduses fossin visibles.

Il-lustraci6 25: Imatge dels laboratoris de
I'lJEC en que s’observa una medusa d’ADN a
ull nu.

2. CONVERSIO BISULFIT

La conversio bisulfit consisteix en incubar entre 15 i 20 hores en preséncia de bisulfit
I’ADN extret a sequiencia que es fragmenta per a facilitat la posterior desnaturalitzacio
a la que es sotmetra per separar les dues cadenes d’ADN. El bisulfit actua desaminant
les citosines de 'ADN convertint-les en uracil, perd és incapag d’actuar sobre aquelles
que es trobin metilades.

A continuacid, es produiria I'ampliacié de la regié que es vol tractar amb la PCR i la
seva posterior sequenciacio. Finalment, es compara la sequéncia obtinguda amb la
d’'un control que no s’ha sotmés a l'accidé del bisulfit: aquelles citosines que no
estiguessin metilades apareixen com a tals en el control, mentre que en la mostra
tractada seran substituides per una timina.

En el laboratori es va realitzar aquesta técnica agafant 2 uyg d’ADN extret que
s’afegiren a 130 pL de bisulfit per a la conversié de les citosines metilades protegides.
Seguidament, es va fer una reaccio de biovac i es va centrifugar en cicles d’1 minut a
98°C durant 16h. El seguent pas va estar la purificaci6 amb el kit en columna amb

detergents per netejar 'ADN.

3. PCR QUANTITATIVA

La PCR quantitativa és una técnica variant de la reaccié en cadena de la Polimerasa
(PCR) utilitzada per ampliar i discriminar la quantitat d’ADN present en una mostra. Es
realitza en un termociclador que permet, per una banda, que un feix de llum amb una

longitud d’ona determinada incideixi sobre cada mostra i, per altra banda, és capag de
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detectar la fluorescencia emesa pel fluorocrom excitat. Aquest termociclador escalfa i
refreda rapidament les mostres, aprofitant les qualitats fisicoquimiques dels acids
nucleics i les qualitats enzimatiques de ’ADN polimerasa.

El procés doncs, consisteix en un seguit de canvis de temperatura, anomenats cicles,
gue es repeteixen entre 25 i 40 vegades, cadascuna amb un minim de tres etapes:

¢ Primera (al voltant de 95°C): permet la separacié dels acids nucleics de la doble

cadena

e Segona (al voltant de 50-60°C): permet I'alineament dels encebador a ’ADN motlle.
e Tercera (al voltant de 68-72°C): facilita la polimeritzacié per part de I'ADN

polimerasa.

PCR SEMIQUANTITATIVA: Es realitza mitjancant la comparacié de mostres. Es dona
a una mostra el valor 1 i s’'observa i es compara la resta de mostres amb aquesta per
atorgar diferents valors. El que interessava observar les mostres tractades amb AZA i
les no tractades, i veure si quan estan tractades hi ha més expressié o no. Per tant, és

un analisi relatiu, no absolut.

PCR BISULFIT: Després d’extreure ADN i realitzar la conversi6 Bisulfit es pot realitzar
una PCR per amplificar la regié que ens interessa, en aquest cas es tractava de la

regidé promotora dels gens seleccionats, i poder sequienciar-la.

WESTERN BLOT

Es una técnica analitica utilitzada per identificar proteines especifiques en una mescla
complexa de proteines. Consta de tres etapes: la separacié per mida, la transferéncia
a un suport solid i, per dltim, la visualitzacié mitjancant el marcatge de proteines

utilitzant anticossos primaris i/o secundaris apropiats.
EXTRACCIO DE PROTEINA

Es van mesclar els pellets resuspesos en Laemli bafer, els vam bullir 5 minuts a 95°C
i vam sonicar-les al sonicador. Un aparell que emet ultrasons que trenquen les

interaccions intramoleculars que afecten a ’TADN. Amb el nanogram es va quantificar.

ELECTROFORESI EN GEL DE POLIACRILAMIDA

Es tracta d’'una técnica que permet la separacié d’'una mescla de proteines segons el
seu pes molecular en un camp eléctric. Perque aixo es produeixi son necessaries dues
forces oposades: el camp eléctric que dona la mobilitat a la proteina en base a la seva
carrega y un suport solid que retindra les proteines en base a la seva interaccio

deguda a la grandaria. L’objectiu és fer que el moviment de la proteina en el suport
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solid, és a dir, el gel, per accié del camp eléctric sigui exclusivament proporcional al
seu pes molecular.

El gel és un hidrogel de poliacrilamida que esta format per una gran quantitat d’aigua
retinguda en un suport molecular altament poros i reticulat, que resulta un material
d'una certa viscositat, un semi solid o un solid tou. Aquest actua com a suport, es
produeix la separacié de proteines en forma de bandes segons el seu pes molecular
gracies a la friccié de les molécules de la proteina amb I'estructura del gel.

El procés consta de diferents components, per una banda, el gel, que consta de dues
parts: el gel concentrador (stacking) i el gel separador (resolving/separating). Abans de
que les proteines entrin al gel separador, passen per un gel concentrador, a pH 6,8,
que evita que les proteines es dispersin en el gel i provoca que totes les proteines de
les mostres s’alinein en una fina banda que entra al mateix temps i a la mateixa

velocitat en el gel concentrador.

catodo
ry /_’ ﬁ
Un Stacking Gel._| | || pH 6.8 ‘M— ‘:Lﬂj ‘U—
- | . —
—> —> S— —
v pH 8.8 —
Separating Gel |
anodo

Il-lustracié 27: Separacid electroforética. El gel concentrador (stacking) alinea la proteines en una fina
banda que entra al mateix temps i velocitat en el gel separador, on es separen segona el seu pes
molecular.

altre element son els electrodes en la cubeta que estableixen el camp eléctric que
aportara la mobilitat electroforetica. També trobem el tampd d’electroforesis que
permet la conduccié eléctrica i conté components fonamentals en la separacio: la
glicina i el Tris-HCI. Per Ultim, la propia mostra que es prepara utilitzant un tampé de
carrega o de ruptura que conté quatre components: SDS, mercaptoetanol, glicerol i

blau de bromofenol.
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Il-lustraci6 28: Imatge del laboratori de [I-lustraci6 29: Imatge del laboratori de
I'lJEC en que s’observa la preparacié dels I'lJEC en que s’observa el procés de
gels de poliacridamida l'electroforesi.

A continuaci6 es produeix la transferencia de les proteines separades per mida del gel
a una membrana adsorbent per poder buscar la proteina dinterés i anticossos

especifics contra aquesta.

(WL
— Gel cassette
i Anode Cathode Hamilton

Bulfer buifer syringe

T |
| Negative
electrode
' ] chamber O Sample
- Anade [+) — l

Cathode (-}

Tank Power source

Separate protein
bands

Il-lustracié 30: Esquema grafic dels diferents processos de I’electroforesi, amb l'introduccié del gel, els
buffers d’anode i de catode, i I'establiment de corrent eléctric fins a obtenir les bandes separades de
proteina.

TRANSFERENCIA AMB ELECTROTRANSFERENCIA

Perque les proteines siguin accessibles a la deteccid per anticossos, es transfereixen
des del gel de poliacrilamida a una membrana, una técnica per a realitzar aquest
procés és l'electrotransferéncia, que es basa en un corrent eléctric i un tampd de
transferéncia. Primerament, s’apilen diferents elements en el seguent ordre, del pol
negatiu o catode al pol positiu o anode: esponja, papers de filtre amb buffer de
transferéncia, gel, membrana, papers de filtre amb buffer de transferéncia i esponja.
Aquest muntatge, anomenat col-loquialment “sandwich”, es disposa en el sistema de
transferencia i s’aplica el corrent eléctric, la magnitud del qual dependra dels materials
empleats. Les proteines del gel es desplacaran del pol positiu i quedaran atrapades

per la membrana, finalment es tenyeix el gel per comprovar que aixd s’ha produit.
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Il-lustracié 31: Esquema grafic del funcionament de I'electrotransferencia, amb I'addicio del buffer de
transferéncia, el muntatge del “Sandwich” i I'establiment del corrent electric per acabar obtenint el traspas
de les proteines des del gel a la membrana.

BLOQUEIG

La membrana necessita unir-se amb les proteines de manera inespecifica, per tant, es
necessari bloquejar els llocs d’unié que han quedat lliures desprées de la transferéncia,
per evitar que l'anticds s’uneixi a aquests llocs i dificulti la distincié del complexe

antigen-anticos que es forma amb la proteina que es busca.

Agquest procés consisteix en la incubaci6 de la membrana amb una soluci6 de
proteines, com la caseina o llet en pols, perqué s’uneixin als llocs d'unié de la
membrana que no estiguin ja ocupats per les proteines transferides. D’aquesta

manera, I'anticos s’unira a I'antigen especific.

DETECCIO

En la detecci6 es comprova la preséncia en la membrana d’una determinada proteina.
Es produeix mitjancant un métode de dos passos. Primerament, s’uneix un anticos
primari a la proteina buscada, aquest s’aconsegueix introduint la proteina a un animal,
com un conill o una cabra. La preséncia d’aquesta desencadena una resposta immune
que produeix un anticos, el qual s’incuba amb la membrana. A continuacid, es
produeix un rentat de la membrana per eliminar I'anticos primari que no s’ha unit i
s’exposa a l'anticos secundari, que reconeix una regio especifica del primer anticos.

fetl
|

Aquests, solen provenir d’animals, és a dir, un anticos secundari “anti ratoli” és aquell

capac de reconeixer gairebé tots els anticossos primaris obtinguts de ratolins.
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Il-lustraci6 32: Esquema grafic del métode de deteccié de dos passos, en que s’uneix un
anticos primari a la proteina buscada i s’exposa a l'anticos secundari, que reconeix una regio
especifica del primer anticos.

MARCATGE FLUORESCENT

Consisteix en la unié de I'anticos secundari a un element que emet una quantitat de
llum constant quan s’exciten de manera constant, permetent doncs una deteccié
fluorescent molt precisa. En el laboratori es va utilitzar la proteina ACRRP, la quantitat
de senyal lluminosa que emet ens mostra la senyal del primer anticos i, per tant, de la

proteina.

1.1.2 Complementarietat dels resultats obtinguts

Les informacions que s’obtenen en les técniques del Western Blot i de la PCR
quantitativa sbn complementaries, atés que ens mostren I'expressié de les proteines.
Perqué es formi una proteina hi ha d’haver 'ARN que la codifiqui i aquest depén de
I'expressio de 'ADN, de que el promotor estigui actiu i s’estigui duent a terme la

transcripcio.

Replicacio

Transcripcio Traduccié
ADN = ARN——>Proteina

Il-lustracié 33: Esquema grafic de la replicacié de '’ADN, la transcripcié a ARN i la traducci6 a proteina
que mostra els diferents mecanismes dels quals depen I'expressio de les proteines.
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2.1 Caracteristiques supressores de tumors del SVIP

Per analitzar el paper del SVIP en el creixement de tumors es va estudiar I'efecte que
té la recuperacio de la seva expressio en les cél-lules. Es va realitzar introduint vectors

amb el gen en algunes cel-lules i vectors buit en altres.

A partir d’aqui, es va observar que les cél-lules amb el vector amb SVIP expressaven
la seva transcripcid i la preséncia d’aquest generava una reduccio significativa del
creixement tumoral. Es per aixd que, la reducci6 del SVIP fomentava el creixement
mitjangant l'altra expressio del marcador de proliferaci6 CCND1, un gen que codifica la
proteina ciclina D1, encarregada de lincrement drastic i a intervals de la seva

concentracio en el cicle cel-lular.

Es va poder observar que els tumors de les cél-lules que recuperaven I'expressio de

gen SVIP pesaven menys que aquelles en que s’havia introduit un vector buit.

Determinant doncs, que el gen SVIP té propietats similars a les dels supressors de

tumors.
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II-lustraci6 34: La transfeccié de SVIP redueix la Il-lustracié 35: La transfeccio del gen
viabilitat de les cél-lules (en vermell) SVIP disminueix el pes del tumor
(vermell)

2.2 Restauracio del SVIP

Anteriorment, s’havia demostrat que la sobreexpressio del gen SVIP generava una
acumulacié de proteines mal plegades que provocaven l'estrés prolongat del reticle

endoplasmatic.
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Mitjangant I'observacio del fenotip cel-lular i molecular de
les linies cel-lulars es va observar I'efecte de I'expressio
del SVIP en l'estrés del reticle. Es va poder determinar
que es produia la formacié de vacuols derivats del reticle
endoplasmatic, autofagosomes’? [ proteines
proapoptotiques’®, atés que es donava un augment de les

proteines que generaven l'estrés.

Aixi doncs, es va arribar a la conclusié que les cél-lules
cancerigenes metilaven el gen SVIP per a reduir I'estrés

del reticle endoplasmatic i mantenir 'lhomeodstasi de les

proteines, necessaria per a la supervivéncia.

2.3

* Significantly downregulated (FC<0 5)
* Signifcantly upreguiated (FC>2)

BB30-HNC EV

BB30-HNC SVIP

Induccié d’un canvi metabolic de SVIP

Il-lustraci6 36: La recuperacio
del gen SVIP indueix a la
dilatacio del reticle
endoplasmatic i genera vacuols
intracel-lulars derivats d’aquest
(senyals amb fletxes vermelles).

2.3.1 Recuperaciod de proteines

-Logy(p-value)

degradaven en

metilacio del gen SVIP.

25 [) 25
Log.(Fold change)

Il-lustraci6 37: Grafic del 88% de
proteines que es van expressar al
restaurar SVIP (en vermell)

Mitjancant la técnica de Western blot es va observar
I'acumulacié de proteines poliubiquitinades™ que es

les cél-lules que contenien una

Per identificar proteines I'expressid de les quals

depengués del SVIP es va realitzar un marcat isotopic

estable d’aminoacids en cultiu cel-lular (SILAC) amb

les cél-lules que havien recuperat el gen i aquelles que

tenien un vector buit. Els resultats van ser que un 88% de les proteines es van

expressar amb la recuperacié del gen, és per aix0 que es pot afirmar que el SVIP

millora els nivells de proteina, pero no modifica els nivell ’ARN d’aquestes.

72 Autofagosomes: vesicules de doble membrana que capturen material citoplasmatic i el transporten fins

als liposomes o vacuols, on es degraden per mitja d’enzims hidrolitics.

73 Proapoptotiques: proteines que poden promoure el desenvolupament de tumors.
7 Poliubiquitinades: que estan marcades per la proteina ubiquitina, que pot marcar cél-lules per a que

es destrueixin.
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2.3.2 Disminuci6 de la captacio de glucosa

En les cél-lules cancerigenes amb vectors buits, es van observar concentracions altes
de GLUT 1, tant a nivell de preséncia de proteina com d’ARN, mitjangant la técnica de

Western blot i la PCR quantitativa.

La recuperacio del gen SVIP s’associa a la disminucié del transcrit de GLUT 1, un
transportador de glucosa. Per tant, SVIP hipermetilat influeix en la alta transcripcié de

GLUT1, és a dir, les cel-lules augmenten la captacio de glucosa.

Aixi doncs, es produeix una sobreexpressié d’aquest transportador de glucosa en
tumors, per obtenir la glucosa necessaria per sobreviure, que esta associada a un
augment de la fermentacié lactica, i per tant, a la formacié de lactat. Es va poder
observar que en la restauracié de SVIP disminuien els nivells de lactat. Per tant, es
compleix una caracteristica comuna de les cél-lules canceroses: la dependéncia de la

glucosa per a estimular la glicolisi en la fermentacio.
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Il-lustracié 38: La recuperacié de l'activitat de SVIP provoca
una menor expressid de GLUT1 en els nivell de proteina
(esquerre) i ARNm (dreta).

2.3.3 Canvi del fenotip de glicolisi aerobica

Es va descobrir que la metilaci6 d’SVIP induia a alts nivells d’expressié de I'enzim

glicolitic hexocinasa 1 i baixos nivells de I'enzim mitocondrial UCP2.

En canvi, en les cél-lules que havien recuperat I'expressié de SVIP es produia la
recuperacio de proteines. Algunes d’aquestes proteines recuperades s6n components
del metabolisme mitocondrial: SUCLG2, que actua en el cicle de Krebs, NDUFB8 i MT-
CO2, que participen en la fosforilacié oxidativa, i SLC25A5 que és un portador
mitocondrial. Aquestes van ser identificades mitjancant Western blot i PCR

quantitativa.
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En les cél-lules que es va recuperar el gen SVIP disminueix la transcripcié de GLUTL, i
és per aixd que es podria produir un mecanisme compensatori associat amb I'aparicio
de proteines del metabolisme mitocondrial, en comptes de ser un efecte directe del

SVIP sobre la degradacio de proteines.

Més endavant, també es va constatar que en presencia del SVIP la cél-lula consumia
una major quantitat d’oxigen i produia alts nivells d’ATP, un augment de ROS
mitocondrial, de la massa mitocondrial, de I'is del cicle de Krebs i un major flux de

glucosa cap als mitocondris.

Aixi doncs, es relaciona la recuperacié de I'expressié del gen SVIP en cél-lules
cancerigenes amb la preséncia de proteines del metabolisme mitocondrial. |, per tant,
s’indica un canvi del metabolisme de la fermentacio lactica a la respiracié mitocondrial

de la glucosa.

En general, les dades obtingudes indiquen que les ceél-lules cancerigenes que
alberguen la pérdua de SVIP associada a la metilacié de 'ADN depenen de la glucosa
i la fermentacidé lactica per a obtenir I'energia cel-lular necessaria per a la
supervivéncia, mentre que la restauracié del gen promou I'Us de la respiracio

mitocondrial.
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Il-lustracié 39: A) Les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP (en vermell) redueixen la captacio de
glucosa. B) Les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP redueixen la produccié de lactat. C) Les
linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP consumeixen més oxigen. D) Les linies cel-lulars que
recuperaven el gen SVIP produeixen més ATP. E) En les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP
augmenta la preséncia de ROS mitocondrial. F) Les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP
augmenten la massa mitocondrial. G) Les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP produeixen un

major flux de glucosa cap als mitocondris.

Els autors de larticle van realitzar un contrast dels resultats obtinguts amb dades
extretes del projecte The Cancer Genome Atlas (TCGA), en les que també es va
demostrar que la preséncia de la hipermetilacié de l'illa CpG del gen SVIP en diferents
tipus de tumors: un 37% en cap i coll, un 19% en cervicals i un 10% en esofag. Els
quals, també presentaven una regulacié a la baixa de la seva transcripcio, per tant, es
confirmava que la metilacié de 'ADN produia la inactivacié de la transcripcio del gen i,
per tant, disminuia I'expressié del gen SVIP. Aixd, generava un augment dels
marcadors d’estrés del reticle endoplasmatic, la sobreexressié dels transportadors de
glucosa GLUTL1 i disminuia la supervivéncia dels pacients que la patien. Per tant, es
podia utilitzar la hipermetilacié del SVIP com a marcador de pronostic potencial de

resultats deficients per neoplasies malignes.

2.3.4 Us a nivell terapéutic

En l'estudi, es pretenia utilitzar la dependéncia de la glucosa de les ceél-lules
cancerigenes amb deficiencia epigenética de SVIP amb fins terapeutics. Per aquest

motiu, van examinar, amb técniques ex vivo’® i in vivo’®, si els nivells d’expressié de

5 Ex vivo: experiment realitzat a I'exterior de 'organisme en un ambient artificial fora de I'organisme amb
les minimes alteracions de les condicions naturals.
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SVIP afectaven al creixement dependent de glucosa. Aquest estudi es va realitzar en
un medi amb baix contingut de glucosa, en el que van afegir les cél-lules que
contenien un vector buit i van observar que no hi podien créixer. En canvi, la

recuperacio de SVIP permetia el seu creixement en aquest medi.

A continuacié, van utilitzar Bay-876, un inhibidor especific de GLUT1 i van contemplar
les diferents sensibilitats que presentaven les cél-lules davant d’aquest. Les cél-lules
metilades eren més sensibles al bloqueig de captacié de glucosa, en canvi, les
cel-lules que havien patit una restauracio del gen SVIP presentaven resisténcia a Bay-
876.

Van realitzar una prova in vivo amb ratolins als que se’ls hi havia introduir tumors per a
comprovar l'efecte de l'inhibidor, el resultat va ser que en general no van presentar
toxicitat evident. Per tant, es té en compte la possibilitat de fer Us de bloquejadors de la

captacié de la glucosa en el tractament del cancer.
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II-lustracié 40: H) Les linies cel-lulars que recuperaven el gen SVIP (en vermell) augmenten el creixement
cel-lular amb un medi amb glucosa (experiment ex vivo). I) Les linies cel-lulars amb el gen SVIP metilat
presenten una menor viabilitat davant Bay-876 (en vermell), en canvi les linies cel-lulars que recuperaven
el gen SVIP (en verd) presenten més viabilitat (experiment ex vivo). J) Les linies cel-lulars amb el gen
SVIP metilat (en negre) son significativament més sensibles a la inhibicié del creixement mitjancant el
tractament amb Bay-876 (experiment ex vivo).

2.4 Sintesi dels resultats

Les cél-lules cancerigenes pateixen un estrés metabolic i proteotoxic intracel-lular,
juntament amb un microambient hostil, que han de superar per a poder sobreviure i
proliferar. Per adaptar-se, utilitzen diferents mecanismes per a controlar les vies que
regulen la quantitat i la qualitat de les proteines en la cél-lula, és a dir, les vies de

degradaci6 del reticle endoplasmatic.

Un d’aquests mecanismes es produeix mitjangcant el silenciament associat a la
hipermetilacié de lilla CpG del SVIP, un inhibidor de la degradaci6é del reticle

endoplasmatic. Aquest, interactua amb la VCP/p97, un enzim responsable de la

76 In vivo: experiment realitzat a I'interior de I'organisme o a un teixit d’'un organisme viu.
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degradaci6 del reticle, i la seva perdua resulta una manera efectiva per a la cél-lula

cancerigena per a tractar I'estrés del reticle endoplasmatic.

La restauracié del gen SVIP augmenta aquest I'estres que, consequentment, bloqueja
el creixement de les cél-lules tumorals i produeix 'augment de I'expressié d’'una gran
quantitat de proteines, moltes de les quals s6n necessaries per al metabolisme
mitocondrial. Aix0, suggereix un paper important del SVIP en la regulacio del

metabolisme de les cel-lules cancerigenes.

Un dels aspectes més comuns dels tumors humans és la preséncia de l'efecte
Warburg, caracteritzat per la fermentacié lactica. Aquest fenotip metabolic es
distingeix, entre altres aspectes, per una major captacié de glucosa i produccié de
lactat independentment de la concentracié d’oxigen, una major taxa de glicolisis i un
nivell reduit de fosforilacié oxidativa a través del cicle de Krebs. Malgrat que la
produccié energetica de la glicolisi és molt inferior a la de la respiracié de la glucosa
completa, aquest canvi en el metabolisme resulta una seleccié positiva en les cél-lules
cancerigenes degut a la produccié de metabdlits de la glucosa, que promouen el

creixement i un augment en la produccié d’ATP no oxidativa.

Aquestes cél-lules, arriben a expressar I'efecte Warburg gracies a canvis genétics i
epigenétics. Segons I'estudi analitzat, es va deduir que el silenciament epigenétic del
SVIP és un meétode frequent mitjancant el qual els tumors, de tipus cap i coll sobretot,
aconsegueixen aquest objectiu. Les cél-lules que contenen aquesta alteracio
epigenética, es caracteritzen per una major captacio de glucosa i produccié de lactat,
una menor massa i activitat mitocondrial i una major dependéncia de la glucosa. En
canvi, la restauracio del gen SVIP converteix el fenotip de Warburg en un de respiracié

mitocondrial.

Les cél-lules amb el defecte epigenetic del SVIP, presenten alts nivells de GLUT 1,
una proteina responsable de la captacio cel-lular, en linies cel-lulars i tumors primaris,
mentre que in vitro, aquestes ceél-lules tenen una gran dependéncia de la glucosa per
al seu creixement. Aquestes, s6n molt sensibles a Bay-876, un inhibidor especific de
GLUT1, mentre que la recuperaci6 de SVIP produeix resisténcia al medicament.
Aspecte que pot resultar significatiu en el context clinic, perqueé els tumors humans que

sobreexpressen GLUT1 generalment s’associen a un mal pronostic en els pacients.
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Il-lustracio 41: (Esquerra) Representacio grafica de la cél-lula amb el gen SVIP sense metilar, en la qual la
glucosa entra a la cél-lula pels transportadors de glucosa GLUT1 i es produeix la respiracié de la glucosa a
través dels mitocondris. A més a més, Bay-876 no afecta al funcionament de la ceél-lula. (Dreta)
Representaci6 gracia de la cel-lula amb el gen SVIP metilat, en la qual la glucosa entra a la cel-lula pels
transportadors de glucosa GLUT1, els quals estan sobreexpressats, i es produeix la respiracio de la glucosa
a través de la fermentacié lactica. On Bay-876 afecta en els transportadors de glucosa impedint el seu
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I-lustraci6 42: Representacid grafica dels
efectes de la metilacié d’'SVIP. Per una banda,
augmenta el creixement tumoral a traves de
laugment de CCND1, un marcador de
proliferacié que codifica la proteina Ciclina D1,
i conseqientment, augmenta el pes del tumor,
inhibint aixi les propietats supressores de
tumors de SVIP. També, disminueix l'estrés
del reticle endoplasmatic mitjangant la
degradaci6é de les proteines poliubiquitinades
que li permet mantenir 'homeostasi. Per altra
banda, augmenta la concentracio de GLUT 1 i
la de [lenzim glicolitic Hexocinasa 1 i
disminueix la de I'’enzim mitocondrial UCP 2.
Es per aix0 que podem afirmar que, es
produeix un canvi en el metabolisme, es deixa
de produir la respiracio mitocondrial i es passa
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Si bé I'elaboracié d’aquest treball ha estat un procés llarg i laboriés, no ha estat menys
interessant i enriquidor. A continuacié s’exposaran els diferents objectius amb les

seves respectives valoracions, aixi com la hipotesi proposada inicialment.

Estudiar els processos metabolics que intervenen en I'obtencié d’energia de

les cél-lules.

Gracies a la investigacio realitzada i havent disposat de material i informacio
actualitzada, he pogut estudiar a nivell tedric el funcionament, el control i les diferents
molécules que participen del metabolisme cel-lular. Centrant-me posteriorment en el
catabolisme i els diferents processos mitjangant els quals la cél-lula produeix la
transformacié de molécules organiques o biomolécules complexes en molecules
senzilles, i en l'emmagatzematge de l'energia quimica despresa. L’analisi del
funcionament d’aquests mecanismes m’ha permés entendre la activitat catalitica de les
cél-lules sanes, i m’ha estat de gran utilitat per comprendre la diferéncia entre aquesta
i les vies de degradacio que segueixen les cél-lules cancerigenes per obtenir energia i

adoptar les seves caracteristiques proliferatives i agressives.

Definir les vies que utilitzen les cel-lules cancerigenes per aconseguir
energia i per a proliferar, tenint en compte els factors, reconeguts
cientificament en [lactualitat, que generen alteracions en el seu

metabolisme.

L’estudi dels diferents mecanismes interns que segueix la malaltia del cancer per a
tenir el control o evadir dels mecanismes antitumorals, per tal de mantenir el rapid
creixement i desenvolupament dels tumors, m’ha permés comprendre el funcionament
del seu metabolisme alterat. Fent una recerca en investigacions anteriors en que ja
s’havia descrit que aquesta malaltia presentava la funcié mitocondrial bioenergética
alterada, amb I'efecte Pasteur, que les cél-lules unicament completaven la glicolisi i no
realitzaven la fosforilacié oxidativa malgrat la preséncia d’oxigen amb I'efecte Warburg.
Per ultim, recentment s’ha observat una necessitat en les cél-lules tumorals de
contenir una alteracio en la funcié dels mitocondris, definint la seva activitat energetica
com a supressor tumoral, amb la petjada bioenergeética. Aquesta Ultima, esta essent
estudiada actualment atés que la reduccidé de produccido d’ATP és comu en tots els
tipus de cancer i aquest aspecte podria ser de gran interes de cara a tractaments

contra la malaltia.
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Contrastar el motiu pel qual les cél-lules tumorals segueixen unha

determinada via glicolitica.

Observats els assumptes que es donen durant I'aparicid i posterior progressio del
cancer, tractats en I'anterior objectiu, vaig decidir focalitzar la recerca en I'estudi de la
reprogramacié metabolica del cancer, com l'activacié de l'activitat glicolitica definia el
fenotip metabdlic proliferatiu i la seva consequent agressivitat en les cel-lules. Atenent
a que aquesta activacié podria esta produida per diferents factors, vaig realitzar una
definicié del microambient tumoral i com la situacié d’hipdxia dels tumors podia derivar
en 'augment de la concentracid del transportador de glucosa GLUT 1. Seguidament,
em vaig centrar en dos factors que contribuien a I'establiment del microambient
tumoral la inflamacié tumoral i la inestabilitat genomica, dirigint la recerca als diferents
gens que comunament generaven aquesta inestabilitat, per acabar concloent amb

'observacié i estudi del gen SVIP.

Com a part practica del treball, realitzar, per una banda, una revisio i
comprensio de I’estudi basat en la induccié a la reprogramacio metabolica
de les cel-lules canceroses que produeix SVIP i, per altra banda, una
experiéncia a un laboratori de les instal-lacions del IJC, per observar i
entendre les técniques epigenétiques d’avantguarda empleades en I'estudi

revisat.

Gracies a la meva estada ens els laboratoris vaig poder comprendre diferents
conceptes basics d’epigenética que desconeixia que em van ser claus per a la
descripcio del larticle Epigenetic loss of the endoplasmic reticulum—associated
degradation inhibidor. SVIP induces cancer cell metabolic reprogramming. Sobretot,
van resultar-me molt utils I'observacio i participacié de técniques com I'extraccio
d’ADN, la conversié bisulfit, la PCR quantitativa, el protocol Western Blot, que inclou
I'electroforesi i I'electrotransferéncia. Aixi doncs, a partir de I'article vaig extreure que la
metilacié del gen SVIP és una de les alteracions epigenétiques responsables de la

reprogramacio metabolica de la malaltia del cancer.
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Aprofitar la practica de laboratori per acostar-me i establir contacte fisic amb
el mon de la recerca, els seus metodes, el seu instrumental i les seves

instal-lacions.

L’experiéncia de laboratori, gracies al suport de I'"JEC, em va permetre acomplir
aguest darrer objectiu sent veritablement interessant i enriquidora per concedir-me

I'oportunitat d’acostar-me a la realitat del mon de la investigacié i la recerca.

La validaci6 dels diferents objectius ens porta a la demostracié de la hipotesi inicial:

Els canvis metabdlics que, seguint el fenotip descrit per I'efecte Warburg,
inhibeixen la respiracié mitocondrial de la glucosa en favor de la fermentacio

lactica, s6bn mediats per alteracions epigenétiques.

Gracies a la descripcio de I'estudi vaig saber que un exemple d’alteracié genética que
produia els canvis metabdlics en la cél-lula tumoral era la metilacio d’'SVIP en els
cancers de cap i coll. Aguesta, per una banda, augmenta el creixement tumoral a
traves de l'augment de CCND1, un marcador de proliferacid, i consequentment,
augmenta el pes del tumor, inhibint aixi les propietats supressores de tumors de SVIP.
Per altra banda, augmenta la concentracié del transportador de glucosa GLUT 1ila de
'enzim glicolitic Hexocinasa 1 i disminueix la de I'enzim mitocondrial UCP 2. Es per
aixo que podem afirmar que, es produeix un canvi en el metabolisme, es deixa de

produir la respiracié mitocondrial i es passa a produir la fermentaci6 lactica.

Havent finalitzat el treball, puc dir que el concloc donant compliment als objectius que
em vaig proposar inicialment i validant la meva hipotesi. He pogut constatar alldo que ja
sabia i aclarir diferents llacunes pel que fa als factors que determinen la redireccio
metabolica de la malaltia del cancer. Ara sé exactament que es tracta d’alteracions
epigenétiques, com la metilacié la sobreexpressio de diferents gens, i com s’esta

abordant el seu estudi en l'actualitat, especialment pel que fa al paper del gen SVIP.

El fet d’haver pogut disposar d’informacié actualitzada i d’haver pogut treballar amb la
col-laboracié de professionals com en Pere Llinas, bioquimic del laboratori de I'JEC,
m’ha brindat I'oportunitat de conéixer els avengos d’avantguarda en I'ambit d’estudi del
cancer. Descobrint aixi que, malgrat que han estat significant els avengos que s’han

aconseguit en I'estudi d’aquesta malaltia, encara queda molt de cami per recorrer. Es
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necessaria molta investigacio per comprendre la malalta i intentar minimitzar al maxim
les possibles repercussions de la terapia contra el cancer en la resta de cél-lules sanes
del cos, garantint els resultats favorables i evitant les morts que aquesta provoca. Son
multiples les fites que es poden assolir amb el tractament amb Bay 876, un inhibidor
especific de GLUT1 al qual les ceél-lules tumorals sén molt sensibles, mentre que la
recuperacié de SVIP produeix resistencia al medicament. De ser assolides les
expectatives de fer-ne Us a nivell terapéutic, implicarien un gran pas en la diagnosi i
tractament de la malaltia. Tot apunta a que la meta és cada vegada més propera
gracies a I'exhaustiu treball que s’efectua des dels diferents centres d’investigacio

d’arreu del mon.

La meva recerca m’ha permés observar la importancia de I'estudi cientific, realment
m’ha portat a admirar a aquelles persones perseverants que aconsegueixen mitjancant
l'estudi arribar a conclusions que poden resultar determinants per a la vida. | aixo,
m’ha encoratjat a seguir esforcant-me dia rere dia per arribar algun dia a participar
d’investigacions que resultin profitoses i eficients, sempre amb I'objectiu de garantir la

saluti les millores en la vida de les persones.
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GLOSSARI
A

Acetil-CoA: molecula intermediaria clau del metabolisme que intervé en un gran

nombre de reaccions bioquimiques.

Acid pantoténic o Vitamina Bs: vitamina hidrosoluble necessaria per a la formacio del
coenzim A i considerada critica en el metabolisme i sintesi de glucids, lipids i

proteines.

Aldosa: monosacarid amb un grup aldehid.
ATP-sintetasa: complex enzimatic de membrana que combina la sintesi

i/o hidrolisi d'ATP amb el transport de protons a través d'una membrana.

Autofagosomes: vesicules de doble membrana que capturen material citoplasmatic i
el transporten fins als liposomes o vacuols, on es degraden per mitja d’enzims

hidrolitics.

C
Cadena transportadora d’electrons: série de transportadors d’electrons que es troba
a la membrana interna mitocondrial, que mitjangant reaccions bioquimiques produeix
ATP.
Cancer de cap i coll: Els cancers que es coneixen en conjunt com cancers de cap i
coll, generalment, comencen a les cel-lules escamoses que revesteixen les superficies
humides i mucoses de l'interior del cap i del coll (per exemple, dins de la boca, del nas

i de la gola).

Cariotip: patr6 cromosomic d'una espécie expressat a través d'un codi, establert per
conveni, que descriu les caracteristiques dels seus cromosomes.

Cél-lules estromals: cel-lules mesenquimals.

Cél-lules germinatives: cél-lula reproductora del cos.
Cél-lules hiperplasies: cél-lules que mostren aparenca de ser sanes al microscopi,

perd que poden convertir-se en cancerigenes.

Cél-lules mesenquimatiques: son ceél-lules que tenen la capacitat de diferenciar-se

en diversos tipus de cel-lules.
Cetosa: monosacarid amb un grup cetona.

Citocromoxidasa: ultim enzim de la cadena de transport d’electrons del mitocondri.
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Citocroms: proteines encarregades del transport de I'energia quimica.

Citoguines angiogéniques: proteines capaces de coordinar la resposta del sistema
immunologic.

Citosol: liquid que es localitza a l'interior de les cél-lules.

Clons neoplastics: cél-lules identiqgues amb anormalitats genétiques o epigenétiques.

D
Desfosforilaci6: procés essencial per treure els grups fosfat d'un compost

organic (com I'ATP) per hidrolisi.

E

Electronegativitat: capacitat d’'un atom per atraure els electrons quan forma un enllag

quimic en una molécula.

Enzims catabdlics al-lostérics: enzims que canvien la seva conformacio al unir-se’ls

un efector.
Estructura terciaria: disposici6 tridimensional dels atoms que formen I'enzim.

Exvivo: experiment realitzat a I'exterior de 'organisme en un ambient artificial fora de

'organisme amb les minimes alteracions de les condicions naturals.

F
FAD: coenzim que intervé en les reaccions metaboliques d’oxidacié-reduccio.

Fagocitar: procés que fan les cél-lules i alguns organismes unicel-lulars de capturar i

digerir particules solides nocives o aliment

Fenotip metabolic: conjunt de caracters del metabolisme d’un individu com a resultat
de la interaccio entre el seu genotip i el medi.

Fibroblasts: cel-lules propies del teixit conjuntiu encarregades de la sintesi dels
components de la matriu.

Fosfata alcalina: enzim hidrolasa que suprimeix grups fosfats de diferents tipus de

molécules, com els enzims.
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G

Genotoxic: nociu, que afecta la integritat del material genetic d'una cél-lula .

Gens retrovirals: virus que el seu genoma en fase extracel-lular és d'ARN.
Glucosa: monosacarid formar per 6 atoms de carboni.

Glutaminolisi: serie de reacciones bioquimiques de degradacid6 de [I'aminoacid

glutamina.

H
Heteroproteina: molécules que presenten una part proteica i una altre no proteica.
Hidrolisi: catalisi (trencament) d’'un enlla¢ quimic a través de I'adicié d’aigua.

Hipermetilacid: transferencia de grups metil a algunes de les bases citosines (C) de
I'ADN situades prévia i continuament a una guanina (G). Com que la metilacié és
fonamental en la regulacié del silenciament genic, pot provocar alteracions en la
transcripcié genética sense necessitat que es produeixi una alteracioé en la seqiiéncia
de I'ADN, sent un dels mecanismes responsables de la plasticitat fenotipica.

Hipoxia: estat de deficiencia d’oxigen a les cél-lules, els teixits i I'organisme que
necessiten de 'oxigen per a realitzar les seves funcions.

Homeostasi: conjunt de fenomens d'autoregulacié, conduents al manteniment d'una

relativa constancia en la composicio i les propietats del medi intern d'un organisme.

llla CpG: regions d'ADN que es troben aproximadament en un 40%
dels promotors dels gens dels mamifers, en un 70% dels humans, en les que existeix
una gran concentracié de parells de citosines i guanines enllagats per fosfats.

Invasio tissular: invasio d’un teixit.
Invasio tissular: invasio dels teixits.

Invivo: experiment realitzat a l'interior de I'organisme o a un teixit d’'un organisme viu.
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Lligands: especie rica en electrons que forma part de l'esfera de coordinacio

d'un metall, generalment de transicio.

M
Macrofags: cel-lula amb capacitat immunologica present al teixit conjuntiu.
Mastocits: cél-lules que tenen el seu origen en la medul-la 0ssia, on s'originen els
precursors immadurs, que tenen un curt recorregut en la sang i que en arribar als
teixits, especialment el teixit conjuntiu, es converteixen en mastocits.
Matriu mitocondrial: espai aqudés compres dins la membrana mitocondrial interna.
Membrana de les crestes mitocondrials: membrana interna de la mitocondri
caracteritzada per tenir replecs en forma de crestes.

Membrana plasmatica: bicapa lipidica que delimita la cél-lula.

Mitocondris: organuls cel-lulars encarregats de subministrar la major part de I'energia

necessaria per a I'activitat cel-lular.

Modificacions epigenétiques: mecanismes que regulen l'expressié génica sense
modificar I’ADN.

Molécules precursores endotelials: cél-lules d’'un tipus d'epiteli pla simple, d'una

sola capa de cel-lules, que recobreix l'interior de tots els vasos sanguinis, inclos el cor.

N
NAD+: coenzim que s’encarrega de l'intercanvi de protons i electrons i de la produccié

d’energia de totes les cél-lules.
Neovascularitzacid: desenvolupament de nous vasos sanguinis.

Noduls: arees solides de teixit, habitualment ben delimitades.
Nucleotid: unitats estructurals basiques dels acids nucleics, compostes per
molécules d'acid fosforic, un glicid de cinc carbonis, és a dir, una pentosa, i bases

nitrogenades.
@)

Oligoelements: bioelements que es presenten en molt baixa proporcié.

P

Paréngquima: cél-lules proliferatives que formen un tumor
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Pepsina: enzim que segreguen algunes valvules de I'estomac dels vertebrats i que

intervé en la digestio de les proteines.
Pepsinogen: proenzim precursor de la pepsina.

Ploidia: nombre de jocs complets de cromosomes d’una cél-lula.
Poliubiquitinades: que estan marcades per la proteina ubiquitina, que pot marcar

cél-lules per a que es destrueixin.
Principis nutritius exdogens: nutrients formats a I'exterior del cos.

Proapoptotiques: proteines que poden promoure el desenvolupament de tumors.

R
Reacci6 endotérmica: reaccions que absorbeixen energia de I'entorn.
Reacci6 exotérmica: reaccions que desprenen energia a I'exterior.

Reaccions quimiques immediates: es produeixen sense la intervencié d’energia

externa, s’efectuen posant en contacte les substancies.

Receptors tirosina cinasa: conjunt d’enzims associats a la membrana cel-lular
que catalitzen la transferéncia d’un grup fosfat des de 'ATP a un residu de tirosina de
una proteina.

Reticle endoplasmatic: organul cel-lular que UGdnicament es troba en
cél-lules eucariotes format per una xarxa de membranes interconnectades que formen
cisternes, tubs aplanats i saculs comunicats entre si, que intervenen en funcions

relacionades amb la sintesi proteica i el transport intracel-lular.

Retroalimentaci6 negativa: en el sistema endocri el que fa és impedir actuar a algun
enzim perque aquest modifiqui la seva accio en algun procés, aixi un catalitzador fa
gue es produeixi una substancia en especific i el producte pot actuar sobre I'enzim.

Ribozims: acids ribonucleics (ARN) amb capacitat enzimatica.

ROS: inclouen ions d'oxigen, radicals lliures i peroxids tant inorganics com organics.
Son generalment molécules molt petites altament reactives a causa de la presencia
d'una capa d'electrons de valéncia no aparellada. Aquestes espécies es formen de
manera natural com a subproducte del metabolisme normal de l'oxigen i tenen un
important paper en la senyalitzacié cel-lular. No obstant aixo, en époques d'estres

ambiental els seus nivells poden augmentar en gran mesura, la qual cosa pot generar
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danys significatius a les estructures cel-lulars, una situaci6 coneguda com a estres

oxidatiu.

S

Senesceéncia: procés iniciat com a resposta a I'estrés i dany ocorregut en una cel-lula,
i constitueix una ruta alternativa de resposta a la mort cel-lular programada i és de vital

importancia per suprimir la formacio de cel-lules canceroses.
Silenciament transcripcional: control, regulacio i eliminacié del material genétic.

Sistema immune adaptatiu: es compon de cél-lules i processos sistémics altament
especialitzats que eliminen o eviten les amenaces de patdgens.

Sistema immune innat: conjunt de cél-lules i mecanismes que defensen un hoste de
les infeccions per part d'altres organismes, de manera no especifica. Durant una
resposta immunitaria innata les cél-lules reconeixen i responen a patdgens d'una
manera geneérica.

Substancies carcinogéniques: substancia que pot causa una alteracio en el material

genetic de les cel-lules.

Teldomers: extrems dels cromosomes.
Tilacoides: vesicula que forma part de l'estructura de la membrana interna

del cloroplast.

Transactivacié: increment en la taxa d'expressié geénica deguda a determinats

processos bioldgics o bé d'una manera artificial.
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. Tipus de cancer

Trobem més de de 100 tipus de cancer, en general reben el nom de I'drgan o
teixit on es formen. Perd també es poden descriure segons el tipus de cel-lula
afectada. Aixi doncs, aquesta malaltia es pot classificar basant-se en les

funcions i ubicacions de les cél-lules en que s’origina.

Tipus cel-lular
Segons el tipus de cél-lula on s’origina la malaltia es pot anomenar de les

seguents maneres:

e CARCINOMA: es tracta d’un tumor originat en les cél-lules epitelials, les
encarregades de revestir la superficie de la nostra pell i organs. També sén
presents en les vies respiratories i 'aparell digestiu. Es el tipus de cancer
més comdu, representa un 80-90% dels casos.

e SARCOMA: és un tumor que es produeix al muscul, I'os, el cartilag, al
teixit adipds, al teixit conjuntiu, als vasos sanguinis, als vasos limfatics,
en tendons i lligaments. L'osteosarcoma és el cancer d’'ossos més comul.

e LEUCEMIA: cancer que té lloc als globuls blancs de la sang o als seus
precursors, aquests afecten a la medul-la 0ssia, que és on es formen
aguestes ceél-lules. Aquest tipus no forma tumors solids, sind que, un
gran nombre de globuls blancs alterats, cél-lules leucemiques,
s’acumulen a la sang i a la medul-la 0ssia, desplacant aixi els globuls
sans de la sang. Degut a la baixa concentracié d’aquestes cél-lules no
afectades, el cos pateix dificultats per a transportar I'oxigen als teixits,
per al control de les hemorragies i per a combatre les infeccions.

e LINFOMA: aquest tipus afecta a les cél-lules originades a la medul-la
espinal, els limfocits, aquelles que forment part del sistema immunitari,
per tant, afecten al sistema limfatic. Altera els ganglis o vasos limfatics
en llocs especifics com I'estomac, el cervell o els intestins, entre d’altres.
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e MIELOMA: es tracta d’'un tumor que involucra a cél-lules plasmatiques,

responsables de la produccié d’anticossos en resposta a infeccions. Té

lloc a les cél-lules del plasma de la medul-la. Tot i que, les cél-lules de

mieloma s’acumulen a la medul-la dssia, formen tumors als ossos de tot

el cos.

Tipus de teixit

D’altre banda podem classificar els cancers i anomenar-los segons I'dérgan o

teixit que es veu afecta
e Cancer de cervell
e Cancer de mama
e Cancer de cervical
e Cancer colorectal
e Cancerrenal
e Cancer de fetge

e Cancer de pulmo

e Cancer d’'ovaris

e Cancer pancreatic
e Cancer de prostata
e Cancer de pell

e Cancer d’'estomac

e Cancer de tiroides

Tumors benignes o malignes

Quan les cel-lules es reprodueixen sense interrupcié poden agrupar-se formant

masses anomenades tumors.
La de

produeixen tumors, no obstant,

majoria cancers
alguns com la leucemia no ho
fan. Tots, benignes i malignes,
tenen dos components basics
en la seva estructura, d’'una
cel-lules

banda, les

proliferatives que formen el
tumor, el parénquima, i, d’altra,
el seu estroma de sosteniment,
constituit pel teixit

connectiu i vasos sanguinis.

Parénquima + Estroma = Organo

1= sistema de conductos glandulares
2= vasos sanguineos y nervios

Il-lustraci6 1: Esquema del parénquima i I'estroma. El
parénquima (dreta), constituit per les cél-lules que formen el
tumor i el sistema de conductes glandulars. L’estroma
(centre), format pel teixit connectiu i els vasos sanguinis. La
unié del parénquima i I'estroma es troba formant els organs.

Quan aquests son cancerigens son malignes i, per tant, s’estenen a teixits

propers. En el seu creixement les cél-lules alterades poden desprendre’s i
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traslladar-se, mitjancant el sistema sanguini o limfatic, a altres teixits formant
altres tumors llunyans a l'original.

En canvi, al contrari que els tumors malignes, els que sOn benignes no
s’estenen ni envaeixen teixits propers. No obstant, poden arribar a tenir una
mida considerable i, per aquest motiu, s’han d’extirpar. A diferéncia dels

malignes, no acostumen a créixer de nou.

A) Neoplasia Benigna B) Neoplasia Maligna

CreC| m iento ulceracion en la piel
Invasivo l invasion vasos

superficie de la piel intacta

linfaticos

crecimiento superficie de _ / \ \
. te h 2 superficie de . L
extensivo corte homagenea corte no homogénea hemorragia lvg\;izﬂgrrl
capsula de necrosis

tejido conectivo

Il-lustracié 2: Esquema diferencial d'un tumor benigne (esquerre), que manté la pell intacta,
té una superficie homogenia, consta d’una capsula de teixit connectiu i es caracteritza per
mantenir un creixement extensiu, i d'un maligne (dreta), que provoca ulceracid a la pell,
invasions vasculars i als vasos limfatics, que conté necrosis, una superficie no homogeénia i
es caracteritza per tenir un creixement invasiu.

Il. Etapes del cancer

Seqons la gravetat i propagacio

La malaltia del cancer passa per diferents etapes segons de quin tipus de
cancer es tracti. No obstant, es pot generalitzar amb un seguit d’etapes o fases
gue permeten classificar la malaltia segons la gravetat i com sigui la propagacio
d’aquesta, des del seu punt d’origen fins a la resta del cos.

La duracio d’aquest procés en adults, malgrat que depén del tipus de cancer,
sol oscil-lar entre mesos i décades. Aquest, es produeix amb més velocitat en
els infants, atés que pot arribar a durar uns pocs mesos. Aix0 és deu a la
immaduresa de les cél-lules, que permet que es divideixin més rapidament que
les cél-lules d’'un cancer adult, generant aixi que el desenvolupament de la
malaltia es produeixi en menor temps.

Les diferents etapes es diferencien amb numeros, aquells més baixos

impliguen que el cancer no s’ha propagat massa, i aquells més elevats



impliquen que la malaltia s’ha propagat a diverses parts del cos i, per tant, és
meés greu i més dificil de tractar. La majoria segueixen les segiients etapes:

etapa O, etapa |, etapa Il, etapa lll i etapa IV.

Etapa O

En aquesta etapa les cél-lules pateixen diferents modificacions que els hi
aporten capacitats per a la multiplicacié desordenada i per a la invasié. No es
pot diagnosticar ni genera simptomatologia. Es I'etapa més llarga de la malaltia,

pot arribar a durar fins a 30 anys, i també se 'anomena fase d’induccié.

Etapa |
En la primera etapa, que en adults acostuma a durar entre 5 i 10 anys, el

cancer es troba en el lloc on s’ha originat i no s’ha propagat a teixits, ganglis
limfatics ni drgans propers, per aquest motiu també s’anomena a aquesta etapa
“in situ”. Mitjangant una intervencié quirurgica es pot extirpar completament el
tumor, amb altes probabilitats de que la malaltia sigui curable.

Tampoc presenta simptomes o0 molésties en el pacient, perd en alguns tipus de
cancer es pot arribar a diagnosticar mitjancant técniques de deteccié precoc.

Alguns exemples son el cancer de mama, de coll uteri i de colon.

Etapa ll
En la segona etapa o fase d’invasi6 local, la lesi6 comenca a estendre’s fora

del seu lloc d’origen, envaint aixi teixits i organs adjacents. En aquesta etapa
I'aparicié dels simptomes dependra del tipus de cancer, del seu creixement i de
la seva localitzacio.

En I'edat adulta pot arribar a durar entre 1 i 5 anys.

La malaltia es caracteritza com a avancada i es presenten diferents simptomes,
que son complexes i depenen del tipus de tumor, la localitzacié i el grau

d’extensio de la metastasi.



Etapa lll
Per Ultim, la tercera etapa és en la que la malaltia ha adquirit un estat molt

avancat i resulta progressiva i irreversible, és per aixd que s’anomena cancer
terminal.
Es produeix quan el cos del malalt no respon als tractament i pateix multiples
simptomes que disminueixen la seva qualitat de vida i generen un gran
malestar.
L’area de la medicina que s’encarrega d’atendre als pacients en aquesta fase

de la malaltia és la medicina pal-liativa.

Il-lustracié 3: Esquema de les etapes del cancer de mama. En la primera i
segona es produeix I'aparicié del tumor i el seu creixement, en la tercera aquest
es comenga a expandir cap als ganglis i en la quarta s’expandeix a altres
organs.

Factors en I'evolucio del cancer

L’evolucié de cada cancer conté multiples factors que interactuen entre si,
aquests varien segons el tumor i el pacient. No obstant, se’'n descriuen alguns
de forma general.

Els tumors solids pateixen una serie de processos segons avanca i evoluciona
la malaltia passant per les diferents etapes. Els tumors de cél-lules sanguinies
passen a través d'un procés similar, perd aquestes no estan limitades a una
Gnica ubicacio en el cos.

Hiperplasia

La hiperplasia és 'augment de la mida d’'un 6rgan o teixit, degut a 'augment del
nombre de les cél-lules que formen la regié del teixit. S’inicia amb la divisio

descontrolada d’una cél-lula alterada que acaba generant un excés de cel-lules.



Aquestes, tenen una aparencga de cél-lules sanes pero n’hi ha masses, és a dir,
no son cel-lules canceroses pero poden arribar a ser-ho.

Displasia

La displasia engloba el conjunt de canvis genétics addicionals irreversibles que
es produeixen en les cel-lules hiperplasies’’, durant la seva maduracié, que
provoquen l'incapacitat de mantenir I'equilibri i controlar la divisi6 de les
cel-lules per part dels mecanismes reguladors. Aixi doncs, causen una alteracio
de la morfologia i de la seva funcié cel-lular, portant a un creixement continu i
anormal, que deriva en un cumul de cel-lules desorganitzades, que normalment
forma un bony o tumor.

Pot arribar a desapareixer espontaniament, pero es sol extirpar mitjancant
cirurgia, métodes quimics o laser.

Les ceél-lules adquireixen un aspecte anormal, no son canceroses. No obstant,
la displasia també pot acabar provocant una neoplasia, ates que les cél-lules
pateixen alteracions atipiques que afecten a la seva mida, forma i organitzacio.
Aix0 pot indicar que es troben en una fase d’evolucié cap a la transformacio en
una neoplasia, per aquest motiu es pot classificar la displasia com a canvi
preneoplastic.

Neoplasia

Consisteix en la formacié d’'una massa anormal de teixit, també anomenada
tumor, que pot resultar benigna, quan s’estén localment, o maligna, quan tenen

un comportament agressiu i comprimeixen teixits propers.

Neoplasia benigne

En la neoplasia benigne les cél-lules es contenen en la localitzacio inicial i no
envaeixen altres teixits. Es facilment curable amb una cirurgia, atés que totes
les cél-lules anormals es troben en una mateixa ubicacié. S6n menys letals que
els tumors malignes, pero poden arribar a causar greus problemes en la salut,
ates que si arriben a mides considerables, poden pressionar organs. No
obstant, alguns es consideren potencialment aptes per a ser invasius i es

tracten com a neoplasmes malignes.
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Neoplasia maligha o cancer

Els neoplasmes malignes tenen I'habilitat d’envair teixits fora del teixit local, és
per aixo, que resulten meés perillosos. Les céel-lules presenten variacions en la
seva forma, mida i les seves funcions, €s per aix0, que deixen de realitzar les
seves funcions per a adquirir noves propietats que configuren el caracter
maligne, passen a ser cel-lules poc diferenciades. La malignitat del tumor és
determina per I'agressivitat de les cél-lules que el formen, que li permeten una
major o menor capacitat d’invasio.

El cancer utilitza diferents vies per a estendre’s per I'organisme, com la
propagacio local en que s’infiltra en teixit veins i, per altra banda, la propagacio
a distancia, que es produeix quan un grup de cel-lules malignes es despren del
tumor original per a traslladar-se, produint aixi la metastasi. Majoritariament, es
propaguen pels vasos sanguinis i limfatics. Es considera que com més gran i

menys diferenciat €s un tumor, més probabilitats té de produir metastasi.

Normal — Hiperplasia —> Displasia —> Cancer

Il-lustracio 4: Esquema d'un teixit que pateix els diferents estats que generen una
neoplasia maligna o cancer. D’un teixit normal es passa a una hiperplasia,
caracteritzada per un augment del nombre de cél-lules aparentment sanes. A
continuacid, en la displasia, es produeixen canvis genetics en les cél-lules que
eviten la regulacié de la divisié cel-lular, generant aixi un creixement continu i
anormal que derivara en la formacié d’un tumor, que pot ser benigne o maligne.
En el cas del cancer, el tumor resulta maligne que té un comportament agressiu i
comprimeix teixits propers.



lll. Agents cancerigens

Coneixent que la malaltia és fruit d’'una alteracio, es poden distingir diferents
factors que generen aquesta alteracid, malgrat que encara és motiu
d’investigacié l'origen exacte que genera i produeix el desenvolupament del
cancer. S’atribueix a mutacions espontanies dels gens, a la predisposicio
genetica hereditaria o per I'accio de factors que encara no han estat identificats

com a responsables de produir cancer.

Un 40% dels casos, aproximadament, es formen degut a laccié dels
anomenats agents externs, son aquells que actuen sobre I'organisme causant
alteracions als gens de les cél-lules. Es per aix0, que amb millores dels habits,
com evitar el consum de tabac, begudes alcoholiques i realitzant una dieta
equilibrada acompanyada d’exercici, es poden controlar en certa mesura. Pero,
per una banda, també trobem altres agents externs que es presenten com a
factors de risc que no es poden regular amb tanta facilitat, com:
- Factors quimics: 'amiant, I'arsenic, el benzé, el cadmi, el mercuri, el
niquel, el plom, els hidrocarburs clorats, la naftilamina, la nicotina i el quitra.
- Factors fisics: radiacions ionitzants com els rajos X, radiaci6 gamma, alfa
i beta, radiacions no ionitzants com els camps electromagnetics, les
radiacions ultraviolades, les infraroges, les radiacions que emet la propia

escorca terrestre i els residus nuclears.

La capacitat de produir cancer d’aquests factors depén de la quantitat de dosi

rebuda i el temps d’exposicio a la substancia o radiacio.
Per altra banda, trobem:

- Factor biologics: infeccions persistents provocades per virus, com el
virus del papil-loma huma responsable del cancer de coll uteri, el virus de
I'hepatitis B, que provoca cancer de fetge, o I'’helicobacter pylori que genera

cancer d’estdmac.
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