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El perfil metabdlico de la célula tumoral presenta diferencias muy significativas respecto a
una célula normal: es bdsicamente glucolitico, incluso en condiciones aerdbicas, en
contraposiciéon al metabolismo oxidativo de la célula sana. Este hecho tan significativo fue
descubierto por Otto Warburg durante la segunda década del siglo XX y durante muchos
afios ha sido dejado de lado en las investigaciones sobre el cancer, a favor del estudio de la
biologia molecular, que ha hecho centrar la mayor parte de las investigaciones en las bases
genéticas del cancer (oncogenes y supresores tumorales).

Sin embargo, desde principios del siglo XXI, el estudio del metabolismo del cancer ha sufrido
un despegue que ha llevado al planteamiento de multitud de hipdtesis para explicar este
fendmeno y ha supuesto la posibilidad de explotar las caracteristicas diferenciales del tumor
como posibles dianas terapéuticas. En este trabajo se recogeran las diferentes hipdtesis
planteadas hasta ahora y se revisaran las moléculas que se encuentran ya en estudio como
posibles agentes terapéuticos para el tratamiento del cancer.

El metabolismo de una célula diferenciada en condiciones normales es bdsicamente
oxidativo, conduciendo la glucosa a través de la glucélisis a la formacion de piruvato, que
podra transformarse en acetil-CoA y entrar en la mitocondria para producir NADH que sera
utilizado posteriormente para obtener la maxima cantidad de ATP a través de la cadena
respiratoria y la ATP sintasa (1,2). Este proceso, que tiene lugar en presencia de oxigeno,
rinde 36 moléculas de ATP (2). Cuando el oxigeno no esta disponible, la célula cambia su
metabolismo oxidativo por el fermentativo, produciendo lactato y siendo menos eficiente
energéticamente, ya que se producen 2 moléculas netas de ATP por cada molécula de
glucosa (1). Normalmente, en presencia de oxigeno, la célula lleva a cabo el denominado
efecto Pasteur, que consiste en inhibir la fermentacién de la glucosa (3). Paraddjicamente,
las células tumorales, que deberian presentar un requerimiento mayor de energia para
poder mantener su elevada tasa de replicaciéon, a pesar de que presentan una mayor
captacién de glucosa (3), incluso superior a sus necesidades (4), se caracterizan por llevar a
cabo la transformacién de la glucosa en lactato, aun en presencia de oxigeno (5). Se ha visto
que si las células llevan a cabo la respiracion, su crecimiento es menor que si llevan a cabo el
metabolismo glucolitico, por lo que este ultimo debe suponer una ventaja para la célula
tumoral (6). Esta via alternativa utilizada por las células cancerigenas se conoce como
glucdlisis aerdbica, aunque también recibe el nombre de “efecto Warburg” por su
descubridor, Otto Warburg, cientifico aleman y ganador de un Premio Nobel en 1931 que ya
describié este proceso en los afios 20 (1,7). El efecto Warburg es una marca propia de




muchos tipos de canceres, no obstante, la energia obtenida mediante la glucdlisis aerdbica
nunca excede del 50% del total de energia obtenida por la célula; la otra mitad de la energia
se obtiene de la respiracion (8).

La influencia cientifica del padre de Warburg, indujo al cientifico a dedicarse a la
investigacion desde edades muy tempranas, lo cual lo llevé a convertirse en uno de los
primeros cientificos que realizé investigaciones sobre el metabolismo del cancer. Su primer
descubrimiento en este campo, en 1924, fue la ausencia de inhibicién en la produccién de
lactato en presencia de oxigeno en finas porciones de carcinomas (9), lo cual lo llevd a
concluir que las células llevaban a cabo la glucélisis incluso en condiciones aerdbicas. Este
descubrimiento tuvo una gran acogida y fue el centro de muchas investigaciones de la
época, algunas de ellas confirmando los resultados de Warburg de que existia un cambio del
metabolismo oxidativo al glucolitico en el cdncer (10). El propio Warburg y su equipo
pudieron determinar en 1927 elevadas cantidades de lactato en sangre en estudios con
tumores de rata, comparando las concentraciones del mismo en las arterias y venas; el
tumor captaba 70mg de glucosa de cada 100cm® de sangre y la transformaba en 46mg de
acido lactico, por lo que los 24mg restantes se utilizaban para llevar a cabo la respiracién
(11). En términos de energia celular, Warburg determind que mientras que una célula
normal producia 36 ATP a partir de una molécula de glucosa en condiciones de normoxia,
una célula tumoral producia 56 ATP a partir de 11 glucosas, una de las cuales seguiria la
cadena respiratoria dando 36 ATP y las otras diez serian convertidas en lactato, dando 20
ATP. Por otro lado, si esa célula tumoral se sometia a una situacién de anoxia, produciria 26
ATP a partir de la transformacion de 13 glucosas en lactato (12).

Dado que a pesar de aumentar la disponibilidad de oxigeno para las células tumorales, la
concentracion de lactato seguia siendo igual de elevada, Warburg pensé que la causa de que
se diera este proceso era un dafio irreversible en la cadena respiratoria mitocondrial, pero
gue no podia ser tan potente como para que las células murieran (5,12). Con estas ideas
presentes, Warburg desarrollé la hipdtesis de que este dafio podia deberse a una reduccién
del consumo de oxigeno o un desacoplamiento entre la respiracién y la formacion de ATP
(5), ya que la cadena respiratoria era mas susceptible de modificacidn que la glucélisis (12).
Sin embargo, ademas del dafio en la respiracién, también tenia que darse un aumento en la
fermentacion como consecuencia del déficit energético al que la célula se veria sometida.
Este proceso no podia producirse de manera directa sino tras muchas divisiones celulares, y
todo el tiempo en el que este proceso se llevara a cabo, seria el periodo de latencia previo al
cancer (5). Ademas, Warburg propuso una explicacién para la desdiferenciacion que se
produce en las células tumorales; esta desdiferenciacion derivaria del dafio en Ia
mitocondria y se basaria en que para la produccién de ATP mediante la respiracion
mitocondrial es necesaria una mayor infraestructura celular que para su producciéon
mediante glucdlisis, resultando en muchos casos en la muerte celular y, en otros, en la
adaptacion de las células a un metabolismo glucolitico (5).




La hipdtesis de Warburg de que el aumento de la glucdlisis aerdbica se diera como
consecuencia de un dafio en la mitocondria no fue considerada de gran importancia durante
mucho tiempo, incluso después de su muerte, ya que la morfologia y las reacciones quimicas
eran un tema mas significativo para la investigacion bioldgica (13). Ademads, en ocasiones, su
hipdtesis del daino mitocondrial no se considerd totalmente cierta debido a que los defectos
en la mitocondria son poco frecuentes en células tumorales (14).

Las células en divisidn tienen tres principales requerimientos: generacién de ATP, elevada
biosintesis de macromoléculas y mantenimiento del estado redox. Las células cancerigenas
presentan cambios en su metabolismo para cumplir con estos requerimientos, ya que su
proliferaciéon es mayor y deben poder evitar los puntos de control que inhibirian su divisién
(15). Existen seis alteraciones fisioldgicas en las células tumorales que definen el fenotipo
maligno: autosuficiencia de sefiales de crecimiento, insensibilidad a la inhibicion del
crecimiento, potencial de replicacién ilimitado, angiogénesis, invasion y metastasis (4). La
proliferaciéon celular incontrolada de células sanas se evita por un déficit de factores
promotores del crecimiento al cual las células tumorales no son sensibles debido a fallos
(principalmente mutaciones genéticas) en los receptores de estos factores (2), es decir, que
las células tumorales pueden crecer independientemente de su presencia. Como en el
cancer la disponibilidad de glucosa es ilimitada, la glucdlisis produce mayores cantidades de
ATP que la fosforilacion oxidativa, lo cual es ventajoso para la célula (15). Tanto las células
normales como las tumorales pueden experimentar la glucélisis aerdbica, pero la principal
diferencia metabdlica entre ambos tipos de células es que, en condiciones de falta de
nutrientes, las células normales se vuelven quiescentes, mientras que las células tumorales
cuyo crecimiento esta estimulado, promueven la acumulacién de biomasa y captaciéon de
nutrientes, ya que presentan una especie de “adiccién” al “efecto Warburg” en cuanto a la
sintesis de ATP (12).

A lo largo de los casi cien afios que han pasado desde que Warburg enunciara su hipétesis,
las teorias para explicar el motivo por el que las células tumorales llevan a cabo este peculiar
metabolismo han sido muchas. En los Ultimos anos, el interés por el estudio del metabolismo
del cancer ha ido creciendo a causa de la utilizacion de la técnica de imagen PET (Positron
Emission Tomography) como prueba diagndstica y prondstica del cancer (3,4,6,8). Esta
prueba, introducida a principios de los afios noventa (16), aprovecha la capacidad de muchos
tumores de captar grandes cantidades de glucosa utilizando un andlogo de la glucosa, el
trazador 18quorodeoxiqucosa (FDG), para determinar la localizacion del tumor, ya que es
mas dvidamente captado por las células cancerigenas que por las células sanas del
organismo (3), aunque también puede detectar cdnceres diseminados (16). La técnica
permite un diagndstico temprano ya que detecta pequefios cambios en el consumo de la
glucosa por las células y una determinacion del estadio de desarrollo en el que se encuentra
el tumor para abordar la enfermedad con el mejor tratamiento posible, ademas de permitir
realizar un seguimiento a los pacientes que se encuentran en tratamiento oncoldgico o que
ya lo han terminado (16). Sin embargo, un 30% de los tumores son negativos para esta




prueba, por lo que es evidente que los tumores recurren a otros metabolitos (acidos grasos,
aminodcidos o lactato) como fuente de combustible, demostrando que poseen una
flexibilidad metabdlica en determinadas circunstancias (15) y que incluso pueden recurrir a
la fosforilacion oxidativa para satisfacer sus necesidades (17).

La pregunta, por tanto, sigue siendo por qué muchas células cancerigenas llevan a cabo un
metabolismo menos eficiente, primero por su menor sintesis de ATP y segundo por su
elevada produccién de protones y otras sustancias que se excretan al espacio extracelular y
gue causan toxicidad, y por qué se selecciona la proliferacion de estas células frente a los
fenotipos mas eficientes (3). Multitud de estudios bioquimicos y moleculares sugieren
diferentes explicaciones para la aparicion de este perfil metabdlico durante la formacion del
cancer, y algunos de los mecanismos que proponen incluyen la disfuncién mitocondrial, la
adaptacion a la hipoxia, la prevalencia de los oncogenes y la expresién anormal de ciertas
enzimas del metabolismo glucolitico (18). La razén que parece mds obvia para la activacion
de la glucdlisis en las células cancerigenas es la hipoxia a la que se ven sometidas las células
en proliferacidn, que produce un mal funcionamiento mitocondrial, lo cual seria letal para
una célula normal (4). Sin embargo, se ha visto que tras devolver el aporte de oxigeno, las
células tumorales utilizan todavia la glucélisis manteniendo la cadena respiratoria inhibida
(4), por lo que la hipoxia por si sola no podria explicar la aparicién del cancer (14). Algunos
autores proponen que el cambio hacia el metabolismo fermentativo es un mecanismo de
adaptacion a la hipoxia intermitente cuando la célula tiene ya una lesion pre-maligna y que
sirve para favorecer la formacién del tumor (3), sin embargo, otros creen que las células
cancerigenas ya realizan glucdlisis aerdbica previamente a la exposicidn a la hipoxia, por lo
gue no es un factor que promueva el cambio de metabolismo (2). Lo que esta claro es que el
cambio hacia este perfil glucolitico proporciona una ventaja a la célula tumoral y, segun los
estudios que se estdn realizando sobre el tema, favorece la supervivencia y proliferacion de
la célula por muchos motivos y mediante multiples mecanismos.

En una situacién de hipoxia, con las mitocondrias disfuncionales, la glucdlisis compensa la
disfuncién mitocondrial (4), pero debe de proporcionar mas ventajas si este fenotipo se
mantiene aun en presencia de oxigeno. El metabolismo glucolitico provee a la célula de una
ventaja proliferativa y ademas facilita la invasién y la angiogénesis, ya que altera su
ambiente de manera que sea perjudicial para las células vecinas pero no para las células del
tumor (3,14), e incluso lo protege del ataque del sistema inmune (8). También favorece una
sintesis de ATP mas rdpida (17) y una mayor biosintesis de macromoléculas, como los acidos
nucleicos, fosfolipidos, acidos grasos, colesterol y porfirinas por parte del tumor (8), para
acumular biomasa en lugar de producir energia, lo cual le permite crecer de forma mas
rapida y lo protege de la induccién de la apoptosis por posibles mutaciones que pudieran
causar las especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas en la cadena respiratoria
mitocondrial (1). Por ultimo, proporciona una mayor supervivencia en situaciones en que el
oxigeno es limitado, ya que las enzimas glucoliticas no dependen directamente de la
concentracion de oxigeno disponible (8,19). Por estos motivos se ha observado que, cuanto




mayor efecto Warburg muestran las células tumorales, mayor es la supervivencia del tumor
(8) y que, ademas, la presencia de este metabolismo caracteristico aumenta la resistencia
del tumor a diferentes agentes anticancerigenos (20).

La glucdlisis aerébica puede activarse por varios caminos que se explicaran detalladamente a
lo largo de este trabajo. Actualmente, muchos estudios han proporcionado conocimientos
sobre el importante papel de genes mitocondriales y nucleares que provocarian la
oncogénesis mediante mutaciones en una serie de proteinas relacionadas con la reduccidn
de la respiracion celular (12). Ademads, también se resalta en algunos casos el papel
fundamental de las caracteristicas del entorno del tumor en la aparicién del efecto Warburg
por lo que éste fendmeno podria ser dependiente del contexto y estar gobernado en
algunos casos por cambios genéticos y en otros por el ambiente (6). Algunos tumores
cambiarian su tipo de metabolismo en funcién de la situacién externa en la que se
encontraran aunque, en general, se ha observado que los microambientes tumorales son
bastante heterogéneos (17).

Esta caracteristica Unica que presentan las células cancerigenas lleva afios induciendo a los
cientificos a idear un método para atacar al tumor a nivel de su metabolismo, y muchas
investigaciones se estan llevando ya a cabo para diseifiar moléculas que permitan utilizar
como blanco alguno de los genes o proteinas alteradas que se encuentran en las diferentes
variantes de la enfermedad. No es extrafio pensar que la inhibicidn de los puntos anormales
o la retirada de estos errores podria inducir la muerte de las células y, consiguientemente, la
curacién de los muchos pacientes que se encuentran afectados hoy en dia por esta dolencia.
Aunque estemos lejos de encontrar la panacea para el cdncer, la abundante bibliografia
sobre este tema es prometedora en vistas a una cura futura de la enfermedad con el
metabolismo de la célula tumoral como punto central de ataque.

Debido a la evidencia de la existencia de un cambio del metabolismo en las células
cancerigenas que les es favorable para su rapida proliferacién (efecto Warburg), y la posible
utilizacion de éste como diana terapéutica, se plantean tres objetivos para este trabajo:

- Valorar la situacion del estudio del metabolismo del cancer en la comunidad
cientifica a lo largo de los afios y compararlo con el interés hacia el estudio de la
biologia molecular en funcidn del nimero de articulos publicados.

- Analizar las hipdtesis que se barajan como posibles explicaciones del efecto Warburg
y evaluar cudles han tenido mayor relevancia hasta la fecha.

- Estudiar la tendencia al estudio de las terapias basadas en el efecto Warburg y
analizar las propuestas que existen como posibles tratamientos dirigidos a atacar
este rasgo peculiar de las células tumorales.




Para la recopilacidon de informacién para la elaboracién de este trabajo todas las busquedas
bibliograficas se realizaron en la base de datos PubMed. Se usaron diferentes combinaciones
de palabras mediante los comandos de busqueda que nos facilita esta base de datos para
poder obtener un numero mas fiable de publicaciones respecto al tema que tratamos,
siempre eliminando las revisiones para cuantificar Unicamente los articulos de investigacion.

Para evaluar el interés de la comunidad cientifica hacia la relacion entre el metabolismo de
las células tumorales y la aparicidn del cancer o la relacion entre la biologia molecular y el
cancer, se llevd a cabo una busqueda bibliografica mediante la cual podemos comparar el
numero de articulos que se han publicado hasta el final del 2014 de estas dos areas de
estudio oncoldgicas. Para englobar todos los articulos de investigacién que tratan sobre el
metabolismo del cancer se utilizé la siguiente combinacién de palabras: "Warburg effect” OR
"cancer metabolism" OR ("aerobic glycolysis" AND "cancer") NOT ("review"[Publication
type]). Este comando engloba todas las publicaciones que hablan sobre el efecto Warburg, el
metabolismo del cdncer o el concepto sindnimo “glucdlisis aerdébica”. Para analizar el interés
por la biologia molecular del cancer se realizé6 una segunda busqueda sobre este tema con
las palabras clave "oncogene" OR "tumor suppressor" NOT ("Warburg effect" OR "cancer
metabolism" OR "aerobic glycolysis") NOT ("review"[Publication type]). Asi tenemos en
cuenta todos los articulos que hablen sobre oncogenes o supresores tumorales sin hablar del
metabolismo del cancer, el efecto Warburg o la glucélisis aerdbica.

Adicionalmente, para ver cudl de las teorias propuestas para explicar el efecto Warburg
tiene mas peso entre los cientificos, se realizaron una serie de busquedas con las palabras
clave recogidas en la Tabla 1 para valorar los resultados en nimero de articulos obtenidos,
eliminando las reviews y recogiendo todos los articulos hasta el 2014, de manera que se
pueda ver cudl tiene mds relevancia en el estudio del metabolismo del cancer.

Tabla 1. Palabras clave para el andlisis de la relevancia de las teorias que explicarian el efecto Warburg.
Teoria Palabras clave

((Warburg effect) OR (cancer metabolism) OR (aerobic glycolysis)) AND
Disfunciéon mitocondrial (mitochondrial dysfunction OR respiration impairment OR respiration injury)
NOT ("review"[Publication type])

((“Warburg effect”) OR (cancer metabolism) OR (“aerobic glycolysis” AND

Estabilizacién de HIF “cancer”)) AND (HIF stabilization) NOT ("review"[Publication type])

(("Warburg effect") OR (“cancer metabolism”) OR (“aerobic glycolysis” AND

Aumento de la biosintesis de “cancer”)) AND (biosynthesis OR anabolism) NOT ("review"[Publication

macromoléculas

type])
Formacién de un (("Warburg effect") OR ("cancer metabolism") OR ("aerobic glycolysis" AND
microambiente favorable “cancer")) AND (microenvironment OR lactate) NOT ("review"[Publication

para el desarrollo del tumor type])

(("Warburg effect") OR (“cancer metabolism”) OR (“aerobic glycolysis” AND

Efecto Warburg reverso “cancer”)) AND (“reverse Warburg effect”) NOT ("review"[Publication type])




Estas ultimas busquedas debian incluir el concepto del efecto Warburg y sus posibles
sindbnimos, ademas de algunas palabras que definieran la teoria en concreto y que fueron
seleccionadas viendo qué conceptos definian mejor cada una de las hipétesis.

Por ultimo, con el fin de analizar qué estudios se estan llevando a cabo en cuanto al
tratamiento del cdncer teniendo en cuenta el efecto Warburg, se realizd una bldsqueda con
los siguientes comandos: ("Warburg effect” OR "cancer metabolism" OR ("aerobic glycolysis"
AND "cancer")) AND (“therapy” OR "treatment") NOT (“review” [Publication type]).

A partir de ciertos articulos de estas busquedas, se hizo una seleccién de los que tenian un
mayor interés para el trabajo tras la lectura de los abstract y se amplié ésta mediante la
bibliografia de algunos de ellos y la busqueda de algunas revisiones.

Analisis de la relevancia historica del estudio del metabolismo en la
investigacion oncologica

El primer objetivo que se planted en este trabajo consistia en valorar la situacién del estudio
del metabolismo del cancer en la comunidad cientifica a lo largo de los afios y compararlo
con el interés hacia el estudio de la biologia molecular en funcién del nimero de articulos
publicados. Para ello se realizaron dos busquedas bibliograficas independientes sobre estas
dos areas y se realizd un analisis de los datos obtenidos.

Por un lado, en la busqueda sobre el metabolismo del cancer con las palabras clave
"Warburg effect" OR "cancer metabolism” OR ("aerobic glycolysis" AND "cancer") NOT
("review"[Publication type]) se obtuvieron un total de 1254 articulos desde el 1945, afno en
el que aparecen los primeros articulos, hasta el final del 2014. Debemos considerar en estos
resultados que los descubrimientos de Warburg fueron anteriores, en los afios 20, pero que
aparentemente no estan reflejados en esta base de datos. Por otro lado, en la busqueda
sobre biologia molecular con los comandos "oncogene" OR "tumor suppressor” NOT
("Warburg effect" OR "cancer metabolism" OR ‘"aerobic glycolysis") NOT
("review"[Publication type]) se obtuvo un numero de articulos considerablemente mayor,
gue ascendid hasta 242717 siendo el primero de ellos del afio 1969.

Juntando los resultados obtenidos de estas dos busquedas, se puede comparar la tendencia
al estudio del metabolismo del cancer en contraposicidon a la tendencia a investigar la
relacion de esta enfermedad con la biologia molecular (Figura 1). Si bien el estudio del
metabolismo del cancer (segun refleja la base de datos PubMed) comenzé antes, en 1945, su
crecimiento no ha sido tan grande como el del campo de la biologia molecular, que desde su
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surgimiento en 1969 se ha impulsado para obtener muchisimas mas publicaciones en la
actualidad, con un crecimiento muy destacable durante las décadas de los 80 y 90. Sin
embargo, en los Ultimos afios, el metabolismo del cadncer estd empezando a despuntar y a
ganar interés en contra del descenso de publicaciones sobre biologia molecular y cancer que
se estd viendo recientemente, por lo que es evidente que la curiosidad por los cambios
metabdlicos del cancer ha resurgido.
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Figura 1. Evolucidn histérica del interés sobre el metabolismo del cdncer y sobre la biologia molecular respecto al cdncer.
Con los resultados de las busquedas "Warburg effect" OR "cancer metabolism" OR ("aerobic glycolysis" AND "cancer") NOT
("review"[Publication type]) para el metabolismo (en rojo) y "oncogene" OR "tumor suppressor" NOT ("Warburg effect" OR
"cancer metabolism" OR "aerobic glycolysis") NOT ("review"[Publication type]) para la biologia molecular (en )
podemos hacernos una idea del interés por estos dos puntos respecto al cancer. A) Se puede observar la gran diferencia en
numero de publicaciones que hay entre el metabolismo del cancer y la biologia molecular en la actualidad: el metabolismo
cuenta con unos centenares de publicaciones anuales mientras que la biologia molecular ha llegado a alcanzar mas de
15000 en algunos afios. B) Se observa con mayor detalle la tendencia de ambos campos gracias a la representacion
mediante dos escalas en los ejes, una para cada uno, lo que nos permite apreciar las diferencias con mayor claridad. Desde
la primera publicacion registrada, el estudio del metabolismo del cancer fue muy irregular hasta hace practicamente una
década. La relacion del cancer con la biologia molecular sufrié un crecimiento exponencial durante la década de los 80 y 90
que se mantuvo durante los primeros afios del siglo XXI. Sin embargo, en los ultimos afios se aprecia una caida considerable
del interés por la relacion entre la biologia molecular y el cancer y un incremento notable del nimero de publicaciones en
cuanto al metabolismo del cancer.
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Analisis de las distintas hipodtesis sobre el efecto Warburg y su
relevancia en la investigacion oncoldgica.

En la literatura ya existen muchas hipétesis que intentan explicar el efecto Warburg, aunque
no ha sido posible todavia establecer cual de todas esas ideas es mas probable que sea la
explicacion para el fendmeno o si es un conjunto de varias de ellas lo que lo explicaria (6).
Para analizar cudl de las hipdtesis de las que se hablara mds adelante presenta una mayor
relevancia, se realizaron diferentes busquedas bibliograficas mediante las palabras clave
especificadas en la Tabla 1.

Con los resultados de estas busquedas se elaboraron las graficas de la Figura 2 en las cuales
se representa el niumero total de articulos en PubMed (2A) y el nimero de articulos de cada
una de las teorias a lo largo de los afos (2B). Con ellas se puede comparar la evolucién
histérica que ha sufrido cada una de estas hipdtesis y evaluar cual es la que produce un
mayor interés en la comunidad cientifica. Las teorias que se consultaron fueron las
siguientes: la disfuncién mitocondrial, la estabilizacion de HIF (factor inducible por hipoxia),
el aumento de la biosintesis, la formacion de un microambiente favorable para el tumor y el
efecto Warburg reverso.

La primera teoria que aparece en la bibliografia es la de la disfuncidn mitocondrial, que
surgié en el 1940, estuvo estancada durante treinta afios y que volvid a cobrar interés en la
década de los 70. Esta hipdtesis es también la que cuenta con un mayor numero total de
publicaciones (1327 hasta el fin del 2014). En los ultimos afios la teoria de la disfunciéon
mitocondrial ha quedado un poco relegada ante la teoria de que el efecto Warburg se diera
para propiciar un aumento de la biosintesis, llegando esta ultima a obtener un ndmero de
publicaciones anuales mayor que la primera recientemente y habiendo conseguido hasta el
2014 un total de 1041 articulos a pesar de haber aparecido unos afos después, en 1945. Es
curioso observar, ademas, que esta hipdtesis presenta algunos picos de mayor actividad
investigadora entre los afios 40 y 60. Debemos tener en cuenta que, aunque la hipdtesis del
aumento de la biosintesis de macromoléculas tiene mas peso actualmente, la disfuncion
mitocondrial tiene un mayor nimero de articulos totales dado que es la mas antigua: la que
propuso el propio Warburg en los afios 20, aunque en estas busquedas no quedan reflejadas
las publicaciones del cientifico de aquella época. La hipdtesis que propone que la célula
utiliza la glucélisis aerdbica para la formacion de un microambiente favorable para el tumor
es la siguiente que surge en el tiempo, a mediados de la década de los 60, seguida de la de la
estabilizacién de HIF ya en los afios 90 vy, por ultimo, la del efecto Warburg reverso, que
cuenta con tan solo una treintena de articulos a causa de que fue propuesta en el 2009.
Estas ultimas tres hipdtesis cuentan con un numero considerablemente mas bajo de
publicaciones aunque su tendencia es positiva al igual que las que tienen una mayor
cantidad de articulos.
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A Numero total de publicaciones por hipdtesis

Efecto Warburg reverso 28
Formacién microambiente favorable 440
Aumento biosintesis 1041
Estabilizacion HIF 212
Disfuncién mitocondrial 1327
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Figura 2. Relevancia de las hipdtesis propuestas para explicar el efecto Warburg. A) En nimero total de publicaciones, la
teoria mas relevante es la de la disfuncién mitocondrial, seguida de cerca por la del aumento de la biosintesis. Con un
nimero considerablemente menor de publicaciones tenemos la formaciéon del microambiente favorable para el
crecimiento tumoral y la estabilizacion del HIF. Por Ultimo, por ser la mas reciente, tenemos la hipdtesis del efecto Warburg
reverso. B) El grafico representa el nimero de articulos publicados por afio en la base de datos PubMed de cada una de las
cinco teorias propuestas en este trabajo. Se observa la evolucién del interés investigador por cada una de estas hipdtesis y
puede comprobarse que la primera teoria de la que hay constancia es la de la disfuncién mitocondrial, propuesta por
Warburg, seguida del aumento de la biosintesis, la formacién de un ambiente favorable para el tumor, la estabilizacion de
HIF y, por ultimo, el efecto Warburg reverso. Las blsquedas realizadas estan indicadas en la Tabla 1.

Todas las teorias propuestas ponen de manifiesto que existe un elevado niumero de genes y
enzimas alterados que son la causa primera de las alteraciones y que indican que existe una
interrelacion entre la genética y la modificacion del metabolismo. Las mutaciones en los
genes que codifican para supresores tumorales y oncogenes pueden dar lugar al desarrollo
de la enfermedad ya que promueven un cambio hacia un programa celular embrionario que
produzca un cambio de metabolismo que favorezca el crecimiento, como es el efecto
Warburg (2). Una funcidon de las vias oncogénicas es hacer que las células tengan una
captacién de nutrientes auténoma y un programa de proliferacion activo, mientras que los
supresores tumorales pretenden que no se utilicen los nutrientes para el anabolismo (2). Por
estos motivos, la existencia de estos genes apoya la hipdtesis de Warburg de que en las
células cancerigenas el dafio mitocondrial debia ser paralelo a la potenciacién glucolitica
(17). A lo largo de las siguientes paginas se detallaran estas teorias y los mecanismos por los
gue hasta el momento se cree que se promueve la glucélisis en la célula tumoral, algunos de
los cuales se reunen en la Figura 3.
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Disfuncion mitocondrial

La disfuncién mitocondrial fue la primera causa a la que Warburg le atribuyd la aparicién de
la glucdlisis aerdbica (5), aunque no pudo elucidar el motivo de este mal funcionamiento y
no ha sido hasta hace poco tiempo que se han podido establecer algunas relaciones entre la
disfuncién mitocondrial y la apariciéon del efecto Warburg (14). La disfuncion mitocondrial
puede darse por muchas causas, entre las cuales se encuentra la mutacién del DNA
mitocondrial (mtDNA), la disfuncion del transporte de electrones en la cadena respiratoria,
la expresion aberrante de enzimas del metabolismo oxidativo y una baja disponibilidad de
oxigeno (20). Todos estos procesos conducen a una disminucidn de la produccién de energia
en la mitocondria, aunque hay que tener en cuenta que la actividad mitocondrial no
comprende Unicamente la sintesis de ATP, sino que incluye la produccién de especies
reactivas de oxigeno, la regulacidn de la homeostasis del calcio intracelular y la regulacion de
la apoptosis (4), por lo que estd claro que no es un Unico factor el que induce el surgimiento
del efecto Warburg.

El primer factor que relaciona la disfuncién mitocondrial con el incremento de la glucdlisis es
el factor inducible por hipoxia-1 (HIF-1) (14). La estabilizacion de este factor tiene lugar
principalmente en situaciones de hipoxia, pero cada vez existen mas evidencias del papel de
la mitocondria en su actividad, y se ha descubierto que su estabilizacién también puede
darse en presencia de mutaciones de enzimas mitocondriales codificadas por el DNA nuclear
como la succinato deshidrogenasa (SDH) y fumarato hidratasa (FH), ya que se produce una
acumulacién de intermediarios del ciclo de Krebs. Estas enzimas tienen funcién conocida
como supresores tumorales en condiciones normales (14,17); la primera cataliza la oxidacién
de succinato para producir fumarato, y la segunda la conversién de fumarato a malato en el
ciclo de Krebs (17). La inactivacion de estas enzimas en el cdncer por mutaciones lleva a esa
acumulacién de intermediarios y estos metabolitos dan lugar a una serie de cambios que
implican la estabilizacién de HIF-1 por la inhibicion de la enzima inhibidora de HIF-1 (14). La
respuesta que se produce es una disminucién del consumo de oxigeno y de la produccion de
ATP en la cadena respiratoria (4), por lo que disminuye el ATP sintetizado mediante
fosforilacidon oxidativa y se promueve la glucdlisis aun en condiciones aerébicas.

Otro posible motivo por el que la mitocondria no funciona con normalidad en el cancer se ha
atribuido a un error de la subunidad B-F1-ATPasa, la subunidad catalitica de la ATP sintasa,
gue se encuentra inhibida (4), por lo que no se produce ATP, y el desacoplamiento entre la
cadena respiratoria y la sintesis de ATP mediante UCPs (uncoupling proteins). Este
desacoplamiento implica una menor produccion de ATP (21) y produce un cambio de la
oxidacién del piruvato, por la oxidacidn sin produccién de ATP de la glutamina o los acidos
grasos, lo cual mantiene la glucdlisis como la mayor fuente de energia de la célula (14).

La desaparicion del supresor tumoral p53 es patente en muchos canceres debido a
mutaciones de su gen y también puede inducir la disfuncién mitocondrial. Este supresor
tumoral tiene funciones conocidas como promotor de la apoptosis y reparador de dafos en
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el material genético y se estd empezando a elucidar su papel en la regulacién del
metabolismo (15). El p53, ademas de promover el flujo glucolitico y la via de las pentosas
fosfato, es capaz de disminuir la actividad mitocondrial (17), impidiendo la induccién de la
subunidad SCO2 de la citocromo c oxidasa de manera que se inhibe la actividad de la cadena
respiratoria y disminuye la sintesis de ATP a nivel mitocondrial (4,6,14).

En la aparicién de la disfuncion mitocondrial también influyen las especies reactivas de
oxigeno (ROS). La produccién excesiva de ROS puede tener lugar durante la hipoxia o la
reoxigenacion y esto puede causar dafios en proteinas, lipidos y acidos nucleicos, en
especial, por su proximidad, en el mtDNA (4) y en la cadena de transporte electrdnico (20),
lo cual produce una disminucion de la sintesis de ATP en este organulo (14). Cerca de un 2%
del oxigeno utilizado en la respiracidn se convierte en anidn superéxido, la principal especie
reactiva de oxigeno (4). Las ROS pueden tener diferentes efectos sobre la proliferacién y la
supervivencia de la célula. En niveles bajos, producen un beneficio al tumor activando las
vias de proliferacidon; en niveles intermedios produce la expresion de moléculas que
permitan una respuesta al estrés oxidativo, como HIF-1; y en niveles muy elevados producen
dafo oxidativo, que induce la senescencia celular y la apoptosis (15).

Estos factores apoyan la teoria de que la disfuncién mitocondrial podria ser la causa de una
disminucion de la fosforilacion oxidativa y de un aumento de la glucélisis como el que se
produce en el cancer para compensar el déficit de ATP, pero esta disminucion deberia ir
acompanada de otros cambios en la célula, por lo que la hipdtesis no puede explicar
totalmente la aparicion del efecto Warburg.

Estabilizacion del factor inducible por hipoxia (HIF)

La hipoxia es un factor de gran importancia y relevancia en la formacién del cancer.
Conforme el tumor va aumentando su tamafio, el aporte sanguineo disminuye por el
engrosamiento de la capa epitelial que separa al tumor de su medio (3); situacién en la que
las células normales suelen morir, pero en la que las células tumorales sobreviven gracias a
la estabilizacién del factor inducible por hipoxia (4). HIF es un factor de transcripcion
heterodimérico compuesto por HIF-1a, HIF-2a, subunidades que responden a la
concentracion de oxigeno, y HIF-1B, que se expresa de forma constitutiva. La subunidad HIF-
la actia como factor limitante dada su corta vida y su continua degradacién por el
proteosoma (14). La estabilizacién HIF-1 en las células tumorales tiene un papel fundamental
en la respuesta a la hipoxia producida durante el crecimiento del tumor y en la emergencia
del fenotipo glucolitico. Su funcién principal es la de estimular la captacién de la glucosa y la
glucdlisis y disminuir el metabolismo mitocondrial (17).

En presencia de oxigeno, HIF-1 se encuentra hidroxilado y es marcado por la proteina VHL
(von Hippel Lindau), que codifica para una ubiquitina ligasa que lo marca para su
degradacion, por lo que la pérdida de la proteina VHL también es un factor estabilizador de
HIF-1 (15). Los tumores que han perdido la proteina VHL, muestran un acoplamiento entre
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HIF-1 y los niveles de oxigeno, por lo que HIF-1 no seria suficiente para explicar el efecto
Warburg en las células tumorales (6). Otros factores que estabilizan HIF-1 son la activacion
de oncogenes (7), como la via PI3K (15), la acumulaciéon de intermediarios del ciclo de Krebs
debido a mutaciones en los enzimas que regulan su sintesis (2,4), como la acumulacién de
succinato y piruvato que inhiben la HIF-1a prolilhidroxilasa de forma que se estabiliza HIF-1a
(4), o la ausencia de ciertas proteinas como la LKB1, que esta mutada en el céncer, de
manera que no se da la activacion de la via de las AMPK y esto da lugar a la activacion de
mTOR (mammalian target of rapamycin) y HIF-1 para aumentar la tasa glucolitica (15).

La funcidn de HIF-1 es inducir la expresion de genes diana de supervivencia uniéndose a sus
elementos de respuesta a la hipoxia (HREs) (7). Algunos de estos genes son los que codifican
para transportadores de glucosa, factores angiogénicos o enzimas como la hexoquinasa |l
(HK 1) (3,15), por lo que podemos decir que favorece la glucdlisis. Son varios los mecanismos
por los que HIF-1 lleva a cabo un papel promotor de la formacién de tumores. A
continuacion se recogen algunos de los mas destacados:

B Activa la hexoquinasa Il (HK Il). La HK Il es la isoforma tumoral de la hexoquinasa y tiene
una Km menor que su isoforma normal, la HK IV (8), por lo que su actividad esta
incrementada y permite la entrada de grandes cantidades de glucosa-6-fosfato a la via
de las pentosas fosfato para aumentar los niveles de NADPH (14,22). Esta mayor
actividad se debe al elevado aporte de ATP recibido gracias a su unién a la membrana
externa mitocondrial por la proteina VDAC (voltage dependent anion channel) junto con
la cual también juega un papel fundamental en la inhibicion de la apoptosis y, por tanto,
en la supervivencia tumoral (8,14,17), ya que evita la unién de factores proapoptodticos a
VDAC (14). El gen de la HK Il estd amplificado en las células cancerigenas que presentan
el efecto Warburg (8) y cuanto mayor sea esta sobreexpresién, mas agresivos vy
metastasicos son los cdnceres (14).

®  |ncrementa la actividad de la isoforma M2 de la piruvato quinasa (PKM2). La PK es la
enzima encargada de producir piruvato y ATP a partir de fosfoenolpiruvato y ADP y en el
cancer se encuentra predominantemente la isoforma M2 (14). La PKM2 tiene menor
actividad que la isoforma normal M1, por lo que se dard una formacidn menor de
piruvato (23). La ventaja que otorga la isoforma enzimatica PKM2 a la célula tumoral es
la capacidad de producir los metabolitos necesarios para aumentar la sintesis de
macromoléculas y poder reductor (por ejemplo en la via de las pentosas fosfato).
Ademas, la translocacion de la PKM2 al nucleo en su forma monomeérica tiene acciones
junto a factores de transcripcion para actuar fosforilando histonas y regulando la
expresion de genes de proliferacidon y oncogenes como la ciclina D1 y MYC (24). Estos
oncogenes promueven la proliferacion y la glucdlisis aerdbica (24,25) e inhiben el
metabolismo mitocondrial (17,25), favoreciendo asi el efecto Warburg y la progresién
del cancer.

B Activacion de la piruvato deshidrogenasa quinasa (PDK-1). La activacion de la PDK
inhibe el paso de piruvato hacia la mitocondria debido a que esta enzima se encarga de
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la inhibicién de la piruvato deshidrogenasa (PDH), disminuyendo asi el ciclo de Krebs y la
cadena respiratoria mitocondrial y promoviendo la sintesis de ATP mediante la glucélisis
en el citoplasma (4).

®  Activa la bomba Na‘/H" que modula el pH intracelular y la actividad de enzimas
glucoliticos, como la hexoquinasa, y transportadores de glucosa (en especial GLUT1 y
GLUT3), lo cual permite una captacién incrementada de glucosa (3,14).

B Facilita la adhesion celular a células endoteliales mediante la expresién de ligandos de
selectinas y ayudando a la unién a fibronectina para favorecer la angiogénesis y la
metastasis (14).

Promueve la apoptosis estabilizando p53 y otras proteinas pro-apoptéticas, aunque se
da un balance que todavia no estd muy claro entre estos factores y proteinas anti-
apoptéticas que regularan la estimulacion o supresién de la muerte celular (4).

Estimula la angiogénesis via VEGF cuando la hipoxia se alarga por periodos largos,
aunque la formacién de nuevos vasos sanguineos en muchas ocasiones no soluciona la
hipoxia y solo permite el desarrollo de las células que tengan un metabolismo glucolitico
mas marcado (3,6).

La estabilizacién de HIF produce un gran nimero de cambios que favorecen la activacion de
la glucdlisis aerdbica en el cdncer, pero también requeriria de una serie de alteraciones
complementarias para que pudiera explicar la aparicion del efecto Warburg en el tumor, por
lo que, de nuevo, esta hipodtesis podria solo explicar en parte el metabolismo caracteristico

del cancer.
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Figura 3. Mecanismos moleculares que producen la aparicion del efecto Warburg. En verde se representan algunas enzimas
clave del metabolismo de la célula tumoral y los transportadores de membrana. En lila se pueden ver las moléculas que
participan en las vias de sefializacidon productoras de la glucdlisis aerdbicas. El se puede ver el papel que juega la
ausencia de p53, uno de los supresores tumorales mds importantes, en el cancer. Las flechas punteadas indican
mecanismos de control alterados. Como se puede observar, estas vias de sefializacién conducen especialmente a la
activacion de la via glucolitica y la inhibicidn de la actividad mitocondrial. La informacién correspondiente a cada una de las
moléculas sefializadoras de esta imagen puede encontrarse en el texto.
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Aumento de la biosintesis de macromoléculas

El cambio del metabolismo del cdncer se pensé como un modo de que la célula cubriera sus
requerimientos proliferativos mas alld de la necesidad de ATP (22). En el cancer, ciertas
enzimas se expresan de forma especial, y esto permite una mejor redireccion de los
intermediarios de la glucdlisis hacia la via de las pentosas fosfato y la biosintesis de
nucledtidos y aminodcidos (2). Pero no solo es la glucosa la que tiene un papel relevante en
el metabolismo del cédncer. Ciertos tumores dependen de la fosforilacién oxidativa, el
metabolismo de la glutamina o la sintesis de novo de acidos grasos (17), por lo que se
demuestra que existe un juego dentro del metabolismo para adaptarse a cada situacion.

Para que la célula pueda proliferar, la glucosa no puede dedicarse Unicamente a la sintesis
de ATP, ya que se elevaria el ratio ATP/ADP y se detendria la via glucolitica desembocando
en una disminucion de acetil-CoA y NADPH (2). La glucdlisis aerdbica supone en este sentido
una ventaja para el tumor, ya que no lleva a cabo una utilizacién total de la glucosa y sus
intermediarios pueden utilizarse para la biosintesis de macromoléculas mediante la via de
las pentosas fosfato (19). Se ha podido observar que enzimas como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) (enzima que inicia la via de las pentosas fosfato) o la transcetolasa
(TK) se encuentran sobreexpresadas en el cancer (14). Un aumento de la via de las pentosas
fosfato generard mds energia a nivel del gliceraldehido-3-fosfato y permitira producir
pentosa-5-fosfato y NADPH para el crecimiento y proliferacion celular y para la disminucién
del estrés oxidativo (26).

Por otro lado, las células tumorales pueden utilizar la glutamina como combustible
metabdlico, ya que es el aminodcido mds abundante en el plasma y puede proporcionar
grandes cantidades de energia y precursores biosintéticos (19). La glutamina sirve a la célula
como fuente de carbono, nitrégeno o como precursora del glutation mediante la mayor
produccién de NADPH, dando soporte a la proliferacion celular por la mayor biosintesis de
lipidos, proteinas y nucledtidos (27). La glutamina es transformada por la glutaminasa en
glutamato mediante desaminacién y posteriormente en a-cetoglutarato (27). La actividad de
la glutaminasa esta regulada en funcién del ciclo celular y es mayor de lo normal en células
cancerigenas (17). La relevancia del glutamato producido reside en los tres caminos que
puede seguir una vez sintetizado: formacion de glutatién reducido, entrada al ciclo de Krebs
para dar lugar a a-cetoglutarato (como via anaplerdtica) o produccion de NADPH (15).

La glutaminolisis estd aumentada en la célula tumoral y produce un aumento de la energia
disponible y de los intermediarios del ciclo de Krebs, como via anaplerdtica (27), ademas de
inducir la autofagia mediante el amoniaco producido durante su degradacién para generar
energia (10). En la activacion de la glutaminolisis tiene gran importancia la GTPasa Rho (que
activa la glutaminasa, enzima que lleva a cabo la transformacion de la glutamina en
glutamato (28)) y la actividad incrementada del oncogén MYC, que ademas de la
glutaminolisis también aumenta la actividad de la via glucolitica y da lugar a una mayor
proliferacion (17), lo que le confiere malignidad al tumor (10). En colaboracién con HIF-1,
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MYC activa los transportadores de glucosa, enzimas glucoliticos como la PKM2, la biogénesis
y funcién mitocondrial y, en especial, el metabolismo de la glutamina (15). En células que
poseen activado el oncogen MYC se ha visto que la retirada de glutamina produce una
pérdida de los intermediarios del ciclo de Krebs que produce la muerte celular, ya que no se
puede generar ATP (2).

Existen otras vias anaplerdticas que se encuentran activas en el cancer. La carboxilacion del
piruvato mediante la piruvato carboxilasa (PC) es la principal via anaplerdtica de la célula y
cataliza la conversion de piruvato a oxalacetato con gasto de ATP. Existe una correlacién de
la PC con la via de sefializacion Wnt del desarrollo embrionario, expresada en muchos
canceres, ya que esta via inhibe la citocromo oxidasa (COX) y activa la produccion de lactato
a la vez que la piruvato carboxilasa. El oxalacetato producido tiene como funcion principal la
reposicion de intermediarios del ciclo de Krebs, pero se plantean otros posibles papeles para
esta enzima en la revision de Ochoa-Ruiz et al. (17).

Asi, queda claro que la glucosa y la glutamina proporcionan mayor cantidad de carbono,
nitrégeno, energia libre y equivalentes de reduccidn para el crecimiento y la divisién celular
(2). La mayor parte de estos combustibles se transforman en lactato y alanina que suelen
excretarse como productos de desecho y permiten la formacion de NADPH durante su
produccién (2,6). La excrecion de lactato permitiria a la célula incorporar con mayor
velocidad carbono a la biomasa a pesar de que su salida de la célula implica la pérdida de
tres atomos de carbono que podrian usarse para la sintesis de ATP o de macromoléculas (2),
mientras que la produccién de equivalentes de reduccién permite la sintesis de grandes
cantidades de acidos grasos, sobre todo en ciertos tumores en los que la enzima encargada
de este paso, la acido graso sintasa (FASN), se encuentra sobreexpresada. La FASN cataliza
la sintesis de las cadenas precursoras de acidos grasos a partir del acetil-CoA y malonil-CoA y
normalmente se encuentra expresada en niveles bajos en la mayoria de tejidos (29). Su
mayor expresidn esta relacionada con canceres con peor prondstico ya que también produce
resistencia a una serie de agentes quimioterapéuticos y su expresidn tiene gran peso para la
supervivencia celular (30).

En conclusidn, las células en proliferacion requieren grandes cantidades de macromoléculas
(nucledtidos, acidos grasos, lipidos de membrana y proteinas) para continuar con su
reproduccién pero un incremento de la biosintesis tampoco explicaria por si solo la aparicién
del cdncer, ya que no da una explicacién a la elevada produccidon de lactato que llevan a cabo
las células tumorales (6).

Formacién de un microambiente favorable para el desarrollo del tumor
Como ya se ha comentado con anterioridad, conforme la masa tumoral va creciendo, el
oxigeno que llega a las células se va reduciendo porque el aporte sanguineo es menor
debido al engrosamiento de la capa epitelial que separa al tumor de su medio (3). En esta
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situacion, las células cancerigenas tienen la capacidad de metabolizar la glucosa a lactato
mediante la glucdlisis y este lactato confiere unas ventajas al tumor ya que acidifica el medio
para favorecer su proliferacion (1,14). Para llevar a cabo el control del flujo entre la glucdlisis
y la fosforilacién oxidativa, tienen gran relevancia dos enzimas: el complejo enzimatico de la
piruvato deshidrogenasa (PDH) y la lactato deshidrogenasa (LDH) (4). Cuando el oxigeno es
escaso, se activa el HIF y este factor induce la expresién de la PDK (piruvato deshidrogenasa
quinasa) y LDH. Asi, se inhibe la PDH, impidiendo el paso de piruvato a la mitocondria (lo
cual inhibe la respiracion celular) y se redirige este sustrato hacia la sintesis de lactato por la
LDH (7).

El aumento de la tasa glucolitica implica adaptaciones celulares que eviten la muerte por
apoptosis debido a la acidificacion del citoplasma, como la presencia de transportadores
para mantener el pH intracelular (3). El lactato se transporta al exterior celular mediante
transportadores de la familia de los transportadores de monocarboxilato (MCT), ligados al
transporte de protones (22). La acidificacion extracelular es téxica para las células vecinas y
selecciona los fenotipos resistentes a la acidez (19). Ademads, protege al tumor del sistema
inmune y tiene un papel paracrino activando enzimas glucoliticos (14) y promoviendo la
migracion y la angiogénesis via factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (22). El pH
del exterior de la célula puede llegar a valores de 6-6.5, respecto al pH normal que seria de
7.5, lo cual evita que las células T lleven a cabo su funcién (19). Para la activacién de la
angiogénesis promovida por el lactato, se cree que seria necesaria la cooperacién de
distintas células con el fin de crear ese microambiente que rodeara al tumor (6). No
obstante, algunos de los productos generados por la célula también pueden ser toxicos para
ella misma, aunque existen enzimas que prevendrian los efectos nocivos de estas sustancias,
como las hidrolasas NUDIX, que eliminan nucleétidos trifosfato no candnicos que podrian
unirse al DNA y causar mutaciones que condujeran al mal funcionamiento celular o a su
muerte (6). Por ultimo, los niveles de lactato pueden servir como indicadores de la
agresividad de un cancer y para el prondstico de la supervivencia (22). Una tasa glucolitica
elevada (gran produccion de lactato) es indicadora de un tumor mas invasivo (3).

Con todos estos datos, podemos ver la gran importancia que tendria el ambiente que rodea
al tumor para el desarrollo de la patologia, aunque por otro lado, la mejora de las
condiciones ambientales del tumor tampoco podria ser la Unica causa que explicara la
aparicion del metabolismo glucolitico.

Efecto Warburg reverso
Una de las teorias mas recientes para dar una explicacion al interesante fendmeno que es el
efecto Warburg es la del “efecto Warburg reverso”, descrita por Pavlides et al. en el 2009
(31). Esta teoria daria un giro a las explicaciones que hasta ahora se han venido dando para
la aparicion del fendmeno, ya que no seria la célula tumoral, sino los fibroblastos asociados a
ella, los que llevarian a cabo la glucélisis aerdbica (Figura 4). Las células epiteliales tumorales
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inducirian el efecto Warburg a los fibroblastos del estroma produciéndoles estrés oxidativo y
estos secretarian lactato y piruvato que servirian a la célula tumoral llevar a cabo la
respiracion mitocondrial y la fosforilacion oxidativa y que incluso favorecerian Ia
angiogénesis (31). Para responder a su demanda metabdlica, la célula tumoral aumentaria la
cantidad de mitocondrias y de moléculas antioxidantes disponibles (32).

1 Estrés
oxidativo

Respiracion

mitocondrial Glucolisis 2

aerdbica

ATP Lactato y piruvato

Figura 4. Acontecimientos que explican el efecto Warburg reverso. Las células tumorales producen estrés oxidativo (1) que
induce en los fibroblastos la glucdlisis aerdbica que da lugar a lactato y piruvato (2). Estos metabolitos se introducen en la
célula tumoral (3) en la cual son utilizados para la sintesis de ATP mediante la respiracion mitocondrial y la fosforilacion
oxidativa (4).

Aunqgue no queda totalmente claro el modo en el que las células tumorales inducen el estrés
oxidativo a los fibroblastos, algunos estudios ya han podido demostrar que la produccién de
perdxido de hidréogeno (H,0,) por parte del tumor juega un papel importante en este punto,
haciendo que los fibroblastos presenten menor actividad mitocondrial, mayor captacién de
glucosa, mayor produccion de ROS (que induzcan mas dafios en el DNA) (33) y que se dé una
activacion de la autofagia, la cual proveeria de mayor cantidad de nutrientes a las células
tumorales a las que estan asociados (31,33). De esta manera, el efecto Warburg reverso
seria un fendmeno que tendria lugar en el estroma y que produciria un acoplamiento entre
los fibroblastos y las células tumorales, que vivirian como “parasitos” (33), pero que seguiria
estando de acuerdo con la hipdtesis de Warburg de que los tumores presentan un
metabolismo glucolitico (31).

Existen datos también que indican que el PET seria una técnica muy util para la visualizacién
del efecto Warburg reverso, ya que son los fibroblastos asociados al tumor los que
presentan una mayor captacién de glucosa tras la disfuncién mitocondrial, que puede ser
causada por la pérdida de la caveolina (Cav-1) en los fibroblastos; hecho probado, en este
caso concreto, en un co-cultivo con células de cancer de mama de la linea MCF7 (33). La
pérdida de esta proteina puede darse por degradacién lisosomal en respuesta al estrés
oxidativo y dar lugar al aumento de la autofagia en los fibroblastos. Asi, la positividad de la
prueba PET seria un indicador de la pérdida de esta proteina y, por tanto, de la presencia de
un ambiente tumoral nocivo (33).

Esta teoria, a pesar de dar un giro a las explicaciones que hasta ahora se daban al fendmeno,
daria una explicacién de la importancia del ambiente que rodea al tumor para el desarrollo
del mismo, ya que seria éste el que promoveria la proliferacién celular.
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Analisis del desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en el
metabolismo del cancer como diana de accion

Debido a la existencia de un amplio nimero de puntos modificables para atacar el
metabolismo del cancer, el Ultimo objetivo de este trabajo fue estudiar las posibilidades
existentes para llevar a cabo estas modificaciones en vistas a la destruccién de la
enfermedad. Para ello, primero se realiz6 un estudio del nimero de publicaciones que
pueden consultarse en la base de datos PubMed y se elabord la Figura 5 en la que se puede
observar el numero de publicaciones anual que aparecen al realizar la bisqueda con las
palabras clave ("Warburg effect" OR "cancer metabolism" OR ("aerobic glycolysis" AND
"cancer")) AND (“therapy” OR "treatment") NOT (“review” [Publication type]). Se obtuvo un
resultado de 447 articulos hasta el final del 2014 de los cuales 411 han sido publicados en la
ultima década, lo cual remarca el creciente interés por el tema que ya se podia ver en las
busquedas realizadas previamente. Con anterioridad a esta ultima década hay un ndmero
reducido de publicaciones cientificas que centraran sus esfuerzos en encontrar una cura
para el cancer atacando el metabolismo glucolitico de la célula cancerigena, aunque los
primeros articulos datan de la década de los 40. Se puede observar que, paralelamente al
incremento en el nimero de publicaciones sobre el efecto Warburg en la Ultima década que
se observaba en la Figura 1, existe un incremento de publicaciones respecto a la terapia del
cancer enfocada hacia dianas del metabolismo tumoral en la Figura 5.
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Figura 5. Estudios sobre terapia relacionada con el metabolismo del cdncer. Con la representacion de la busqueda
("Warburg effect" OR "cancer metabolism" OR ("aerobic glycolysis" AND "cancer")) AND (“therapy” OR "treatment") NOT
(“review” [Publication type]) se puede observar una tendencia al crecimiento exponencial del nimero de publicaciones que
estudian posibles dianas terapéuticas en el metabolismo del cdncer en los ultimos diez afos, paralela al interés en
crecimiento observado anteriormente por el efecto Warburg.

En segundo lugar, sabiendo que la investigacion en vistas a desarrollar un tratamiento para
esta enfermedad estd centrandose en los uUltimos anos en atacar estos rasgos diferenciales
gue comparten muchas células tumorales, el siguiente paso era recopilar cuales eran las
posibilidades existentes hasta el momento para atacarlos. Ya existen un amplio numero de
estudios que intentan encontrar una molécula que frene la aparicion del cancer yendo
contra algunos de estos elementos clave que hemos ido viendo, y muchos de ellos
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pretenden encontrar un modo de inhibir la glucdlisis aerdbica como posible estrategia
terapéutica. Una buena revisidn sobre diferentes moléculas y dianas terapéuticas estudiadas
es la de Kroemer y Pouyssegur, del afio 2008 (34), pero debido al elevado numero de ellas,
en este trabajo se han reducido a unas pocas que parece que tienen mayor interés por parte
de los cientificos, ya que son las que se nombran en mds ocasiones en la bibliografia
manejada. Estas estrategias terapéuticas se han agrupado en las diferentes vias metabdlicas
o de seiializacién que pueden ser abordadas y se han reunido en la Figura 6.

Via glucolitica
El primer punto regulable en la via glucolitica es la entrada de la glucosa a la célula. Como se

ha comentado con anterioridad, algunos transportadores de glucosa estdn expresados en
mayor nimero en el cancer y no es de extrafiar que esto suponga un tentador punto de
control para modificar la disponibilidad de glucosa en la célula tumoral. Para ello, hay
diversos estudios que intentan encontrar la mejor molécula con este fin, y una de las mas
estudiadas es la 2-desoxiglucosa (2-DG), un analogo de la glucosa que compite con ésta para

entrar en la célula y que una vez dentro se fosforila al igual que la glucosa inhibiendo la
glucdlisis, ya que no puede ser metabolizado reduciendo la proliferaciéon celular, e
incrementando la apoptosis (14). Por su elevada entrada a las células tumorales, su forma
marcada con radioactividad 18-F-desoxiglucosa (18-FDG) es usada para la técnica PET (35).

Después de la entrada de la glucosa a la célula, la inhibicidn de la glucdlisis seria el siguiente

paso légico a estudiar, y con este fin también se han llevado a cabo multitud de ensayos. Ya
se ha visto que la 2-DG puede inhibir la glucdlisis una vez dentro de la célula, pero existen
otras moléculas en estudio que también tienen esta funciéon cuando se administran sobre
células tumorales. La administracion de 3-bromopiruvato (3BrPA), un andlogo del acido

piravico, dio lugar a la inhibicién de la glucdlisis en tumores hepdticos de conejo, aunque
también inhibia la sintesis de ATP, a la vez que tenia capacidad de inducir la muerte celular
(36). Su aplicacién in vivo inyectando la sustancia a animales a los que se les habia
implantado un tumor, resultd en la muerte de un 70% de las células sin causar efectos
secundarios (37), demostrando la capacidad de esta sustancia para eliminar las células
tumorales. Su accion tiene lugar inhibiendo la actividad de la hexoquinasa Il, lo cual lleva a
una inhibicion de la glucdlisis y un aumento de la muerte celular debido la reduccién de la
concentracion de ATP, suprimiendo también la problemdtica de la resistencia a la
quimioterapia (20). Los efectos citotdxicos de esta molécula fueron mas potentes en células
en hipoxia (en las que se producia la disminucién de la produccion de lactato) o con dafio
mitocondrial (20). Aunque es posible usar tanto la 2-DG como el 3-BrPA para la inhibiciéon de
la glucdlisis, ha quedado demostrado que, a igual dosis, la 2-DG causa una disminucién
mayor del consumo de glucosa que el 3-BrPA (35).

Las fosfofructoquinasas (PFK) serian otra diana para la inhibicién de la glucdlisis en la célula
tumoral, ya que se encuentran sobreexpresadas y poseen una regulacion diferente en el

23




cancer (14). En especial, existe la posibilidad de inhibir la PFK-1, que cataliza Ia
transformaciéon de fructosa-6-fosfato a fructosa-1,6-bifosfato con gasto de ATP (18), y esto
promueve el flujo glucolitico, favoreciendo el efecto Warburg (17). El modo de inhibir esta
enzima promotora de la glucdlisis estaria relacionado con la enzima que lleva a cabo su
activacion: la 6-fosfofructo-2-quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa (PFKFB), productora de la
fructosa-2,6-bifosfato. En el cdncer, la isoforma que se expresa de esta enzima es la PFKFB3
(28), cuya funcién es la de activar a la PFK-1, que promoveria la glucélisis (17). La molécula
ensayada como posible tratamiento es la 3-(3-piridinil)-1-(4-piridinil)-2-propen-1-ona (3-P0O),
que suprime el flujo glucolitico y actua como agente citostdtico. En presencia de 3-PO, se

inhibe la PFKFB3, disminuye la captacién de glucosa y disminuye la concentracién de
fructosa-2,6-bifosfato, lactato, ATP, NAD" y NADH, lo cual también produce una disminucién
de la proliferacién tumoral (38).

Debido a la prevalencia de la isoforma M2 de la piruvato quinasa en el cancer, la PKM2, ésta
también se ha convertido en un posible blanco para la inhibicién de la glucélisis aerdbica. No
obstante, dado que su activacion ralentiza la glucdlisis, las investigaciones siguen en marcha
sin un resultado claro. Uno de los posibles inhibidores de la PKM2 seria un analogo de la
somatostatina, TT-232. Esta molécula interacciona con receptores de la membrana celular y
es internalizada y acumulada en el citosol donde interacciona con la enzima PKM2 para
translocarla al ndcleo para inducir la muerte celular independiente de caspasas por la
formacién de un complejo de muerte (23).

Por ultimo, para detener la glucdlisis aerdbica, la inhibicién de HIF via la proteina VHL seria
otro camino que deberiamos tener en consideracién debido a la multitud de acciones que
presenta el HIF en la célula tumoral. VHL es la proteina que suele degradar HIF en
condiciones de normoxia y no se encuentra expresada en muchos canceres debido a la
hipermetilacién del promotor de su gen (14). Por este motivo, la inhibicién de factores que
metilen este promotor, podrian activar la transcripcion de VHL y, por tanto, producir la
inhibicion de HIF-1 en el cancer. En este sentido, hay estudios que han dado ya con
moléculas que podrian llevar a cabo esta funcién, como es el caso de la 5-aza-2-
deoxycytidine (5-aza-dCyd), ensayada en células de cancer renal in vitro y en modelos

animales, que ha permitido inhibir la hipermetilacion en ambos casos, aunque en los
modelos animales en una menor proporcién (39). Se observd que, al volver a expresarse
VHL, se modulaba la expresién de HIF y los genes regulados por éste, como los
transportadores de glucosa, aunque no se pudo atribuir este hecho Unicamente a la
utilizacién de la molécula en cuestién debido a que la disminucién de los transportadores de
glucosa después del tratamiento también se daba en las células tumorales en las que el
promotor de VHL no se encontraba metilado (39). Por otro lado, la inhibicién de la via de
sefalizacion PI3K, que también es activadora de glucdlisis, seria otro punto a tener en
cuenta como posible diana terapéutica. En muchos casos, lo que se esta probando son
pequeiias moléculas que puedan inhibir el centro activo de PI3K para impedir la activacion
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de las siguientes moléculas de la via de sefializacién y la consiguiente activacion de la
glucdlisis impulsada por ésta (40).

En general, la inhibicion de la glucdlisis ha obtenido buenos resultados sobre todo en
aquellos tumores cuyas células tienen defectos mitocondriales y se encuentran en situacion
de hipoxia (18), y aunque queda mucho por perfeccionar, los resultados hasta el momento
parecen prometedores. Varias de estas moléculas ya han obtenido éxitos por si solas o en
combinacidn con otras terapias tanto in vitro como in vivo, sin embargo, la inhibicion de la
glucdlisis no podria ser un método por si solo para la desaparicion del cancer, y se han
probado combinaciones con otras terapias como revisan Pelicano et al. (18).

Via de las pentosas fosfato
La inhibicién de la via de las pentosas fosfato es a dia de hoy otro objetivo de estudio dado

gue es una via que no esta sobreexpresada en las células normales pero si en las tumorales
(17). Ya que la funcion de la via de las pentosas fosfato es la formacién de NADPH, la
inhibicién de determinadas enzimas causa citotoxicidad, estrés oxidativo y sensibilidad a las
radiaciones y la quimioterapia (18). Se han propuesto enzimas como la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) o la transcetolasa (TK) como posibles dianas para la terapia.

Por un lado, la inhibicién de la G6PDH ha tenido resultado con la molécula 6-
aminicotinamida (6-AN), andlogo de NADP, y se ha demostrado que ayuda a la

sensibilizacién de las células a ciertos agentes usados en la quimioterapia (41). Por otro lado,
la inhibicién de la TK también se ha podido probar mediante analogos de la tiamina
(vitamina B1), que es cofactor de esta enzima (18). Un analogo de la tiamina es la oxitiamina
(OT) cuya aplicacién dio lugar a una reduccion de la proliferacion celular induciendo una
retencion de las células en la fase G1 del ciclo celular debido a una reduccién de la sintesis
de nucledtidos (42). Los andlogos de la tiamina también tuvieron efecto sobre otras enzimas
como G6PDH o la a-cetoglutarato deshidrogenasa, aunque en una medida mucho menor a la
obtenida para la TK (43).

Actividad mitocondrial
Incrementar la_actividad mitocondrial para aumentar la fosforilacion oxidativa seria otro

objetivo posible para la terapia del cancer. La inhibicidon de la lactato deshidrogenasa A
(LDH-A) seria un modo de llevar a cabo este propdsito segin proponen Fantin et al. (44).
Esta inhibicién provoca un aumento de la muerte celular por un aumento de NADH y
especies reactivas de oxigeno. El NADH disminuye el flujo glucolitico y activa el complejo |
de la cadena respiratoria, por lo que se produce una menor cantidad de lactato (28). El
oxamato, un andalogo del piruvato, disminuye la actividad de la LDH inhibiendo Ia
transformacion del piruvato a lactato, por lo que podria ser un util agente terapéutico. Esta
sustancia proporciona una mayor sensibilidad a terapias como el taxol, agente usado en la
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terapia del cdncer de mama promoviendo la muerte celular por apoptosis (45). La presencia
del lactato, sobre todo en el espacio extracelular es muy beneficiosa para el tumor, por lo
que los transportadores de lactato al exterior de la célula (MCT) también podrian ser una
diana para posibles terapias (22). Un conocido inhibidor de los MCT, en especial de MCT1 es
el a-ciano-4-OH-cinamato, como se indica en la revision de Kroemer et al. (34).

Ademas, existe una molécula de la que se ha discutido durante largo tiempo y que podria
suponer una solucién para esta enfermedad dados sus buenos resultados. Esta molécula es
el dicloroacetato (DCA), que, con su pequeio tamafio actia como modulador metabdlico y
que ya es usada en el tratamiento oral de algunas enfermedades mitocondriales para la
disminucion de la acidosis lactica (46). Bonnet et al. propusieron en 2007 que esta molécula
podria revertir el metabolismo de la célula tumoral desde la glucdlisis hacia la oxidacién de la
glucosa en la cadena respiratoria mitocondrial (46). El DCA tiene la capacidad de inducir la
apoptosis y disminuir el crecimiento celular inhibiendo la piruvato deshidrogenasa quinasa
(PDK), lo cual hace que se recupere la actividad de la cadena respiratoria por el incremento
en la produccién de NADH y que aumente la tasa de fosforilacion oxidativa, y disminuye la
cantidad de piruvato desviado hacia la sintesis de lactato por la glucélisis aerdbica (46). El
aumento del flujo de electrones en la cadena respiratoria causa la liberacidon del citocromo c,
por lo que aumenta la apoptosis, y también incrementa la cantidad de ROS. Estos
acontecimientos causan la activacién de las caspasas mediante la elevacidon de la
concentracién de K* en el citoplasma (46). Asi, la utilizacién del DCA, ademés de cambiar el
metabolismo de la célula tumoral actuaria también a favor de destruir el tumor.

Metabolismo de aminoacidos
Ademas de la glucdlisis y la via de las pentosas fosfato, también se ha resaltado el papel
fundamental de la glutaminolisis en la progresién del cancer, por lo que la disminucion de la
actividad de la glutaminasa también seria de interés para la terapia del cancer. La inhibicién
de la GTPasa Rho, que activa normalmente a la glutaminasa, seria una posibilidad, y ya
existe una molécula, la 968, que se ha demostrado que puede inhibir esta GTPasa (47).

Metabolismo de lipidos
La importancia de la acido graso sintasa (FASN) en el metabolismo de la célula tumoral
reside en su potenciacidn del crecimiento y supervivencia. Por ello, la inhibicién de FASN ya
ha demostrado tener poder anticancerigeno mediante la utilizacion de diversos inhibidores,
como la cerulenina, compuesto aislado de Cephalosporium caerulen (30), aunque su
limitacion viene determinada por los efectos secundarios que produce, como grandes
pérdidas de peso, por lo que su utilizacién todavia no ha podido ampliarse mas (29).
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Figura 6. Conjunto de algunas posibles dianas terapéuticas en la célula tumoral y las moléculas que actuarian
sobre ellas. Existen multitud de dianas posibles en estudio para el tratamiento del cancer. En el diagrama se
muestran las mas investigadas o mas prometedoras. Para mayor informacion sobre el mecanismo de actuacion
de estas moléculas y las consecuencias que se derivan de su aplicacion, consultar el texto.

Efecto Warburg reverso

Por ultimo, dado que la teoria del efecto Warburg reverso es la mas recientemente
propuesta para explicar la glucdlisis aerdbica en el cdncer, las terapias basadas en su
inhibicién son de las que menos resultados existen, pero no por ello son menos interesantes.
Si aceptdramos como valida la teoria del efecto Warburg reverso podrian utilizarse
inhibidores del transporte de lactato como agentes terapéuticos en el cdncer. Estos
inhibidores, cuya funcién seria desacoplar la produccidn de lactato por los fibroblastos de la
consumicién de éste por la célula tumoral, llevarian a cabo dos funciones a la vez: harian
morir a los fibroblastos por una acidosis intracelular y a las células epiteliales tumorales por
inanicion (31). Adicionalmente, hay investigaciones que afirman que la inhibicién de la
glucdlisis aerdbica con los inhibidores convencionales bloquea los efectos beneficiosos para
el cancer que produce el déficit de caveolina en los fibroblastos del estroma que llevan a
cabo el efecto Warburg (48). Sin embargo, los conocimientos sobre este fendmeno son
todavia escasos y no existen muchas investigaciones al respecto.

Aunque todas estas moléculas que se han comentado son potencialmente beneficiosas para
la destruccién del tumor, todavia no pueden ser usadas con seguridad para el tratamiento
de pacientes. Lo que se persigue con la creacidon de moléculas capaces de modificar el perfil
metabdlico que presentan las células tumorales es poder realizar un tratamiento que sea
efectivo en la eliminacidon del tumor pero que no cause dafios a las células sanas del
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organismo y para ello ha sido esencial el conocimiento del cdncer que se ha ido obteniendo
en los ultimos afios sobre los mecanismos moleculares que dan lugar a la enfermedad y los
genes y vias responsables de su aparicidon. Todavia queda mucho por investigar en el amplio
campo del cancer, pero los descubrimientos hechos hasta ahora son muy prometedores en
vistas al futuro.

Como se ha visto en este trabajo, el metabolismo de las células tumorales posee una serie
de caracteristicas que le dan a la célula una capacidad de supervivencia y de proliferacién
mayor, aprovechando los nutrientes de todo el organismo para su propio beneficio.

Otto Warburg fue uno de los primeros en descubrir esos cambios en el metabolismo del
cancer en los afios 20. Observo que la célula tumoral llevaba a cabo la glucdlisis aerdbica (o
efecto Warburg) a pesar de encontrarse en condiciones de normoxia y achacd esta
diferencia metabdlica de las células tumorales a un fallo en la mitocondria. Como vimos en la
Figura 1, el estudio de la glucdlisis aerdbica ha sido ignorado durante muchos afios, dando
lugar a un niumero minimo de publicaciones, sobre todo tras el desarrollo de las técnicas de
biologia molecular en los anos 70, que han dado lugar a un crecimiento muy acusado del
estudio del cancer desde este campo.

Sin embargo, hace poco mds de una década, el estudio del metabolismo del cancer ha
resurgido y ha alcanzado un numero considerablemente elevado de publicaciones que
intentan explicar la causa del efecto Warburg. Esta gran cantidad de estudios ha
proporcionado un enorme conocimiento sobre las bases moleculares del metabolismo que
han dado lugar a la propuesta de diferentes hipétesis que podrian explicar por qué la célula
realiza la glucdlisis cuando tiene oxigeno disponible si esta via es menos eficiente
energéticamente. Entre estas teorias, en el trabajo se han destacado cinco: que la célula
tenga una disfuncién mitocondrial, que se dé la estabilizacién del factor inducible por
hipoxia, que se deriven los carbonos no utilizados en la formacién de ATP para la sintesis de
macromoléculas para el crecimiento, que se forme un microambiente que favorezca la
supervivencia y la proliferacién tumoral y, por ultimo, la mas reciente, que no sean las
células tumorales, sino sus fibroblastos asociados los que realicen la glucdlisis aerébica para
alimentar al tumor con los metabolitos obtenidos. No se ha podido establecer cual de estas
hipdtesis es mas correcta, no obstante, se ha podido ver una diferencia en la cantidad de
estudios que se realizan sobre cada una de ellas, como queda reflejado en la Figura 2.

Una vez conocidas todas estas diferencias metabdlicas, lo légico es pensar en encontrar un
modo de eliminar el tumor atacando estas nuevas dianas y esta claro que el crecimiento de
investigaciones sobre la terapia del cancer atacando su metabolismo ha crecido mucho
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(Figura 5) y de forma paralela a la investigacion en general del metabolismo del cancer

(Figura 1). Asi, se han establecido diferentes moléculas (Figura 6) que son capaces de

cambiar la actividad de enzimas o vias de sefalizacién alteradas en el cadncer y que ya han

dado resultados esperanzadores en base a los estudios in vitro como in vivo en modelos

animales. Por ello, es importante apuntar a que en un futuro posiblemente se realizaran

ensayos clinicos con humanos con farmacos de este tipo.

Todavia queda mucho estudio en este campo, pero los avances obtenidos recientemente

empiezan a dilucidar qué mecanismos dan lugar al desarrollo del tumor y que estrategias

podriamos utilizar para destruirlo a nivel de su metabolismo.
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