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Resumen.

Son muchas las razones que nos llevan a preguntarnos sobre la naturaleza del
cancer. Una puramente académica, que es el conocimiento por el conocimiento. Sin
buscar ninguna utilidad inmediata, si1 es que alguno piensa que el conocimiento puede
ser inutil. Otra razén mas pragmatica es que este conocimiento nos permitira
reorientar las estrategias terapéuticas, que a dia de hoy distan mucho de ser
satisfactorias. Por ello en este discurso de ingreso en la Real Academia de Medicina de
la Comunidad Valenciana aprovecho para reflexionar sobre el origen de la enfermedad
oncolégica. Defenderé la Tesis de que la transformaciéon celular que conduce a la
aparicion del cancer, en parte se debe a alteraciones del metabolismo energético. Con
ello pretendo incitar la discusion y la reflexiéon que, idealmente, conduzcan a nuevas
aproximaciones terapéuticas.

Texto

Estos tiempos de premura y de continuo bombardeo de informacién, nos obligan a
ser selectivos a la hora de decidir que leer. Con esta premisa en mente voy a tratar de
convencer al lector que debe de leer este ensayo.

Como hombre de ciencia, cimento mis argumentos en la fortaleza de las cifras. Asi
que, aqui van algunos numeros. Segun los ultimos cifras publicadas por la
organizacion mundial del cancer, la mitad de la poblaciéon desarrollara esta patologia,
y de estos la mitad morira a causa de la misma (Siegel, Ma et al. 2014). Asi, que en el
mundo desarrollado 1 de cada 4 seremos victimas del devastador cancer. La magnitud
de la casuistica de esta patologia, que la convierte en uno de los mayores problemas de
salud publica, justifica este y muchos mas ensayos que nos lleven a discutir y
reflexionar sobre la naturaleza de esta enfermedad. Porque los tratamientos contra el
cancer tan solo surgiran como una consecuencia de un ejercicio de reflexion y
comprension de esta enfermedad.
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El cancer es una enfermedad muy compleja que auna una gran familia de
enfermedades.

Desde un punto de vista clinico, el cancer es un grupo de enfermedades muy
diferentes en factores como: edad de aparicidon, velocidad de crecimiento, estado de
diferenciacion celular, diagnostico, potencial metastasico, respuesta a tratamientos y
prognosis. Sin embargo cuando estudiamos estos mismos canceres desde un punto de
vista de la biologia celular y molecular, estas enfermedades se pueden unificar en un
grupo mucho mas reducido de defectos moleculares. Asi, en Gltima instancia, el cancer
lo podemos definir como una enfermedad de la expresion génica, una expresion génica
aberrante, donde las células expresan unos genes impropios del tejido donde se
localizan. Estas alteraciones en la expresion génica se puede originar a través de
multitud e mecanismos, entre los que encontramos alteraciones genéticas (mutaciones,
translocaciones o amplificaciones), epigenéticas y transcripcién y/o traduccién
anormales.

Para poder intervenir en los procesos, desarrollar terapias efectivas en este caso, lo
ideal es conocer de un modo detallado la trayectoria del mismo. Conocer cada uno de
los pasos de la transformacién nos puede ayudar a identificar puntos débiles donde la
intervencion garantice la erradicacion del tumor.

En el caso del cancer esto consistiria en poder seguir (in vivo) el proceso de
transformacion desde una célula normal a wuna célula cancerigena. Pero
desafortunadamente carecemos de tal informacién. La evolucion de los tumores
tradicionalmente se ha abordado estudiando la “Foto finish” de tumores de diferentes
pacientes, y a través del estudio de las mismas tratamos de inferir cuales son los pasos
que han seguido hasta llegar a tal estado y asi construimos una linea temporal. Esta
aproximacioén, aunque ha rendido grandes frutos, adolece de la informaciéon dinamica
que puede ser extremamente informativa y probablemente serviria para identificar
nuevas dianas terapéuticas, que es el objetivo ultimo que debe de perseguir la
investigacion oncoldgica.

Conocedores de esta limitacion, los investigadores oncolégicos han venido usando
sistemas de cultivo celular que permite seguir la dinamica celular en condiciones
controladas. Con los cultivos se ha tratado de recapitular lo que ocurre en un tumor.
Esto conlleva asumir que las propiedades de las células en cultivo y en el animal son
1dénticas, que probablemente no lo son. Ademas, debemos ser conscientes que una
limitacién muy importante de estos sistemas es que aunque las células sean capaces
de crecer en una botella o placa de cultivo, a dia de hoy tan solo disponemos de un
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conocimiento muy parcial de las variables que pueden ser responsables del
comportamiento del tumor in vivo.

Como puede apreciar el lector la informacién de la que disponemos es muy
imperfecta y los cientificos tratamos de construir un rompecabezas del que no tenemos
instrucciones y tratamos de inventarlas sobre la marcha. Esto conduce a
interpretaciones de los resultados muy dispares.

Por eso no es de extranar que exista disputa entre diferentes escuelas de
cientificos que estudian el cancer defendiendo dispares teorias.

La teoria mayoritariamente aceptada, que no debemos de confundir con la
correcta, se debe a Theodore Boveri, quien la propuso hace mas de un siglo. Esta teoria
en la actualidad se conoce como la teoria de la “carcinogénesis producida por la
mutaciéon somatica” (STM). Existe una teoria alternativa que es la teoria de “los
campos de organizacion tisulares” (TOFT) propuesta en los anos 90 por la Dra. Ana
Maria Soto (Pageau, Sazonova et al. 2011, Sonnenschein and Soto 2011, Sonnenschein
and Soto 2011, Soto and Sonnenschein 2011, Soto, Sonnenschein et al. 2011), que
discutiremos mas tarde.

En el contexto de la teoria STM y haciendo un improbo esfuerzo para racionalizar
y unificar la informacién sobre las caracteristicas diferenciales de las células
tumorales, en el ano 2000 y su posterior reevaluaciéon en 2011 los profesores Hanahan
y Weinberg publicaron dos articulos seminales (Hanahan and Weinberg 2000,
Hanahan and Weinberg 2011). Segin estos autores, pese a la diversidad de esta
enfermedad, las células normales durante el proceso de transformacién tumoral
adquieren una serie de caracteristicas fenotipicas que conducen transformacion
maligna. Estas se resumen en un decalogo:

1 Las células tumorales son auténomas para crecer, no necesitan senales externas
que promuevan su crecimiento.

2 Son insensibles a las senales inhibitorias de crecimiento.

3 Evaden la muerte celular programada (apoptosis)

4 Poseen un potencial replicativo ilimitado, no envejecen.

5 Promueven la angiogénesis, facilitan el crecimiento de nuevos vasos sanguineos,
de modo que irriguen la masa tumoral.

6 Poseen la capacidad de invadir y crear nuevos tumores en tejidos lejanos del
tumor primario (metastasis)
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7 Las células tumorales reprograman su metabolismo energético hacia un
metabolismo glicolitico.

8 Son capaces de evadir la respuesta inmune.

9 Los tumores inducen la respuesta inflamatoria.

10 Son genéticamente inestables.

En palabras de estos autores estas modificaciones son comunes a la mayoria de los
tumores ‘...are shared in common by most and perhaps all types of human tumors...’
(Hanahan and Weinberg 2011). Ademas de todas estas caracteristicas singulares Yo
me atreveria a proponer una mas, el splicing alternativo aberrante. Esta singularidad
ha aparecido gracias al desarrollo de la secuenciacion masiva de los transcriptomas de
los tumores.

En esta charla voy a defender la tesis: que muchas si no todas estas caracteristicas
estan interrelacionadas y no son mas que consecuencia del metabolismo energético
aberrante de la célula tumoral. Por ultimo discutiré esta tesis en el contexto de la
teoria TOFT defendida por la profesora Soto.

La singularidad del metabolismo energético aberrante que muestran las células
tumorales se conoce desde hace mas de 90 afos. En 1924 el fisiélogo aleman Otto
Warburg postulé su famosa hipétesis sobre el origen de las células tumorales. Segin
este las células tumorales poseen mitocondrias danadas lo que conduce a una
respiracion defectuosa. Esta hipétesis se gesté como resultado de sus investigaciones
sobre la respiracion de los tejidos normales y los tumorales que aun disponiendo de
suficiente oxigeno emplean la via glicolitica para obtener parte del ATP que necesitan.
Este fendmeno es conocido como efecto Warburg. Para entender la importancia y el
fundamento del efecto Warburg creo que es importante revisitar los resultados
primarios que condujeron al profesor Warburg a su hipotesis.

Otto Warburg argumentaba que si una célula tumoral mostraba un crecimiento
anémalo, generalmente mayor que las normales, lo primero que se deberia de
considerar es el metabolismo energético, ya que sin energia el crecimiento es
imposible. Este pensamiento se cimentaba en su descubrimiento de la respiracién de
los oocitos del erizo de mar donde la respiracién aumenta hasta seis veces cuando este
comienza a crecer con respecto al zigoto quiescente. Esto le llevo a realizar medidas de
la tasa de respiracién en secciones de tejido tumoral y normal de rata. Los resultados
fueron diafanos. La primera observacion fue que la velocidad de consumo de Oxigeno
era 1déntica en ambos tejidos. La segunda observacién fue que el tejido tumoral
producia a partir de glucosa una cantidad de lactato aberrante, muy superior a
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cualquier tejido normal. Estas observaciones fueron completamente reproducibles en
todos los tumores que estudid, independientemente de la especie bioldgica y el tipo de
tumor.

Pese a la universalidad de las observaciones de Warburg, este efecto parece
contradecir la biologia. El catabolismo de la glucosa a través de la glicolisis aerdbica
rinde 4 moléculas de ATP frente a las 36 que se obtienen a través de la fosforilacién
oxidativa que se lleva a cabo en la mitocondria. Esto aparentemente no satisfaria las
demandas energéticas de las células tumorales, que al crecer mas rapido que las
normales requieren mas energia. Pero lo que Warburg mostr6 en sus publicaciones es
que el consumo de Oxigeno (una medida de la fosforilacién oxidativa) era idéntico en
tumores y tejidos normales. Warburg decia que entorno a la mitad de las moléculas de
glucosa se usaban en la glicolisis resultando en la generacion de lactato. Pese a que él
interpretaba que las mitocondrias tumorales eran defectuosas, ahora sabemos que este
no es cierto, sino que lo que ocurria es que los tumores reprograman el metabolismo
energético (Ward and Thompson 2012) de modo que poseen un mayor flujo de glucosa
que los tejidos normales. Ademas, otro hecho que Warburg no anticipé es que los
metabolitos intermedios de la glicolisis son precursores de las principales
macromoléculas. De este modo la célula tumoral ha adaptado su metabolismo
energético a uno glicolitico para disponer de los componentes necesarios para la
sintesis de lipidos, acidos nucleicos y proteinas (Vander Heiden, Cantley et al. 2009).

La mayoria de los bidlogos entienden que el metabolismo energético es un proceso
homeostatico auto regulado, lo que quiere decir que es auténomo y que no depende de
ninguna senal extracelular. La idea que prevalece es que las células absorben los
nutrientes del medio a medida que los necesitan. Esto parece ser cierto para los
organismos unicelulares (Galdieri, Mehrotra et al. 2010) donde consumen los
nutrientes hasta que estos se acaban. Asi, encontramos que la tasa de crecimiento de
estos esta intimamente ligada a la disponibilidad de nutrientes (Broach 2012). Sin
embargo en los eucariotas superiores multicelulares existen mecanismos que regulan
la entrada de nutrientes que garantizan un acceso limitado de los nutrientes y de este
modo controlar la proliferacién (Thompson 2011). Las células cancerigenas desde el
punto de vista del uso de nutrientes son mas parecidas a los eucariotas unicelulares
que a las células organizadas en tejidos. Un ejemplo de este comportamiento lo
muestran las células Hela, donde la velocidad de crecimiento es directamente
proporcional a la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultivo (datos del autor).

Hasta aqui, espero haber dado argumentos al lector en defensa de mi argumento
que el metabolismo energético puede ser responsable del comportamiento proliferativo
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de las células cancerigenas. ;/Pero, entonces que papel juegan los oncogenes y los genes
supresores de tumor?

No sorprendentemente, cuando se ha estudiado la diana biolégica de estos genes se
ha visto que es el metabolismo energético (Vander Heiden, Cantley et al. 2009).
Muchos de estos son factores de transcripciéon que dirigen la expresiéon de genes
metabdlicos. De modo que cuando estos genes mutan esto resulta en alteraciones del
metabolismo energético. Mas atn, muchos de los genes del metabolismo energético,
glicolisis y ciclo del acido citrico, serian oncogenes o supresores de tumor de acuerdo
con la definicién clasica de este tipo de genes.

(,Como puede el metabolismo regular la expresiéon génica?

La expresion génica es un proceso altamente regulado. Este proceso se controla a
varios niveles: epigenético, transcripcional y traduccional. En mi laboratorio hemos
estudiado la contribucién de la mitocondria a estos procesos y hemos encontrado que el
estado energético de la célula determina el estado epigenético de la cromatina. Las
células con mayor contenido en ATP poseen mayor cantidad de marcas epigenéticas de
activacion de cromatina que las de bajo contenido energético (Guantes, Rastrojo et al.
2015). De manera similar cuando estudiamos el aparato transcripcional o la actividad
transcripcional las células con mayor contenido mitocondrial presentan valores
superiores a las de bajo contenido mitocondrial. Lo mismo ocurre con el contenido de
ribosomas (fabricas de proteinas) o la actividad traduccional. La conclusion es que el
contenido energético es uno de los mayores determinantes de la capacidad biosintética
de la célula (Guantes, Rastrojo et al. 2015)

Esto nos lleva a una de las caracteristicas de las células tumorales, que es una alta
tasa de proliferacion. Por tanto un metabolismo energético alterado puede ser
responsable directo de las propiedades de crecimiento aberrante de los mismos.

Muy relacionado con el efecto de la mitocondria en la expresiéon génica es nuestro
hallazgo, que encontramos que la mitocondria es un modulador del splicing alternativo
(Guantes, Rastrojo et al. 2015), proceso que juega un papel importante en cancer
(Pajares, Ezponda et al. 2007). Los genes de los eucariotas superiores se caracterizan
por poseer una estructura modular, con secuencias que codifican proteina (exones)
interrumpidas por secuencias no codificantes (intrones). En los humanos los genes
poseen un tamano medio de 15000 pares de bases y los mRNA su tamano es de 1500
bases, esta discrepancia se debe a que el 90% de los genes esta constituido por
intrones. El fendmeno de splicng es el encargado de eliminar los intrones de los
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transcritos primarios y de pegar los diferentes exones de modo que se pueda crear una
molécula capaz de codificar una proteina. Como un gen tipico contiene multitud de
exones e intrones, este puede dar origen a diferentes moléculas de mRNA que
codificarian proteinas diferentes a partir de un transcrito primario, y esto es en lo que
consiste el splicing alternativo.

,Qué sentido bioldégico puede tener la modulacién del splicing alternativo por la
mitocondria? En este momento resulta dificil responder a esta pregunta con total
certeza, pero es tentador pensar que esta propiedad la explotan los tumores para
generar variabilidad fenotipica, lo que les permite poder colonizar otros tejidos y
ademas poder contribuir a la resistencia a tratamientos quimioterapéuticos (Schwerk
and Schulze-Osthoff 2005).

De acuerdo con el decalogo propuesto por Hanahan y Weinberg que define a las
células tumorales, estas poseen una gran capacidad angiogénica. Esto es fruto de la
necesidad de los mismos para poder oxigenar la masa tumoral asi como poder eliminar
los productos residuales. Las células endoteliales que se encargan de crear los nuevos
vasos son claramente glicoliticas, sobreexpresan entre otras: lactato deshidrogenasa B
(LDHB), el transportador de glucosa GLUT1 y el enzima 6-fosfofructo-2-
quinasa/fructosa-2,6-bifosfatasa-3 (PFKFB3). La expresién de estos enzimas es muy
importante para la creacion de la vasculatura ya que la deleccién de estos genes o su
represion conduce a la eliminacion de los vasos (Goveia, Stapor et al. 2014).

La mayoria de los canceres poseen un numero y/o estructura andémala de
cromosomas. Mas del 90% de los tumores sélidos y el 75% de los tumores de la sangre
muestran inestabilidad genética y son aneuploides (Weaver and Cleveland 2006). La
aneuploidia es un factor importante en la transformacién tumoral ya que altera la
dosis de oncogenes y de genes supresores de tumores, alterando el balance de
expresion de los mismos. Muchos autores piensan que la aneuploidia es una
adaptacion beneficiosa para los tumores, ya que promueve la diversificacion de los
mismos permitiéndoles colonizar otros tejidos, metastatizar (Nicholson and Cimini
2013) y hasta incluso pueden condicionar la sensibilidad a agentes quimioterapéuticos
(Swanton, Nicke et al. 2009, Lee, Endesfelder et al. 2011).

Por estas razones en mi laboratorio decidimos estudiar el origen de las células
aneuploides y su relacién con el metabolismo glicolitico de estas células.

En cuanto al origen de las células aneuploides, estas se pueden originar por
diversas vias que implican defectos en la uniéon de los cromosomas al aparato
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encargado de la segregacion de los cromosomas (cinetocoro, centrosoma) o a la
formaciéon de células multinucleadas, que al dividirse originan células aneuploides
(Roschke and Rozenblum 2013). En mi laboratorio decidimos estudiar el origen de las
células multinucleadas y concluimos que estas provenian o bien de la divisién de
células previamente multi-nucleadas o de la fusiéon de dos células hijas que tras
completar la cariocinesis podrian volver a fusionarse creando una célula multi-
nucleada. Un estudio detallado de estas demostré que las células que se fusionan
nunca llegaron a completar la citocinesis, se encontraban unidas por un puente
citoplasmatico. Puente que contiene un cromosoma atrapado, cromosoma merotélico.
Estos cromosomas compartidos, lo son por estar unidos al aparato mitético de ambas
células hermanas, de modo que ambas células arrastraban en cromosoma para si. El
puente citoplasmatico se mantiene durante largo periodo de tiempo, en algunos casos
hasta mas de 20 horas, probablemente para darle tiempo a las células para resolver el
dilema de quien se lleva el cromosoma en disputa. Cuando este proceso se resuelve
satisfactoriamente, la célula que gana el cromosoma lo hace en forma de un
micronucleo, ya que al haberse completado la cariocinesis muchas horas antes, la
envoltura nuclear se habia sellado y este nuevo material genético debe de crear su
propia envoltura nuclear. Une vez -caracterizamos en detalle el proceso de
multinucleacién, comenzamos a estudiar factores que pudieran influir en dicho
fendbmeno. Una de nuestras lineas de investigacion se centré en el estudio de la
influencia de las especies reactivas del Oxigeno (ROS) en la generacién de células
multinucleadas. Ya que estas moléculas se han implicado en todos las fases de la
carcinogénesis (Liou and Storz 2010). Nuestros estudios perturbando el estado redox
de la célula (aumentando o disminuyendo la generaciéon de ROS), concluimos, que la
formacion de células multinucleadas era muy sensible a estas especies del Oxigeno. De
modo que un estado de producciéon de ROS alto favorece la formacion de estas células y
la eliminacién de estas especies, ROS, se correlaciona con una disminuciéon de las
células multinucleadas. Una vez establecida la relacion entre ROS y aneuploidia
decidimos estudiar como el estado glicolitico de las células tumorales podia influir en
la producciéon de ROS, ya que la mitocondria es la principal fuente de ROS en estos
tipos celulares. Nuestros estudios mostraron que cuando forzabamos a las células
tumorales a no usar la glucosa como fuente energética, la produccion de ROS se
reducia dramaticamente. De modo que parecia que habiamos encontrado un nexo
entre aneuploidia y metabolismo energético alterado. Para demostrar que ambos
estaban ligados, perturbamos el metabolismo energético en estas células y analizamos
en las mismas la formaciéon de células multinucleadas. La conclusién fue diafana, las
células glicoliticas mostraban una mayor tasa de formacién de células multinucleadas
que las células adaptadas a vivir en un medio sin glucosa.
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De este modo hemos encontrado una conexién entre el metabolismo energético y la
inestabilidad genética que caracterizan a los tumores.

Hace mas de un siglo que Theodore Boveri propusiera que la aneuploidia promovia
la tumorogenesis (Harris 2008), y pese al paso del tiempo, esta hipdtesis sigue estando
vigente (Holland and Cleveland 2009).

En 1912 Boveri fue nombrado Director del Kaiser Wilhelm Institute de Biologia en
Berlin. Durante este periodo coincidié con Otto Warburg al que ofrecié la direccion del
departamento de Bioquimica en dicho instituto. Boveri apreciaba la valia de Warburg,
quien por aquellas fechas todavia no habia mostrado un claro interés por el estudio del
metabolismo energético de loa tumores.

Como anticipé al lector, también discutiria sobre la teoria alternativa del origen
del cancer propuesta por la Dra. Soto, TOFT. Segin esta teoria los tumores se generan
debido a una alteracién de la comunicacion celular con su microambiente. La Dra. Soto
propone que cuando el microambiente tisular se altera (desorganiza estructuralmente,
o altera quimicamente) este de algin modo transmite esta senal a la célula
promoviendo la expresion de un fenotipo aberrante. En este sentido nuestro
laboratorio ha estado investigando el papel de microambiente extracelular en la
funcién mitocondrial, y los resultados han demostrado que factores como la rigidez del
sustrato sobre el que viven las células influye sobre la funcién mitocondrial afectando
tanto al contenido mitocondrial, asi como, a la polarizacion de las mitocondrias
(resultados no publicados del autor). Nuestros resultados sugieren que la mitocondria
es uno de los mediadores que intervienen en la senalizaciéon del microambiente. Si este
fuera el caso la mitocondria jugaria también un papel central en la patologia tumoral.

,Pero existe alguna evidencia de tipo epidemiolégico que apoye la hipotesis
metabdlica del origen del cancer? Los estudios en poblaciones humanas no han sido
concluyentes. Sin embargo los estudios con animales experimentales, donde se ha
limitado la ingesta caldrica (CR), han demostrado una reducciéon dramatica de la
incidencia de tumores (Hursting, Dunlap et al. 2013).

Con esta disertacion espero haber convencido a la audiencia de que es importante
reflexionar sobre el origen del cancer. Asi como, haber sembrado la duda de si el
cancer es de verdad una enfermedad genética o lo es metabdlica. Esta discusion no es
puramente académica, ya que puede ser fundamental para dirigir estudios que
conduzcan a terapias eficaces que nos ayuden a atajar esta devastadora enfermedad.
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