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INTRODUCCIO

1. METABOLISME DEL GLICOGEN I VIES RELACIONADES

La glucosa ¢és la principal font d’energia de les cel-lules. Els organismes superiors es
protegeixen d’un possible déficit de glucosa emmagatzemant-la en forma de polimers
d’elevat pes molecular que poden ésser rapidament mobilitzats en cas de necessitat
(Buleon, Colonna et al. 1998; Roach, Cheng et al. 1998). En plantes trobem el mido, que
¢€s una barreja d’amilosa, un polimer d’unitats de D-glucosa unides per enllagos o (1— 4)
glicosidics, 1 d’amilopectina, que a més dels enllagos a (1— 4) conté ramificacions a (1
— 6) cada 24-30 unitats. En animals pero el reservori de glucosa és el glicogen, la seva
estructura ¢és similar a la de I’ amilopectina perod es diferencia d’aquesta en que les seves

ramificacions es troben cada 8-12 unitats.

El glicogen s’emmagatzema principalment en el fetge i en el teixit muscular. El fetge, és
el teixit de I’organisme que presenta un major contingut relatiu de glicogen respecte
d’altres teixits, i pot arribar a ser un 6-10 % del seu pes. El muscul presenta un contingut
de glicogen menor per unitat de massa de teixit respecte al fetge, aquest valor és de 0,5 %
aproximadament. El glicogen juga un paper fisiologic molt diferent en ambdos teixits, el
que implica diferéncies en el seu metabolisme. El glicogen hepatic permet el
manteniment de I’homeostasi de la glucosa en sang (glucémia), mentre que el del miscul
esquelétic és emprat per al consum propi en la contraccié d’aquest teixit. El glicogen
hepatic és la principal reserva per acumular I’excés de glucosa en sang després d’una
ingesta. Quan la quantitat de glucosa en sang ¢és insuficient, les reserves hepatiques de
glicogen es mobilitzen a mesura que el dejuni avanca, per tal de que no es produeixi
hipoglucémia i arribi prou monosacarid a la resta de teixits. En canvi, el glicogen
muscular ’'usen les mateixes fibres musculars, doncs es metabolitzat per a subministrar
energia al muscul via glicolisi en situacions que comporten un increment de la demanda

energetica com pot ésser I’exercici.
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1.1 Estructura del glicogen

El glicogen €s un polimer d’unitats de D-glucosa unides per enllagos o (1— 4) glicosidics
amb punts de ramificaci6é formats per unions o (1— 6) (Fig.1). La formacié del polimer
permet D’acumulacié de grans quantitats de glucosa sense alterar 1’osmolaritat
intracel-lular, mentre que I’estructura ramificada de la molécula permet la seva rapida
degradacio. A més, el gran grau de ramificacio del glicogen fa que aquest sigui soluble, a

diferéncia del mido, 1 permet la seva distribuci6 pel citoplasma.
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Fig.1 Estructura detallada del glicogen. En la figura es mostren els enllagos a. (1 —4) entre els residus de

glucosa i els punts de ramificacio del glicogen els enllagos o (1 —6).

El glicogen no t¢ una mida i massa establertes, la cadena de glicogen creix fins que no
pot incorporar més residus de glucosa a causa d’impediment esteric (Melendez,
Melendez-Hevia et al. 1998), forma aixi el que es coneix com a particula 3, que presenta
un diametre d’uns 25 nm i un pes molecular de 10’ Da. En el fetge, s’han observat la
presencia de particules amb un diametre uns cinc cops més gran que aquesta particula f3,
que es coneixen com particules o, que estan formades per I’agregaci6 en forma de roseta

de particules f (Drochmans 1962).
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Moltes proteines s’uneixen al glicogen i gracies a aixd s’afavoreixen interaccions entre
elles. Algunes d’aquestes proteines son la glicogen sintasa (GS), la glicogen fosforilasa
(GP), I’enzim desramificant (DBE), algunes proteines quinases (Cohen 1978), i les
subunitats de les proteines fosfatases associades al glicogen (Newgard, Brady et al.

2000).

1.2 Control del metabolisme del glicogen

El metabolisme del glicogen presenta vies independents de sintesi i degradacié (Fig.2).
El que es produeixi sintesi o degradacio i la seva velocitat depén de la quantitat relativa
de les formes actives de la GS i de la GP, respectivament. Aquestes dues vies pero es

també es troben relacionades.

En la sintesi de glicogen, la GS que exerceix el control principal en la via, esta controlada
a la vegada per la glucoquinasa (GK), I’enzim que s’encarrega de transformar la glucosa
a glucosa 6-fosfat (GlcoP). La GK exerceix un gran control sobre la sintesi de glicogen,
doncs els canvis en la seva activitat resulten en canvis en el flux de sintesi de glicogen
(Agius, Peak et al. 1996). El control s’exerceix per la quantitat d’aquest metabolit que
promouen I’activacio de la GS (Gomis, Ferrer et al. 2000). Els canvis en 1’activitat de la
GK es troben modulats per una proteina reguladora (GKRP), que s’uneix a la GK en el
nucli de I’hepatocit formant un complex inactiu a baixes concentracions de glucosa (Van
Schaftingen 1989; Van Schaftingen, Detheux et al. 1994). La GKRP presenta un control
negatiu sobre la sintesi de glicogen, doncs la seva sobreexpressidé comporta a una
inhibicio de la sintesi de polisacarid (de la Iglesia, Mukhtar et al. 2000). Els canvis en la
fosforilacié de la GP també resulten en canvis en el flux de sintesi de glicogen, la GP té
un coeficient de control negatiu molt alt sobre la sintesi de glicogen, i aquest control és
atenuat per la sobreexpressid de la GK, indicant la dependencia en d’altres enzims amb

control alt sobre la via (Aiston, Hampson et al. 2001).
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Les dues vies també es troben connectades per la proteina fosfatasa-1 (PP1) que
s’encarrega de defosforilar la GS si han augmentat els valors de GIc6P préviament, i la
PP1 és inhibida per la GP, perd que es troba activa si préviament inactiva a la GP per
defosforilacio. La GP a més es regula per uni6 a la G, subunitat reguladora de la PP1,
que també pot modular I’activitat de la GS. La interaccio entre la Gp i la GP es don a
través del domini C-terminal de la G que s’uneix a la butxaca per AMP de la GP
(Pautsch, Stadler et al. 2008). La interacci6 de la G amb la forma activa de la GP,
suprimeix [’activitat de la PP1 sobre la GS, pel que es produeix inhibicio de la sintesi de
glicogen en fetge; pel contrari, si s’inhibeix aquesta interaccid entre la GP i la Gp
s’incrementa la sintesi de glicogen (Zibrova, Grempler et al. 2008). A més, 1’accio
glicogenogenica de la anomenada PTG, una altra subunitat reguladora de la PP1, és
deguda no només a per un efecte directe com a fosfatasa de la sintasa (Brady, Printen et

al. 1997) sin6 també per inactivacié de la GP (Green, Aiston et al. 2004).
A més a més, totes dues vies es troben connectades per la proteina quinasa dependent

d’AMPc (PKA) i per la fosforilasa quinasa (PhK), les quals mitjancant fosforilacio

activen la GP i simultaniament inactiven la GS.
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Glicogen

BE Enzim ramificant
DEE Enrzim desramificant
GLUT Transportador de glucosa
GN Glicogenina

GP Glicogen fosfonlasa
G6Pasa Glucosa 6-fosfatasa
GS Glicogen sintasa
GE Glucoquinasa

HE Hexoguinasa

PGM Fosfoglucomutasa
FF1 Proteina fosfatasa 1
UDPGPFP  UDP-pirofosforilasa

Fig.2 Esquema del metabolisme del glicogen. En la figura es mostren els principals enzims que intervenen

en la sintesi i degradacio del glicogen.

1.3 Sintesi de glicogen

Existeixen dues vies de sintesi de glicogen. La via de sintesi directa és mecanisme
general que es don en tots els teixits. En el fetge pero el glicogen també es pot sintetitzar
a través del que es coneix com via de sintesi indirecta. En tots els casos, es considera que

I’etapa limitant en la sintesi de glicogen és la catalitzada per la GS.
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1.3.1 Sintesi de glicogen : via directa

La glucosa entra a la cél-lula per un transportador, que varia en funcié del teixit, el que
permet ¢l pas de la glucosa a través de la membrana cel-lular (Fig.2). Un cop dins, la
glucosa es fosforila i passa a GIc6P per accié d’una hexoquinasa, especifica de cada

teixit.

Si s’usa la GIc6P per a la sintesi de glicogen, aquesta ¢és isomeritzada a glucosa 1-fosfat
(GIclP) per I’acci6 de la fosfoglucomutasa. Degut a que la conversi6 directa de GIclP a
glicogen i Pi es desfavorable termodinamicament a totes les concentracions de Pi
fisiologiques, es requereix un pas addicional pel que la Glc1P es combina amb trifosfat
d’uridina (UTP) per a formar difosfat d’uridina-glucosa (UDPGIc) per accié de la UDP-
glucosa-pirofosforilasa (Leloir 1957). La GS usa aquesta UDPGIc per a allargar un
polisacarid preexistent. La iniciacid pero és catalitzada per una proteina encebadora, la
glicogenina (GN) capa¢ d’autoglicosilar-se en un residu de tirosina i allargar la cadena
fins a uns set residus de glucosa. Aquest oligosacarid unit a la glicogenina és elongat per
la GS 1 ramificat mitjancant enllacos a (1—6) per I’enzim ramificant (BE) (Cao,
Mahrenholz et al. 1993). La BE transfereix un fragment terminal de 6-7 residus de
glucosa, des d’un extrem de com minim 11 residus de glucosa, a un grup hidroxil situat
en la posicidé 6 d’un residu de glucosa del interior del polimer (Bollen, Keppens et al.
1998) (Fig.3). Cada segment transferit ha de provenir d’una cadena de com a minim 11

residus de glucosa.
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Fig.3 Ramificacio del glicogen. En la figura es mostra que les ramificacions es formen mitjangant [’accio
de l’enzim ramificant que transfereix un fragment terminal de 6-7 residus de glucosa, des d’'un extrem de
com a minim 11 residus de glucosa, a un grup hidroxil situat a la posicio 6 d’un residu de glucosa de

interior del polimer.

1.3.1 Sintesi de glicogen : via indirecta

A part de la via directa de sintesi de glicogen, en el fetge el glicogen també es pot
sintetitzar a través de la via indirecta. Sorprenentment davant d’una ingesta de glucosa,
una gran fraccid del glicogen hepatic es sintetitzat per la via indirecta i no pas per la

directa, tal i com es mostra en diferents espécies (Shikama and Ui 1978; Radziuk 1982).

Per a que el glicogen es sintetitzi mitjangant la via indirecta, la glucosa és metabolitzada

mitjancant la glucolisi el que permet obtenir substrats de tres carbonis, que son
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reconvertits a Glc6P mitjancant la gluconeogenesi. La Glc6P s’incorpora a glicogen,
mitjangant etapes idéntiques a les de la via directa (Glc6P - Glcl1P - UDP-glucosa =
glicogen) (Katz and McGarry 1984; Newgard, Moore et al. 1984).

La via indirecta no només pot ésser intrahepatica on la conversi6 de la glucosa en
precursors gluconeogenics es donaria a terme en el mateix organ, sind que la conversio6 de
la glucosa en precursors gluconeogénics també es pot dur a terme en els teixits periférics.
El fetge incorporaria aquests precursors i els reconvertiria a Glc6P, el que posteriorment
s’incorporaria a glicogen (Agius 2008). Estudis fisiologics suggereixen perdo que la

Nqge e .

indirecta de glicogen (Moore, Cherrington et al. 1991).

1.4 Enzims clau en la sintesi de glicogen, diferencies entre fetge i muscul

La regulacid de la sintesi de glicogen presenta diferéncies importants entre el fetge 1 el
muscul. Aquestes diferéncies es troben tant en 1’enzim responsable de la sintesi de

glicogen com en d’altres elements.

1.4.1 Transportadors de glucosa

El transport de glucosa és els primer dels elements diferencials entre ambdds teixits.
Aquests transportadors difereixen en la seva afinitat per glucosa i en la seva diferent
capacitat de transport. El principal transportador de glucosa en el fetge ¢s el GLUT-2, que
permet la difusi6 facilitada del monosacarid (Thorens, Cheng et al. 1990). En canvi, en el
muscul trobem majoritariament el transportador GLUT-4, que en preséncia d’insulina es
mobilitza des de les vesicules intracel-lulars cap a la membrana (Ros-Baro, Lopez-

Iglesias et al. 2001; Watson and Pessin 2001).
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1.4.2 Hexoquinases

En vertebrats es poden trobar 4 hexoquinases codificades per diferents gens,

I’hexoquinasa I, la I1, la III i finalment la IV coneguda com glucoquinasa (GK).

Les hexoquinases I, II i III sén enzims amb elevada afinitat per glucosa (Km < 0.2 mM)
que presenten inhibicid per producte, la GIc6P. De fet, en el muscul és I’hexoquinasa I
(HK-1) la principal responsable de la fosforilacidé de la glucosa (Wilson 1998).
L’expressi6 de les hexoquinases I, II 1 III és molt baixa en hepatocits, i només
constitueixen una petita fraccid de 1’activitat fosforilant de glucosa en aquestes cel-lules

en condicions fisiologiques normals (Reyes and Cardenas 1984).

La forma predominant d’hexoquinasa en fetge, i en les cel-lules a 1 B pancreatiques és la
GK (Cardenas 1995). La GK també s’expressa en les cel-lules sensores de glucosa de
d’hipotalem i als enterocits del intesti prim (Matschinsky, Magnuson et al. 2006). El gen
de la GK conté dos promotors alternatius, el segon dels quals situat entre els exons 1 1
1L, dirigeix I’expressié de la forma hepatica de ’enzim (Magnuson and Shelton 1989),
de fet en el fetge aquest enzim constitueix el 90% de ’activitat fosforilant de glucosa. La
GK es diferencia de la resta d’hexoquinases per tenir menor afinitat per la glucosa, amb
una Km de 10mM, i per no ésser inhibida per Glc6P a concentracions fisiologiques.
L’acci6 de la GK es veu afavorida per la presencia en I’hepatocit del transportador de
glucosa GLUT-2 que facilita la difusio6 de la glucosa a través de la membrana plasmatica 1

que té una elevada capacitat de transport (Thorens, Cheng et al. 1990).

L’expressio de la GK en fetge, a diferéncia dels altres llocs on també s’expressa, fluctua
per tal d’adaptar-se als canvis nutricionals. La insulina incrementa la seva transcripcio
mentre que el glucago, via AMPc, la disminueix (Iynedjian, Ucla et al. 1987; Iynedjian

1993).
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A més, en el fetge la GK no només es troba regulada per I’expressio sind que també esta
modulada per I’acci6 d’una proteina reguladora de la seva activitat. La GKRP existeix en
dues conformacions amb baixa i alta afinitat per la GK. La fructosa 6-P i la fructosa 1-P,
que competeixen pel mateix lloc d’unio6 en I’estructura de la GKRP, afavoreixen els estats
de baixa i alta afinitat respectivament (Veiga-da-Cunha and Van Schaftingen 2002). Com
s’ha comentat préviament, la GKRP a baixes concentracions de glucosa s’uneix a la GK
en el nucli de I’hepatocit, formant un complex inactiu (Van Schaftingen 1989; Van
Schaftingen, Detheux et al. 1994). La translocaci6 de 1’enzim al citoplasma es produeix
en resposta a un increment en la concentracio de glucosa i de precursors de fructosa 1-P
(Toyoda, Miwa et al. 1994; Agius and Peak 1997). Recentment, s’ha comprovat que
I’activacié de I’AMPK, sense que es produeixi una deplecié de I’ATP, produeix una
thibici6 de la translocaci6 induida per glucosa, per un mecanisme que involucra la
fosforilacié de la GKRP 1 la PFK2, que catalitza la formaci6 i degradaci6 de fructosa 2,6
bifosfat (Hue and Rider 1987), que son les proteines a les que s’uneix la GK en el nucli i
el citoplasma respectivament (Mukhtar, Payne et al. 2008). A part, la GKRP regula
I’expressio de la GK a nivell post-transcripcional, estabilitzant-la i inhibint la seva
degradacio (Farrelly, Brown et al. 1999; Grimsby, Coffey et al. 2000). L’expressio
relativa de la GKRP ¢és induida per altes concentracions de glucosa, per tal de restaurar
I’homeostasi de la Glc6P, perd no per insulina (Farrelly, Brown et al. 1999; Ma,
Robinson et al. 2006). La regulacio a nivell transcripcional de la GKRP pero no de la GK
en resposta a glucosa pot ésser explicada per un reajustament de 1’expressio génica per tal
de mantenir ’homeostasi de Glc6P. La inducci6 de la GKRP comportaria la inhibici6 de
la GK, amb la conseqiient davallada de la quantitat de Glc6P (de la Iglesia, Mukhtar et al.
2000).

La GK juga un paper rellevant en la homeostasis de la glucosa. Degut a la seva baixa
afinitat per la glucosa, ’enzim esta actua com a sensor de les concentracions del
monosacarid (Matschinsky 1990). En la diabetis tipus I o insulina dependent, 1’expressio
de la GK ¢és molt baixa degut a I’abséncia d’insulina, i €s aquesta una de les raons per les
quals el fetge és incapa¢ de metabolitzar I’excés de glucosa en sang (Iynedjian 1993).

Aixi mateix, les mutacions de I’enzim que en causen una perdua de funcid resulten en un
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subgrup de diabetis tipus Il anomenada MODY, per maturity onset diabetes of the young
(Froguel, Vaxillaire et al. 1992; Miller, Anand et al. 1999). Aquestes mutacions que
produeixen una disminucid en 1’activitat, provoquen una disminucié en la secrecio
d’insulina (Byrne, Sturis et al. 1994), i una disminuci6 en la sintesi de glicogen hepatic
(Velho, Petersen et al. 1996). Els models knockout per a I’enzim en la ce¢l-lula
pancreatica son letals, degut a una diabetis severa, en canvi la manca de GK en el fetge
provoca una forma lleugera de la malaltia, amb una disminucié en la secrecié d’insulina i

una moderada hiperglucemia (Postic, Shiota et al. 1999).

1.4.3 Glicogen sintases

Com s’ha comentat préviament, la GS catalitza 1’altim pas de la sintesi de glicogen i
tradicionalment s’ha considerat que exerceix gran part del control sobre aquesta via

metabolica.

Existeixen dos isoformes majoritaries de GS, que provenen de dos gens diferents, amb un
70% d’ identitat de seqiiencia global, la muscular (MGS) que s’expressa en la majoria
dels teixits, 1 ’hepatica (LGS) que ¢€s especifica del fetge (Bai, Zhang et al. 1990). Si es
comparen ambdues seqiiéncies s’observa que la zona central, que presenta els dominis
d’uni6 de substrat i el centre catalitic, esta més conservada, mentre que els extrems N- 1
C-terminals, que contenen els llocs de fosforilacié que controlen I’activitat de 1’enzim,
son els que presenten un menor grau d’homologia (Bai, Zhang et al. 1990). La isoforma
muscular presenta nou llocs de fosforil.lacio, 2 en I’extrem N-terminal i 7 en el C-
terminal (Fig. 4). La importancia relativa dels llocs de fosforilacié en la MGS en termes
d’activitat enzimatica, acumulaci6 de glicogen 1 distribucid subcel-lular, ha estat objectiu
de nombrosos estudis (Skurat, Wang et al. 1994; Skurat and Roach 1995; Skurat and
Roach 1996; Wilson, Skurat et al. 2005). La isoforma hepatica sembla contenir set llocs
de fosforilacié per comparacio de seqiiencia amb la MGS. Aquests set llocs es trobarien
repartits, 2 en I’extrem N-terminal (2 1 2a), 1 5 en el C-terminal (3a, 3b, 3¢, 415), la LGS
doncs no conté els llocs de fosforilacio 1a i 1b degut a que I’extrem carboxil és més curt

que en la MGS (Hanashiro and Roach 2002). La importancia relativa dels llocs de
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fosforilaci6 en la LGS en termes d’activitat enzimatica, acumulacié de glicogen i1
distribuci6 subcel-lular, no ha estat objectiu de tants estudis com la MGS. De fet, només
es coneix un mutant en els que sis de les set serines homologues a les presents en MGS
han estat substituides per alanines (llocs 2, 3a, 3b, 3c, 4, 5) (Kadotani, Fujimura et al.
2007), per tant no es va estudiar la importancia de cadascun dels llocs de fosforilacio per

separat.

22 3a3h3C4 5 1ath
MGS - I

LGS NH2 T TTTT] COOH
22 3a3p3C4 5

Fig.4 Comparacié esquematica dels centres de fosforilacié de les isoformes muscular i hepatica de la
glicogen sintasa de mamifer. Les linies verticals representen la localitzacié relativa dels llocs de
fosforilacio, en les seqiiencies de la GS muscular (MGS) i ’hepatica (LGS) indicades per una linia
horitzontal. Només set de les nou serines presents en la seqiiencia de la MGS son presents en la seqiiencia

de la LGS.

La GS és inactivada per fosforilacié en aquests residus dels extrems N- i C-terminals. La
fosforilacié de la GS disminueix I’afinitat pel substrat la UDP-Glc (Roach and Larner
1976; Roach, Takeda et al. 1976), i per I’activador al-lostéric la Glc6P (Roach and Larner
1976; Roach, Takeda et al. 1976; Salavert, Roach et al. 1979; Skurat, Dietrich et al.
2000), i augmenta ’afinitat per I’ATP i el Pi, que tendeixen a antagonitzar 1’activacio per
la Glc6P (Mathews and Holde 1996). In vitro tant la MGS com la LGS poden ésser
fosforilades per diverses proteines quinases, incloent la proteina quinasa dependent de
AMPc (PKA), la proteina quinasa C (PKC), la caseina quinasa 1 i 2 (CK-I i CK-II), la
proteina quinasa estimulada per AMP (AMPK), la PhK i la glicogen sintasa quinasa 3
(GSK-3) (Roach 1986; Roach 1990).
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La defosforilacié de 1’enzim causa la seva activacid. La GIc6P presenta un paper molt
important, doncs la seva uni6 a GS converteix a I’enzim en un millor substrat per a
I’accié de les fosfatases, principalment la PP1, el que condueix a la seva activacié (Villar-
Palasi and Guinovart 1997). Aquestes fosfatases estan formades per una subunitat
reguladora especifica de teixit, i una altra ubiqua i catalitica (Bollen 2001). La subunitat
Gy s’expressa principalment en muscul esquelétic (Tang, Bondor et al. 1991), la G
s’expressa en fetge (Doherty, Moorhead et al. 1995), i la protein targeting to glycogen o
PTG (Printen, Brady et al. 1997; Berman, O'Doherty et al. 1998) i la PPPIR6
(Armstrong, Browne et al. 1997) aquestes darreres son ubiqiies. Recentment s’ha descrit
la subunitat PPP1R3 o R3, que s’expressa en el fetge i miscul cardiac de rata, i en mtscul
esquelétic, muscul cardiac i1 fetge en humans (Munro, Ceulemans et al. 2005). Les
subunitats dirigeixen la PP1 cap al glicogen, a on estan units els seus substrats la GS, la
GP 1 la PhK, amb el que promouen la sintesi de glicogen i1 n’inhibeixen la seva

degradacio.

Com s’ha comentat, la Glc6P juga un paper molt important en la regulacio de la GS, per
un costat causa l’activaci6 al-lostérica de 1’enzim i també promou la seva activacio
covalent doncs estimula la defosforilacio de I’enzim. In vitro, quan la G6P esta present a
concentracions suficientment elevades (>6 mM), la seva unid reverteix la inactivacié de
la GS per fosforilaci6 (Villar-Palasi and Guinovart 1997). De fet, 1’activitat de I’enzim es
mesura en absencia i preséncia d’elevades concentracions de GIc6P. En la seva preséncia
es mesuren totes les formes de GS presents, mentre que en la seva abséncia o a baixes
concentracions, només es mesuren les formes actives de la GS. Per tant, la relacio de les
activitats mesurades en abseéncia i en preséncia de GIc6P €és una mesura no lineal de
I’estat d’activacié enzimatica, valors propers a 0,1 son propis d’un enzim inactiu, 1 valors
per sobre de 0,7 son equivalents a activacié maxima (De Wulf and Hers 1967; De Wulf,

Stalmans et al. 1970; Katz, Golden et al. 1979).

Els canvis en la distribucio intracel-lular de la GS podrien ésser també importants per a la
seva regulacid. Les dues isoformes de GS presenten una distribuci6 subcel-lular diferent,

en abséncia i en preséncia de glucosa. La MGS es troba concentrada al nucli en abséncia
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de glucosa, en canvi quan la concentracié del monosacarid augmenta I’enzim es mou al
citoplasma (Ferrer, Baque et al. 1997). Aquesta distribuci6 de la MGS entre nucli i
citoplasma no es troba controlada per cap de les nou serines que regulen la seva activitat,
sin6 que depen de un cluster d’arginines involucrat en I’activacié al-lostérica de 1’enzim
(Cid, Cifuentes et al. 2005). En canvi, la isoforma hepatica es troba difusa en el
citoplasma cel-lular en abséncia de glucosa, i es concentra en el cortex cel-lular en
preséncia d’aquesta, i és aqui on s’inicia la sintesi de glicogen (Fernandez-Novell,
Bellido et al. 1997; Garcia-Rocha, Roca et al. 2001; Fernandez-Novell, Lopez-Iglesias et
al. 2002).

1.5 Degradacio del glicogen

La degradacio del glicogen succeeix per accidé de la glicogen fosforilasa (Fig.2). El
producte de la reaccio6 és una molécula de Glc1P, que es converteix en Glc6P per accid de
I’enzim fosfoglucomutasa. La GP no pot trencar els enllagos o (1— 6) de la molécula de
glicogen. De fet, I’activitat GP s’atura 4 residus abans d’arribar al punt d’inici de la
ramificaciod, 1’eliminacié de la qual requereix 1’acci6 de I’enzim desramificant (DBE). La
DBE presenta dues activitats glicosil transferasa i glucosidasa. La primera elimina els tres
residus terminals de glucosa de la ramificacid i transfereix aquest trisacarid a 1’extrem
d’alguna altra ramificaci6 externa. El residu de glucosa que encara queda unit a la cadena
per un enllag o (1— 6) pot ésser alliberada per accié de I’activitat glucosidasa. Aquest
residu de glucosa no esta fosforilat ja que la reaccid catalitzada per la glucosidasa no és

fosforolitica.

En el muscul la demanda d’ATP provoca la conversio del glicogen en Glc6P que pot
llavors ésser usada com a substrat per a la glicolisi. En canvi en el fetge la GIc6P pot
ésser hidrolitzada per la glucosa 6-fosfatasa (GP6asa), produint ortofosfat i glucosa, i

aquesta ultima es pot alliberar al torrent circulatori per a ésser usada per la resta de teixits.
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1.6 Enzims clau en la degradacié del glicogen, la glicogen fosforilasa

En mamifers, s’han identificat tres isoformes de GP, codificades per tres gens diferents,
que reben el nom del teixit on preferentment s’expressen, la muscular, I’hepatica i la de

cervell (Browner and Fletterick 1992).

Com la GS, D’activitat de la GP també esta controlada per interaccions al-losteriques,
d’inhibicid en el cas de la glucosa, ’ATP o la Glc6P, 1 d’activacio principalment per
I’AMP. A més també pot ésser modificada per fosforilacio reversible. De fet, la GP
només es fosforila en un residu, la Ser 14, gracies a 1’accio de la fosforilasa quinasa, el
que suposa la conversio de la forma inactiva de I’enzim (GP-b) a I’activa (GP-a)
(Browner and Fletterick 1992). In vivo, el canvi de conformacié de I’enzim hepatic no és
possible sense la preséncia de la fosforilasa quinasa, pel que els efectors al-losterics hi
juguen un paper secundari (Clark and Haynes 1988). La defosforilacié de la Ser 14 la duu

a terme la PP1, i provoca la inactivacié de I’enzim.

La uni6 del glucagd, hormona secretada per les cel-lules a pancreatiques en resposta a
baixes concentracions de glucosa en sang als seus receptors hepatics, estimula 1’activacio
de I’adenilat ciclasa (AC), el que condueix a un increment en la quantitat d’AMPc.
Aquest augment produeix I’activacié de la PKA, que fosforila i per tant activa la
fosforilasa quinasa. El resultat Gltim €és una inducci6 de la degradacié del glicogen
(Bollen, Keppens et al. 1998). En canvi, en el muscul I’activacio de la cascada és el
resultat de la uni6 de I’adrenalina als seus receptors musculars. La regulacié de la PhK
també esta afectada per mecanismes que impliquen canvis en la concentracio
intracel'lular de Ca®". De fet la uni6 del calci a la subunitat de I’enzim coneguda com
calmodulina provoca un canvi conformacional que estimula I’activitat catalitica de la

PhK cap al seu substrat la GP-b.
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1.7 Glucolisi i gluconeogénesi

La glucolisi és la via metabolica en la que la glucosa és transformada en dos molécules de
piruvat, que son capaces de seguir altres vies metaboliques, i1 aixi continuar entregant
energia a I’organisme. Aquesta via presenta tres funcions principals. La primera és la
generacid de molécules d’alta energia (ATP i NADH) com a font d’energia cel-lular en
processos de respiracid aerdbica i anaerobica. La segona €és que el piruvat pot ésser
decarboxilat a acetil-CoA, que entra en el cicle de Krebs on és oxidat a CO; 1 H,O.
Finalment la tercera és la produccié d’intermediaris de 6 i 3 carbonis que poden ésser
usats per d’altres processos cel-lulars, com el triacilglicerol a partir del gliceraldehid 3-
fosfat, la L-alanina a partir del piruvat i el glicogen a partir de la GIlc6P (Mourrieras,

Foufelle et al. 1997; Bollen, Keppens et al. 1998).

El fetge, produeix gairebé el 80% de la glucosa necessaria pel correcte funcionament dels
altres teixits en resposta a un dejuni de 12 hores, com per exemple les neurones i els
eritrocits que en son absolutament dependents. El 45% d’aquesta glucosa prové de la
mobilitzacio del glicogen (Petersen, Price et al. 1996). La gluconeogeénesi ocorre
majoritariament en el fetge en un 90%, i I’altre 10% als ronyons (Ekberg, Landau et al.
1999). A part de la glicogenolisis, la sintesi de glucosa per part del fetge es don a partir
de diferents precursors, incloent aminoacids (excepte la leucina i la lisina), piruvat, lactat,
glicerol i qualsevol dels intermediaris del cicle dels acids tricarboxilics com a fonts de
carboni. En la regulaci6 dels enzims que hi participen hi juguen un paper clau les
hormones glucagé i insulina. La primera estimula la gluconeogenesi 1 la glicogenolisi,

mentre que la segona estimula la sintesi de glicogen 1 inhibeix la gluconeogenesi.
Molts dels enzims que participen en la gluconeogeénesi sobn comuns als que participen en

la glucolisi (Fig.5); ambdues rutes es diferencien per tres reaccions irreversibles que usen

enzims especifics d’aquest procés 1 que condicionen les dues vies:
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a) Conversio de glucosa a GIc6P (catalitzada per una hexoquinasa) i viceversa
(catalitzada per la glucosa 6-fosfatasa, G6Pasa). El flux net que s’estableix determina la
produccid neta o captacié de glucosa per part del fetge. Aquest punt és fonamental pel
manteniment de la glicémia en situacié de dejuni, aixi com a la tolerancia a la glucosa
provinent de la ingesta en situacions d’hipergluceémia postprandial (Barzilai and Rossetti

1993; Clore, Stillman et al. 2000) (ampliacio punts 1.4.2 i 1.8.1).

b) Conversi6 de fructosa 6-fosfat a fructosa 1,6-bifosfat (catalitzada per la
fosfofructoquinasa, PFK-1) i1 viceversa (catalitzada per la fructosa 1,6-bifosfatasa,
FBPasa). En el fetge, el control d’aquest cicle recau en la fructosa 2,6-bisfosfat, que
activa el primer enzim i inhibeix el segon (Van Schaftingen 1987). La quantitat d’aquest
efector al-losteéric és regulada per un enzim bifuncional que presenta dues activitats
catalitiques, una quinasa (PFK-2) i una fosfatasa (FBPasa-2) (Okar, Manzano et al.
2001). Durant el dejuni, la concentraci6 de fructosa 2,6-bisfosfat és molt baixa pel que el
cicle només funciona en sentit gluconeogenic, doncs aquesta concentracid no és capag
d’activar la PFK-1 (Neely et al 1981). En canvi, en la realimentaci6 la quantitat de
I’efector augmenta i es produeix un flux glucolitic net, doncs activen la PFK-1 (Bartrons,

Hue et al. 1983; Bartrons, Carreras et al. 1985).

c¢) Conversid de fosfoenolpiruvat a piruvat (catalitzada per la L-piruvat quinasa, LPK) i
viceversa (catalitzada per la piruvat carboxilasa Pc 1 la fosfoenolpiruvat carboxiquinasa,
PEPCK). Quan una de les activitats és estimulada 1’altre és inhibida, i aixi s’aconsegueix
un flux net en una o altra direccio. L’activitat de la L-PK quinasa es troba regulada a curt
termini per fosforilacié dependent d’AMPc, el que comporta la seva inactivacid, o bé per
efectors al-lostérics com I’ATP i I’alanina que I’inhibeixen, o la fructosa 1,6-bisfosfat que
I’activen (Ljungstrom, Berglund et al. 1974). El glucagd, a través de I’augment d’AMPc,
inhibeix la transcripci6 del gen de la L-PK, mentre que la glucosa i altres carbohidrats en
preséncia d’insulina ’estimularia (Decaux, Antoine et al. 1989; Casado, Bosca et al.
1995). Com s’ha comentat, en la gluconeogénesi el pas invers €s el de la conversio de
piruvat a fosfoenolpiruvat, que el duen a terme dos enzims, la Pc i la PEPCK. La Pc

transforma el piruvat en oxacelat, mentre que la PEPCK catalitza la transformacié de
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I’oxalacetat en fosfoenolpiruvat. La Pc és un enzim intramitocondrial en vertebrats, que
no presenta regulacid covalent i la seva activitat fluctua segons la concentracid
intracel-lular del seu substrat ja que la seva Km pel piruvat es troba dins del rang
fisiologic. Només quan hi ha una elevada relacio6 ATP/ADP o una gran quantitat d’acetil-
CoA Dactivitat Pc es troba estimulada (Jitrapakdee and Wallace 1999). En canvi,

I’activitat de la PEPCK es regula a nivell d’expressio geénica (ampliacié punt 1.8.2).

FBPasa Fructosa bifosfatasa
G6Pasa Glucosa 6-fosfatasa

GEK Glucoquinasa
HK Hexoquinasa
Pc Pimvat carboxilasa

PEPCK Fosfoenolpiruvat carboxiquinasa
PFE-1 Fosfofructoquinasa

Fig.5 Esquema de la glucolisi i la gluconeogénesi. En la figura es mostren els principals enzims que

intervenen en la glicolisi (lila) o en la gluconeogenesi (blau).
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1.8 Enzims clau en la gluconeogenesi en fetge

Hi ha quatre enzims exclusivament gluconeogenics, la Pc, la PEPCK, la FBPasa i la
Go6Pasa. Els seus gens son regulats exclusivament a nivell transcripcional, amb I’excepcid
de la FBP, que ¢s inhibida al-lostéricament per la fructosa 2,6-bifosfat i AMP, i la Pc, que
¢s activada al-lostericament per acetil-coA. Els dos enzims que es regulen principalment a
nivell transcripcional estan altament relacionats amb malalties que es caracteritzen per la

perdua de la homeostasi de glucosa.

Les mutacions que afecten 1’activitat de la G6Pasa causen un desordre metabolic
anomenat malaltia de von Gierke o glucogenosi tipus 1, que es caracteritza per
hipoglucémia severa i per desordres en el metabolisme lipidic 1 del glicogen (Cori and
Cori 1952). Aixi mateix, els animals que tenen una activitat G6Pasa elevada son obesos,
presenten una excessiva gluconeogénesi i son resistents a la insulina (Trinh, O'Doherty et
al. 1998). Aquests animals presenten hiperinsulinémia 1 intolerancia a la glucosa aixi com

una reducci6 en el contingut de glicogen hepatic, un fenotip similar a la diabetis tipus II.

La PEPCK tamb¢ és un enzim clau en la regulacio de la homedstasi de la glucosa, i s’ha
descrit que la sobreexpressio de I’enzim en ratolins causa diabetis tipus II (Valera, Pujol
et al. 1994). La desregulacié de la PEPCK és un factor que contribueix a la patogeénesi de
la diabetis I 1 II. Els animals que sobreexpressen la PEPCK en el fetge tenen una taxa de
producciéo de glucosa augmentada, en part perqué augmenta 1’expressié de 1’enzim
Go6Pasa (Valera, Pujol et al. 1994). A més, aquests animals presenten hiperglucémia en
dejuni, disminucié en el contingut de glicogen hepatic i intolerancia a la glucosa,

simptomes semblants als de la diabetis tipus II i que suggereixen resisténcia a la insulina.
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1.8.1 Glucosa 6-fosfatasa

La G6Pasa és un complex enzimatic situat al reticle endoplasmatic (Mithieux, Vidal et al.
1996). El ccomplex esta format per una hidrolasa i una translocasa. El centre catalitic de
la hidrolasa es troba al lumen del reticle endoplasmatic, i la translocasa és la responsable
del transport transmembrana del substrat la Glc6P i probablement dels seus productes, és

a dir, la glucosa i el fosfat inorganic (Gerin, Veiga-da-Cunha et al. 1997).

L’activitat de I’enzim es troba disminuida després d’una ingesta de carbohidrats, degut a
I’efecte de la insulina secretada pel pancrees i 1’adiponectina secretada pel teixit adipds
(Newgard, Foster et al. 1984; Minassian, Daniele et al. 1995; Streeper, Svitek et al. 1997;
Combs, Berg et al. 2001).

En condicions de dejuni, la transcripcié del gen de la G6Pasa es veu incrementada, i aixo

es duu a terme mitjangant tres camins:

a) En el primer, el glucago6 incrementa la concentraciéo d’AMPc el que activa a la PKA, i
aquesta fosforila al factor de transcripci6 CREB (CRE binding protein) (Mayr and
Montminy 2001). Es produeix llavors el reclutament de coactivadors transcripcionals al
promotor de la G6Pasa, com el PGC-la (peroxisome proliferator-activated receptor y
coactivator-1), el que comporta I’augment en la seva transcripcid (Herzig, Long et al.
2001). El PGC-1a interacciona directament amb el factor FOXO1, que en el nucli també
interacciona amb el factor CREB, 1 el resultat és I’increment de 1’expressi6 tant de la
G6Pasa com de la PEPCK (Puigserver, Rhee et al. 2003; Barthel, Schmoll et al. 2005;
Koo, Flechner et al. 2005; Mounier and Posner 2006; Schilling, Oeser et al. 2006).
Recentment es proposa que I’accid del la interacci6 de FOXOI1 amb el coactivador
transcripcional PGC-1a ¢€s indirecta, 1 es donaria a terme mitjancant la uni6 al receptor

nuclear HNF-4a (Schilling, Oeser et al. 2006; Cheng and Saltiel 2009).
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b) En el segon, I’activacié de PKA bloqueja la fosforilaci6 de TORC2 (transducer of
regulated CREB activity 2) per part de la quinasa SIK2, amb el que TORC2 no pot
translocar al citoplasma i per tant augmenta 1’expressié del gen de la G6Pasa, doncs
s’amplifica la transactivacio per part de CREB (Koo, Flechner et al. 2005; Cheng and
Saltiel 2006), comentada en el punt anterior (Fig.6).

c) En el tercer, el factor SRC-2 (steroid receptor coactivator 2) s’uneix al receptor
nuclear RORa (retinoid-related orphan receptor o) (Chopra, Louet et al. 2008) (Fig.6),
el que transactiva el promotor de G6Pasa. A diferéncia dels altres factors, SRC-2 1 RORa
no controlen I’expressio d’altres enzims gluconeogénics com la PEPCK o la G6P

translocasa (Xu and Li 2003; Chopra, Louet et al. 2008).

A part, I’expressio del gen de la G6Pasa esta estimulada per glucosa i leptina. En el cas
de la glucosa, tot i la paradoxa aparent, sembla que la funci6 que tindria seria el
manteniment d’una concentracié adequada de GIc6P davant d’una alta activitat GK

(Aiston, Trinh et al. 1999).
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Receptor Glucagd
Glucago Receptor

/ﬁ\ /-L!/ Glucosa

Membrana
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Gluconeogénesi P\. Glucosa
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\

CRE
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Fig.6 El promotor de G6Pasa
amb els factors de transcripcio i
coactivadors que en regulen la
seva expressio en el dejuni. El
glucago s’uneix al receptor el
que causa [’activacio de [’adenil
ciclasa (AC), que incrementa la
quantitat  d’AMPc i en
conseqiiencia  s’activa  PKA.
Aquesta  estimula les  vies
gluconeogenica i glicogenolitica
el que comporta un augment en
la concentracio de glucosa 6-P,
que per accio de la G6Pasa es
transformada en glucosa que es
alliberada al torrent circulatori.
La GG6Pasa esta regulada pel
complex CREB i TORC2 que
s'uneixen a [’element de

resposta CRE, i el complex

RORa i SRC-2 que s 'uneixen a I’element de resposta RORE. Figura adaptada de (Cheng and Saltiel 2009).

1.8.2 Fosfoenolpiruvat carboxiquinasa

Trobem dues isoformes de PEPCK, la mitocondrial (PEPCKm) i la citosolica (PEPCKc).

La primera presenta una expressid constitutiva, mentre que I’expressio de la segona

fluctua en funcié d’hormones i dieta. La forma citosolica de la PEPCK és un enzim clau

en el control de gluconeogenesi, i la seva activitat esta regulada per la transcripcié del seu

gen. El glucago, els glucocorticoides i1 les hormones tiroidees estimulan la transcricpcion

del gen de la PEPCK, mentre que la insulina i la ingesta de carbohidrats la inhibeixen.
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Per entendre la seva regulacié és necessaria la descripcid de 1’organitzacid del seu
promotor en mamifers (Fig.7). Els elements reguladors es poden dividir en quatre regions

(Croninger, Chakravarty et al. 2002):

a) La regi6 1 conté un element de resposta a AMPc (CRE) al que també es pot unir la
proteina CREB (CRE binding protein). A través del lloc d’unié6 CRE i competint amb el
CREB trobem el factor ATF3 (activating transcription factor 3), possiblement
estabilitzant la uni6 del factor NF1 (nuclear factor 1) al seu lloc d’uni6 i potenciant-ne el
seu efecte negatiu sobre la transcripcid del gen. El factor ATF3 reprimeix la transcripcid

del gen en el fetge (Allen-Jennings, Hartman et al. 2002).

b) La regio 2 conté els elements d’unid al factor HNF-1 (hepatic nuclear factor 1) que
controlen 1’expressi6 a teixit renal, i el lloc P3(I), a través del qual els factors de
transcripcio C/EBP a i B en controlen la transcripcid al fetge i al teixit adipds (Hanson
and Reshef 1997). La delecio d’aquesta regi6 en el promotor de la PEPCK (Patel, Yun et
al. 1994), o bé la delecio del factor de transcripcio C/EBPa (Wang, Finegold et al. 1995).
En aquesta regi6 també s’ha descrit una zona d’uni6 a SREBP-1c (sterol regulatory

element binding protein), que exerceix un potent efecte negatiu sobre la transcripcio.

c) La regi6 3 presenta una unitat de resposta a glucocorticoides (GRU), unitats de
resposta a glucosa (GRE), una regié AF1 a la qual s’hi uneixen els factor HNF4-a, el
PPARa-y (peroxisome proliferator activated receptor), el RXR (retinoic X receptor), i un
possible lloc d’uni6 del SREBP-I1c. El factor PGC-1a coactiva ’'HNF4-q.

d) La regio6 4 presenta dos llocs d’uni6 de PPARY2, que son necessaris per I’expressio a

teixit adipOs.
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Fig.7 El promotor de PEPCK amb els factors de transcripcié i coactivadors que en regulen la seva
expressio. T3R, thyroid hormone receptor;, DBP, D-binding protein;, CREM, cAMP regulatory element
modifier; RAR, retinoic acid receptor; TRE, thyroid hormone regulatory element; Pol II, RNA polymerase
1I; GRE, glucocorticoid regulatory element; P2, P3(l), P3(ll), and P4, are protein binding sites identified
by DNase I footprinting; PPARE, peroxisome proliferator-activated receptor element; IRE, insulin

response element. Figura adaptada de (Croninger, Chakravarty et al. 2002).

1.8.3 Fructosa 1,6-bifosfatasa

Trobem dues isoformes de FBPasa. La FBPasa 1 que s’expressa en fetge, en ronyo,
prostata, testicle, ovari, glandula i cortex suprarenal, estomac, cor, intesti prim, pulmo,
pancrees (Yanez, Nualart et al. 2003). La FBPasa 2, que es codifica per un altre gen i la

funcio de la qual roman desconeguda (Herzog, Waltner-Law et al. 2000).

La FBPasa 1 es regula principalment per inhibicio al-lostérica, per la fructosa 2,6-bifosfat
1 AMP. A més, trobem pocs estudis que profunditzin sobre els canvis en la transcripcio de
I’enzim en resposta a diferents estimuls. Es coneix que 1’abundancia d’ARNm de FBPasa
es troben incrementats per un increment intracel-lular d’AMPc 1 una baixada en la

quantitat d’insulina (el-Maghrabi, Pilkis et al. 1988; Andrikopoulos, Rosella et al. 1993).
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Estudis del promotor de la FBPasa 1 humana mostren que hi ha regions d’uni6é per la
familia de factors de transcripcié Sp, involucrats en la regulaci6 transcripcional de gran
varietat de gens housekeeping, i pels factors de transcripcid uspstream stimulatory factor
1 12, els que també estan involucrats en la regulaci6 d’altres gens involucrats en el
metabolisme de la glucosa 1 acids grassos (Herzog, Waltner-Law et al. 2000). Un dels
altres elements que en regulen la transcripcid €s el factor NF-kB que com en el cas de la
PEPCK funcionaria com un repressor. Els factors HNF1, I’ HNF3 i I” HNF4, que com ja
s’ha comentat préviament juguen un paper important en la regulacié de la PEPCK 1 la

G6Pasa, també en regularien la transcripcio.
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2. DIABETIS | METABOLISME DEL GLICOGEN HEPATIC

La diabetis mellitus és una malaltia caracteritzada per una deficient sintesi d’insulina per
part de les cel-lules B pancreatiques, o bé per la incapacitat de ’hormona d’actuar en
teixits diana com el muscul, el fetge o el teixit adipds, el que comporta un augment de la

glicemia.

Nombrosos estudis demostren que la peérdua de la regulaci6 de la deposicié del glicogen
presenta un paper central en els mecanismes que condueixen a la hiperglucemia
(Magnusson, Rothman et al. 1992; Cline, Rothman et al. 1994; Velho, Petersen et al.
1996). No ¢és sorprenent doncs que en pacients diabétics i en estats pre-diabetics
existeixin alteracions en el metabolisme del polisacarid, caracteritzat per una disminucid
en la seva deposicio tant en fetge com en muscul. Degut a que la reacci6 catalitzada per la
GS ha estat considerada classicament com el pas limitant en la sintesi de glicogen,
diversos estudis han cercat si es produien mutacions en les regions codificants o
promotores de la GS que expliquessin una reduccio en la seva activitat en 1’estat diabétic,

pero aquests han estat infructuosos.

Trobem dues formes majoritaries de diabetis:

2.1 Diabetis tipus |

La diabetis dependent d’insulina, o diabetis tipus I, és una malaltia autoimmune que es
manifesta en 1’adolescéncia i en la que es produeix una destruccié de les cel-lules B dels
illots de Langerhans del pancrees. Aquesta destruccio €s conseqiiéncia d’una inapropiada
resposta immunologica, 1 condueix a una hiperglucémia i cetoacidosi, per incapacitat de
metabolitzar la glucosa. D’altra banda, en el fetge s’activa la gluconeogenesi i la
glicogendlisi, el que contribueix a augmentar la gliceémia. Els simptomes caracteristics

son polifagia, polidipsia, politria i pérdua de pes.
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Com s’ha comentat préviament, els malalts que no reben suficient insulina per a corregir
la hiperglucémia, presenten una disminucié en el contingut de glicogen hepatic
disminuits (Hwang, Perseghin et al. 1995). La molécula de LGS no es troba alterada
(Rao, Pugazhenthi et al. 1995), pero la forma defosforilada i per tant activa de la LGS es
troba reduida significativament, resultat d’una disminucié en ’activitat de la proteina
fosfatasa 1 (PP1) i d’un augment en I’activitat de la GSK-3, que defosforilen i fosforilen
a la LGS respectivament (Foulkes and Jefferson 1984; Pugazhenthi and Khandelwal
1990; Rao, Pugazhenthi et al. 1995). La contribucio de la via directa en la sintesi de
glicogen hepatic es troba disminuida tant en models rosegadors de diabetis tipus I com en
pacients humans controlats amb administracié periférica d’insulina (Soares, Viega et al.
2009), aquest fet es descriu com a conseqiliencia d’una activitat GK disminuida (Velho,
Petersen et al. 1996), o bé per un increment en la contribucio a la via indirecta deguda a

un augment en P’activitat de la PEPCK (Kramer, Giffin et al. 1999).

En dejuni, la gluconeogénesi es troba augmentada (DeFronzo, Simonson et al. 1982),
encara que hi ha una disminucié en la glicogenolisi respecte a subjectes no diabeétics
(Bischof, Krssak et al. 2001). La reducci6 en la glicogendlisi €s en part conseqiiencia de

la hiperglucémia, que inhibeix I’acci6 de la GP (Petersen, Laurent et al. 1998).

Desprées de les ingestes els diabetics tipus I tampoc suprimeixen la produccio de glucosa

(Pehling, Tessari et al. 1984), el que encara agreuja més la hiperglucémia postprandial.
La terapia d’insulina intensiva permet un increment en I’emmagatzematge de glicogen

hepatic i una millora en la seva mobilitzacio, el que serveix per poder resistir els episodis

d’hipoglucémia (Bischof, Krssak et al. 2001).
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2.2 Diabetis tipus |1

La diabetis mellitus no dependent d’insulina o tipus II (NIDDM) és una malaltia
multifactorial que apareix de manera gradual amb 1’edat (Melton, Palumbo et al. 1983),
associada el 90% dels casos amb 1’obesitat (Ohlson, Larsson et al. 1985), pero també hi
es troben involucrades la hipertensio, la hiperlipidémia i la hiperuricémia (Reaven 1995).
Aquesta malaltia es caracteritza per resisténcia a la insulina per part dels teixits periférics,
especialment en muscul esquelétic i teixit adipds, un augment de la produccid hepatica de
glucosa, 1 alteracions en la secrecié d’insulina per la cél-lula B pancreatica (DeFronzo
1992; DeFronzo 1999; Matthaei, Stumvoll et al. 2000). Existeixen evidéncies que
suggereixen que aquests defectes son resposta d’una barreja complexa de factors genctics
1 ambientals, en particular la dieta i ’activitat fisica. Es considera que la resisténcia a la
insulina generalment precedeix a la hiperglucémia, amb el que la hiperinsulinémia i
d’hiperplasia dels illots son respostes compensatories que intenten contrarestar la manca

d’accio de I’hormona.

La concentracié de glicogen hepatic, i també muscular, es troba disminuida en els
pacients amb diabetis tipus II respecte a subjectes sans després de les ingestes. Com que
una gran part de la glucosa provinent dels apats es converteix en glicogen hepatic
(Moore, Cherrington et al. 1991), una disminucio en la sintesi de glicogen hepatic agreuja
encara més la hiperglucémia postprandial (Magnusson, Rothman et al. 1992; Krssak,

Brehm et al. 2004).

Després d’un dejuni de 23 hores, els pacients amb diabetis tipus II presenten un augment
en la produccié de glucosa, tot i que la glicogenolisi es troba disminuida (Magnusson,
Rothman et al. 1992). L’augment de la gluconeogénesi no comporta un augment de la
captacio de precursors gluconeogenics per part del fetge, doncs no es troben variacions en

els valors d’alanina, lactat i piruvat captats entre pacients i subjectes control.
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Diverses hipotesis postulen que els defectes en el metabolisme del glicogen hepatic en
aquests pacients son conseqiiéncia de la hiperglucémia, un increment en la disponibilitat
lipidica i les alteracions en les secrecions de les hormones que regulen I’homeostasi de la
glucosa. Estudis on els nivells circulants de les hormones insulina i glucago, la glucosa i
els acids grassos lliures han estat controlats en aquests pacients i eren semblants als dels
subjectes control, demostren que la sintesi de glicogen hepatic es troba igualment
alterada, amb el que I’augment del contingut de lipid intracel-lular pot jugar un paper clau
en el desenvolupament dels defectes en el metabolisme del glicogen hepatic en els

pacients diabetics tipus II (Krssak, Brehm et al. 2004).

En la diabetis MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young), subgrup de diabetis tipus
IT causada per mutacions en el gen de la GK, també es produeix menys acumulacié de
glicogen hepatic en I’estat postprandial. Estudis en aquests pacients mostren que la
disminuci6 en la quantitat de glicogen hepatic succeeix no només després del primer apat,
quan la concentraci6 d’insulina es troba disminuida respecte a subjectes sans, sind que
també ocorre en els demés apats, quan la insulinémia i la concentracié de glucagd son
semblants en ambdos grups. A part de la disminuci6é en I’acumulaci6 de glicogen hepatic,
els pacients també presenten una elevada gluconeogenesi després de les ingestes, el que
contribueix encara més a la hiperglucémia postprandial. La descompensaci6 en la
hiperglucémia postprandial, més que un increment en la concentracio de glucosa circulant
en el dejuni, estd associada amb la transici6 de la intolerancia a la glucosa a diabetis

mellitus en aquests pacients (Velho, Petersen et al. 1996).

2.3 Terapies antidiabetiques

En la diabetis tipus I es duu a terme la terapia substitutoria d’insulina el que pot arribar a
controlar la hiperglucémia. Pero el principal problema que en resulta és la manca de
regulacio fisiologica de ’alliberacié de la insulina injectada, el que condueix a episodis

d’hipoglucémia i una morbiditat significativa. Una alternativa és el transplantament de
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pancrees o d’illots pancreatics, encara que aquesta presenta el possible rebuig com a
principal complicacid. Actualment s’esta intentant aproximacions per a la terapia genica,
que es poden dividir en tres grans blocs. El primer seria el desenvolupament de
mecanismes de prevencio de la destruccié autoimmunes de les cel-lules . El segon seria
el transplantament de c¢l-lules productores d’insulina derivades de les cel-lules B, d’altres
tipus cel-lulars (cél-lules hepatiques o musculars) o obtingudes per diferenciacié de
cel-lules mare embrionaries o adultes. El tercer és la reduccidé de la hiperglucemia
diabetica mitjangant un increment en la captacio i utilitzacié de la glucosa per part del

fetge i/0 teixits periferics.

En la diabetis tipus II es duu a terme el tractament farmacologic i el seguiment d’una

dieta. Els principals farmacs antidiabetics usats son:

a) Sulfonilurees (glicazida, glimepiridina, gliburida). Actuen unint-se al receptor de
sulfonilurees de la superficie de les cel-lules B del pancrees, promovent la secrecid
d’insulina. Aquesta ¢€s suficient per a compensar la resisténcia dels teixits periférics a la
hormona, incrementant el transport de glucosa a les cel-lula musculars i reduint la
produccid de glucosa per part del fetge (Simonson, Ferrannini et al. 1984). Els efectes
adversos son hipoglucémia i increment de pes. Malauradament, s’acaba produint una
pérdua en [D’eficacia del control de la glucémia, amb el que ¢és necessaria la

complementaci6 de la terapia amb I’administracié d’insulina.

b) Inhibidors d’a-glucosidasa. Actuen com a inhibidors competitius de 1’enzim, que es
troba en la paret apical dels enterocits de la part proximal de I’intesti prim, i que catalitza
la degradacié dels disacarids a monosacarids assimilables. Endarrereixen doncs la taxa
d’absorcio de carbohidrats, que s’acaba produint en la part més distal de I’intesti prim.
Aquest retras disminueix lleugerament la glicémia postprandial en els pacients. Els
efectes secundaris es produeixen a nivell gastrointestinal i son principalment diarrea i

dolor abdominal.
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c) Tiazolidineidones (rosiglitazona, pioglitazona). Actuen com a lligands selectius del
receptor nuclear PPARY, que s’expressa principalment en teixit adipos. L’activacio de la
PPARY incrementa la capacitat de redirigir I’excés d’acids grassos lliures en sang, amb la
conseqiient sensibilitzaci6 a insulina en els teixits periferics 1 la reduccié de
gluconeogenesis hepatica (Hanson and Reshef 2003). Els efectes secundaris séon un
augment en la quantitat de colesterol LDL, augment de pes, anémia, edema pulmonar i

fallada cardiaca congestiva.

d) Biguanidines (metformina). La diana molecular de la metformina és el complex I de
la cadena de transport d’electrons al que bloqueja, 1 aix0 condueix a una baixada en la
concentraci6o intracel-lular d’ATP (Brunmair, Staniek et al. 2004). Aquesta senyal
produeix I’activacié de I’AMPK (Zou, Kirkpatrick et al. 2004), que a nivell hepatic activa
vies de produccidé d’ATP com la captacio i Us de glucosa i la f-oxidacio, 1 inhibeix vies
que en consumeixen com la gluconeogenesi i lipogenesi. Dintre del mecanisme d’accio,
la metformina també promou un augment en el transport de glucosa en el muscul (Musi,
Hirshman et al. 2002). Els efectes adversos son la diarrea 1 1’acidosi lactica (Stumvoll,
Nurjhan et al. 1995). Recentment, s’ha demostrat que la metformina inhibeix la
gluconeogenesi hepatica mitjancant la regulacié del receptor nuclear orfe SHP (small
heterodimer partner) per activaciéo de la AMPK (Kim, Park et al. 2008). L’activacié de
I’AMPK produiria un augment en [’expressi6 d’SHP, que s’uniria a factors de
transcripcio com el factor nuclear hepatic HNF3p (FoxA2) o el factor HNF-4a, entre
d’altres (Seol, Choi et al. 1996), impedint la seva acci6 el que finalment conduiria a una
disminuci6é en la transcripcio dels gens de la PEPCK o la G6Pasa, inhibint aixi la

gluconeogenesis hepatica.

Els tractaments farmacologics actuals perd no resulten totalment eficacos, 1 hi ha una
disminuci6é gradual de la funci6 de les cél-lules B associada a un increment en la de
glicemia al llarg del temps, amb el que molts dels pacients necessiten injeccions

d’insulina per tal d’aconseguir un millor control de la glicémia.
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2.4 Estratégies que incrementen la deposicido de glicogen hepatic i

millora de la diabetis

Diverses aproximacions en rosegadors han intentat augmentar la capacitat d’acumulacio

de glicogen en fetge per a la millora de 1’estat diabétic.

Una d’aquestes aproximacions ¢és la sobreexpressio de la GK, el principal enzim
fosforilador de glucosa en hepatocits, qui exerceix un fort control positiu en la sintesi de
glicogen. La sobreexpressio de la GK en fetge de rata (O'Doherty, Lehman et al. 1999) o
en ratoli (Hariharan, Farrelly et al. 1997; Niswender, Shiota et al. 1997) mitjancant
injecci6 d’adenovirus purificats per vena caudal, es capa¢ de provocar una disminuci6 en
la glicemia, perd aquest efecte s’acompanya d’un increment fatal en la quantitat de de
triglicérids 1 acids grassos lliures en sang (O'Doherty, Lehman et al. 1999), que es troben
incrementats en malalts diabetics tipus II. Els models transgeénics que sobreexpressen
moderadament la GK en fetge, no presenten un increment en la quantitat de triglicérids
circulants pero si una lleugera millora en I’homeostasi de la glucosa (Hariharan, Farrelly
et al. 1997). Per tant, és necessari assolir una activitat GK que causa un risc per elevacio
excessiva dels triglicérids circulants i en fetge, per a que es produeixi el benefici d’un

control adequat de la glicémia en la diabetis (Agius 2009).

Una altra aproximacio descrita és la sobreexpressio de la PTG, subunitat reguladora de la
PP1, en fetge de rata, mitjangant la injecci6 per vena caudal d’adenovirus purificats.
Aquesta aproximaci6 produeix una baixada en la glicémia, sense que es produeixi cap
alteracio lipidica (O'Doherty, Jensen et al. 2000). Pero els animals que sobreexpressen la
PTG no poden reduir la quantitat de glicogen acumulada en fetge en resposta a senyals
glicogenolitiques (Yang, Cao et al. 2002). Aquest efecte de no mobilitzacié de glicogen
es pot evitar si enlloc de la PTG es sobreexpressa una altra subunitat de la PP1, una
versi6 truncada de les subunitats Gy 1 G, anomenada GyAC (Yang, Cao et al. 2002). La
sobreexpressid d’aquesta subunitat mixta en fetge de rata sota una dieta grassa (Gasa,

Clark et al. 2002) o en el model de rata diabética tipus I STZ (Yang and Newgard 2003),
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produeix una disminucio en la glicémia sense que es produeixi cap alteracid en d’altres
parametres metabolics. A més, les concentracions de triglicerids, cossos cetonics i acids
grassos lliures circulants es troben disminuits en aquestes rates. La baixada en la glicémia
es pot explicar parcialment degut a que la sobreexpressio de la GyAC produeix una
disminuci6 en I’expressio del gen de la G6Pasa, encara que no en el de la PEPCK o la Pc.
Un dels altres efectes que ajuda a restaurar I’homeostasi de la glucosa en aquestes rates és
la disminucié de la ingesta respecte als animals STZ control per un mecanisme encara

desconegut.

SREBP-1c, un dels factors de transcripcié que modula la resposta a insulina, es troba
disminuit en I’estat diabétic perqué la transcripcid del seu gen depén de 1’hormona
(Yamashita, Kudo et al. 2000), La sobreexpressié d’aquest factor de transcripcio
mitjancant la injeccid per vena caudal d’adenovirus purificats en ratolins STZ produeix
una disminuci6 en la glicémia, mentre que les quantitats de glicogen i triglicérids hepatics
es troben incrementats respecte als animals control (Becard, Hainault et al. 2001). La
sobreexpressio de SREBP-1c¢ també causa un increment en I’expressio dels gens de la GK
1 la sintasa d’acids grassos (FAS), aixi com una disminucio en I’expressi¢ del gen de la
PEPCK, el que pot ajudar a entendre en part la millora de 1’estat diabétic dels animals

STZ que sobreexpressen aquest factor.

La sobreexpressid6 hepatica del protooncogen c-Myc, protegeix davant el
desenvolupament de diabetis induida per destruccid de les cél-lules  pancreatiques o per
dieta (Riu, Bosch et al. 1996; Riu, Ferre et al. 2003). Els animals que sobreexpressen c-
Myc tenen un increment en la glicogenogénesi, una gluconeogeénesi disminuida i una
disminucié en la generacid de cossos cetonics. Un increment en la quantitat del
protooncogen es correlaciona amb un augment en I’expressio dels gens de la GK, la
PFK2 la LPK i el factor SREBPI, i una disminuci6 en 1’expressi6 del gen de la PEPCK.
Perd c-Myc esta involucrat en molts processos cel-lulars a part del metabolisme, com el

creixement, la diferenciacid i1 I’apoptosi (Meyer and Penn 2008).
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La inhibici6 de I’activitat de la GP, a part d’augmentar el contingut de glicogen hepatic,
permet la inhibici6 de la produccid de glucosa mitjancant la via glicogenolitica
(Treadway, Mendys et al. 2001). Pero el risc potencial d’aquests agents és 1’efecte
negatiu en la funci6 muscular durant I’exercici, doncs afecta la capacitat d’exercici
aerobic dels pacients (Baker, Greenhaff et al. 2006). Recentment s’ha demostrat que la
sola interrupcio6 de la interaccié entre PP1-Gr, i la GP, mitjangant la mutaci6é d’un residu
de la GP (Tyr284Phe) (Punt 1.2), és capag¢ de millorar la tolerancia a la glucosa en
rosegadors (Kelsall, Rosenzweig et al. 2009). Aquests models animals presenten una
activitat GS incrementada, encara que els valors de glicogen acumulats en fetge dels

animals tractats no son significativament diferents dels animals control.

Finalment, un altre meétode descrit que incrementa la deposicid de glicogen en fetge ¢€s
I’administraciéo de compostos inhibidors de GSK-3, que imiten 1’efecte de la insulina en
I’activaciéo de la GS (Coghlan, Culbert et al. 2000). Aquests compostos a més a més
produeixen una disminucidé en la glicémia degut a que sén capagos d’inhibir la
transcripcio dels gens de la G6Pasa i la PEPCK en linies cel-lulars hepatiques (Lochhead,
Coghlan et al. 2001). El mecanisme roman desconegut, perd s’ha determinat que no és
resultat de I’activaci6 de la PKB o de la inhibici6 del factor de transcripcié FOXOL1. Tot i
que I’administracié d’aquests compostos produeix una millora en la tolerancia a glucosa
en rates obeses Zucker ZDF (fa/fa), model de rata diabetica tipus II (Cline, Johnson et al.
2002), cal remarcar que la GSK-3 juga un paper clau en el control de la ruta de Wnt que
es troba afectada en molts cancers (Giles, van Es et al. 2003). Per tant, la inhibici6 de la
GSK-3 podria promoure la formacié de cancers per estabilitzacié de la B-catenina i

activacid de les proteines oncogeéniques c-Jun i c-Myc (Jope and Johnson 2004).
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3. ADENOVIRUS

El gran coneixement de la biologia dels adenovirus (Ad) ha permes que el seu genoma
hagi pogut ser adaptat per a introduir-hi gens aliens i preparar particules viriques capaces
d’infectar perd no de replicar-se (Berkner 1992; Graham and Prevec 1995). Existeixen 51
serotipus d’adenovirus immunologicament diferents, els serotips d’adenovirus més usats
pero son els del tipus 2 (Ad 2) i els del tipus 5 (Ad 5). La particula viral presenta simetria
icosaedrica (20 superficies triangulars 1 12 vertexs), 1 t€ un diametre de 70-90 nm. El seu
genoma esta constituit per un DNA de doble cadena de 36kb, on es donen tres pautes de
lectura i els gens es transcriuen des de 5’ a 3’ i al revés, amb una capacitat codificadora
per a 20 proteines, 1 que uneix covalentment a cada extrem una proteina de 55kDa. De
manera arbitraria, el genoma de 1’adenovirus es divideix en 100 unitats de mapa (mu),

cadascuna de les quals correspon a 360 parells de bases.

Les estrategies de disseny dels adenovirus en aquest projecte, es van basar en I’eliminacio
de la regio E1 (2.8 kb) de I’adenovirus 5, i la posterior substitucié d’aquesta porcid del
genoma, el que permet que els inserts de DNA d’elevada mida s’empaquetin.
L’eliminacié de la regidé El, gen que s’expressa en la fase primerenca del cicle litic,
permet la generaci6 d’adenovirus que no tenen capacitat de proliferacié quan infecten.
Els productes del gen E1 son els primers en donar-se després de la infeccio viral, 1
resulten ésser reguladors de la transcripcid. La regié Ela esta involucrada en ’activacio
transcripcional dels gens virals i tamb¢ és necessaria per a la replicacio del virus. Aquesta
regio ¢és suficient per a la immortalitzacio de les cel-lules primaries i coopera amb d’altres
oncogens, com la regid Elb, en I’establiment d’un fenotipus transformat en les cel-lules
primaries. Aquesta regié E1 I’aporten en frans les cel-lules embrionaries de ronyd huma
les 293 o Ad293 (Graham, Smiley et al. 1977), essent aquestes les uniques cel-lules on els
adenovirus poden proliferar. No es va eliminar la regi6 E3, el que en principi augmenta la
bioseguretat dels vectors, perque¢ el gen E3-gpl9K d’aquesta regid incrementa la

persisténcia del transgen en alguns models de rosegadors (Bruder, Jie et al. 1997).
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3.1 Avantatges i inconvenients dels adenovirus com a vectors de

transferéncia génica

Els vectors virals presenten una potencial aplicacié a la terapia génica. Els retrovirus
MMLYV (retrovirus de leucémia murina de Moloney), els adenovirus, els adenovirus
adenosassociats (AAV), els lentivirus i els herpex virus son els vectors virals més usats
(Taula I). Els retrovirus MMLV han estat els vectors classics d’eleccidé en la majoria

d’assajos clinics, perod actualment son els adenovirus els més usats, de fet I’any 2009 hi

ha 370 protocols en funcionament en fases cliniques tipus 1 i
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical).

Vectors Avantatges Desavantatges

Adenovirus Elevada eficiéncia Expressi6 transitoria

Virus adenoassociats

Retrovirus (MMLYV)

Lentivirus

Herpes virus

Lipids i polimers

cationics

Infeccid de cél-lules quiescents
Estabilitat elevada per integracid
Infeccid de cél-lules quiescents
Expressio estable per integracio
Expressio estable per integracio
Infeccio de cél-lules quiescents

Infeccio de cél-lules quiescents

Facil produccid

Infeccid de cél-lules quiescents

Resposta immunitaria

Poca capacitat pel DNA exogen
Producci6 ineficag

No infecci6 de cél-lules quiescents

Patogenicitat

Expressi6 transitoria
Neurotoxicitat
Baixa eficacia

Citotoxics

Taula 1. Vectors transferéncia genica. Avantatges i inconvenients.
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Els adenovirus Ad 2 i Ad 5 son molt comuns entre els humans, doncs son els principals
causants dels refredats comuns i conjuntivitis, per aixo en el 90% de la poblacié humana
existeix una resposta immunologica humoral prévia contra les proteines virals de la
capside, pel que es requereix la immunosupressio abans de la seva administracio
(Schagen, Ossevoort et al. 2004). A part, els adenovirus també desencadenen una
resposta immunologica innata en les primeres 24 hores, que activa diversos gens
inflamatoris (TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y i IL-12) i recluta macrofags, com les cel-lules
Kupffer, neutrofils, cel-lules citocides naturals (natural killer), el que fa extensiva la
senyal de dany tissular i efecte sistémic (Worgall, Wolff et al. 1997; Zhang, Chirmule et
al. 2001). En 4 i 7 dies post-infeccié també es desencadena la resposta immunologica
cel-lular, per les cél-lules presentadores d’antigen que internalitzen els antigens estranys,
que soOn presentats en la membrana unit a una molécula del complex major
d’histocompatibilitat, el que estimula a les ceél'lules T que s’uneixen als peptids
transformant-se en limfocits T citotoxics. Aquests eliminen les cel-lules que contenen en
la seva superficie els péptids presentats i aixo porta a la disminucié de 1’expressié del

transgen (Yang, Nunes et al. 1994; Liu, Zaiss et al. 2003).

Hi ha diverses generacions de vectors adenovirals de diferents serotipus i que no infecten
humans, que han intentat superar la barrera de la resposta immunologica. S’han generat
vectors de segona generacid on s’han eliminat les regions virals E1-E2-E3-E4, pero la
seva aplicacid in vivo ha continuat aportant els mateixos inconvenients associats als
vectors adenovirals de primera generacid anteriorment comentats (Lusky, Christ et al.
1998). Hi ha vectors de tercera generacid anomenats gutless (sense regions virals
codificants), helper dependents (depenen d’un ajudant per a produir-se), i d’alta capacitat
(inserts fins a 36kb), perd no eviten la resposta immunologica humoral contra les
proteines de la capside, tal i com passa pels de primera generacio (Brunetti-Pierri, Palmer
et al. 2004). Actualment doncs no hi ha un vector ideal per a la terapia génica en humans,
tanmateix els assajos clinics en animals tampoc han pogut predir els inconvenients de la
terapia génica en humans o la variaci6 entre pacients (Raper, Chirmule et al. 2003), 1 per
conseqliencia és necessari una major experimentacid en quant a ’estudi de la resposta

immunitaria.
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El vector ideal hauria de presentar les segiients caracteristiques: gran eficiencia de
transferéncia de material genetic, especificitat pel teixit diana, baixa resposta
immunologica, expressio del transgen duradora, facil i economica produccidé manipulacid

1 purificacid, facil escalat a nivell industrial.

3.2 Infecci6 d’hepatocits per sistema adenoviral

En la infeccio viral, el reconeixement mitjangant la capside implica 1’existéncia de
receptors especifics a la superficie cel-lular que interaccionen amb algun component viral.
Perd el mecanisme d’infeccié dels hepatocits no es gaire conegut. Analisis in vitro
demostren que la infecci6 esta iniciada quan la una proteina de la capside del virus
anomenada fiber, que s’uneix al receptor de coxsackievirus i d’adenovirus (CAR) en la
superficie cel-lular tant del fetge com del cor, pulmo i cervell (Bergelson, Cunningham et
al. 1997; Tomko, Xu et al. 1997). La unidé posterior d’una proteina de la capside
anomenada penfon base, a les integrines avfs; o avfs facilita la internalitzacié de la
particula adherida a la cel-lula (Wickham, Carrion et al. 1995). Malauradament, cap de
les interaccions anteriorment citades son essencials per 1’entrada dels adenovirus tipus 5
als hepatocits (Alemany and Curiel 2001; Smith, Idamakanti et al. 2002; Smith,
Idamakanti et al. 2003). A més, després d’una infeccié intravenosa, els adenovirus es
queden retinguts al fetge (Brunetti-Pierri, Palmer et al. 2004; Lievens, Snoeys et al. 2004;
Hodges, Taylor et al. 2005). Diverses aproximacions que intentaven la prevencio
d’infeccié mitjancant 1’as d’adenovirus deficients en les proteines que s’uneixen als CAR
o les integrines han demostrat que han que existir d’altres mecanismes d’entrada als
hepatocits (Ni, Bernt et al. 2005; Parker, Waddington et al. 2006). De fet, altres estudis
han demostrat que la infeccio dels hepatocits te lloc a través de factors de coagulacio
sanguinis dependents de vitamina K, incloent els factors VII, IX, X i la proteina C
(Shayakhmetov, Gaggar et al. 2005; Parker, Waddington et al. 2006; Kalyuzhniy, Di
Paolo et al. 2008). Quan els adenovirus es troben al torrent sanguini, interaccionen amb

aquests factors de coagulacid, que conseqiientment s’uneixen al receptor lipoproteic LRP
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o als proteoglicans de tipus heparan sulfat (HSPG) en els hepatocits, el que permet
I’entrada del virus. Aquest mecanisme ¢és molt eficient i pot ésser bloquejat
especificament per lactoferrina, que competeix per la uni6 als factors de coagulacié per la
uni6 als LPR 1 als HSPG en les c¢l-lules hepatiques (Parker, Waddington et al. 2006). Els
adenovirus usen ’endocitosi per receptor com a via d’entrada a la cellula, aquests
queden envoltats per una invaginacié de la membrana plasmatica que es recobreix de la
proteina clatrina, formant una vesicula que es fusiona amb I’endosoma (Meier and Greber
2004). A mesura que I’endosoma avanca fins al nucli, el pH acid al que és exposat inicia
la disrupcio de la capside, i finalment traspassa la membrana nuclear per un complex de

porus (Trotman, Mosberger et al. 2001).
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