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RESUMEN

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un tipo de cancer desarrollado a partir de
progenitores linfoides en la médula dsea. Se presenta principalmente en nifios de 0
a 14 anos y su incidencia disminuye conforme aumenta la edad. El tratamiento de
eleccion es la quimioterapia y se usan dosis elevadas de quimioterapéuticos, lo.cual
es téxico para el paciente debido a que afectan tanto a células sanas como a células
cancerosas. El desarrollo de quimiorresistencia esta dado, entre otros factores, por
transportadores de cassette de union a ATP (transportadores ABC), los cuales
favorecen el transporte de farmacos y otras moléculas al exterior de la célula. En
leucemia, se ha estudiado ampliamente la subfamilia C de transportadores ABC, en
especial la proteina de resistencia a multiples farmacos (MRP4, por sus siglas en
inglés). El transportador MRP4 favorece el eflujo de AMPc como un mecanismo para
evitar apoptosis y asegurar la supervivencia de celulas leucémicas. En el presente
trabajo se utilizaron herramientas como el modelado por homologia, docking
molecular y dinamica molecular para realizar un disefio basado en fragmentos de 3
moléculas (EBD1, EBD9, EBD14) con potencial inhibitorio sobre MRP4, con el
objetivo de modificar el eflujo de AMPc e inducir apoptosis en células Jurkat de LLA.
La molécula EBD9 presentd una mejor afinidad hacia MRP4, se sintetizé y evaluo
su efecto inhibitorio sobre MRP4 mediante la medicion de los niveles intracelulares
de AMPc. EBDS9 inhibi6 el eflujo de AMPc con una ICso de 1.35 uM, con un efecto
dependiente de la concentracion. Asi mismo, se evaluaron los fragmentos 1y 2,
teniendo, por separado, un efecto inhibitorio menor a EBD9. EBD9 presentd un
efecto apoptotico significativamente mayor en células Jurkat que en células
hematopoyéticas normales CRL-1991, lo cual indica una apoptosis selectiva.
Debido a que la identificacion del compuesto EBD9 no fue concluyente y se presenta
contaminacion en la muestra se requiere continuar la investigacion para comprobar
el efecto especifico de EBD9 en células leucémicas, asi como su seguridad en
modelos in vivo.

Palabras clave: Leucemia linfoblastica aguda, quimiorresistencia, MRP4, AMPc,
apoptosis, inhibidores de MRP4.



SUMMARY

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is a type of cancer that develops from lymphoid
progenitors in the bone marrow. It occurs mainly in children from 0 to 14 years old
and its incidence decreases with increasing age. The treatment of choice is
chemotherapy and high doses of chemotherapeutics are used, which is toxic to the
patient due to their non-specificity. The development of chemoresistance is given,
among other factors, by ATP-binding cassette transporters (ABC transporters),
which favor the transport of drugs and other molecules outside the cell. In leukemia,
the subfamily C of ABC transporters, especially the transporter ABCC4 or multidrug
resistance protein (MRP4), has been extensively studied. - The MRP4 transporter
promotes cAMP efflux as a mechanism to prevent apoptosis and ensure the survival
of leukemic cells. In the present work, tools such as homology modeling, molecular
docking and molecular dynamics were used to carry out a design based on
fragments of 3 molecules (EBD1, EBD9, EBD14) with inhibitory potential on MRP4,
with the aim of modify the cAMP efflux and inducing apoptosis in ALL Jurkat cell.
The EBD9 molecule was synthesized and its inhibitory effect on MRP4 was
evaluated by measuring the levels of cAMP. EDDS9 inhibited cAMP efflux with an
IC50 of 1.35 uM in a concentration-dependent manner. Likewise, fragments 1 and 2
were evaluated, showing separately, a lower inhibitory effect than EBD9. EBD9
exhibited a significantly greater apoptotic effect in Jurkat cells than in normal CRL-
1991 hematopoietic cells, indicating selective apoptosis. Since the identification of
the EBD9 compound was not conclusive and contamination is present in the sample,
further research is required to verify the specific effect of EBD9 on leukemic cells,

as well as its safety in in vivo models.

Key words: Acute lymphoblastic leukemia, chemorresistance, MRP4, cAMP,
apoptosis, MRP4 inhibitors.



1. Introduccion

La leucemia es un tipo de cancer en las células hematopoyéticas en desarrollo.
Dicho cancer puede clasificarse de acuerdo con el linaje de la célula afectada y a la
velocidad con la que prolifera. Los linajes pueden ser mieloide o linfoide, y. de
acuerdo con la velocidad de proliferacion la leucemia puede ser aguda; rapida
proliferacion, cronica; lenta proliferacion comparada con la aguda, pero rapida
prolferacion celular comparada con células hematopoyéticas normales.

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) se deriva de un progenitor linfoide y, a su vez,
puede subdividirse en LLA de células B y LLA de células T (LLA-T). La LLA-T es
agresiva y progresa rapidamente. Se presenta de un 10-15% de los casos en nifios
y en 25% en adultos; hasta antes de 1980 se consideraba incurable porque no habia
tratamientos eficaces. Las tasas de cura, actualmente son de 75% en nifios y 50%
en adultos. Sin embargo, el prondstico de supervivencia es malo para pacientes con
LLA-T resistente o con recaidas. El tratamiento de eleccion para la leucemia es la
quimioterapia y consta de tres fases: induccion, consolidacion y mantenimiento. Las
dos primeras fases tienen una duracién de aproximadamente dos meses cada una,
mientras que la fase de mantenimiento puede prolongarse hasta los dos afos. Las
dosis de quimioterapéuticos que se utilizan son muy altas y esto representa una alta
toxicidad para el paciente. Las altas dosis de quimioterapéuticos a los que son
expuestos los pacientes pueden, ademas, favorecer el desarrollo de
quimiorresistencia. La quimiorresistencia puede estar influenciada por factores
extrinsecos, como el microambiente en la médula 6sea. Esto favorece el crecimiento
y supervivencia de las células leucémicas. Sin embargo, también existen factores
intrinsecos y los mas estudiados son los transportadores de cassette de union a
ATP (transportadores ABC). Estos tienen la habilidad de transportar moléculas
endogenas, xenobioticos y farmacos hacia el exterior de la célula; debido a que
transportan farmacos, las células son resistentes a éstos y, por lo tanto, las dosis
requeridas son mayores. Las proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP,
por sus siglas en inglés), pertenecen a la subfamilia C de transportadores ABC, y



estan implicadas en la quimiorresistencia en leucemia. El transportador MRP4 ha
sido ampliamente estudiado en leucemia mieloide, ya que representa un blanco
terapéutico altamente selectivo sobre células leucémicas. El transportador MRP4
favorece el eflujo de farmacos como las tiopurinas, las cuales son indispensables
en el tratamiento de la LLA. El AMPc es la principal molécula transportada por el
MRP4, y es de vital importancia, ya que participa en procesos de diferenciacion
hematopoyética, proliferaciéon celular y apoptosis. Se ha reportado  que la
acumulacion de AMPc en la célula, por inhibicion de su eflujo, favorece procesos
pro-apoptoéticos exclusivamente en células leucémicas; por lo tanto, la inhibicion del
transportador MRP4 podria ser una novedosa estrategia terapéutica. En este
trabajo se realizara el disefo y sintetis de moléculas con potencial inhibitorio sobre
el transportador MRP4, con el objetivo de inhibir el eflujo de AMPc y favorecer la
apoptosis de una manera selectiva sobre un modelo de LLA.



2. Antecedentes

2.1 Leucemia linfoblastica aguda

La leucemia es un tipo de cancer de las células sanguineas en desarrollo. La
mayoria de las leucemias son derivadas de los leucocitos (glébulos blancos),
aunque en algunos casos se derivan, también, de eritrocitos (globulos rojos) 'y
plaquetas [1].

El tipo de leucemia depende del tipo de células afectadas y de la velocidad en la
que ésta prolifere; de acuerdo con el tipo de linaje celular, pueden ser leucemias
mieloblasticas o mielociticas y leucemias linfoblasticas o linfociticas, y de acuerdo
a la velocidad de proliferacion, se clasifican en: leucemias agudas; proliferacion
rapida, leucemias crénicas: proliferacion lenta pero superior a las células

sanguineas normales.

Las leucemias difieren en cuanto a su agresividad, caracteristicas clinicas y
respuesta al tratamiento[2]. La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la mas comun
y, a su vez puede subdividirse en LLA de células B y LLA de células T (LLA-T). La
LLA-T es agresiva y progresa rapidamente. Se presenta de un 10-15% de los casos,
en nifos y en 25% en adultos[3]. La incidencia a nivel mundial es de 4 a 5 por cada
millén de nifos de 0 a 14 afnos, mientras que en adolescentes de 15 a 19 afnos es
de 2 por cada millon[4]. Desde 1975, la incidencia de LLA se ha ido incrementando
a nivel mundial, principalmente en paises en vias de desarrollo. Sin embargo, en
México y otros paises hispanos, la incidencia promedio, en todas las edades es de
5 por cada millén de habitantes y no disminuye [5]. La incidencia en nifios de 2 a 3
afios es mayor a 90 casos por milléon de habitantes y ésta decrece a 30 casos por
cada millon de habitantes, en nifilos de 8 a 10 afos, mientras en la poblacion
hispana la incidencia es significativamente mayor en todos los casos. Los pacientes
con LLA presentan infiltracion difusa de linfoblastos en la médula 6sea, alto



recuento de glébulos blancos, masas mediastinales con efusiones pleurales vy

frecuente infiltracion en el sistema nervioso central al momento del diagndstico[6].

2.2 Fisiopatologia de la LLA

La transformacion de una célula linfoide precursora a un linfoblasto T leucémico es
un proceso de multiples pasos. En dicho proceso, diferentes alteraciones genéticas
cooperan para alterar el mecanismo de crecimiento celular, proliferacion,
supervivencia y diferenciacion, ésta ultima dando origen a una clona de células
linfoides con la capacidad de proliferar de manera no regulada [7]. La mayoria de
los genes relacionados con LLA codifican proteinas relacionadas con el desarrollo
linfoide, lo que favorece el arresto en el desarrollo celular linfoide, y un evento
secundario en la regulacién del ciclo celular, supresion de tumores, lo que dara lugar

al establecimiento de la clona leucémica [8].

La activacién constitutiva de la via de senalizacion NOTCH es la predominante en
LLA-T. Por otro lado, las deleciones en el locus CDKN2A en la banda del
cromosoma 9p21, la cual engloba a los genes supresores de tumores p16/INK4A y
p14/ARF, estan presentes-en mas del 70% de los casos de LLA-T[9]. Asi, la
activacion constitutiva de la via de sefalizacion NOTCH y la pérdida de p16/INK4A
y p14/ARF constituyen el nucleo oncogénico en la patogénesis de LLA-T. Ademas,
las LLAs-T presentan translocaciones y expresidon anormal de factores de
transcripcion para oncogenes. Los rearreglos cromosomicos (translocaciones)
ponen a los factores de transcripcion bajo el control de potenciadores que son
especificos de linfoblastos T, los cuales estan localizados en los loci TCRB (7q34)
y TCRA-TCRD (14q11), lo que resulta en su expresion aberrante en las células
progenitoras linfoides T. Los factores de transcripcion oncogénicos son de
estructura hélice-bucle-hélice como TAL1, TAL2, LYL1 y BHLBHB1, de dominios
LIM como: LMO1 y LMO2, otros tales como TLX1/HOX11, TLX3/HOX11L2, NKX2.1,

NKX2.2, NKX.5. Otros factores de transcripcion oncogénicos son los genes HOX:



MYC, MYB y TAN1, formas truncadas del receptor NOTCH activada
constitutivamente[10].

Los estudios de perfiles de expresion génica han revelado que un numero limitado
de LLAs han sido diferenciadas adecuadamente y éstas comparten un patrén de
expresion de genes que reflejan los distintos estados de arresto en la diferenciacion
de las LLAs-T. Las distintas lesiones genéticas involucradas en la patogénesis de
LLA-T son mas complicadas por la interaccién de alteraciones moleculares y
citogenéticas, las cuales son comunes entre todos los subtipos moleculares y
causan la desregulacién en procesos celulares especificos como la sefalizacion del
ciclo celular, crecimiento y proliferacidon, remoldeado de la cromatina, diferenciacion

de progenitores linfoides T y autorrenovacion[11].

Los factores de riesgo ademas de los factores génicos, para el desarrollo de LLA,
son: exposicion prenatal a rayos-X, exposicion postnatal a radiacion, condiciones
genéticas como: sindrome de Down, neurofibromatosis, ataxia telangiectasia |,
anemia de Falconi, sindrome de Bloom, sindrome de Li-Fraumeni (TP53)[12],
deficiencias en los sistemas de reparacion de mal apareamiento de bases
portadores de translocasiones Robertsonianas que incluyen a los cromosomas 15
y 21 [13], asi como la alta o baja penetrancia de las variaciones o alteraciones
genéticas de cada paciente [14].

2.3 Resultados generales de supervivencia para LLA

La LLA es agresiva y tiene altas tasas de recaidas, aunque el prondstico ha
mejorado gracias a la quimioterapia intensificada. Las tasas de cura son 75% en
nifios y 50% en adultos [15]. Sin embargo, el prondstico de supervivencia es malo
para pacientes con LLA resistente o con recaidas|6].

Los avances en el tratamiento de la LLA infantil son prometedores; sin embargo,
aun quedan muchas preguntas bioldgicas y terapéuticas importantes por responder,



antes de fijarse la meta de curar la LLA con una menor toxicidad. Los ensayos
clinicos, en la actualidad, estan enfocados en comparar el tratamiento que se
considera estandar, con aquellos regimenes de investigacion, con la finalidad de
lograr un aumento en las tasas de curacion y disminuir la toxicidad, ya que en los
casos en que las tasas de curacion son altas, la dosis del tratamiento se disminuye
y asi, la toxicidad. Esto con la finalidad de ofrecer nuevas estrategias de tratamiento,
mas eficaces y que no comprometan la salud del paciente, ya que en las etapas de
tratamiento quimioterapéutico son muy téxicas, debido a la inespecificidad del
tratamiento. Es importante definir e identificar los grupos de riesgo[16].

El tratamiento quimioterapéutico de la LLA se divide en tres fases, con el objetivo
de estratificar los diferentes grupos por el porcentaje de células leucémicas y asi
modificar la dosis y los medicamentos administrados. La primera fase es la
induccion y tiene como obijetivo lograr la remision de la enfermedad, y la segunda
fase es la consolidacién de la remision; se usan los mismos medicamentos, pero a
una dosis mayor. Ambas etapas son muy toxicas y es en este punto cuando la mayor
parte de los pacientes fallece. Algunas de las razones por las cuales se utilizan dosis
tan altas son: la inespecificidad del tratamiento, la cantidad de células cancerosas y
la resistencia que presentan las células leucémicas al tratamiento[17]. Asi que una
de las interrogantes es: jDe qué manera las células desarrollan resistencia a

farmacos?

2.4 Quimiorresistencia en células leucémicas

El tratamiento quimioterapéutico implica altas dosis de diferentes medicamentos, ya
gue siempre se utilizan dos o0 mas, lo que representa una alta toxicidad para el
paciente. El motivo por el cual se utilizan altas dosis es por la elevada poblacién de
células leucémicas (CCLL) y por la quimiorresistencia que éstas presentan; este
proceso es mediado por diferentes vias. Por ejemplo, se sugiere que factores



solubles y contacto célula-célula pueden afectar la respuesta quimioterapéutica, lo
cual puede contribuir, de manera potencial, a las recaidas leucémicas [18].

La quimiorresistencia se clasifica en dos, en CCLL: mediada por factores
intrinsecos, como vias de sefalizacion, y la mediada por factores extrinsecos entre
los que se encuentran los componentes generados en la médula 6sea[19]. El
estatus del ciclo celular es uno de los factores mas importantes en la regulacién de
la quimiorresistencia, ya que la mayoria de farmacos estan dirigidos a éste. Sin
embargo, las CCLL, se encuentran a menudo en estado de quiescencia, lo que
implica que la célula no esta proliferando, y por tal motivo se ve una reduccion en el
efecto quimioterapéutico[20]. La via NF-kB, la cual se mantiene activada
constitutivamente, esta desregulada en LLA, lo que indica el cumplimiento de un rol
en la supervivencia de las CCLL, motivo por lo que se desarrollan farmacos
inhibidores de esta via. Asi como las vias intrinsecas, los factores extrinsecos,
aportados por el microambiente, favorecen la quimiorresistencia mediante el efecto
protector contra la apoptosis; favoreciendo-un incremento en la expresion de
proteinas antiapoptoticas. Estas proteinas participan en vias de sefializacién como
Akt/PI3K, NOTCH y Wnt/B-catenina [21], y se desarrollan farmacos inhibidores de
dichas vias, pero, a pesar del efecto positivo en cuanto al control de la leucemia, la
exposicion de las células a farmacos puede dar lugar al desarrollo de
quimiorresistencia, mediante la induccién de cambios genéticos y epigenéticos. Por
otro lado, una de las principales causas de quimiorresistencia es la funcion de los
transportadores de eflujo (TE) que favorecen el eflujo de moléculas al exterior de la
célula. Los TE son capaces de transportar farmacos quimioterapéuticos, ademas de

sobreexpresarse en cancer.

2.5 Transportadores de eflujo — Transportadores de casete de unién a
ATP- mediadores de quimiorresistencia

Los transportadores de eflujo pertenecen a la superfamilia de transportadores de
casete de union a ATP (transportadores ABC), los cuales son proteinas



membranales que funcionan con la energia de la hidrdlisis de ATP para el transporte
de xenobidticos, metabolitos y moléculas de sefializacidn a través de la membrana.
Los transportadores ABC comprenden una familia de proteinas estructuralmente
relacionadas en el dominio intracelular, que une e hidroliza ATP para asi, inducir la
actividad ATPasa y mover moléculas desde las regiones de baja concentracion a
regiones de alta concentracién (Figura 2). Dichos transportadores tienen dos
dominios transmembranales (TMDs, por sus siglas en inglés) y dominios de union
a nucleotidos (NBDs, por sus siglas en inglés), y generalmente el arreglo de
dominios en estos transportadores es TMD-NBD-TMD-NBD (figura 1) [22].

Sitio extracelular

Citoplasma

Figura 1. Arreglo general de los dominios de los transportadores
ABC, tales como ABCB1, ABCC4 y ABCC5 [22].



Figura 2. Mecanismo de transporte de sustratos mediado por transportadores
ABC. Se muestra el ejemplo del modelo “ATP switch”[23].

La superfamilia de transportadores ABC esta compuesta por 48 genes subdivididos
en cinco subfamilias: ABCA, ABCB, ABCC, ABCD y ABCG. Las subfamilias ABCE
y ABCF estan relacionadas con los transportadores ABC, pero no tienen los
dominios transmembranales[24]. Ha sido reportado que Ila familia de
transportadores ABC, estaimplicados en el transporte de quimioterapéuticos, lo cual
contribuye significativamente en el fracaso del tratamiento de quimioterapia[25].

Las CCLL y las células madre emplean, como mecanismo de proteccion, la
expresion de transportadores ABC, para favorecer la excrecion activa de multiples
farmacos[26], de esta manera, las CCLL que contintuan proliferando dan lugar a
clonas resistentes a multiples farmacos. La excreciéon de farmacos no es la unica
via por la cual los transportadores ABC favorecen la resistencia a farmacos, también
favorecen un fenbmeno de reduccidén del ingreso de farmacos, desbalance en
crecimiento, supervivencia y sefializacion apoptoética[27]. La comprension del rol de
los transportadores ABC en la resistencia a farmacos se ha convertido en una
prioridad y, por tal motivo es un importante blanco terapéutico, al ser un problema

importante en la quimioterapia.



Szczepansky y colaboradores reportaron en 2011 que existe una relacion entre el
microambiente tumoral y la resistencia a farmacos, la cual es mediada por la
sobreexpresidn de una gran variedad de transportadores ABC. El microambiente
tumoral induce la expresion de altos niveles de miembros de la subfamilia ABCC y
ABCB mediante mecanismos como sefalizacion de la matriz extracelular, adhesion
célula-célula y reduccion de los niveles de oxigeno por estrés oxidativo[28]. Ejendal
y Hryeyna reportan que los miembros de las subfamilias ABCA, ABCB, ABCC 'y

ABCG estan implicados en la resistencia a mutiples farmacos[25].

2.5.1 Proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRP/ABCC)

Las proteinas de resistencia a multiples farmacos (MRPs, por sus siglas en inglés),
o también llamadas ABCC, es una de las subfamilias de los transportadores ABC
mas estudiadas en leucemia, principalmente en la leucemia mieloblastica aguda. La
identificacion y caracterizacion de MRPs fue iniciado por la clonacion del MRP1
(ABCC1) en 1992 [29], y por su caracterizacion funcional como un transportador
unidireccional dependiente de ATP, para conjugados anionicos[30]. El término de
“‘proteina de resistencia a multiplés farmacos” se relaciona con la sobreexpresion
de MRP1 y la resistencia a farmacos de producto natural, tales como alcaloides de
la vinca y antraciclinas. Este mecanismo de eflujo esta conjugado con el glutation
reducido (GSH), el cual es necesario para el co-eflujo farmaco-GSH[31].

Los laboratorios de amplios grupos de investigacion han contribuido a la
caracterizacion de la subfamilia MRP. Los miembros individuales de esta subfamilia
se muestran en la Tabla 1. Los miembros MRP1, MRP2, MRP3 y MRP6 han sido
ampliamente caracterizados. Tienen un dominio N-terminal extra (TMDo) que falta
en la region de la glicoproteina-P. MRP4 y MRP5 tienen mayor homologia con otros
MRP que con la glicoproteina-P u otros miembros de la familia de transportadores
ABC (figura 3). MRP4 y MRP5 comparten casi un 40% de homologia con MRP1, y

los estudios de funcidn realizados, indican que el TMDo no es necesario para la
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actividad de transporte, y ambos grupos de MRPs comparten la region esencial
Lo[32].

Tabla 1. Miembros de la subfamilia MRP/ABCC y su porcentaje de identidad

de secuencia[33].

MRP1 | 100

MRP2 | 49 100

MRP3 | 58 48 100

MRP4 | 39 37 36 100

MRP5 | 34 35 33 36 100

MRP6 | 45 38 43 34 31 100

MRP7 | 35 32 34 38 31 37 100

Figura 3. Modelos de topologia de la membrana en dos dimensiones, para

glicoproteina-P y MRPs[33].

El microambiente tumoral favorece la sobreexpresion de MRPs. El estudio realizado
por Bakker y colaboradores, en 2015, indica que en lineas celulares de LLA, los
MRP4 y MRP5 se encuentran sobreexpresados, por lo que se les presta atencion

especial como un blanco terapéutico [18].
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2.5.2 Transportador MRP4 en LLA

El transportador MRP4 exporta aniones organicos, incluyendo sustancias
endogenas y exogenas, y esta involucrado en la resistencia a farmacos. La
correlacion entre MRP4 y la resistencia a farmacos fue observada por primera vez
en 1999 en lineas celulares linfoides T, en donde se relaciond la sobreexpresion de
este transportador con la ineficacia del tratamiento antiviral y un aumento del eflujo
de nucledsidos antivirales [34]. El gen que codifica para MRP4, el miembro mas
corto de la familia de los transportadores ABC, se encuentra localizado en el
cromosoma 13q32.1 y se expresa en la mayoria de los tejidos del cuerpo humano,
incluido el cerebro, rifiones, higado, eritrocitos, plaquetas, pancreas, glandula
adrenal, linfocitos, etc. MRP4 esta estructuralmente -relacionado con los demas
miembros en el dominio intracelular, que exhibe la actividad ATPasa. Su topologia
es TMD-NBD-TMD-NBD, y cada TMD tiene seis hélices transmembranales [22].
Tiene dos dominios transmembranales y dos dominios de unidén a nucledétido, asi
como dos dominios citosolicos de unién a ATP en los cuales éste se hidroliza y
provee la fuerza de transporte de sustratos [35].

Las moléculas endogenas transportadas, al menos in vitro por MRP4 son
nucleotidos ciclicos, eicosanoides, ADP, uratos y hormonas esteroideas
conjugadas; las cuales juegan un rol clave en la sefalizacion y comunicacion
celular[36]. Los folatos, acidos biliares y glutation son sustratos fisioldgicos
importantes' de MRP4. MRP4 destaca por su amplia especificidad de sustratos,
entre los que incluye antivirales (adefovir, tenofovir, ganciclovir), antibidticos
(cefalosporinas), cardiovasculares (diuréticos, tiazidas, antagonistas del receptor a
angiotensina |l) y citotoxicos (metotrexato, 6-tioguanina, 6-mercaptopurina,
topotecan) [35]. Es importante sefalar la relevancia del transporte de 6-
mercaptopurina y 6-tioguanina, ya que son unos de los farmacos mas importantes
en el tratamiento de la LLA[37]. La resistencia clinica a 6-MP se ha observado

frecuentemente y, si bien los mecanismos subyacentes no estan bien
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comprendidos, éstos se han relacionado con la sobreexpresion de transportadores
ABC, especialmente a MRP4[38].

El AMP ciclico (AMPc) es una molécula relevante en las vias de sefalizacion
implicadas en proliferacion, diferenciacion, apoptosis y en el desarrollo
hematopoyético[39]. Las CCLL estan reguladas por los niveles de AMPc, los cuales
potencian la proliferacion, diferenciacion y citotoxicidad, y dado que MRP4 es el
principal transportador y regulador de los niveles intracelulares de AMPc¢ en varios
tipos de leucemia, como la LLA, se ha propuesto como un nuevo y potencial blanco
terapéutico [40]. Por otro lado, se sugiere que el AMPc juega un rol importante en
el crecimiento tumoral cuando se encuentra en bajas  concentraciones
intracelulares. Sin embargo, cuando las concentraciones intracelulares de AMPc
aumentan, ejerce un efecto apoptotico; que se ha sugerido como el mecanismo

quimioterapéutico mas viable [41].

2.5.2.1 Via de senalizacion apoptotica de AMPc en leucemia

El AMPc es un importante segundo mensajero, que posee la habilidad de transferir
informacion en las células, y existe ubicuamente en tejidos y células de mamiferos.
La via de sefnalizacion de AMPc esta involucrada en muchas vias metabdlicas,
regula procesos fisioldgicos; como proliferacion, muerte celular, memoria vy
aprendizaje. La senalizacion mediada por AMPc puede ejercer efectos opuestos en
cuanto a supervivencia, de acuerdo a los subtipos de células mieloides o linfoides,
pudiendo.tener un efecto pro-apoptético o anti-apoptético dependiendo de
diferentes factores como: la naturaleza del estimulo, la predominancia de los
efectores de AMPc en la célula, la localizacion particular en la que se produce la
sefnalizacion de AMPc y la fuerza de la senalizacion[42]. La regulacidn aberrante de
la sefalizacion de AMPc se ha observado en células cancerosas humanas. El
incremento de los niveles de AMPc induce arresto en el ciclo celular y apoptosis en
linfocitos cancerosos sensibles a este incremento. Por lo tanto, esta via puede ser

manipulada y convertirse en una nueva estrategia terapéutica[41].
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Las células linfoides pueden regular la sintesis (en procesos como la diferenciacion
celular) y catabolismo de AMPc (en procesos como la proliferacion celular) a partir
de la estimulacién e inhibicion de adenilato ciclasa y fosfodiesterasa (AC y PDE, por
sus siglas en inglés, respectivamente). Los tres diferentes efectores proteinicos de
AMPc son la proteina cinasa A (PKA), factor de intercambio de nucleotidos de
guanina (EPAC, por sus siglas en inglés) y canales dependientes de nucleétidos
ciclicos [43]. La PKA es una serina/treonina cinasa que cataliza la fosforilacion de
proteinas funcionales y proteinas reguladoras para controlar el metabolismo celular.
La via AMPc-PKA regula la transcripcion de genes diana como P21, P29, ciclina D3
y otros reguladores del ciclo celular[44]. La familia de las PDEs puede hidrolizar
AMPc, controlando asi, los niveles intracelulares de éste, asi como su cinética y
localizacion y, de esta manera, las PDEs modulan todas las vias de sefalizacion de
AMPc y consecuentemente sus efectos fisiologicos[45].

La apoptosis es un importante mecanismo para la quimioterapia. La apoptosis
puede inducirse mediante agentes fisicos, quimicos o bioldgicos. Los farmacos que
puedan favorecer el incremento de los niveles de AMPc inducen arresto en el ciclo
celular en G1 y apoptosis. La apoptosis mediada por la via AMPc-PKA induce una
alteracion de la expresion de muchos genes, alteracion del potencial
transmembranal de la mitocondria; favoreciendo la liberacion de citocromo C y

activacion de la caspasa 3 efectora[46].

La figura 4 muestra los mecanismos mediante los cuales AMPc regula la muerte
celular. EI-FAMPc es producido por ambas, AC soluble (ACs) y AC anclada a la
membrana. Por otro lado, el bloqueo del eflujo de AMPc incrementa
significativamente la sefializacién que modula eventos pro-apoptoéticos tales como:
la fosforilacion de CREB/ATF-1, despolarizacion de la membrana mitocondrial y
activacion de caspasas. La elevacion de los niveles intracelulares de AMPc, en
CCLL mieloides, ejerce un efecto pro-apoptético mediante las proteinas
Bim/BCL2L11, las cuales se expresan en respuesta a la via de CRE/CREB en una
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manera dependiente de AMPc. La Figura 4 muestra la relocalizacion de la ACs hacia
la mitocondria, dando lugar a la activaciéon de PKA mediante AMPc, la cual fosforila

a la proteina pro-apoptética Bax, que activa la via apoptética mitocondrial [41].

oy %j\

Bax/Bak

oligomerization
GPCR

=>
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w
ICE Transporter
# -\ @ ¢
cAMP

Figura 4. Via de sefializacion apoptética mediada por AMPc. 1) inhibicién de los
transportadores de eflujo. 2) Activacion del factor de transcripcion CREB mediante
PKA. 3) Modificacion del potencial de membrana mitocodrial. 4) Activacion de

caspasas. 5) Apoptosis. [41].

La elevacién de los niveles de glucocorticoides (GC) puede inducir apoptosis en
algunos tipos de leucemias linfoides, y la via de senalizacion de AMPc puede
aumentar, especificamente, la apoptosis inducida por GC. En linfocitos B, los
inhibidores de la PDE4 incrementan los niveles intracelulares de AMPc, dando lugar
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a un incremento de expresion de los receptores de GC, lo cual no se observa en
células hematopoyéticas normales. El efecto apoptotico sinérgico de GC y la
sefnalizacion de AMPc puede ser el resultado de una elevada estabilidad del RNA
mensajero del receptor de GC o una potenciacion de la transcripcion[47]. Los
subtipos de células linfoides que son sensibles a la apoptosis inducida por AMP¢
tienden a ser sensibles a la apoptosis inducida por GC. Las células CEM, de LLA,
sufren apoptosis al ser tratadas con analogos de AMPc, siempre y cuando tengan
un receptor de GC funcional, mientras que las células ICR 27 con un receptor de
GC deficiente son insensibles al incremento de AMPc. El fendmeno de apoptosis
inducida por GC aumentada es importante, porque el tratamiento con GC es clave
en LLA[48].

El mecanismo por el cual los inhibidores de PDEs y AMPc aumentan la apoptosis
mediada por GC no es del todo clara, sin embargo, puede deberse a un efecto
sinérgico de los GC en la expresion y regulacion de las PDEs; disminuyendo
actividad o niveles de PDEs para incrementar niveles de AMPc[49]. El enfoque
consistente en la elevacion de los niveles intracelulares de AMPc, es una novedosa
estrategia terapéutica para LLA. En dicho enfoque se considera la sintesis,
degradacion y sefializacion de AMPc. Los analogos del AMPc y moléculas con
efecto sobre la elevacion de los niveles de éste, han sido evaluados para el
tratamiento de leucemias, sin embargo, se ha observado una modesta eficacia y
una elevada toxicidad en tejidos no cancerosos; por esta razon, se busca inhibir el
eflujo de AMPc mediante la inhibicion de MRP4, su principal transportador. Asi, el
tratamiento seria mas especifico, ya que el mecanismo de eflujo de AMPc no es
propio de céelulas normales normales con una baja expresion del MRP4 mientras

que en CCLL hay una sobreexpresion de esta proteina [41].

16



2.5.3 Estructura MRP4 y sus interacciones intermoleculares con
inhibidores

La resistencia a multiples farmacos es un reto en el tratamiento del cancer. Las
células expuestas a quimioterapéuticos y antibioticos desarrollan resistencia por
diversos mecanismos, incluyendo la excrecion de los farmacos mediante
transportadores de eflujo. MRP4 esta involucrado en la resistencia a farmacos en
leucemia[50]. Sin embargo, el conocimiento acerca de las interacciones
farmacoldgicas, bioldgicas y estructurales de este transportador es limitado, ya que
no existe aun una estructura cristalografica. Debido a esto, se han desarrollado
modelados moleculares de MRP4 por homologia. El modelo molecular de MRP4
fue construido a partir de la estructura cristalografica del transportador ABC
Sav1866 de la bacteria Staphylococcus aureus. Dicho transportador tiene un 24 %
de homologia con MRP4. En la figura 5 se muestra el modelo molecular de MRP4,
asi como la identificacion, en color verde, de los residuos de aminoacidos que
pueden interactuar con los sustratos en la via de translocacion. La informacion
acerca de las propiedades de la via de translocacion de sustratos de MRP4 puede
usarse para el disefio de agentes terapéuticos que inhiban dicha actividad [22].

MRP4 tiene dos dominios transmembranales y dos dominios de union a nucleétido
y cada dominio transmembranal tiene seis hélices transmembranales (TMHS). La
via de translocacion de sustratos se formé como una cavidad central perpendicular
a la membrana celular entre los TMD1y TMD2, y las TMHs 1, 2, 3, 5,6, 7, 8, 9, 11
y 12 contribuyen al revestimiento de dicha cavidad. EIl TMHS y TMH2 del TMD1
fueron colocados contra el TMH8 y TMH11 del TMDZ2, respectivamente. Los TMDs
se torcieron en relacion con los NBDs, y la camara de translocacion de sustratos se
cerro hacia el lado intracelular. Los TMHs divergen en dos partes simétricas, una
parte que consiste en los TMHs 1 y 2 del TMD1 y los TMHs 9-12 del TMDZ2, y una
parte que consiste en los TMHs 7 y 8 del TMD2 y los TMHs 3-6 del TMD1. Los
detalles estructurales para la proteina diana de un farmaco, como cristalografia de
rayos-X, pueden proveer informacion en estructuras 3D de los complejos proteina-
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farmaco y de los criterios energéticos de la union del farmaco. El modelo molecular
presentado previamente puede ser considerado como una herramienta para la
generacion de hipotesis sobre posibles farmacos moduladores de MRP4. Los
estudios de mutagénesis dirigida al sitio en el transportador ABCB1, utiles para la
identificacion de sitios de union de los farmacos, el cual tiene homologia estructural
con MRP4, sugieren que los sitios de unidén a farmacos pueden ser en los residuos
Leu65 (TMH1), 1le306 (TMH5), lle340 (TMHG). Phe343 (TMH6), Phe728 (TMH7) 'y
Val982 (TMH12). Los residuos correspondientes en el T-MRP4 son Glu103 (TMH1),
Ser328 (TMH5), Gly359 (TMH6), Arg362 (TMH6), Val726 (TMH7) y Leu987
(TMH12), lo anterior fue determinado mediante el software ICMPocketFinder. La
estructura de rayos-X de Sav1866 puede servir como un templete para el moldeado
molecular de MRP4, pudiendo ser un paso hacia la elucidacion de los mecanismos
de su interaccidn con sustratos e inhibidores [22].
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Figura 5. Trazo-Ca de la columna vertebral del MRP4, visto desde el plano
de la membrana. Los residuos de aminoacidos en verde indican interaccion

con los sustratos (Modificado de [22]).

Las estructuras de alta resolucion y cristalograficas de MRP4 no estan disponibles,
por lo tanto, el disefio de inhibidores ha tomado un enfoque basado en ligandos
mediante el uso de estudios de relaciones cuantitativas estructura-actividad
(QSAR). Estos estudios utilizan la homologia estructural entre la familia de
transportadores ABC. Las moléculas como analogos de apamil, triazinas,
acridonecarboxamidas, fenotiazinas, tioxantenos, flavonas, dihidropiridinas,
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propafenonas y derivados de ciclosporinas han sido evaluados en cuanto a su
efecto inhibitorio sobre MRP4. Estos estudios indican que los parametros
fisicoquimicos globales (lipofilicidad, refractividad molar), la fuerza de donadores de
Hy el arreglo de los aceptores de H se correlaciona con la actividad inhibitoria. Los
analisis de lipofilicidad han permitido determinar que la interaccion del farmaco con
el transportador se lleva a cabo dentro de la bicapa lipidica. Asi, la lipofilicidad de
los compuestos puede favorecer su concentracion hacia el sitio de unién mas que
influenciar la unién con la proteina. La informacion de los analisis QSAR-indica que
el patron general de los inhibidores fuertes es su alta lipofilicidad (y/o refractividad
molar) y poseen al menos dos aceptores de puentes de hidrogeno. Las
interacciones puentes de hidrogeno y apilamientos n-n favorecen-el efecto inhibidor
de las moléculas. Ademas, algunas restricciones estéricas parecen aplicarse en la
proximidad de las estructuras farmacoforicas. Estos requisitos estan apoyados por
diversos estudios de moldeado de farmacoforos y dinamica molecular [51].

Los métodos computacionales han permitido proponer un patron de reconocimiento
general para inhibidores del transportador ABCB1, el cual comparte una alta
homologia con MRP4. Didziapetris y colaboradores propusieron “la regla de los 47,
esta regla indica que los compuestos con un numero mayor o igual a 4 atomos de
O o N, peso molecular >.400g/mol, pKa<4 son moléculas con alta probabilidad de
ser inhibidores de este transportador [52]. Se ha propuesto que el bloqueo de los
sitios de unién en el NBD puede disminuir la actividad ATPasa y, por ende, inhibir
la actividad de transporte de sustratos. Sin embargo, dada la lipofilicidad requerida
de las moléculas, éstas interaccionaran unicamente dentro de la capa bilipidica, y

los NBDs se encuentran en la parte citosélica[51].

En la figura 6 se muestran moléculas tipo propiofenona con potencial inhibitorio
sobre el transportador glicoproteina-P, el cual tiene una alta homologia con MRP4.
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Figura 6. Moléculas 29, 34 y 45 con efecto inhibitorio sobre glicoproteina-P [53]

El estudio realizado por Fukuda y colaboradores en 2013 determind los
farmacéforos de farmacos antivirales con efecto inhibidor de MRP4. Los cinco
farmacos que exhibieron actividad inhibitoria tuvieron interacciones en comun. Los

elementos farmacoforicos identificados fueron cuatro aceptores de H, un donador
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de H y tres grupos hidréfobos (Figura 7) [54].
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Figura 7. Modelo farmacoforico de inhibidores de MRP4. En verde se muestran los

aceptores de H, azul representa interacciones hidrofébicas, purpura representa
donadores de H, gris representa exclusion por volumen (efecto restrictivo que se

tiene que evitar) [54].

2.6 Inhibidores de MRP4 y del eflujo de AMP

Las estrategias mas novedosas de tratamiento para la LLA estan enfocadas en la
especificidad y la efectividad. Un tratamiento ideal seria aquel que ofrezca un efecto
apoptotico y mejore la actividad de otros quimioterapéuticos. MRP4 favorece la
quimiorresistencia a tiopurinas y la inhibicion de la actividad de éste tiene un efecto
pro-apoptético, lo que ha dado lugar al disefio y reposicionamiento de farmacos con
potencial inhibidor de MRP4. La identificacion de inhibidores de MRP4 se evalua

mediante inhibicion del eflujo de AMPc [41], midiendo la eficacia de cada farmaco

22



para bloquear el eflujo de F-AMPc (AMPc conjugado a Alexa Fluor). Este ensayo
consiste en evaluar la fluorescencia, ya que si la fluorescencia disminuye se
determina la ineficacia del farmaco, mientras que el mantenimiento de la
fluorescencia indica que el F-AMPc se esta quedando en la célula, por efecto de la
inhibicion de MRPA4.

El grafico de la figura 8 muestra el efecto del MK-571 sobre la inhibicién del eflujo
del AMPc, la cual es dependiente de la concentracion. En este experimento,
realizado por Pérez y colaboradores en 2016[41], se determind la 1Cso del MK-571
y de otros farmacos, mostrados en la tabla 2. Ademas de evaluar la inhibicion del
eflujo de AMPc, se evalud por la fosforilacion del factor de transcripcion CREB/ATF-

1, como indicativo de la acumulacién de AMPc y la activacion de PKA-1.
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Figura 8. Efecto del inhibidor especifico de MRPs sobre el eflujo de F-AMPc [41].
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Tabla 2. Farmacos con actividad inhibitoria sobre MRP4 [41].

Farmaco

Descripcién

Artesunato

Aprobado por la FDA en 2007 para el
tratamiento de malaria severa en

Estados Unidos de América

Dihidroartemisina

Es hidrolizado a su metabolito activo,
usado para el tratamiento de la malaria
en Asia

Clioquinol

Farmaco aprobado por la FDA como

antifungico y antiprotozoario.

Criptotansinona

Ha mostrado efecto sobre la inhibicion

de la proliferacion celular

Partendlido Es una lactona sesquiterpénica, con
efecto anticancerigeno selectivo sobre
leucemia mieloblastica aguda

Patulin Es una micotoxina poducida por

Penicilium 'y  Aspergilus. Induce
apoptosis via mitocondrial en CCLL

humanas

El efecto de las moléculas inhibidoras de MRP4 es favorecer la apoptosis, tal y como

se muestra en la figura 4. Por lo tanto, la apoptosis dependera de la inhibicion de

MRP4 y la consecuente acumulacion intracelular de AMPc. En la figura 9 se muestra

el efecto de los farmacos mostrados en la tabla 2, sobre la viabilidad de varias lineas

de LLA-B y leucemia mieloide. Todos los farmacos con actividad inhibitoria del eflujo

de AMPc disminuyeron la viabilidad celular, y como se demostréo en el mismo

experimento, indujeron apoptosis intrinseca. Sin embargo, se requiere de una

mayor variabilidad de estructuras moleculares con actividad inhibitoria sobre MRP4,

para favorecer el dsarrollo de una mayor cantidad de farmacos mas potentes y

selectivos, idealmente, como lo proponemos en el presente trabajo.
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Figura 9. Efecto de diferentes farmacos inhibidores del eflujo de AMPc sobre la
viabilidad en lineas celulares de leucemia mieloide (U937) y de LLA-B (MHH Call 3,
Nalm 6, RS4;11, Reh, 697, Sup B15) y normales PBMCs [41].

Las quimiotecas combinadas de farmacos han sido utilizadas para identificar

inhibidores de MRP4, para su posible reposicionamiento. Para realizar un rastreo

de alta eficacia de estas librerias se utiliza el método de la bioluminiscencia, ya que

MRP4 es capaz de transportar al exterior de la célula a la D-luciferina. Cheung y
colaboradores, en 2014, evaluaron la actividad inhibitora de MRP4 de 3600

farmacos, y los 5 farmacos con la mayor eficacia fueron: tirfostina, glafnina,

prazosina, dantroleno y acido nalidixico (Figura 10). Estos farmacos favorecieron la

sensibilizacion de las células HEK293 hacia la tiopurina 6-MP. Siendo éste un

hallazgo importante en el que los inhibidores de MRP4 pueden favorecer la eficacia

de las tiopurinas [50].
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Figura 10. Efecto de tirfostina, glafenina, prazosina, dantroleno y acido
nalidixico sobre la inhibicion de MRP4. Se evalu6 el efecto sobre el

mantenimiento de la fluorescenia, indicativo de la acumulacion de D-luciferina

por inhibicion de MRP4 [50].

Para el disefio por fragmentos de nuevas moléculas con potencial inhibitorio de
MRP4 es importante conocer las estructuras de los farmacos ya identificados y

basarse en las interacciones intermoleculares farmaco-MRP4. A continuacion,
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se presentan las estructuras de algunos farmacos inhibidores de MRP4, ademas

de los presentados en las figuras 6 y 10.

Tabla 3. Farmacos inhibidores de MRP4

Artesunato

Dihidroartemisina

Clioquinol OH

Criptotansinona

Partenodlido
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Patulin OH

Dipramidol OH

Sulindac

Los farmacos inhibidores de MRP4 son usados en otro tipo de patologias, y fueron
probados debido a su estructura. Sin embargo, no existen farmacos, aprobados por
la FDA, disefados especificamente para inhibir a MRP4. Debido a que se ha
determinado que MPR4 juega un rol importante en la quimiorresistencia y que la
inhibicion de su actividad induce apoptosis en células leucémicas, es importante el
desarrollo de nuevas moléculas con efecto inhibitorio. El disefio racional de
moléculas ihibitorias de MRP4, mediante técnicas computacionales, podria tener

una mayor eficacia y ser mas especifico.

La estructura cristalografica de MRP4 no ha sido elucidada, por lo tanto, se recurre

a la construccion de un modelo de enhebrado de proteinas basado en la homologia
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de plantilla y la construccion de loops mediante servidores como I-TASSER que se
basa en la identificacion de plantillas estructurales del Protein Data Bank (PDB)
utilizando un servidor de metahilos local, un método para la prediccién de la
estructura de proteinas. Los modelos tridimensionales se generan para una
secuencia determinada mediante la recopilacion de plantillas estructurales de alta
puntuacion de los programas de subprocesamiento instalados localmente[55]. La
obtencion del modelo por homologia no es suficiente, pero se puede refinar
mediante calculos de mecanica molecular, como minimizacion de energia vy
simulaciones de dinamica molecular. Los modelos construidos por homologia se
consideran herramientas de trabajo que pueden utilizarse para generar hipotesis
relacionadas con la estructura de las proteinas, la funcion de las proteinas y las
interacciones proteina-ligando. Posteriormente, el acoplamiento molecular de las
moléculas del farmaco en sus sitios de union, permite identificar los aminoacidos
relevantes para las interacciones ligando-proteina con el fin de seleccionar dichos
aminoacidos para estudios adicionales de mutagénesis dirigida al sitio. En el
presente estudio se hizo uso de las herramientas in silico de modelado por
homologia, dinamica molecular y docking molecular para la construccion del modelo

3D de MRP4.y el posterior disefio de moléculas inhibidoras de MRP4.
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3. Hipdtesis

La molécula, EBD9 disefiada y sintetizada en este trabajo, ejerce un efecto
inhibitorio sobre MRP4, favoreciendo el incremento de los niveles intracelulares
de AMPc, lo cual favorecera la induccidn selectiva de apoptosis en un modelo in
vitro de LLA.

4. Objetivos

4.1 General

e Disefiar 3 moléculas con potencial inhibitorio sobre MRP4 y sintetizar
la molécula con mayor afinidad para evaluar su efecto apoptatico
selectivo en un modelo in vitro dede LLA y linfoblastos normales CRL-
1991.

4.2 Especificos

e Construir el modelo por homologia de MRP4 en el servidor I-TASSER,
a partir de la secuencia primaria obtenida en la base de datos Uniprot,
con codigo O-15439-1 y determinar las conformaciones mas
representativas de MRP4 mediante dinamica molecular, con el
programa GROMACS.

e Determinar y analizar las interacciones intermoleculares entre el
MRP4 y a) farmacos sustrato, b) inhibidores y c) sustratos endoégenos,
mediante acoplamiento molecular (docking) con el programa Autodock
4 y realizar un disefio basado en fragmentos de moléculas con

potencial inhibitorio sobre el MRP4.
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e Sintetizar la molécula con mayor afinidad a MRP4, y caracterizarla por

RMN 'H, 13C y espectrometria de masas.

e Estandarizar el cultivo de las lineas celulares Jurkat y CRL-1991, para
evaluar el efecto de la molécula sintetizada sobre la inhibicion del
eflujo de AMPc en la linea celular Jurkat, mediante inmunoensayo

competitivo.

e Evaluar el efecto apoptético de la molécula sintetizada en las lineas
celulares CRL-1991 (linfoblastos B y T normales). y Jurkat in vitro,

mediante citometria de flujo.

5. Materiales y métodos

5.1 Lineas celulares

Las lineas celulares CRL-1991 y Jurkat clona E6-1 numero TIB-152 se
obtuvieron de la compaiia ATCC. Las lineas celulares fueron cultivadas en
medio RPMI-1640 con 10% de suero fetal bovino. Se mantuvieron a 37°C y
con 5% COa. Se realizaron lavados cada tercer dia y se hicieron dos pases
semanales. Las células se mantuvieron a una densidad maxima de 1 x 10°

células/mL.

5.2 Construccion del modelo por homologia de MRP4

La estructura tridimensional de MRP4 3D construyd en el servidor web |-
TASSER [55] utilizando la estructura primaria MRP4 de la base de datos
UniProt [56] (codigo UniProt 015439), donde I-TASSER identifica primero las
plantillas estructurales de la base de datos del Protein Data Bank (PDB)
mediante un enfoque de subprocesos multiples en el algoritmo LOMETS, con
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modelos atdmicos completos construidos mediante simulaciones iterativas
de ensamblaje de fragmentos de plantilla. Los modelos MRP4 se calcularon
utilizando un regulador de conductancia transmembrana de fibrosis quistica
(CFTR) de pez cebra (codigo Uniprot Q1LX78), CFTR humano (codigo
Uniprot Q20BHO0), la estructura Cryo-EM del canal de K + pancreatico
sensible a ATP SUR1 /Kir6.2 en presencia de ATP y glibenclamida de Rattus
norevicus (cédigo Uniprot P70673), entre otras siete plantillas. Una vez
construido, el diagrama de Ramachandran se utilizo para evaluarla calidad
del modelo MRP4 en el servidor web Procheck, examinando las regiones
permitidas y no permitidas del diagrama [57]. El complejo proteina-
membrana se realiz6 utilizando el servidor web Charmm-Gui (Universidad de
Lehigh, Pensilvania) [58], y la membrana se construy6 con POPC. Para
determinar la conformacion MRP4 mas frecuente y realizar la minimizacion
de energia, se realizaron simulaciones de movimiento molecular utilizando
dinamica molecular (DM) mediante el software GROMACS 2018.7
(Universidad de Groningen, Real Instituto de Tecnologia de la Universidad
de Uppsala, Suecia, 2001-2016)[59]. La DM se corri6 a presion, temperatura
y particulas constantes (conjunto NPT, 310.15K y 1 atm); hasta 20 ns de
tiempo de simulacion; utilizando el campo de fuerza charmm36. [60] Los
ligandos para los estudios de acoplamiento se dividieron en tres grupos
diferentes: sustratos endoégenos, sustratos de farmacos e inhibidores. Todos
los ligandos se prepararon mediante la adicion de cargas de Gasteiger, la
asignacion de tipos de atomos y la definicidn de enlaces rotativos utilizando
el software Chimera (Universidad de California, San Francisco) [61].

5.3 Acoplamiento molecular
Para determinar el tipo de interacciones entre el transportador y determinada

molécula, se realizdé un acoplamiento molecular. De esta manera se tienen

mas herramientas para disefiar una molécula de novo. Se utilizé el programa
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Autodock 4.2.6 (The Scripps Research Institute, San Diego, CA, USA)[62]. La
estructura de MRP4 resultante se utiliz6 como entrada para el Autogrid 4.2.6,
gue realiza un mapa de cuadricula de afinidad atdmica precalculado para cada
tipo de atomo en el ligando mas un mapa electrostatico y un mapa de
desolvatacién separado presente en la molécula de sustrato. Los mapas se
calcularon con un espaciado de 0.375 A entre los puntos de la cuadricula. [22].
Las dimensiones de la caja del sitio activo se establecieron en 40 x 60 x 80
puntos, con base en aminoacidos reportados como sitios de union de
sustratos[63]. Se realizé un acoplamiento rigido-flexible para los compuestos y
cada sistema acoplado se realiz6 usando Autodock 4.2.6, con 25 corridas
usando el algoritmo genético Lamarckiano con 5 millones de evaluaciones de
energia maxima por corrida. Se utilizaron tres grupos de moléculas: a)
inhibidores del transportador MRP4, b) farmacos sustrato y c) sustratos
endogenos.

Tabla 4. Grupos de moléculas evaluadas mediante docking molecular

AMPc 6-MP ABSF
Acido colico Adefovir Artesunato
Acido félico Cefazolina Cefourina-1
Acido glicélico Cefotaxima Dipiridamol
Leucotrieno B4 Ceftizoxima Glafenina
PGE1 Furosemida Indometacina
PGE2 Hidroclorotiazida Losartan
Sulfato de prasterona Leucovorina MK-571
Acido taurocdlico Metotrexato Partenolide
Acido urico Olmesartan Prazosina
Tenofovir Probenecid
Topotecan Quercetina
Sildenafil
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Sulindaco
Tirfostina

5.4 Sintesis de EBD9

El procedimiento general para la sintesis de EBD9 se detalla en el apartado
6.5 de resultados, asi como en los esquemas 1 a 3 del mismo apartado. El
procedimiento consistid en sintetizar los fragmentos 1y 2 por separado, para
posteriormente hacerlos reaccionar en un mismo. tubo de reaccion en
microondas. La sintesis del fragmento 1 partié del acido 4-amino-3-
nitrobenzdico para la posterior formacion del tiocianato a partir de la
formacion de una sal de diazonio; luego, se realiz6 la formacién del cloruro
de acido para formar la amina y finalmente formar el benzotiazol mediante
hidrogenacion catalitica y ciclacion simultanea. La sintesis del fragmento 2
partié del anhidrido 3-nitroftalico para formar un esqueleto de benzotiadiazina
mediante la amindlisis del anhidrido, para posteriormente someter el producto
a hidrogenacion catalitica y formacion del anillo de benzotiadiazina y cloruro
de acido de forma simultanea utilizando SO2Cl».

5.5 Medicion del eflujo de AMPc

Los niveles de AMPc se determinaron mediante con el kit de inmunoensayo
competitivo directo de AMPc (fluorométrico) (Abcam®, numero de cat.
ab138880) en la linea celular Jurkat. El kit utiliza un anticuerpo policlonal para
unirse al AMPc, de manera competitiva, que esta presente en la muestra o
una molécula de fosfatasa alcalina que tiene AMPc unido covalentemente.
Las células (5x10°) se trataron con diferentes concentraciones de DMSO

(control -) o vincristina (control +) o cefourina-1 o benzotiazol (fragmento 1) o
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benzotiadiazina (fragmento 2) o EBD9 por 12h. Los patrones o las muestras
problema, el conjugado de fosfatasa alcalina y el anticuerpo se incubaron
simultaneamente a temperatura ambiente en una placa de pocillos multiples
revestida con anticuerpo secundario. A continuacion, se eliminé el exceso de
reactivos y se anadié sustrato. Después de 5 minutos, se detuvo la reaccién
enzimatica afadiendo la solucion de parada (fosfato trisédico en agua) y se
leyo el color amarillo de cada muestra en un lector de placas multipocillo
(equipo) a 405 nm. La intensidad del color amarillo es inversamente
proporcional a la concentracion de AMPc en los estandares o0 en las

muestras.

Tabla 5. Disefio experimental para el tratamiento de células Jurkat y CRL-

1991 para la evaluacion del efecto apoptotico
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5.6 Evaluacion del efecto apoptético de las moléculas sintetizadas

El ensayo de apoptosis se realizé con el FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit |
(BD, No. 556547), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
trataron 1 x 108 células (CRL-1991 o Jurkat) con diferentes concentraciones de
RMPI (control -) o vincristina (control +) o benzotiazol o benzotiadiazina o EBD9.
Después de 24 h de tratamiento, las células se lavaron dos veces con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS) fria y luego se resuspendieron en tampon de
union 1x a una concentracion de 1x10° células / mL. Se transfirieron 100 L (1 x 10°
células) a un tubo de cultivo de 5 mL. A continuacion, las células se tifieron con 5
pL de FITC Annexin V'y 5 uL de yoduro de propidio. La suspension celular se mezclo
suavemente con un vortex y se incub6 durante 15 min a temperatura ambiente.
Después de la incubacion, se agregaron 400 uL de 1 x binding buffer a cada tubo y
las células se analizaron mediante citometria - de flujo en un sistema BD
FACSVerseTM (BD Biosciences, MH, México) y el software BD FACSuiteTM, en 1
h.

5.7 Estadistica
Los resultados del eflujo de AMPc y apoptosis fueron presentados como la
media +/- la desviacion estandar de tres repeticiones en tres experimentos
independientes. Para determinar si existe diferencia significativa, entre al
menos.uno de los grupos se utilizdé ANOVA de una via. Para determinar
diferencias significativas entre grupos, se utilizd el analisis post hoc de
Tukey[64].

6. Resultados y discusion

6.1 Modelado molecular
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El mejor modelo generado en I-TASSER fue el modelo numero 1 (figura
11) segun el C-score (-0.33, con un rango de -5 a 2 donde valores mas
altos representan mayor confianza) y TM score 0.67 +/- 0.13 (valores
mayores de 0.5 se consideran modelos con topologia correcta) y RMSD
fue 10.4 +/- 4.6. Ademas, se utilizo el servidor Procheck para obtener el
grafico de Ramachandran, con el fin de validar el modelo 1. El porcentaje
de residuos en las regiones mas favorecidas en el gréafico de
Ramachandran fue del 92,1% (figura 12) lo que se considera una calidad
estereoquimica correcta del modelado por homologia. Segun esta
métrica, el modelo de MRP4 de I-TASSER era adecuado, aunque todavia
no se realizaba la MD para el proceso de relajacion delmodelo. Después
de la visualizacion del modelo 3D MRP4 en Pymol, fue facil apreciar la
topologia y configuracion correctas de los dominios transmembrana y los
NBDs: TMD1-NBD1-TMD2-NBD2, asi  como los seis pasos
transmembranales abarcando hélices a (TMHs) en cada TMD. La
presencia de los motivos Walker A, Walker-B, A-loop, H-loop, D-loop, Q-
loop también estan presentes, lo cual es caracteristico de los NBD debido
a su estructura altamente conservada en todos los transportadores ABC.
La conformacién del modelo MRP4 por I-TASSER esta en un estado
orientado hacia adentro y es coherente con que la ausencia de ATP
mantiene los:NBD separados entre si, lo que lleva a una conformacion
abierta, pero una vez que ocurre la uniéon de ATP, los NBD se acercan
para formar un emparedado con el ATP y completar Ia
dimerizacion[33,65]. Se llevo a cabo una relajacion adicional del modelo 1
mediante DM.
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Figura 11. Modelo 1 obtenido en I-TASSER que representa la estructura 3D
de MRP4.
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Figura 12. Gréafico de Ramachandran del modelo MRP4 3D ejecutado en el
servidor de validacion Procheck.

38



6.2 Simulaciones de dinamica molecular (SDM)

El MRP4 modelo 1 se insert6 en una membrana DOPC y se realizaron las
SDM para obtener una estructura 3D altamente confiable. Los parametros
termodinamicos, como la temperatura, la presion y el volumen, se
mantuvieron estables durante la simulacion. La Figura 13 muestra los
agrupamientos de conformaciones semejantes (clusters) a lo largo de un
tiempo de simulacion de 19 ns, donde los grupos 1 y 2 fueron los mas
representativos utilizando un limite de RMSD de 0.2 nm. Después de 3 ns de
las SDM, todos los clusters fueron significativamente diferentes entre si y el
RMSD siguié aumentando a través de la simulacion (datos no mostrados). El
cluster numero 2 fue la conformacion de MRP4 mas representativa y dicho
grupo se selecciond para estudios de acoplamiento molecular. La Figura 14
muestra la conformacion MRP4 del cluster 2, donde la proteina esta en el
estado orientado hacia adentro y es una conformacion ideal para realizar
estudios de acoplamiento debido a que el estado orientado hacia adentro se
considera "orientacion hacia adentro de alta afinidad" donde el MRP4 es
capaz de la primera interaccion con los sustratos[66]. Dado que la unién del
sustrato inicia el ciclo de transporte donde MRP4 cambia de alta afinidad
(bajo potencial quimico del sustrato) a baja afinidad, la siguiente
conformacidn seria una "orientacion hacia afuera" pero no se observa debido

a que la:SDM se realiz6 sin union al sustrato y fue de corta duracion.
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Figura 13. Clusters de dinamica molecular a través de 19 ns de
simulacion en GROMACS.
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Figura 14. Conformacion del cluster 2 del complejo MRP4-membrana
a 8,2 ns de la DM.

Las interacciones de MRP4 con diferentes ligandos puede variar si hay alguna o
varias mutaciones. Con la perspectiva de estudiar el efecto de las moléculas
disefiadas en el presente trabajo, se realiz6 la construccion de 2 variantes de MRP4
(las mas frecuentes) G187W y Y556C. Ademas, se realizaron estudios de dockig
molecular. con los mismos grupos de moléculas estudiadas en este trabajo, para
determinar el efecto de las mutaciones sobre los patrones de interaccion
intermolecular. A su vez, los estudios de dinamica molecular All-atom permitieron
comprender mejor los cambios conformacionales de MRP4 y el efecto de las
mutaciones no sindnimas, sobre dichos cambios conformacionales y su interaccion
con sustratos e inhibidores[67]. Dicho trabajo aportara informacion valiosa para el
futuro disefio de inhibidores de MRP4 basandose en un sitio especifico del

transportador tomando en cuenta mutaciones no sinébnimas.
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6.3 Acoplamiento molecular

Los sustratos enddgenos y los sustratos de farmacos interactuan,
principalmente, con residuos no polares y ejercen interacciones de puentes
de hidrégeno. Los inhibidores interactuan con residuos no polares, polares y
aromaticos. La principal interaccion intermolecular ejercida por los
inhibidores es el apilamiento 11-11 0 el 1T-cation. Los residuos Phe324, Arg362
y Thr366 interactuan unicamente con inhibidores, y estos residuos podrian
ser la referencia para estudios de mutagénesis. Los inhibidores interactuan
principalmente por enlaces 11-17, T1-cation e hidrogeno con residuos con carga
positiva como la arginina. La interaccion T1r-cation ocurre entre grupos
aromaticos y cargados dentro de 4.5 A, mientras-que TT-1T ocurre entre dos
grupos aromaticos apilados cara a cara o cara a borde. Los valores de
acoplamiento (docking scores, DS) para la-union entre MRP4-quercetina y
MRP4-cefourina-1 fueron -5.73 y -7.16 kcal/mol, respectivamente. Por otro
lado, el DS para EBD9 fue -11.93 kcal/mol, que es significativamente mejor
que la cefourina-1y la quercetina, sugiriendo que EBD9 es aproximadamente
50 y 60 veces mas afin a MRP4 que cefourina-1 y quercetina,
respectivamente. La tabla 6 muestra los diagramas de interaccion, asi como
el DS de las moléculas de cefourina-1 y quercetina que fueron usadas como
base de partida para el disefio de EBD9, de la cual también se incluyen los
diagramas de interaccion y el DS. La Tabla 7 muestra los principales residuos
de MRP4 con los que interactuan las moléculas de cada grupo, y lo mas
sobresaliente fue que los residuos Phe324, Arg362 y Thr366 interactuan
Unicamente con los inhibidores. Dichos residuos pueden ser considerados
para ensayos de mutagénesis dirigida para determinar su rol en el
funcionamiento de MRP4.
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Tabla 6. Resultados de acoplamiento molecular y DSs de quercetina y

cefourina-1 con MRP4.

Molécula Diagrama de interaccion DS
(kcal/mol)
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Tabla 7. Principales residuos de MRP4 para la interaccion con los 3 grupos
de moléculas estudiados.

Sustratos
endogenos

Farmacos sustrato

Inhibidores

Residuos

Glu 374, GIn 251,
Asn 320, Lys 106,
Arg 998

Asn 320, Phe 320,
Asp 842, Glu 374,
GIn 251, Leu 838

GIn 251, Asn 320,
Asp 842, Phe 324,
Arg 362, Thr 366,

Leu 247

6.4 Disefio de moléculas basado en fragmentos

Una vez realizado el acoplamiento molecular, se identificaron los grupos
funcionales o grupos de atomos que ejercen interacciones intermoleculares
con el MRP4 con cada grupo de moléculas. Se compararon las distintas
interacciones de los grupos de moléculas y los residuos de MRP4 y se
analizaron cuales fueron los residuos de aminoacidos mas importantes para
cada grupo, con el objetivo de realizar un estudio de mutagénesis
posteriormente. Por otro lado, se utilizaron las estructuras de quercetina y
cefourina-1 como base para el disefio de nuevas moléculas inhibitorias de
MRP4. Primero se identificaron los fragmentos importantes de quercetina y
cefourina-1 para la interaccion con MRP4. Estos fragmentos, asi como el tipo
de interaccion con MRP4 se senalan en la figura 15. Posteriormente, se
modifico la rigidez y se adicionaron donadores y aceptores de hirégeno en
cada molécula, dando lugar a la serie A. Para obtener la serie B, se realiz6
la combinacion de fragmentos de las moléculas modificadas de quercetina y
cefourina-1 que hayan obtenido el mejor docking score (DS), es decir la mejor
afinidad tedrica hacia el MRP4, en kcal/mol (a menor energia, mayor afinidad
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teorica). La serie C fue el resultado de combinar los fragmentos de las
moléculas con mejor DS en la serie B. Finalmente, la serie D se obtuvo
combinando los fragmentos de las moléculas con mejor DS en la serie C con
fragmentos con mejor DS de la base de datos de Schrodingér y Maybridge.
La molécula EBD9 obtuvo el mejor DS y fue seleccionada para sintesis y
evaluacion.EBD9 interactua principalmente por enlaces t-11, TT-cation e
hidrogeno con residuos con carga positiva como la arginina. Ademas, EBD9
mostro una clara preferencia por el residuo Arg362 en - la hélice
transmembrana 6 (TMHG), con interacciones -1 0 T-cationTomando en
cuenta que cuanto menor sea el DS, mayor sera la afinidad tedrica,la
estrategia del disefio de moléculas se resume en la tabla 8. La tabla 9
presenta la estructura y el DS de las 3 moléculas con mejor DS y mejor
afinidad tedrica hacia MRP4.

Cefourina-1 Quercetina

Fragmento 1. Indispensable para
¢ interacciones ™ —mwy F G hidroxil bl
e =fation M7 rupo hidroxilo responsable

for the H-bonds with backbone

Linker responsable de
la flexibilidadde la molecula

Fragmento 1y 2 responsables
de las interacciones t — wy
m — Cation

AA Grupo hidroxilo
responsable de los puentes de hidrégeno con
las cadenas
laterales

Figura 15. ldentificacion de los fragmentos de cefourina-1 y quercetina
relevantes para la interaccién con MRP4.
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Tabla 8. Estrategia del disefio de las moléculas de la serie A a D.

Serie
A

Estrategia

Adicién/eliminacidon de donadores de H o aceptores de H a los

fragmentos de quercetina y cefourina-1 (indicados en la figura

15).

Los fragmentos de las moléculas con menor DS de la serie A se
combinaron entre si para producir moléculas con fragmentos de
ceefourina-1 y quercetina.

Los fragmentos de las moléculas con menor DS de las series Ay
B se combinaron entre si.

Los fragmentos de las moléculas con menor DS de la serie C se
combinaron con los fragmentos con menor DS (en el
acoplamiento molecular con MRP4) de las bases de datos de

Schrodinger y Maybridge.

Tabla 9. Estructura de las 3 moléculas disefiadas con mejor DS en MRP4.

X
-N
-
> I/ /
\N"<\
l

Estructura Docking score
(kcal/mol)
EBD9 -11.93
i g,
HaNT Y ]/N L N
Ohs B §i
EBD1 -10.49
O
T\j FS/\T L ﬁ
EBD14 -11.74
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6.5 Procedimiento general para la sintesis de EBD9

Se procedid a realizar primeramente la sintesis de EBD9, que fue la molécula que
presenté un mejor DS. En un trabajo posterior se pretende realizar en conjunto la
sintesis de EBD1 y EBD14, ya que comparten un fragmento en comun. Las rutas
sintéticas para preparar EBD9 se esbozaron en los esquemas 1 a 3. En el esquema

1 se ilustra la ruta sintética utilizada.

»

o NH;

Esquema 1. Reacciones y condiciones para producir los intermediarios 1 a 4. TA:
temperatura ambiente; Pd/C: paladio sobre carbono; KSCN: tiocianato de potasio.

El acido 4-amino-3-nitrobenzoico disponible comercialmente se disolvié en acido
sulfurico y se afadio NaNO:2 a la mezcla en un bafio de hielo. Posteriormente, se
anadi6 KSCN, disuelto en agua, en las mismas condiciones para producir el
intermediario tiocianato 2. Este producto se traté con SO2Cl> y luego, se afadié NH3
disuelto en dioxano para formar la amida correspondiente. La reduccion del grupo
nitro del intermediario 3 se realiz6 disolviéndolo en metanol/H20 y tratado con
HCOO *NH4 con Pd al 10% en carbdn activado como catalizador, condiciones que
no solo redujeron el grupo nitro sino que también promovieron la formacion del cierre

del anillo, obteniendo el intermediario 4 (fragmento 1).

El esquema 2 describe el proceso para preparar los intermediarios 5 a 7. Primero,
el anhidrido 3-nitroftalico disponible comercialmente se disolvio en acetona y se hizo
reaccionar con NHs en metanol para abrir el anhidrido y formar el intermediario 5.
La reduccion del grupo nitro presente en el intermedio 5 se realizé disolviendo este
ultimo en metanol:H20 a las condiciones de hidrogenacion catalitica previamente

utilizadas en 4. Una vez que el intermedio se purificd y se seco, se hizo reaccionar
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con SO2Cl, para producir el intermediario 7, mismo que se mantuvo suspendido en

tolueno para su uso inmediato para la sintesis de EBD9.

o 5 6 6 0 7
Pd/C 50,Cl “
5 i MH/NEOH OH  HCOO“NH, oH 22
avobihih S — o
Acetona ©  MeOH o 26h
24h 24h RT
NO, o RT NH, RT HN NH
2 NO, 2 NH, \S/
NH, o/ \o

Esquema 2. Reacciones y condiciones para producir intermediarios 5 a 7. SO2Clz:
cloruro de sulfurilo; MeOH: metanol; HCOO *NHa4: formiato de amonio.

El esquema 3 describe el proceso para preparar EBD9. Los intermediarios 4 y 7
(que en las evaluaciones biolégicas seran llamados fragmento 1 y fragmento 2,
respectivamente) se disolvieron en acetonitrilo y se afiadio trietilamina en un
recipiente reactor para un reactor de conveccion-Anton-Paar Monowave 50. La
reaccion se calenté a 120°C durante 60 min. La purificacion de EBD9 se realizd
mediante extraccion con acetato de etilo/agua y cromatografia en columna con

acetato de etilo como fase movil.

7 & 4 /< EB-D9
S H o}
\ Acetonitrile S o S 4

J NH
. + TEA HaN N—y
1202C, 60 min,

MW

HN\S/NH
o7 \o
o) NH,

Esquema 3. Reaccion para sintetizar EBD9. TEA: trietilamina; MW: microondas.

La figura 16 muestra el espectro RMN del fragmento 1. En este espectro fue dificil
asignar las senales debido a que posiblemente se trate de una mezcla de
compuestos. No se anexa la elucidacion de '3C por esa razén. Se especula, de
acuerdo con las sefiales observadas, que la muestra tiene un mayor porcentaje de
materia prima dado a la forma en que fue recristalizada la muestra. Por lo tanto, las
sefales mas intensas corresponderian a la materia prima y las sefiales pequefias

al fragmento 1 (estructura situada en el extremo superior derecho del espectro), de
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acuerdo con los espectros predictivos. De esta manera se podrian explicar los bajos
rendimientos obtenidos. Durante la sintesis fue complicado lograr la reduccion del
grupo nitro del acido amino nitrobenzdico, lo cual impidio la formacion de la amina
para el posterior ataque nucleofilico al nitrilo y la posterior formacion del ciclo para

completar el benzotiazol.

'H NMR (600 MHz, dms®)8.74 (d,/ = 1.8 Hz, 1H), 8.61 (= 1.8 Hz, 1H), 8.16 (d= 1.9 Hz,

1H), 8.14 (dd/ = 8.3, 1.8 Hz, 1H), 7.99 @ 8.5 Hz, 1H), 7.58 (4= 8.3 Hz, 1H), 3.37 (8= 30.5 o P
Hz, 1H). 2 .
8. 6. N
N NN 1
T
4\3/2\ 3/10
11
f [ f 3
NN N
X 5
F S 2
2 2~ / 13
\3/ S
6(d) 4(d) ”
8.74 7.99
6(d)| | 4 (dd) 3(d) 13(s)
8.61 8.14 7.58 3.37
B H | — _
3(d)
8.16
bt $ad z &
2R 48R 8 n
S 3 323 E a
T T T T T T T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 6.0 5.5 5.0 45 40 3.5

6.5
f1 (ppm)

Figura 16. Espectro RMN-'H del fragmento 1.

La figura17 muestra el espectro obtenido para el fragmento 2. En este caso, debido
a que fue recristalizado en metanol, se obtuvo el éster metilico del compuesto de
interés.. Sin embargo, la elucidacion estructural coincide con la estructura propuesta.
Finalmente, se observa el espectro correspondiente a EBD9 (figura 18) donde al
igual que la muestra anterior, este espectro muestra contaminacion de alcanos, por
lo que es légico pensar que esta contaminada con hexano y acetato de etilo
provenientes de la fase de elucion de la columna cromatografica. El espectro en
azul corresponde al calculado (de la molécula EBD9 esperada) y el espectro rojo

corresponde al experimental. A pesar de tener sefales que coinciden, el espectro
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experimental contiene mas sefales aromaticas, que pueden corresponder no soélo
a la estructura propuesta, sino también al tolueno que se uso6 para mantener estable
el cloruro de acido usado como materia prima. Debido a que la reaccién se realizd
a altas temperaturas, es posible que se presentara la degradacion de este cloruro
de acido y formara otra molécula. En conclusion, con este espectro no se puede
tener una certeza sobre la identidad de esta estructura de EBD9 a pesar de ser una
sustancia separada por cromatografia, y los resultados de ensayos celulares
realizados se deben a la mezcla de compuestos en el producto de reaccion EBD9
(mezcla-EBD9).

"H NMR (600 MHz, dmsd)8.43 (dJ = 8.2 Hz, 1H), 8.35 (d=7.8 Hz, 1H), 7.89 fi= 8.0 Hz, 1H),
3.88 (s, 3H).

T T T T T T T T

85 84. 83 82 81
f1 (ppm)

1(d)
8.35

3(d) 2(Y) 17 (s)
8.43 7.89 388

/\_.L_M )|

2.92=

100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figura 17. Espectro RMN-'H del fragmento 2.
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Figura 18. Espectro RMN-'H de la molécula mezcla-EBD9 (rojo) en

comparaciéon con una propuesta estructural (azul).
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Estructuras esperadas Estructuras obtenidas
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Figura 19. Estructuras de los fragmentos 1 y 2 y de EBD9 esperadas vs

estructuras obtenidas.

6.6Niveles de AMPc en células Jurkat después de los

tratamientos.

La curva de concentracién-respuesta (figura 21) mostré que la ICsp para la mezcla-

EBD9 fue de 1.35 uM considerando el peso molecular de EBD9. La ICsp, en este

caso, representa la concentracion en la que se inhibe la actividad de MRP4 al 50%,

lo que conduce a la acumulacion de AMPc dentro de la célula. Las células Jurkat se

trataron durante 12 h con cefourina-1 1.5 yM o diferentes concentraciones de

mezcla-EBD9 para analizar su efecto sobre los niveles de AMPc intracelular. EBD9

de 1.0 yM a 100 uM aumento los niveles de AMPc de una manera dependiente de

la concentracion (figura 22). Mezcla-EBD9 100 uM inhibié la salida de AMPc por

encima del 90% con respecto al control negativo (DMSO). El control positivo para
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evaluar la inhibicion de MRP4 fue cefourina-1 (ABCAM, numero de cat. Ab145144)
a 1.5 uyM, que es la ICso indicada en el prospecto. La ICso de cefourina-1 aumento
los niveles de AMPc sin diferencia significativa con respecto a la ICso de mezcla-
EBD9. La Figura 22 muestra el efecto de cada tratamiento sobre los niveles de
AMPc intracelular en células Jurkat. Los niveles de AMPc medidos en el grupo de
control negativo, asi como en el grupo mezcla-EBD9 0.1 yM son estadisticamente
iguales. Mezcla-EBD9 10 uM es estadisticamente diferente a todos los tratamientos
igual que mezcla-EBD9 100 yM, que promovieron los niveles mas altos de
acumulacion de AMPc. De acuerdo al método utilizado para medir. AMPc, no
podemos determinar con este experimento si mezcla-EBD9 solamente inhibe MRP4
o si activa adenilato ciclasa o inhibe a la fosfodiesterasa, que son las otras dos
maneras en que los niveles AMPc pudieran elevarse[41]. Se podria utilizar AMPc
marcado para una mejor evaluacion de la inhibicion de MRP4 por EBD9.

El promotor MRP4 tiene varios elementos de respuesta para cAMP, que también
modula los niveles de proteina y ARNm de MRP4[68]. Si se produce una
acumulacion de AMPc, la regulacion positiva de la expresion de MRP4 a través de
las Proteinas de Intercambio Activadas por AMPc (EPAC) deberia ser el siguiente
evento seguido de un aumento en la salida de AMPc. Sin embargo, después del
tratamiento con EBD9, la acumulacién de AMPc predomina sobre la salida de
AMPc, lo que sugiere que la inhibicion de la salida podria deberse a que mezcla-
EBD9 y AMPc compiten por el mismo sitio de union. Por otro lado, el eflujo de AMPc
dependiente de  MRP4 puede ser un evento tardio considerando el alto costo
energético del flujo de salida de AMPc, y el posible agotamiento asociado de las
reservas de purina[69]. Ademas, varios informes indican que el transporte de AMPc
mediado por MRP4 representa un mecanismo regulador accesorio solo en los casos
en los que los niveles de nucledtidos ciclicos son significativamente altos, por
ejemplo, en células leucémicas con respecto a células hematopoyéticas normales.
De acuerdo con la estructura de mezcla-EBD9 y el docking molecular realizado, las
interacciones mediante puentes de hidrégeno serian menos frecuentes con

respecto a la estructura de EBD9 esperada, pero las interacciones tipo -1T serian
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mas probables (figura 20). El sitio de union fue el mismo para ambas estructuras,
pero con diferente patron de interaccién intermolecular. EI grupo nitrilo no es
particularmente electrofilico hacia los nucledfilos libres, incluso el glutatién, a menos
que sea activado por elementos estructurales adyacentes, como los grupos
sustractores de electrones, pero tiene mayor reactividad que el grupo nitro [70]. Las
dos desventajas de la estructura obtenida del fragmento 1 son que se puede generar
especies reactivas de nitrégeno por el grupo nitro y que es menos estable que la
estructura esperada. La ausencia del benzotiazol en la estructura de mezcla-EBD9
podria ser una limitante en cuanto su afinidad hacia MRP4, ya que la estructura de
benzotiazol parece ser la responsable de las interacciones tipo 1r-11 y 11-Ccation las
cuales son tipicas de las moleculas inhibidoras de MRP4[71]. Tanto la estructura de
mezcla-EBD9 como la EBD9 esperada incumplen con 3 de las reglas de “la regla
de los 4” de Didziapertis y colaboradores, cumpliendo unicamente con la del pKa <
4. Teoricamente estarian actuando como un - sustrato, sin embargo, podrian ser
inhibidores competitivos de AMPc, ya que se unen al mismo sitio de MRP4[67].
Adicionalmente, la selectividad puede verse comprometida ya que el benzotiazol es
parte del esqueleto estructural de cefourina-1, la cual es la molécula mas selectiva
en cuanto a interaccién/inhibicion sobre MRP4 [50]. Por otro lado, la estructura
altamente reactiva del fragmento 1 obtenido presente en mezcla-EBD9 pudiera
comprometer la selectividad de la molécula y aumentar el riesgo de efectos off
target. La estructura obtenida del fragmento 2 fue practicamente la misma que la
esperada, pero la recristalizacion en metanol favorecié la formacion del grupo
metoxi en lugar del cloruro de acido. De esta manera, las interacciones tipo -1y
m-catidn, asi como las interacciones por puente de hidrogeno serian las diferencias

clave entre la molécula mezcla-EBD9 con respecto a la molécula EBD9 esperada.
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EBD9 esperada EBD9 obtenida M

Figura 20. Diagramas de interaccion de la estructura de EBD9 esperada vs la
estructura de EBD9 obtenida (mezcla-EBD?9).
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Figura 21. Curva concentracion-respuesta de mezcla-EBD9 sobre el eflujo de
AMPc en células Jurkat. Las concentraciones de mezcla-EBD9 utilizadas

fueron 0.1 uM, 1.0 uM, 10 uM y 100 pM.
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Figura 22. Efecto de los distintos tratamientos sobre los niveles de AMPc en
células Jurkat. Se presenta el control negativo que es DMSO, control positivo
que es cefourina-1 1.5 yM y las 4 concentraciones de mezcla-EBD9 usadas

en la curva cncentracion-respuesta.

6.7 Evaluacién de apoptosis en células Jurkat y CRL-1991

Las células Jurkat y CRL-1991 fueron tratadas como se indica en la tabla 5 con el
objetivo de determinar el efecto apoptético inducido por cada molécula y observar
si hubo diferente porcentaje de apoptosis en las lineas celulares. La ICso de mezcla-
EBD9 corresponde a la concentraciéon (1.35 pM) que inhibié el 50% del eflujo de
AMPc en células Jurkat después de 12h de tratamiento. Asi mismo, se utilizé la
concentracion de 1.35 pM para los fragmentos 1y 2 que conforman a mezcla.EBD9.
Los experimentos de apoptosis proporcionaron informacién valiosa pero no
concluyente, ya que, de acuerdo con la elucidacion estructural, las muestras tenian
contaminacion de los disolventes como acetato de etilo y hexano. Posiblemente, la
presencia de contaminacion por alcanos se deba a residuos de plastico de las tapas
de los matraces utilizados para la formacion de cloruros de acido (en la sintesis de
los fragmentos 1 y 2), ya que el cloruro de sulfurilo es altamente corrosivo. En
relacion con lo anterior, no se puede determinar el porcentaje de contaminacién
presente en cada muestra. Sin embargo, se muestran los resultados preliminares

de ensayos de apoptosis (figura 23). En todos los grupos, a excepcion del control
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negativo, la actividad apoptoética fue significativamente mayor en células Jurkat que
en linfoblastos normales (CRL-1991), lo cual era de esperarse debido a la mayor
susceptibilidad que tienen las células leucémicas a los anticancerigenos. En el
grupo de vincristina (VCR) se observo un mayor porcentaje de apoptosis en CRL-
1991 comparado con los demas grupos. La VCR es un farmaco que favorece el
arresto mitotico y la muerte celular mediante la perturbacion de la dinamica de los
microtubulos. Ademas, el estrés oxidativo provocado por VCR es un mecanismo
adicional por el cual se produce muerte celular[72,73], siendo tales mecanismos los
responsables del porcentaje elevado de apoptosis en CRL-1991.

La cefourina-1 es la molécula con mayor selectividad en la inhibicion de MRP4,
promoviendo la acumulaciéon de AMPc intracelular, y-la.concentracion de 1.5 yM
utilizada en el experimento de apoptosis corresponde a la ICso de inhibicion de
MRP4, lo cual correspondié a menos del 20% de induccién de apoptosis en ambas
lineas celulares, siendo mayor el porcentaje de apoptosis en Jurkat. Los resultados
son consistentes con el hecho de que el incremento de los niveles de AMPc
favorece la induccion de apoptosis intrinseca mediante la activacion de PKA y
posterior fosforilacion de Bax [41] en células leucémicas en mayor proporcién que
en células hematopoyéticas normales [42]. Los blastos hematopoyéticos normales
toleran mas la acumulacion de AMPc después de inhibir MRP4, siendo la
diferenciacion uno de los eventos posteriores mas benéficos, como se observa en
células blasticas de leucemia mieloide [74]. El porcentaje de apoptosis inducido por
mezcla-EBD9. es el que muestra la mayor diferencia entre Jurkat y CRL1991,
mostrando una amplia preferencia por las células Jurkat. EBD9 indujo el menor
porcentaje-de apoptosis sobre CRL-1991 con respecto a VCR, cefourina-1 y los
fragmentos 1 y 2. Por otro lado, mezcla-EBD9 indujo el segundo mayor porcentaje
de apoptosis sobre células Jurkat, sélo por debajo del control positivo VCR. Lo
anterior sugiere que mezcla-EBD9 mostr6 el mayor grado de selectividad en cuanto
a efecto apoptotico. Aun asi, el porcentaje de apoptosis inducido en CRL-1991 es
significativamente mayor que el inducido por el control negativo DMSO, lo cual
sugiere que efectivamente la acumulacion de AMPc provocada por mezcla-EBD9,
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induce un efecto apoptético sobre células hematopoyéticas normales, aunque no
podemos afirmar que sea el unico mecanismo por el cual mezcla-EBD9 induce
apoptosis. De la misma forma en que no podemos determinar si EBD9 favorece el
aumento de AMPc intracelular por inhibicion de MRP4, por activacién de adenilato
ciclasa o por inhibicion de fosfodiesterasas, tampoco podemos asegurar cuales son
los mecanismos alternativos por los cuales mezcla-EBD9 induce apoptosis,
tomando en cuenta que su estructura pudiera ser promiscua. Los fragmentos 1y 2
tienen actividad apoptética por separado, ya que indujeron —apoptosis
significativamente mayor que DMSO en ambas lineas celulares, sin diferencia
significativa entre ellos. Sin embargo, se observa que por separado no tienen el

mismo grado de selectividad hacia células Jurkat comparados con mezcla-EBD?9.

El siguiente paso por seguir es la repeticion de la sintesis de EBD9 tomando en
cuenta todos los factores que daran lugar a un mayor rendimiento y a niveles casi
indetectables de contaminacion. Una vez que se tengan las muestras puras, se
realizaran nuevamente los ensayos de eflujo de AMPc para determinar la inhibicidn
de MRP4, asi como los ensayos de apoptosis. Para estudiar aun mas la funcién de
MRP4, se realizaran estudios in silico de dinamica molecular all-atom y umbrella
sampling, asi mutagénesis sobre el gen ABCC4 modificando los residuos de
interaccion de EBD9 determinados por los analisis in silico, para aproximarnos a
determinar el sitio de interaccion de EBD9. Para realizar los estudios de
mutagénesis dirigida se utilizara el sistema CRISPR-Cas9 y de esta manera tener

unicamente la variante de MRP4 y no la nativa en las células Jurkat.
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Figura 23. Induccién de apoptosis por los distintos tratamientos sobre células

Jurkat en comparacion con células CRL-1991.
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7. Conclusion

El desarrollo de nuevos tratamientos para leucemia se basa en nuevos enfoques
farmacoldgicos, identificando blancos terapéuticos estratégicos que no
comprometan al maximo la salud de los pacientes. La inhibicion de MRP4 para
activar la via de la apoptosis de una manera selectiva y, a su vez, mejorar la eficacia
de los farmacos quimioterapéuticos que son sustrato de MPR4, es uno de los
enfoques mas prometedores. En el presente trabajo se disefiaron 3 moléculas con
potencial inhibitorio sobre MRP4 ya que presentan una afinidad tedrica entre 50 y
60 veces mayor que la quercetina y cefourina-1 (la mas potente y selectiva,
respectivamente). Se llevo a cabo la ruta de sintesis propuesta, con resultados
preliminares sobre la inhibiciéon de MRP4 y la induccion de apoptosis prometedores.
La mezcla-EBD9 presenta un patrén de inhibicion de MRP4 similar a la molécula
control cefourina-1. Por otro lado, se muestra una selectividad sobre células Jurkat
en la induccion de apoptosis por mezcla-EBD9, lo cual sugiere una baja probabilidad
de efectos off target. Ademas, los fragmentos 1 y 2 indujeron apoptosis con
diferencia significativa respecto al control, aunque fue significativamente menor a la
apoptosis inducida por mezcla-EBD9. Como se mencion6é anteriormente, se
realizara una nueva ronda de sintesis para obtener la molécula EBD9 esperada y
determinar su eficacia en la-inhibicién de MRP4 e induccién de apoptosis y, con la
ayuda de la tecnologia CRISPR-Cas9 se determinara el sitio de union de EBD9 para

tratar de explicar su mecanismo de accion.
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