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Introduccion.

1. Céncer. ;Qué es?

Quizds sea una de las palabras maés utilizada y que mas asusta cuando
se habla de salud y de su reverso, la enfermedad. El cincer es la segunda
causa de muerte en la poblacion espafiola, afectando fundamentalmente a
adultos en edad avanzada y representa el 30% de la mortalidad masculina y el
20% de la femenina. Los niveles de supervivencia de la enfermedad estan
creciendo, pero a su vez también se incrementa la incidencia del cancer en los
paises desarrollados. Actualmente, el numero de nuevos casos detectados
anualmente en Espafia es de 320 hombres y 290 mujeres por cada 100.000
habitantes. En los proximos ocho afios, se prevé un aumento de la frecuencia
de la apariciéon de la enfermedad en un 40% en varones y un 30% en mujeres.
Sin embargo, se estabilizaran los indices de mortalidad principalmente debido a
una mejora en el diagnostico precoz. “La investigacion de la biologia molecular
del cancer abre puertas para nuevos enfoques de tratamiento y ha supuesto un
impulso para la investigacion clinica” (Dr. Dorta, IX Congreso Nacional de la

Sociedad Espafiola de Oncologia Médica (SEOM)).

Los datos de mortalidad indican que no existen tratamientos eficientes
contra el cancer. Solo un 20% de los pacientes tratados con quimioterapia

consiguen una remision total y esta remisién esta concentrada en determinados
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tipos de tumores y franjas de edad concretas, por ejemplo el cancer de
testiculo tiene un 90% de supervivencia, mientras que en el cincer de pancreas
el porcentaje de supervivencia es practicamente inexistente (Bailar, J.C., IIl y

Smith, E.M., 1986).

Cancer es el término que se emplea para un grupo de enfermedades
que tienen un denominador comun: la transformacién de la célula normal en
otra que se comporta de forma muy peligrosa para el individuo. Las células
cancerosas estan definidas por dos propiedades hereditarias, ellas y su
progenie se reproducen a pesar de las restricciones normales, e invaden y
colonizan territorios normalmente reservados para otras células. Las células
normales crecen a un ritmo limitado y permanecen dentro de su habitat
especifico, sin embargo la célula normal puede a convertirse en una célula
cancerosa debido a un cambio o mutacién en el ADN. En ocasiones, estas
células, cuya carga genética ha cambiado, mueren o son eliminadas en los
ganglios linfaticos, por el contrario, en determinadas circunstancias, dichas
células siguen con vida y se reproducen. Las células cancerosas tienen un
aspecto distinto al de las células normales, bien porque su forma ha cambiado,
o bien porque contengan nlcleos de diferente tamafio. Estas células son
incapaces de realizar las funciones que corresponden a las células normales
pertenecientes a ese tejido. Generalmente, las células cancerosas se
multiplican muy rdpidamente, debido a la falta de un mecanismo de control del
crecimiento. Ademds, con frecuencia, son inmaduras debido a que se
multiplican de una forma muy réapida y no tienen tiempo suficiente para crecer
plenamente antes de dividirse. Al formarse un gran numero de células
cancerosas, se amontonan, presionan o bloquean a otros érganos y les impiden
realizar su funcion fisiolégica. Como frecuentemente no se limitan al espacio
originario donde se forman, y se extienden a otras zonas, se dicen que son
invasivas, dada su tendencia a emigrar a otros lugares a través de la sangre o
de la linfa. Las células que se encargan de la defensa del organismo suelen

destruirlas cuando estan mas dispersas pero si sobreviven pueden crecer en
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6rganos mas alejados, produciendo metastasis y haciendo mas dificil su
eliminacioén.

El cancer se define como un crecimiento tisular producido por la
proliferacién continua de células anormales con capacidad de invasion y
destruccion de otros tejidos. El cdncer que puede originarse a partir de
cualquier tipo de célula en cualquier tejido corporal, no es una enfermedad
unica sino un conjunto de enfermedades que se clasifican en funcién del tejido
y de la célula de origen. Existen varios cientos de formas distintas de cancer,
siendo tres los principales subtipos: los sarcomas proceden del tejido conectivo
como huesos, cartilagos, nervios, vasos sanguineos, musculos y tejido adiposo.
Los carcinomas proceden de tejidos epiteliales como la piel o los epitelios que
tapizan las cavidades y oOrganos corporales, y los tejidos glandulares de la
mama y prostata. Los carcinomas incluyen algunos de los canceres maés
frecuentes. Los carcinomas de estructura similar a la piel se denominan
carcinomas de células escamosas, y los que tienen una estructura glandular se
denominan adenocarcinomas. En el tercer subtipo se encuentran las leucemias
y linfomas que incluyen los canceres de los tejidos formadores de las células
sanguineas, produciendo inflamacién de los ganglios linfaticos, invasion del

bazo y médula 0sea, y sobreproduccién de células blancas inmaduras.

El crecimiento canceroso o neoplasia es clonal —todas las células
proceden de una unica célula madre- (ver figura 1). Estas células han escapado
al control que en condiciones normales rige el crecimiento celular, y al igual
que las células embrionarias, son incapaces de madurar o diferenciarse en un
estadio adulto y funcional. La proliferaciéon de estas células puede originar una
masa denominada tumor que crece sin mantener relacion con la funcién del

organo del que procede.



Introducciodn.

Célula madss

e ~
autorenuea o @
% z
Célula hija con I AN ‘
capacidad de

@0®®®
AN NN /I

e e

praliferacidn
limitada

-
- —— - N P ,
Diferenciacidn teriminal j ("- v. b
l'|‘i l' o
} (B) L& CELULA MADRE FRACASA EN La <25
células que no se dividen FRODUCCION DE UNA SOLA CELULA {C) L&S CELULAS HIES MO SE
7 que finalmente son QUE NO_ SEA CELULA MADEE EM CADA OFFREMCIAM MORMAL MEMNTE
descartadas DIVISIOM ¥ POF. ELLC PROLIFERAN ¥ FOR ELLO FROLIFERAN
(&) RU'TA NORMAL FORMAND O T TUMOR FORMAND O T TUMOE.

Figura 1: Control normal y alterado de la produccién de células a partir de células madre
(Alberts, B. et al., 1996).

Casi todos los canceres forman tumores, pero no todos los tumores son
cancerosos o malignos; la mayor parte son benignos (no ponen en peligro la
salud). Los tumores benignos se caracterizan por un crecimiento localizado y
suelen estar separados de los tejidos vecinos por una capsula, su crecimiento
es lento y tienen una estructura semejante al tejido del que proceden. En
ocasiones pueden producir alteraciones por obstruccién, compresiéon o
desplazamiento de las estructuras vecinas, como sucede a veces en el cerebro.
Algunos tumores benignos como los poélipos del colon son lesiones

precancerosas.

El principal atributo de los tumores malignos es su capacidad de
diseminacién fuera del lugar de origen. La invasién de los tejidos vecinos puede
producirse por extensiéon o infiltracién, o a distancia, produciendo crecimientos
secundarios conocidos como metéastasis (ver figura 2). La localizacion y la via

de propagacién de las metéstasis varia en funcién de los canceres primarios:

0 Cuando un céncer invade la superficie del 6rgano de origen, las células
pueden propagarse desde esta superficie a la cavidad vecina y 6rganos

adyacentes, donde pueden implantarse.
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o Las células tumorales pueden viajar en el interior de los vasos linfaticos
hacia los ganglios linfaticos, o también en los vasos sanguineos. En la
corriente circulatoria, estas células se detienen en el punto en el que los
vasos son demasiado estrechos para su diametro. Las células procedentes
de tumores del tracto gastrointestinal se detendrdn en el higado y
posteriormente pueden propagarse a los pulmones. Las células del resto
de los tumores invadiran los pulmones antes de propagarse a otros
o6rganos. Por tanto, los pulmones y el higado son dos localizaciones

frecuentes de metdstasis.

0 En muchos canceres las células migran a la corriente circulatoria de
manera temprana, y mientras algunas de estas células mueren, otras
pueden invadir y penetrar en el arbol vascular y en los tejidos. Si este
tejido tiene condiciones favorables para el crecimiento de la célula
tumoral, ésta se multiplica produciéndose una metastasis. En ocasiones,
s6lo se multiplica un pequefio nuimero de veces produciéndose un cumulo
de células que permanecen quiescentes en forma de micrometastasis. Este
estadio latente puede perdurar varios afios, y por razones desconocidas

puede reactivarse y producir un cancer recurrente.

Misculo lisa Celulas Carcinoma Celulas
“pt les pulmonar metastisicas
respiratorias

WVaso Células Tejido conjuntivo
linfatica tumorales : : o
Vaso sanguineo r Tumaor

Céluas sanas junto a Multiplicacion de

algunas cé¢lulas tumorales las células tumorales Células metastisicas

Figura 2: Progresion de un tumor.
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Muchas veces las células cancerosas conservan las caracteristicas
fisicas y biologicas del tejido del que proceden a pesar de estar ampliamente
diseminadas. De este modo, un patélogo puede, a través del examen
microscopico de estas células, determinar la procedencia de los tumores
metastasicos. Los tumores de las glandulas pueden ser identificados porque en
ocasiones producen de forma indiscriminada la misma hormona producida por
el tejido del que proceden. A veces, también responden a las hormonas que

controlan esos tejidos en condiciones normales.

Cuanto mds agresivo y maligno es un cancer, menos recuerda a la
estructura del tejido del que procede, pero la tasa de crecimiento del cancer
depende no sélo del tipo celular y grado de diferenciacion, sino también de
factores dependientes del huésped. Una caracteristica de malignidad es la
heterogeneidad celular del tumor. Debido a las alteraciones en la proliferacion
celular, las células cancerosas son méas susceptibles a las mutaciones. Con la
evolucién, el tumor es cada vez menos diferenciado y de crecimiento maéas
rapido. También puede desarrollar resistencia a la quimioterapia o a la

radiacion.

En el tratamiento del cancer, las medidas terapéuticas tradicionales
incluyen la cirugia, la radiacién y la quimioterapia. En la actualidad se estudia la

utilidad de la inmunoterapia vy la modulacién de la respuesta biolégica.

La cirugia constituye la principal estrategia para el tratamiento curativo
del cancer, produciéndose la escision de todas las células malignas mediante
una intervencién quirtrgica. Sin embargo, muchos canceres estdn demasiado
extendidos en el momento del diagnostico para que la cirugia curativa sea
posible. Si la extension local del tumor afecta a tejidos vecinos que no pueden
ser resecados, o si existen metdstasis a distancia, la cirugia no serda un
tratamiento curativo, sin embargo, puede tener el objetivo de disminuir la masa
tumoral para permitir una mejor respuesta al posterior tratamiento

quimioterapéutico o radioterapéutico.
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El tratamiento con radioterapia consiste en la utilizacién de radiaciones
lonizantes que pueden ser electromagnéticas o por particulas, produciendo una

destruccién tisular.

La sensibilidad de los tumores a las radiaciones es muy variable. La
radioterapia también se emplea con frecuencia como tratamiento paliativo,
sobre todo en las metéstasis. Puede ser tatil como coadyuvante a la cirugia y en

otros casos la radioterapia se emplea en el proceso postoperatorio.

La quimioterapia consiste en la utilizacion de farmacos para el
tratamiento del cancer. Puesto que los fAdrmacos se distribuyen en el organismo
a través del sistema circulatorio, la quimioterapia es util para aquellos tumores
cuya diseminacién los hace inaccesibles a la cirugia o a la radioterapia. Existen
multitud de farmacos anticancerosos, la mayor parte de los cuales actian
interfiriendo en la sintesis o en la funcién del ADN, por lo que las células en
division son mas sensibles a la quimioterapia. El tejido canceroso tiene una
mayor proporcion de células en division que los tejidos normales (en los que las
células de soporte o de relleno estdn en una fase quiescente y son por tanto
resistentes a los efectos del farmaco). Dentro de los tejidos normales, los que
tienen una tasa de proliferaciéon méas rapida son la médula 6sea y las células de
recubrimiento del tracto gastrointestinal, siendo por lo tanto los dos tejidos
mas sensibles al efecto de la quimioterapia, y de la lesién de éstos depende la
toxicidad, que limitard la maxima dosis tolerable de los farmacos
anticancerosos. Para que el tratamiento quimioterdpico sea efectivo, la
sensibilidad del tumor debe ser superior a la del tejido normal mas sensible.
Mientras algunos tumores son varias veces mdas sensibles, otros soélo lo son
ligeramente. Por fortuna, las células de la médula 6sea pueden dividirse a
mayor velocidad que las células malignas y, por tanto, se recuperan con mayor
rapidez. Si se repite un ciclo del farmaco en este momento, el tumor no ha
tenido tiempo de crecer demasiado. Los ciclos repetidos reducen de forma
paulatina el tumor antes de la aparicién de resistencias. La sensibilidad de

clertos tumores a la quimioterapia es tal que es posible la curacion en un alto
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porcentaje: esto sucede en el cancer uterino, las leucemias agudas (sobre todo
en los nifios), la enfermedad de Hodgkin y los linfomas difusos de células
grandes, el carcinoma de testiculo, el carcinoma de ovario, los carcinomas de
células pequefias del pulmén, y gran parte de los canceres infantiles. Muchas
veces estos procesos cancerosos se han diseminado en el momento del
diagnéstico y no existe otra opcion terapéutica. Otros canceres avanzados
tienen buena respuesta a la quimioterapia y pueden ser controlados durante
periodos prolongados, por lo que se utiliza con frecuencia como tratamiento

paliativo.

Los dos principales problemas que limitan la utilizacién de la
quimioterapia son la toxicidad y la resistencia. Los abordajes clinicos y
cientificos que tratan de evitar o controlar la toxicidad y disminuir el riesgo de
resistencias, se han ido perfeccionando. Es importante iniciar el tratamiento en
estadio temprano de la enfermedad, la utilizacién de dosis 6ptimas del farmaco
y la repeticion de los ciclos con intervalos lo mas cortos posible, siempre que

se permita la recuperacion del paciente de los efectos toxicos.

La utilizacion de multiples farmacos garantiza en principio una mejor
eficacia del tratamiento. Los protocolos de quimioterapia utilizan diferentes
farmacos (a menudo entre 3 y 6 al mismo tiempo), cada uno de los cuales es
eficaz de forma aislada. Se combinan farmacos con diferentes mecanismos de
accion para evitar la aparicién de resistencias cruzadas, y con diferentes tipos
de toxicidad para poder emplear la dosis 6ptima de cada farmaco, sin producir

toxicidad aditiva que puede resultar fatal.

Se puede utilizar la quimioterapia junto a la cirugia o a las radiaciones
en la denominada terapia combinada. Muchas veces se utiliza como tratamiento
coadyuvante tras la cirugia, cuando ésta es la principal modalidad terapéutica.
Esta terapia es muy eficaz en el cancer de mama. El objetivo principal de la
quimioterapia como coadyuvante es la eliminacion de las micrometéstasis que

pudieran existir con anterioridad a la cirugia. Es mds reciente la utilizacion de



Introducciodn.

la quimioterapia previa a la cirugia como tratamiento coadyuvante, que puede

ademads, reducir la masa del tumor y facilitar su eliminacién quirargica.

2. Fenotipo MDR.

Una de las principales causas de fracaso de la quimioterapia
antineopldsica en humanos es la aparicion de la resistencia a maultiples
farmacos (MDR) (Wandel, C. et al.,, 1999). Este fenémeno consiste en una
resistencia inespecifica a farmacos citostaticos sin una clara semejanza

estructural o quimica, y con distintos blancos moleculares.

Los mecanismos responsables del fenotipo MDR son pleiotropicos ya
que operan a distintos niveles inhibiendo la accién citotéxica de los farmacos.
Su actuacién puede ir desde alteraciones en la regulacion génica de p53 o bcl-
2, hasta producir una disminucion de la acumulacién de los farmacos en el
interior de la célula. Este ultimo mecanismo generalmente va asociado a la
actividad de proteinas transportadoras como la proteina de resistencia del
cancer de mama (BCRP) (Tan, B. et al.,, 2000) la proteina asociada a la
resistencia pulmonar (LRP) (Kickhoefer, V.A. et al., 1998; Scheffer, G.L. et al.,
1995), la proteina asociada a resistencia a multiples farmacos (MRP) y la

Glicoproteina-P (P-gp) (Stavrovskaya, A.A., 2000).

P-gp vy MRP son bombas de extrusién de macromoléculas, y su

sobreexpresion se asocia a la apariciéon del fenotipo MDR.

P-gp se expresa de modo constitutivo en distintos tejidos y de distinta
forma. Por ejemplo, en células de la epidermis o en los pneumocitos, se
observan niveles muy bajos de expresion, mientras que en células del cortex de
la glandula adrenal o en células de la mucosa del colon se expresa mas
abundantemente, asi mismo, la expresion de P-gp se reduce gradualmente en
el proceso de diferenciacion de las células mieloides, mientras que la

malignizacién de estas células produce un aumento paralelo de P-gp lo que les
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confiere un fenotipo MDR intrinseco. Como hemos apuntado, en tejidos
normales existe expresion de P-gp y los mayores contenidos de ésta se hallan
en el epitelio secretor, incluyendo el borde en cepillo del epitelio del tubulo
contorneado proximal del rifion (Cordon-Cardo, C. et al., 1990), detectandose
igualmente en lineas celulares en cultivo procedentes de dicho tejido (Garcia,
d.M. et al.,, 1995). La expresion de P-gp vy MRP puede ser inducida por
farmacos antineoplédsicos en neoplasias que han llegado a ser resistentes al
tratamiento quimioterapico. Asi tumores que no expresaban P-gp muestran un
incremento de ARN mensajero para P-gp en la recidiva que sufren muchos
pacientes después de un tratamiento de quimioterapia (Stavrovskaya, A.A.,

2000).

3. Transportadores ABC.

El transporte de moléculas especificas a través de las membranas
lipidicas es una funcion esencial de todos los organismos vivos por lo que se
han desarrollado una gran cantidad de transportadores especificos con el fin de
realizar esta funcién. La familia mas grande de genes transportadores es la
superfamilia de transportadores ATP-binging casete (ABC). Estas proteinas
desplazan una amplia variedad de substratos como azucares, aminodacidos,
iones metdalicos, péptidos, proteinas, y una gran cantidad de compuestos y de
metabolitos hidrofébicos a través de la membrana celular e intracelular. Los
genes ABC son esenciales para muchos procesos celulares. Los miembros de
esta superfamilia han sido asociados con diversas funciones fisiol6gicas como
proteger a la célula de compuestos téxicos confiriéndoles resistencia frente a
los mismos, la secrecion de proteinas, la presentacién de antigenos, la
patogénesis, vy la regulacion del desarrollo en microorganismos y mamiferos
(Borst, P. y Elferink, R.O., 2002; Gottesman, M.M., 2002; Young, J. y Holland,
[.B., 1999). Mutaciones en estos genes causan o contribuyen a varios

desordenes tales como anomalias en la respuesta a farmacos debido a la
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extrusion de los mismos fuera de la célula (Borst, P. et al., 2000b; Higgins,
C.F., 1992; Higgins, C.F., 1994), enfermedades neurologicas (Mosser, J. et al.,
1993), degeneracion retiniana (Albet, S. et al., 1997; Berger, J. et al., 1999;
Pujol, A. et al., 2000), defectos en el transporte del colesterol (Alonso, E.M. et
al., 1994; de Vree, J.M. et al., 1998; Deleuze, J.F. et al., 1996; Dixon, P.H. et
al., 2000; Strautnieks, S.S. et al., 1998) y transporte de la bilis (van Helvoort,
A. et al., 1996) o anemia (Allikmets, R. et al., 1999).

Las proteinas ABC se unen a ATP y utilizan la energia para transportar
las moléculas a través de la membrana plasméatica, de las membranas
intracelulares del reticulo endoplasmatico, de los peroxisomas y de la
mitocondria (Childs, S. y Ling, V., 1994; Dean, M. y Allikmets, R., 1995;
Higgins, C.F., 1992). Los transportadores ABC tienen dos dominios de unién al
ATP situados en el citoplasma, también conocidos como dominio de uni6én a
nucleétidos (NBD), v dos dominios transmembrana (TM), que tipicamente estan
formados por seis segmentos en a—hélice que atraviesan la membrana. El
transporte de los sustratos (compuestos hidrofobicos) se da en una sola
direccion, siendo este movimiento generalmente de la hoja interna de la bicapa
lipidica a la capa externa o a una molécula del aceptor. Los genes que codifican
para las proteinas ABC se organizan como transportadores completos que
contienen dos TM y dos NBD o como transportadores medios que contienen un
solo elemento de cada dominio (Hyde, S.C. et al., 1990). Cuando se organizan
como medios han de ensamblarse como homodimeros o heterodimeros para

crear un transportador funcional.

P-gp y MRP son proteinas pertenecientes a la superfamilia de
transportadores ABC, cuya funcion es la extrusién de xenobibdticos dependiente
de ATP (Borst, P. y Elferink, R.O., 2002; Cole, S.P. et al., 1992; Gao, M. et al.,
1996). La primera de estas proteinas, descubierta en humanos, fue P-gp,
producto del gen mdrl. Las células que muestran sobreexpresion de P-gp son
resistentes a determinados compuestos quimicos entre los que se encuentran

algunos de los farmacos antitumorales clinicamente relevantes tales como
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daunorrubicina, doxorrubicina, mitoxantrona, taxol, vincristina, vinblastina,
aunque permanecen sensibles a los agentes alquilantes y a los antimetabolitos
(Biedler, J.L. y Riehm, H., 1970; Borst, P. y Elferink, R.O., 2002; Gros, P. et al.,
1986a; Kessel, D. et al., 1968; Ling, V. y Thompson, L.H., 1974).

Aunque los genes mdr fueron los primeros en descubrirse implicados
en el fenotipo MDR, hoy se conocen otras familias como la familia MRP cuyos
productos son proteinas transportadoras capaces de conferir también un

fenotipo resistente (Borst, P. et al., 2000a; Gottesman, M.M. et al., 2002).

La estructura general de estos transportadores incluye seis segmentos
transmembrana seguidos de un fragmento de union a ATP. La unidad
estructural de P-gp (ver figura 3 ) tiene dos dominios transmembrana, cada
uno con seis segmentos transmembrana, asociadas a dos regiones
intracelulares de union a ATP. La proteina MRP incluye ademdas una regiéon
amino terminal también hidrofobica compuesta de cinco segmentos
transmembrana, unida al resto de la proteina por un fragmento hidrofilico

intracelular (ver figura 6).

3.1. Glicoproteina-P (P-gp).

P-gp ha sido caracterizada bioquimicamente como una glicoproteina de
membrana plasmadtica que se extiende en la bicapa lipidica, vy que actia como
una bomba de membrana que activamente exporta fadrmacos al exterior celular
(Ferry, D. et al., 2000). La porcién de P-gp expuesta en la superficie celular es
reactiva con la técnica de unién de carbohidratos de superficie y es ademads
susceptible a la digestion proteolitica. El mapeo de los epitopos con
anticuerpos monoclonales ha permitido localizar el extremo C-terminal de la

molécula en la parte citoplasmatica de la membrana (Bradley, G. et al., 1988).

El anélisis de la secuencia de ADNc procedente de lineas celulares de

ratén, hamster y humano, que codifican para el gen de la P-gp ha permitido
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conocer la secuencia completa de aminoacidos de la molécula (ver figura 3). La
secuencia de ratén presenta 1.276 aminodcidos mientras que la humana
contiene 1.280 (Biedler, J.L., 1992; Harris, A.L. y Hochhauser, D., 1992;
Kirschner, L.S. et al., 1992; Lum, B.L. et al., 1993; Roninson, [.B., 1992),
calculandose un peso molecular de 140 y 141 kDa, respectivamente. Estos
valores coinciden con el tamafio estimado de 140 kDa para la porcion

polipeptidica de la P-gp (Gros, P. et al., 1986b).

Medio
Extracelular

Membrana

COOH

Figura 3: Topologia de la P-gp en la membrana plasmatica (Gottesman, M.M. y Pastan, 1.,
1993).

Se ha detectado en lineas celulares de macréfagos de raton la
presencia de dos moléculas precursoras de P-gp diferentes, una de 120 kDa y
la otra de 125 kDa. El precursor de 120 kDa se convierte en una proteina
madura de 130 kDa, mientras que el precursor de 125 kDa madura en una
proteina con un peso molecular de 135-140 kDa, observandose variaciones en
el tamafio de una linea celular a otra. Estudios posteriores han identificado la
existencia de dos moléculas de P-gp diferentes, que se expresan en distintas
lineas celulares con fenotipo MDR. Las diferencias funcionales de estas dos

isoproteinas de P—-gp estriban en la mayor eficiencia que presenta la proteina
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producida a partir de la molécula precursora de 120 kDa, ya que células que
expresan este precursor son casi cuatro veces mas resistentes. Se ha podido
comprobar que las dos isoproteinas de P-gp encontradas en células con
fenotipo MDR corresponden a los productos génicos de los genes mdrla y
mdrlb, los cuales son funcionalmente diferentes (Kirschner, L.S. et al., 1992).
En el hombre, la proteina precursora de 140 kDa se convierte gradualmente en
170 kDa en un periodo de entre 2 y 4 horas (Harris, A.L. y Hochhauser, D.,
1992). En cada caso, la molécula de P-gp consiste en dos mitades homologas
unidas entre si (Booth, C.L. et al., 2000; Kaye, S.B., 1988; Lum, B.L. et al.,
1993; Nuti, S.L. et al., 2000). Cada mitad de la molécula presenta seis dominios
hidrofébicos transmembrana unidos (Azzaria, M. et al., 1989; Harris, AL. y
Hochhauser, D., 1992; Roninson, I.B., 1992), dispuestos en tres pares y
asociados con un dominio hidrofilico C-terminal que contiene la secuencia
consenso de unioén e hidrolisis del ATP (Biedler, J.L., 1992; Gros, P. et al.,
1986b; Harris, A.L. y Hochhauser, D., 1992). La secuencia de aminoacidos
contiene un extenso segmento hidrofébico en el extremo N-terminal (ver figura
3) (Booth, C.L. et al., 2000). Los segmentos transmembrana en la membrana
plasmaética estdn orientados de forma que el extremo C-terminal se sitie en el
lado citoplasmico de la membrana. Los tres pares de segmentos
transmembrana estdn separados por largas cadenas de aminodcidos en la cara
citoplasmatica de la membrana y cortas cadenas en la superficie celular
(Bradley, G. et al., 1988). Ademas, la molécula presenta una cadena externa de
carbohidratos, situada sobre la cadena exterior de aminoacidos que une los dos
primeros segmentos transmembrana, cerca del extremo N-terminal de la
molécula (ver figura 3 y 4) (Kast, C. et al., 1995). Al menos 20 kDa de los 170~
180 kDa de la proteina son debidos a los carbohidratos. Existen fuertes
evidencias para asegurar que la porciéon exterior de carbohidratos no interviene

en el transporte de farmacos o en su reconocimiento.
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Figura 4: Estructura tridimensional de la Glicoproteina-P.

El estudio de las secuencias de P-gp muestra una estructura altamente
conservada en la porciéon transmembrana N-terminal, la cual contiene las
caracteristicas de un dominio en forma de canal. Los dominios
intracitoplasmicos de unién e hidrolisis del ATP forman un poro y actuan
conjuntamente en el transporte activo de farmacos al exterior celular (ver
figura 4 y 5) (Biedler, J.L., 1992; Masters, J.R., 1990). Esta proteina acttia como
una bomba extrusora dependiente de energia que expele sustancias hidrofobas
desde el citoplasma celular al espacio extracelular de acuerdo con el modelo
propuesto por (Gottesman, M.M. et al., 1995) (ver figura 5), quienes la han
denominado “aspirador de moléculas hidrofobicas”. Segun dicho modelo, el
farmaco no so6lo es bombeado fuera de la célula tumoral sino que también se
disminuye su entrada en ésta (Germann, U.A. et al., 1996; Gottesman, M.M. y
Pastan, 1., 1993; Raviv, Y. et al., 1990). Los compuestos entran en la célula por
difusion pasiva y son detectados nada mas entrar en la membrana y expulsados
al exterior de modo que no puedan alcanzar la concentracién necesaria para
ejercer su efecto citotoxico. El eflujo se realiza a través del poro directa o
indirectamente, tras la uni6on a moléculas transportadoras que pueden ser un

péptido o una proteina (Stavrovskaya, A.A., 2000).
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Figura 5: Mecanismo de acciéon de la Glicoproteina—P.

La adquisicién del fenotipo MDR durante o después del tratamiento esta
perfectamente documentada "/n vitro” (Bourhis, J. et al., 1989) y hasta ahora ha
sido explicada como una respuesta inespecifica a la presion del tratamiento
farmacolégico con agentes capaces de interaccionar con la P-gp. Estos
farmacos son compuestos hidrofébicos, incluyendo una variedad de farmacos
antineoplésicos, agentes citotéxicos y farmacos que revierten el fenotipo MDR
(ver tabla 1). Sin embargo, el espectro de sustancias que pueden ser
transportadas por P-gp se ha incrementado de forma progresiva, ademds
muchos farmacos como los antagonistas de los canales de calcio, FK506,
Rapamicina y Ciclosporina A, interfieren en la expresion y funcion de P-gp,
generalmente a través de un mecanismo de inhibicion competitiva (Broeks, A.

et al., 1996; Twentyman, P.R., 1992).

Tabla 1: Compuestos que interacttian con Glicoproteina—P.

Quimioterapicos | Otros Citotoxicos | Agentes Revertidores de MDR

Peptidos Ciclicos v Lineales

*Daunorrubicina | *Colchicina *Verapamilo *Actinomicina D

*Doxorrubicina *Emetina *Nifedipino *Gramicidina D
*Mitoxantrona *Bromuro de etidio *Azidopina *Valinomicina
*Etoposido *Puromicina *Quinidina *F. Ferhormona de levadura

*Teniposido
*Vinblastina
*Vincristina
*Mitomicina C
*Paclitaxel
*Actinomicina D

*Topotecan

x*Mitramicina

*Amiodarona
*Reserpina
*Ciclosporina A
*FK506
*Rapamicina
*Progesterona

«Forskolina

*N-acetil-leucil-leucil-norleucina
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La demostracién inmunohistoquimica de su presencia de forma
polarizada en la superficie apical de las células ha sugerido que la P-gp estd
involucrada en la defensa contra xenobidticos y metabolitos toxicos endogenos
(Bennett, W.M. et al., 1996; Cordon-Cardo, C. et al., 1990; Leveille-Webster,
C.R. y Arias, ILM., 1995), aunque su funcion fisioloégica exacta no estd
totalmente definida. Esta hipotesis estd apoyada por un reciente trabajo que
indica que P-gp contribuye con la detoxificacion de pesticidas o6rgano
fosforados en conductos biliares y tubulos contorneados proximales del rifion
en ratas (Lanning, C.L. et al., 1996). La gran variabilidad de sustratos que
pueden ser transportados por P—gp sugiere que dicha proteina puede tener
otras multiples funciones (ver tabla 2), muchas de las cuales todavia estan en
vias de exploracion (Ambudkar, S.V. et al.,, 1999; Leveille-Webster, C.R. y
Arias, LM., 1995).

Tabla 2: Funciones de la Glicoproteina-P.

Funciones de la Glicoproteina P

e Proteccién frente a xenobidticos externos (farmacos, toxicos
medioambientales, etc.).

e Transporte de hormonas esteroideas.

e Proteccion frente a toxicos endogenos.

e Transporte de colesterol en epitelios digestivos

e Transporte de factores de crecimiento y citocinas en células
hematopoyéticas y NK.

e Regulacién del fenémeno de apoptosis.

e Transporte de péptidos vinculados al reconocimiento antigénico.

3.2. Proteina Asociada a la Resistencia a Mualtiples Farmacos
(MRP).

La familia de MRP, proteinas asociadas a la resistencia a maultiples

farmacos, tiene actualmente siete miembros. Las MRPs son transportadores

organicos de aniones, es decir, transportan farmacos ani6nicos como el

metotrexato y farmacos neutros conjugados a los ligandos acidos, tales como
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glutation (GSH), glucuronato o sulfato (Hipfner, D.R. et al., 1999; Jedlitschky, G.
et al., 1996; Konig, J. et al., 1999). Estas proteinas transportadoras constituyen
una parte importante de la defensa de las células frente a farmacos
carcinostaticos, efecto observado por el médico danés Dano (Dano, K., 1973),
que demostro en 1973 que las células resistentes (con fenotipo MDR) de ascitis
de Ehrlich podian disminuir su concentracién intracelular de daunorrubicina
debido a la extrusién activa de farmaco. En 1976, Juliano y Ling (Juliano, R.L. y
Ling, V., 1976) descubrieron la P-gp, v en 1992 Cole et al. (Cole, S.P. et al.,
1992) descubrieron un segundo tipo de bomba extrusora de farmacos en
células de cancer de fenotipo MDR, la proteina MRP. Mientras que el genoma
humano codifica tnicamente dos proteinas P-gp (Lincke, C.R. et al., 1991), se
ha demostrado la existencia de muchos mdas genes relacionados con MRP
(Allikmets, R. et al., 1996; Kool, M. et al., 1997). Hasta hoy se conocen siete
miembros de MRP, siendo MRP7 uno de los miembros mas recientes que aun
no se ha caracterizado por completo. Las seis MRPs estudiadas hasta el
momento se pueden englobar en dos grupos, MRP1, MRP2, MRP3, vy MRP6
tiene un dominio adicional en la regiéon N-terminal (indicado como TMDy en la
figura 6), mientras que MRP4 y MRP5 carecen de dicho dominio. Se ha
demostrado (Bakos, E. et al., 1998) que el dominio TMD, de MRP1 no s
requiere para la actividad del transporte. La regién esencial para el transporte
es la indicada como Lo de MRP1 (véase figura 6) que esta conservada en la
region N-terminal de MRP4 y MRP5 (Bakos, E. et al., 1998; Gao, M. et al.,
1996).

El gen MRP1 estd implicado en la multirresistencia a farmacos, siendo
la especificidad del sustrato de MRPI1 inicialmente similar a la de P-gp. Sin
embargo, se ha demostrado que los sustratos mas especificos para MRP1 son
los aniones organicos (Jedlitschky, G. et al., 1994; Leier, 1. et al., 1994; Muller,
M. et al., 1994). MRP1 consta de 1.531 aminoacidos, con un peso molecular de
190 kDa. Estructuralmente contiene dos dominios de union de ATP y tres

regiones con multiples hélices que atraviesan la membrana (ver figura 6). El

18



Introducciodn.

gen MRP1 es miembro de la familia de proteinas transportadoras ABC, pero a
diferencia de otros miembros de la superfamilia ABC, MRP y varias proteinas
relacionadas poseen tres dominios transmembrana. El dominio adicional de
NHs-proximal en MRP contiene cinco hélices que atraviesan la membrana con
un NHy-terminal extracitosolico y esencial para el transporte (Deeley, R.G. y

Cole, S.P., 1997; Ling, V., 1997).

Medio
Extracelular

™D 0 I L 0 | Base (como P-gp)

Figura 6: Topologia de la MRP1 en la membrana plasmatica (Borst, P. et al., 2000a).

Esta proteina transmembrana se expresa constitutivamente en una
variedad amplia de tejidos, incluyendo las células epiteliales y todos los tipos
celulares hematopoyéticos, lo que sugiere una funcion fisiolégica en la célula,
probablemente como un transportador activo de aniones amfifilicos (Deeley,
R.G. y Cole, S.P., 1997). También podemos encontrar una expresion creciente
de la proteina en varios tipos de tumores. En células normales, presenta una
localizacién predominante en el citoplasma, mientras que en células tumorales
la encontramos predominantemente en membrana plasmatica, encontrandose
también en el reticulo endoplasmatico, indicando una probable funcién diversa.
La MRP1 es una bomba de eflujo de la membrana plasmadtica, e induce un
fenotipo MDR, confiriendo su sobreexpresion resistencia a una amplia variedad

de farmacos hidrofébicos como la doxorrubicina daunorrubicina, vinblastina,
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vincristina, colchicina, VP16, Rodamina 123 (Kavallaris, M., 1997; Zaman, G.J.
et al., 1994). Para la expulsion eficaz de los agentes quimioterapéuticos se
requiere el glutation (Barrand, M.A. et al., 1997). El modo de accion de MRP1
es muy similar al de la glicoproteina—P, la principal proteina responsable del
fenotipo MDR. Sin embargo, la MRP1 no confiere resistencia a Taxol o al m-
AMSA, sino que puede transportar oxianiones metdalicos, glutation y otras
conjugaciones del glutatién. Los inhibidores del transporte orgénico del anion,

tales como probenecid, pueden bloquear la actividad del MRP.

La MRP1 esta implicada en la resistencia inducida a los agentes
quimioterapéuticos, en una amplia variedad de tumores soélidos y
hematolégicos. La sobreexpresiéon de MRP1 puede conferir resistencia
terapéutica en leucemia y tumores solidos, no obstante su importancia es
relativa, en comparacién con otras proteinas capaces de inducir el fenotipo
MDR (Willman, C.L., 1997). No esta todavia claro, si la sobreexpresion de esta
proteina est4 ligada a la activacién transcripcional del gen y/o de la estabilidad
creciente del ARN-m, 6 a la amplificacion del gen (Burger, H. et al., 1994;

Cole, S.P. et al., 1992).

4. Moduladores.

Una de las principales caracteristicas de la MDR es que, en algunos
casos, las células seleccionadas en funcion de su resistencia a un agente
citostatico son también resistentes a otros agentes que no poseen ningin tipo
de analogia funcional o estructural, pues unos actiian como inhibidores de la
sintesis de DNA o RNA, otros intervienen en la formacién de tubulina y otros
en el potencial de membrana. Lo tnico que tienen en comun estos compuestos
es que son anfipaticos y que poseen anillos planos hidrofébicos. Algunos
ejemplos de este tipo de compuestos son los alcaloides de la vinca, las
antraciclinas o las podofilotoxinas (Gottesman, M.M., 1993). Existen varias

estrategias para abordar el problema de la MDR, por ejemplo disminuyendo la
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expresion del gen mdrl (Hanania, E.G. et al., 1995), utilizando inhibidores de la
glicoproteina—P. Si la accién de esta proteina pudiera ser modulada, se podria
llegar a una concentracion intracelular de farmaco suficiente para ejercer su
efecto. Existen unos compuestos capaces de revertir la multirresistencia a
farmacos en células MDR, que se denominan quimiosensibilizadores. No son
toxicos por si mismos y, en general, compiten con los farmacos antitumorales
por la union a P—gp bloqueando asi su actividad transportadora y aumentando la
concentracion intracelular de farmaco que ahora si alcanza niveles téxicos. A
veces, es necesario utilizar mezclas de quimiosensibilizadores para evitar la
apariciéon de efectos secundarios. De este modo se han utilizado conjuntamente

verapamilo y quinina, o verapamilo y ciclosporina A, con resultados positivos.

Se han descrito un gran ntmero de moduladores o
guimiosensibilizadores que alteran la capacidad de los transportadores ABC
(Glicoproteina-P o MRP) y permiten mantener concentraciones subtoxicas del
farmaco en la célula, entre ellos destacan los bloqueadores de los canales de
calcio como el verapamilo (VRP), detergentes como el Triton X-100 y agentes
inmunosupresores como la Ciclosporina A. Estos compuestos actian
compitiendo por los sitios de unién del fadrmaco a estos transportadores. Sin
embargo, presentan la desventaja de poseer una alta toxicidad a las
concentraciones requeridas para ejercer su accién, por lo que se precisa de
nuevas sustancias revertidoras/quimiosensibilizadoras del fenotipo MDR con
bajo efecto citotéxico. Dado que para la funcionalidad de estos transportadores
es imprescindible la actividad ATPasa, la inhibicién especifica de la unién e
hidroélisis de ATP en el dominio de union a nucleotidos (NBD), constituye una
buena herramienta para tratar de revertir el fenotipo MDR en organismos

eucariotas.

Los flavonoides representan un grupo de compuestos polifenolicos con
una amplia distribucion en frutas y vegetales. Se estima que aproximadamente
en la dieta mediterranea consumimos diariamente 1 gramo de estos

compuestos, lo que nos da una idea de su baja toxicidad. Se ha descrito que
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estos compuestos poseen diferentes actividades como antibacterianos,
antivirales, antialérgicos, antitumorales y mas recientemente antiparasitarios.
Se desconoce su actividad y potencialidad como moduladores del fenotipo MDR
en parasitos y células tumorales. Algunos flavonoides (DMA-deshidrosilibin
kaempferide, apigenina o chalconas) se unen con gran afinidad al NBD2 y
revierten “in vivo” la acumulacion de farmacos, llevando a una reversion del
fenotipo MDR (di Pietro, A. et al., 2002; Perez—Victoria, J.M. et al., 2001).
Otros compuestos como los sesquiterpenos, se unen con baja afinidad al NBD
aunque, sin embargo, poseen un significativo efecto reversor del fenotipo MDR
tanto en parasitos como en células de mamiferos, lo que sugiere que este tipo
de compuestos se une a los dominios transmembrana compitiendo por el sitio
de union a farmacos (Kennedy, M.L. et al., 2001; Perez-Victoria, J.M. et al.,

2001).

La progesterona y el antiprogestageno RU38486 pueden actuar como
moduladores no transportados por el efluyjo de P-gp. Sin embargo, sus
caracteristicas hormonales limitan su potencial para los ensayos clinicos.
Algunos derivados de progesterona/RU38486 o del estradiol, exhiben una
interaccién diferenciada con los receptores de la hormona, uniéndose a la P—gp
y quimiosensibilizando el crecimiento de las células transfectadas con mdrl a la
vinblastina mas fuertemente que RU38486. La comparacién de la estructura de
los compuestos indica que RU49953, derivado altamente hidrofébico del
estradiol, y que no actua reciprocamente con ningun receptor de la hormona,
inhibe muy eficazmente el eflujo del farmaco mediado por P-gp v previene el
marcaje por fotoafinidad con azidopina. El RU49953 induce una
quimiosensibilizacién mucho mas alta que la del verapamilo modulador bien
conocido de la P-gp, que es, en si mismo més eficiente que RU38486. RU49953
por lo tanto constituye un nuevo candidato prometedor para los moduladores

tipo esteroideo de la MDR (Perez-Victorias, F.J. et al., 2003).

La posible utilizacién de los inhibidores de P-gp, se propone como una

alternativa para la mejora de la eficacia de los agentes quimioterapéuticos asi
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como de sus perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos. Este concepto
también ofrece nuevas oportunidades para superar la interaccion farmaco-
farmaco exhibida por una combinacion de sustratos y/o inhibidores de P-gp, asi
como en el desarrollo clinico de las formulaciones orales de farmacos, ya que
la via de administracion suele ser unicamente parenteral debido a la pobre
absorcion oral de dichos farmacos. Ademads, los inhibidores de P-gp pueden
también influir en la absorcion, la distribucidén, el metabolismo vy la eliminacién

de los substratos de P-gp mejorando su farmacocinética (Varma, M.V. et al.,

2003).

(Cudl es el actual estado de los agentes reversores de MDR?. No es
posible recopilar en una sola lista todos los compuestos que se han probado “in
vitro” y se han identificado como potentes agentes reversores del fenotipo
MDR. En la tabla 3 se resumen los compuestos quimiosensibilizadores que se
ha ensayado en clinica.

Tabla 3: Lista de compuestos que han sido probados en clinica para la reversion de la
multirresistencia a farmacos (Robert, J. y Jarry, C., 2003).

Propiedades Farmacolégicas. Razén por la que se paran los
ensayos

Inhibidores de Primera Generacion. Uso Médico.
verapamilo Vasodilatador coronario Demasiado toxico por si solo
Nifedipina Vasodilatador coronario No suficientemente activo
Trifluoperazina Antipsicotico No suficientemente activo
Ciclosporina A Inmunosupresor Demasiado toxico por si solo
Quinidina Antiarritmico No suficientemente activo
Quinina Antimalaria No suficientemente activo
Tamoxifén Antiestrogenico No suficientemente activo
Dipiridamol Vasodilatador coronario No suficientemente activo
Inhibidores de Segunda Generacion. Analogia con:
Dexverapamilo Verapamilo Demasiado toxico por si solo
Dexniguldipina Nifedipina No suficientemente activo
Valspodar (psc-833) Ciclosporina A Aun en prueba
MS-209 Quinina No testado atin
Toremifen Tamoxifén Aun en prueba
Inhibidores de Tercera Generacién Estructura Quimica.
VX-710 (birocodar) Piperidina Carboxilada Aun en prueba
S-9788 Triacinopiperidina Demasiado toxico por si solo
GF-120918 Acridona Carboxamida Sin razoén objetiva
LY-335979 Dibenzosuberona Atn en prueba
XR-9576 Antranilamida Aun en prueba
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La estructura del verapamilo y de la quinina, asi como la de los
compuestos originales que fueron desarrollados para su uso en clinica, se
presentan en la figura 7. A excepcién de la Ciclosporina A y de sus andlogos,
las caracteristicas estructurales comunes clasicas son obvias, siendo las mas
destacadas, la presencia de anillos aromdticos y la presencia al menos de un
nitrégeno protonable.
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Figura 7: Formulas de las estructuras de algunos de los compuestos que se han
desarrollado como reversores de la multirresistencia a farmacos y que ademds han sido
incorporados en ensayos clinicos.
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El Verapamilo, es el compuesto quimiosensibilizador mas establecido y
utilizado. En 1987 fueron publicados los primeros ensayos clinicos con
reversores de MDR en cancer ovarico, en estos ensayos (Ozols, R.F. et al.,
1987), se utilizdé el verapamilo conjuntamente con la doxorrubicina, aunque
debido a la significativa toxicidad cardiaca, el estudio fue interrumpido. En
mielomas y linfomas no de Hodgkin, el verapamilo se demostr6 claramente
activo en situaciones de resistencia, por lo que se utiliz6 para estandarizar
protocolos con antraciclinas y/o vinca alcaloides. Sin embargo, la supervivencia
de los pacientes no aumentdé en los estudios de fase III en los que se
combinaban verapamilo y farmaco citotéxico en los tratamientos de mieloma

multiple (Dalton, W.S. et al., 1995).

En contraste con los tumores hematolégicos, en los tumores soélidos
refractarios nunca pudo demostrarse una respuesta al verapamilo cuando este
reversor fue afladido junto a la quimioterapia clasica, probablemente esto fue
debido a que la dosis de administracién era demasiado baja como consecuencia
del temor a la toxicidad cardiaca (Demicheli, R. et al., 1989; Langenbuch, T. et
al., 1990; Mross, K. et al., 1993). Sin embargo, se llevo a cabo un interesante
estudio en pacientes seleccionadas al azar, con metéstasis de cancer de mama
resistentes a las antraciclinas y que fueron tratadas con vindesina, con y sin
coadministracién de verapamilo. Los resultados de estos ensayos revelaron un
incremento significativo de la supervivencia de las pacientes que habian
recibido la coadministraciéon con verapamilo (Belpomme, D. et al., 2000). Con el
objetivo de disminuir la toxicidad del verapamilo, se desarrollé el
dexverapamilo que tiene una menor eficacia bloqueando los canales de Ca**
(Bissett, D. et al., 1991). La actividad del dexverapamilo se demostrdé en
estudios en fase I de pacientes de linfoma (Wilson, W.H. et al., 1995) y estudios
en fase II de pacientes de cancer de mama, pero no se encontrd actividad en
pacientes de cancer colorectal ni en pacientes de cancer renal (Lehnert, M. et

al., 1998; Motzer, R.J. et al., 1995; Scheithauer, W. et al., 1993). A pesar de su
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interés potencial, este farmaco no se ha desarrollado porque su toxicidad

cardiaca fue valorada como inaceptable (Warner, E. et al., 1998).

Pese al desarrollo de varias familias de quimiosensibilizadores, todavia
no se han obtenido compuestos utiles en clinica. Por tanto, existe en la
actualidad un enorme interés en la identificacion y desarrollo de nuevas
familias de agentes quimiosensibilizadores. Estos nuevos compuestos aportaran
esqueletos farmacoféricos que, tras su evolucion quimico—-funcional, rendirdn

compuestos quimiosensibilizadores de utilidad clinica.

5. Quimiotecas Combinatorias Sintéticas.

La busqueda de sustancias quimicas de origen sintético o a través de
fuentes naturales como origen de productos para el descubrimiento de nuevas
cabezas de serie con algun tipo de actividad biologica, ha seguido desde el

principio de la farmacologia diversos enfoques (Grabley, S. y Thiericke, R.,

1999).

La sintesis orgénica clasica se afiadi® como herramienta muy potente
para el desarrollo de nuevos farmacos o para la mejora de la actividad de los
yva existentes, ya que el paso limitante de ambas estrategias radicaba en la
dificultad vy lentitud para la obtencién de nuevos compuestos con elevada
diversidad. Gracias a la incorporacién de los conocimientos de la bioquimica
molecular y celular se ha podido relacionar la estructura quimica con la

actividad biologica de los compuestos.

La quimica combinatoria supone un gran avance ya que es capaz de
generar en un tiempo relativamente corto grandes colecciones de compuestos
diferentes, ofreciendo la posibilidad de una mayor diversidad para la
identificacién de compuestos individuales. A estas colecciones se les llama
quimiotecas combinatoriales. La estrategia de sintesis quimica combinatorial

aplicada a moléculas farmacologicas supone rapidez y eficacia en el proceso de
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btusqueda de nuevos farmacos, y permite obtener miles e incluso millones de
productos en comparacién con la investigaciéon de productos naturales o la
sintesis orgdnica clasica que tnicamente permite la obtencion de uno o unos
pocos compuestos por etapa. El gran salto de la quimica combinatoria se
produjo cuando se introdujo el concepto de sintesis de mezclas de compuestos,
que presentaban la posibilidad de obtener de miles a millones de productos
mediante la técnica de particion y mezcla, (“split and mix”). Esta técnica
consiste en el acoplamiento aleatorio de una serie de reactivos a soportes
poliméricos. Dicho acoplamiento es secuencial y controlado, mezclando los
productos de las etapas intermedias y dividiendo en porciones iguales para los
posteriores acoplamientos (Wilson, S.R. y Czarnik, A.W., 1999). A través de un
proceso conocido como cribado de alto rendimiento o “High Throughput
Screening” (HTS), resultaba factible la identificaciéon de cabezas de serie con
elevada actividad de entre las quimiotecas generadas, sin el tiempo como

factor limitante.

El rastreo posicional (RP) es una forma de etiquetar las quimiotecas
para que, posteriormente, resulte mas facil su deconvolucion. Las librerias
sintéticas por quimica combinatoria (RP-LSCs), ofrecen una aproximacion unica
y rapida en la identificacion de compuestos individuales y activos provenientes
de librerias formadas por millones de compuestos para la investigacion béasica
en el descubrimiento de nuevos farmacos. El cribado de las RP-LSCs en
muchos casos permite la identificacién del radical mas activo para cada
posicion a través de ensayos biologicos (Pinilla, C. et al., 1994). La habilidad de
identificar moléculas altamente activas originarias de las librerias sintéticas
creadas por quimica combinatoria y que estidn constituidas por millones de
compuestos diferentes en varios formatos, reside en la selectividad del sistema
de los receptores y/o dianas biologicas (Almarsson, O. et al., 1993; Houghten,

R.A., 1993; Scott, J.K. y Craig, L., 1994; Zuckermann, R.N., 1993).
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6. Quimiotecas Combinatorias de Extractos Vegetales.

Son numerosas las investigaciones que se realizan encaminadas a la
busqueda de nuevos compuestos con actividades biolbgicas a partir de fuentes
naturales. El interés por las posibilidades terapéuticas que ofrecen los farmacos
de origen vegetal (fitofarmacos) ha ido en aumento en los ultimos afios. El valor
de estos productos dentro del marco de la terapia medica moderna tiene cada
dia mayor relevancia, y se puede afirmar que en el ambito mundial han
alcanzado un interés mayor al observado en cualquier momento anterior de la

historia de los medicamentos (Navarro, V. et al., 1998).

Los productos herbolarios fueron la base de todo medicamento hasta
finales del siglo XIX. Con la llegada de la quimica de sintesis, la ciencia
redescubre y toma conciencia de los efectos terapéuticos de los principios
activos que forman parte de las plantas medicinales. Dicha técnica permiti
reproducir en el laboratorio las sustancias activas que antafio s6lo se podian
extraer de las plantas. Gracias al avance de la ciencia moderna en especial a la
biotecnologia y la bioquimica molecular podemos conocer a fondo los principios
activos de las plantas medicinales y su actividad en el organismo, pudiendo
validar los usos de las diversas especies vegetales. Dia a dia se descubren
nuevas moléculas que forman parte de las drogas vegetales, pudiendo

identificarse sus propiedades terapéuticas.

La incorporacion de fitofarmacos en el arsenal terapéutico de los
laboratorios tradicionales, es otra sefial que estimula el empleo de estos
principios activos en el tratamiento de diversas patologias tanto con fines
preventivos como curativos. La mayor parte de las empresas farmacéuticas del
mundo cuentan con lineas de fitomedicamentos, y existe una constante
btusqueda de nuevos medicamentos para poder dar solucion a enfermedades

como el cancer, el SIDA, las infecciones microbianas, etc.

Como es sabido, desde tiempos muy remotos el hombre ya manejaba

las hierbas, y dichas experiencias quedaron asentadas. Sus usos fueron con
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fines alimenticios y medicinales, prueba de ello es la gran cantidad de drogas
medicinales de primer orden que han surgido a través del aislamiento de
principios activos derivados de las plantas y que dieron origen a los primeros
farmacos: aspirina, lpecacuana, digital, quinina, curare, pilocarpina, atropina,

vincristina, vinblastina, etc.

A todos esos hallazgos, debemos sumar la investigacién moderna, la
cual ha realizado importantisimas aportaciones en el area clinica tales como el
Taxol (Taxus spp), el Etoposido (Podoéfilo), los Gingenoésidos (Panax Ginseng),
los ginkgolidos (Ginkgo Biloba), los fitoestrogenos vegetales (Soja, Cimicifuga),
la escina (Castafio de la India), la silimarina (Cardon marino), los valepotriatos
(Valeriana officinalis), los complejos lipido—esterolicos (Sabal, Pygeum, Palta y
Soja), e hipericinea (Hipérico). Los tejidos vegetales son los principales
sistemas biolégicos que sintetizan a—tocoferol, acido ascorbico y carotenoides,
pero ademas, son ricos en una amplia variedad de polifenoles (Bolshakova, 1.V.
et al.,, 1997; Friedman, M., 1997; Rice-Evans, C.A. et al., 1997). Muchos
alimentos de origen vegetal son ricos en flavonoides hidroxilados y otros
compuestos fenolicos que se encuentran en estado natural en cantidades que
oscilan desde trazas hasta gramos por kilogramos de material fresco y que
muestran propiedades como: antioxidantes (Miyake, T. y Shibamoto, T., 1997;
Rice-Evans, C.A. et al.,, 1997), antiinflamatorios (Ortega, T. et al., 1996),
antiagregantes plaquetarios (Lin, C.N. et al., 1996), antimicrobianos (Hamilton-
Miller, J.M., 1995) y quimioprotectores, en el sentido de limitar la
transformacion maligna (Stoner, G.D. y Mukhtar, H., 1995). La familia de las
combretidceas reline a numerosas especies que han sido estudiadas para su
utilizacion con fines medicinales (Ficarra, R. et al., 1997; Samuelsson, G. et al.,

1992).

El importante auge a nivel mundial del empleo de principios activos de
origen vegetal en la clinica diaria, ha permitido concretar en varios paises una
legislacion adecuada a este nuevo tipo de farmaco, jerarquizando y blanqueando

asi una milenaria practica inserta en zonas grises desde el punto de vista
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legislativo, y posicionandola como una verdadera opcién terapéutica para el

profesional de la salud.

No se conoce la verdadera amplitud de la diversidad biologica, es decir,
cudntas especies de plantas y animales comparten el planeta con los seres
humanos. Casi todas las estimaciones dan una cifra entre los 10 millones y los
30 millones, con algin consenso alrededor de la cifra de 14 millones (Eldrege,
N., 1998; Mann, C.C. y Plummer, M.L., 1996; Myers, N., 1998). De cualquier
modo, s6lo alrededor de 1,7 millones de especies, una pequefla parte del total,
han sido identificadas y categorizadas, v menos aun han sido estudiadas

(Myers, N., 1998).

Independientemente del numero verdadero de especies, la
conservacion misma de la diversidad biologica es vital para la humanidad.
Actualmente mas de 40.000 especies de plantas, animales, hongos y microbios
se explotan normalmente para beneficio de la humanidad (Eldrege, N., 1998).
Se estima que el 40% de los farmacos modernos provienen de fuentes
silvestres, con un valor de unos U$S 40.000 millones por afio en ventas con y

sin prescripciéon (Tuxill, J., 1999).

Pese al estudio y a la ripida expansion de la literatura cientifica, sélo
un pequefio porcentaje de la totalidad de las especies se ha estudiado,

guedando, por lo tanto, un gran campo de investigacion por realizar.

Hacia finales de 1950 comenz6 una intensiva revisiéon de plantas,
microorganismos y animales (estrellas de mar, corales, etc.), analizando su
posible actividad antitumoral. Ello fue debido, principalmente, a que el Instituto
Nacional del Cancer de Estados Unidos (INC) instigé y fund6é un gran programa
de deteccidn selectiva. Se ha adoptado un sistema de selecciéon de plantas al
azar, ya que pueden encontrarse nuevos compuestos en cualquier especie del

reino vegetal o animal.

Desde el comienzo del programa se han ensayado, respecto a su

actividad antitumoral, un gran ntmero de extractos de diversos origenes. Se
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han mostrado con actividad reproductible, alrededor del 4% de los extractos
ensayados. Durante mas de unos 25 afios se han experimentado unas 114.000

muestras vegetales, estando representadas 40.000 especies.

Los compuestos antitumorales aislados suelen ser productos naturales
nuevos que se extienden en un amplio margen de tipos estructurales,
subdivididos en grupos fitoquimicos (Tabla 4). No obstante, varios de los
compuestos aislados son, de hecho, principios naturales ya conocidos
anteriormente, pero que probablemente, no habian sido sometidos a ensayos
rigurosos respecto a su actividad bioldégica, especialmente referida a la

actividad antitumoral.

Tabla 4: Compuestos antitumorales provenientes de plantas.

Clase Compuesto Fuente Familia
Alamandina Allamnada catdrtica Apocynaceae
Monoterpenos 4-Ipomeanol Ipomea batatas Convolvulaceae
Penstimida Penstemon deutus Scrophulariaceae
Bacarina Baccharis .
megapotamica
Elefantopina Elephantopus elatus Compositae
. Helenalina Helenium autumnale
Sesquiterpenos Liatrina Liatris chapmanii
F%lal’lt()SldO. Phyllantus acuminatus Euphorbiaceae
Filantostatina 1
Vernolepina Vernonia hymenolepis Compositae
Gnidina Gnidia lomprantha Thymelaeaceae
Jatrofona Jatropha gossypiifolia Euphorbiaceae
Mezereina Daphne mezerum Thymelaeaceae
Diterpenos Taxodiona Taxodium distichum Taxodiaceae
Taxol Taxus brevifolia Taxaceae
Tr%pdu').hdo Tripterygium wilfordii Celastraceae
Triptolido

Cuasinoésidos/Simarubolidos

Bruceantina

Brucea antidysenterica

Glaucarubinona

Simatrouba glauca

Holacantona

Holocantha emoryi

Simoroubaceae

Triterpenoides, Esteroides,
etc.
Curcubitacinas
Saponina
Cardenoélido

Bugfadienolido
Witanélido

Curcubitacina E

Mara oreganus

Cucurbitaceae

Acer saponina P

Acer negundo

Aceraceae

Estrofantidina

Parquetina nigrencens

Asclepiadaceae

Helebrigenin acetato

Bersama abyssinica

Melianeaceae

Witaferina A

Acnistus arborescens

Solanaceae
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a— y B- Peltatina Podophyllum pletratum
P hyll
. . odophyiium Podophyllaceae
Li Podofilotoxina hexamdrum
ignanos
= Podophyllum pletratum
. Juniperus chinensis Crupessaceae
Esteganacina - . ;
Steganotaenia araliacea Umbelliferae
Jacaranona Jacaranda caucana
Quinonas Steganotaenia Bignoniaceae
Lapachol
suaveolens
Alcaloides Crotalaria spectabilis

Pirrolizidina
Isoquinolina

Benzofenantridina
Fenantroindolizidina
Acridona
Piridocarbazol
Pirrolquinoleina
Cefalotaxina
Bis-indol

Maitansinoide/
Ansamacrolido

No heterociclicos

Péptidos

Monocrotalina
Indicin—-N-6xido
Emetina
Tetrandrina
Talicarpina
Fagaronina
Nitidina
Tilocrebina
Acronicina
Elipticina

9- Metoxielipticina
Camptotecina
Harringtonina
Homoharringtonina
Leurosina
Vinblastina
Vincristina
Maitanacina
Maitansina

Maitanvalina
Colchicina
Buvardina
Desoxibuvardina

Heliotropium indicum
Cephaelis acuminata
Cyclea peltata
Thalictrum dasycrapum
Fagara zanthoxyloides
F. macrophylla
Tyophlora crebifflora
Acronychia baueri
Ochrosia eliptica

O. moorer

O. maculata
Camptotheca acuminata
Mappia foetida

C. harringtonina

C. harringtonia
Chataranthus lanceus
C. roseus

C. roseus

C. roseus

Maytenus buchananii
M. buchananii

M. serrata
Putterlickia verrucosa
Maytenus buchananii
Colchiucm speciosum
Bouvardia terniflora
B. terniflora

Leguminosae
Boraginaceae
Rubiaceae
Menispermaceae
Ranunculaceae
Rutaceae
Rutaceae
Asclepiadaceae
Rutaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Nyssaceae
Olinaceae
Cephalotaxaceae
Cephalotaxaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Apocynaceae
Celasteraceae
Celasteraceae
Celasteraceae
Celasteraceae
Celasteraceae
Liliaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Los estudios de rastreo han dado como resultado la identificacién y el

estudios clinicos.

aislamiento de muchas sustancias nuevas naturales dotadas de actividad

antitumoral que se consideran suficientemente activas como para comenzar

En este trabajo se ensayaron quimiotecas sintéticas derivadas de la

quimica combinatoria y una quimioteca natural basada en un extracto vegetal
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cuyo fraccionamiento nos ha llevado al descubrimiento de una fracciéon de gran

interés por sus caracteristicas como quimiosensibilizador.
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Objetivos.

1. Objetivo General.

El objetivo general de este trabajo es la identificacion de
quimiosensibilizadores utiles para paliar los efectos del fenotipo MDR dado que
éste es uno de los problemas principales en los tratamientos del cdncer con
farmacos antineoplasicos. La estrategia experimental propuesta ha sido la
utilizacion de la quimica combinatoria junto con un ensayo de cribado celular de
alto rendimiento como via para acelerar el descubrimiento de nuevas moléculas
quimiosensibilizadoras. Para ello se han utilizado extractos vegetales como

fuentes de fitoquimiosensibilizadores.

En este escenario, el presente trabajo ha estado dirigido hacia la

caracterizacion y el desarrollo de nuevas moléculas quimiosensibilizadoras.

2. Objetivos Especificos.

Los objetivos especificos de este trabajo son los siguientes:

0 Establecer un ensayo de cribado celular mediante citometria de flujo
basado en la acumulacién intracelular de la antraciclina daunomicina (DNM),

aprovechando la fluorescencia intrinseca de la misma.
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O Analizar el cribado y deconvoluciéon de quimiotecas, combinatorias
sintéticas y naturales. Se rastrearan diversas quimiotecas sintéticas.
Concretamente, se buscaran compuestos activos en una quimioteca de N-
alquilglicinas compuesta por 5.120 compuestos, y wuna de 2,5-
dicetopiperacinas (DKPs) compuesta de 166 compuestos individuales. Asi
mismo, en paralelo se utilizard una quimioteca natural basada en un extracto

vegetal aportado por la compafnia ASAC Pharmaceuticals.

O Caracterizar funcionalmente los compuestos activos. Tras la sintesis
quimica, o el aislamiento de productos naturales, o la combinaciéon de ambas
técnicas, se realizardn diversas pruebas de actividad bioldgica, con el fin de
seleccionar los compuestos con mejor actividad quimiosensibilizadora y baja
toxicidad. El (los) candidato(s) seleccionado(s) pasara(n) a la siguiente fase

‘. .

de ensayos en animales en los que se estudiara su toxicidad “mn vivo”.
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Resultados.

1. Ensayo de Acumulacion Intracelular de Daunomicina:

Validacion para el cribado funcional de quimiotecas.

La caracterizaciéon del fenotipo MDR a través de la prueba funcional de
la actividad de la P-gp y la MRP se realiz6 mediante un ensayo celular que
permite detectar la acumulacién intracelular de la daunomicina (DNM). El
paradigma experimental se basé en el seguimiento de la acumulacién citosolica
de la DNM mediante citometria de flujo aprovechando la fluorescencia
intrinseca de la antraciclina (figura 8). Los histogramas caracteristicos del
citbmetro de flujo muestran que las células parentales de leucemia murina
L1210 presentan un pico correspondiente a una determinada fluorescencia
debida a la acumulacion intracelular de DNM (figura 9 A). En cambio, en las
células L1210 resistentes al farmaco citostatico (L1210R) se observo una
disminucion en la acumulacién de DNM como indica el desplazamiento del pico
fluorescente a valores inferiores (figura 9 B). La incubacion de las células
L1210R con verapamilo (VRP) aument6 significativamente la concentracion
citosolica de la antraciclina, como se desprende del acercamiento en el
histograma de los valores de fluorescencia hacia los caracteristico de las

células parentales L1210 (figura 9 C y D). Por tanto, el desplazamiento del pico

de acumulacién de las células L1210R hacia las parentales L1210 es un
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n? células.

n? células.

indicador operacional de la actividad quimiosensibilizadora de nuevos
compuestos, que puede ser utilizado para el cribado de quimiotecas

combinatorias sintéticas.
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Figura 8: Modelo esquematico del mecanismo extrusor de la Glicoproteina-P (modificado
de (van der, H.S. et al., 1995)).
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Figura 9: Representacién del analisis por citometria de flujo de la acumulacion
intracelular de DNM en la linea celular L1210 tanto parental como resistente y resistente
preincubada con VRP.

La cuantificacién y normalizacion de los histogramas de citometria de

flujo permite conocer la acumulacién intracelular relativa del farmaco

37



Resultados.

citostatico. Asi, la magnitud de la sefial mostrada por las células parentales
L1210 vy L1210R en ausencia de quimiosensibilizador se toma como 100% para
cada sublinea celular. De esta forma, la medida de la concentracién intracelular
de antraciclina en presencia de compuesto quimiosensibilizador se normaliza
con respecto a la presentada en su ausencia. Estos datos se representan en
diagramas de barras (ver figura 10 A), facilitando la identificacion de
compuestos activos. Como control positivo, y a modo comparativo, se incluye

el efecto quimiosensibilizador producido por VRP 5 pM.

Este mismo tipo de ensayo se puede utilizar con otras lineas celulares
como la linea HL-60 de leucemia humana tanto en células parentales como en
resistentes a la DNM (ver figura 10 B). Al igual que con las L1210R, las células
HL-60R son sensibilizadas por el compuesto VRP. Dado que las células L1210R
sobreexpresan principalmente P-gp, v las HL-60R expresan MRP1 (Camarasa,
M.V. et al., 2005), este ensayo sirve para identificar moduladores especificos

de ambos tipos de bombas de eflujo.

A Control de Acumulacion intracelular de DNM

200+

1004

% Acumulacion de DNM

L1210S+DNM L1210S+ VRP L1210R+ DNM L1210R+ VRP

Muestras
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B Control de Acumulacion intracelular de DNM

200+

100+

% Acumulacion de DNM

HL-60+ DNM HL-60+ VRP HL-60R+ DNM HL-60R+ VRP

Muestras

Figura 10: Acumulacion relativa de DNM. A) En L1210 parentales y resistentes en
ausencia y en presencia de VRP 5 uM. B) En HL-60 parentales y resistentes en ausencia y en
presencia de VRP 5 uM. En ambas, las barras azules representan las células incubadas
unicamente con DNM a 3 puM, mientras que las rojas han sido preincubadas durante 15 min con
VRP.

2. Peptoides.

2.1. Cribado de una Quimioteca.

En los inicios de la quimica combinatoria se crearon las primeras
guimiotecas combinatoriales compuestas por péptidos, beneficidndose de la
metodologia de sintesis desarrollada en fase sélida, junto con el enorme
incremento observado en la investigacién en el campo del disefio y desarrollo

de farmacos peptidicos (Alluri, P.G. et al., 2003).

Estas quimiotecas peptidicas presentaban importantes ventajas, ya que
gracias a su estructura modular su diversidad resultaba casi ilimitada. Ademas,
podian ser facilmente sintetizadas y secuenciadas, mostrando una importante
relevancia biolbgica como consecuencia de sus variadas aplicaciones, como
pueden ser el mapeo de epitopos para el reconocimiento antigénico, la

codificacion de secuencias ribonucleotidicas con actividad catalitica o la
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identificacién de cabezas de serie con afinidad por determinados receptores
(Alluri, P.G. et al., 2003; Grabley, S. y Thiericke, R., 1999). Sin embargo, pese
a sus ventajas, tambien presentan inconvenientes y uno de los principales
problemas que muestran los péptidos en su actividad “/n vivo” es su elevada
inestabilidad metabolica y su baja absorcién, acciones miltiples y amplias
fluctuaciones en su comportamiento farmacocinético; lo que obliga en
ocasiones, a su modificacion con el fin de conseguir una mejora a estas

desventajas.

Para evitar muchos de estos inconvenientes se propuso el desarrollo
de un sistema modular alternativo basado en monomeros “no naturales”, tales
como péptidos modificados o peptidomiméticos. Dentro de esa perspectiva, se
abordo6 la alternativa de modificar la cadena principal del péptido trasladando la
cadena lateral del atomo de carbono al 4&tomo de nitrogeno adyacente, rindiendo
oligbmeros de glicinas N-sustituidas (Simon, R.J. et al., 1992). Estos
compuestos, bautizados como “Peptoides”, tienen una estabilidad metabélica
mayor ya que este cambio origina en el peptoide una elevada resistencia a las
proteasas y una mejora en la absorciéon intestinal. Ademads, hay una libertad
conformacional mayor debido a la ausencia de la estructura secundaria
caracteristica de los péptidos, al no formarse puentes de hidrogeno
intramoleculares entre el hidrogeno de la amida y los carboxilos. Asi mismo, la
ausencia de quiralidad y la amplia variedad de bloques de construccién hacen
de estos compuestos, los peptoides, unos buenos candidatos para interaccionar

con diferentes dianas terapéuticas (Alluri, P.G. et al., 2003).

La primera sintesis de peptoides en fase sélida y aplicada a la quimica
combinatoria fue realizada por (Simon, R.J. et al.,, 1992) utilizando una
estrategia estandar de péptidos, con las N-alquilglicinas protegidas con Fmoc,
como componentes monoméricos y con PyBOP o PyBrOP como agentes de
acoplamiento (ver figura 11 A). Posteriormente, (Figliozzi, G.M. et al., 1996) se
plante6 una sintesis mas sencilla mediante la aproximacién del submonémero,

donde cada ciclo implica dos etapas, una la formacion del enlace amida con el

40



Resultados.

acido a-bromoacético y DIC como agente alquilante, y el posterior
desplazamiento del bromo por una amina primaria, obteniendo la
correspondiente N-alquilglicina para continuar con el siguiente ciclo (ver figura
11 B). Con esta sintesis se podia obtener un gran ntimero de aminas primarias
comerciales y se eliminaban las etapas de sintesis previa de los mondémeros,

asi como la desproteccion.

A

H Fmoc
N
X O\I(]D/\R X Fmoc ~ Fmoc (n+1) AA o
E— - R escision
o o Ty

R"

\ | 0] ll? 0]
LS PN N
B R O
n

escision

O/X HOOC ™ Br CYXTJ)AE*%’ O/X\g/\lr'jH (n+ DA
- Y /

A

Figura 11: Sintesis en fase solida de Peptoides. A) acoplamiento de N-alquilglicinas
protegidas. B) acoplamiento de submonomeros, haloacidos y aminas primarias. X=NH,-OH

Como se ha mencionado con anterioridad, los peptoides son propicios
para la generaciéon de quimiotecas combinatoriales por posibilitar la
introduccién de gran diversidad molecular a partir de fuentes de productos
comerciales y por realizarse su sintesis en fase solida (Alluri, P.G. et al., 2003;
Simon, R.J. et al., 1992). En cuanto a la accion biologica de esta clase de
compuestos existen antecedentes que describen diversas actividades
biologicas (Humet, M. et al., 2003; Pinilla, C. et al., 1999; Wilson, D.B. et al.,
1999). Por todos estos motivos se planted el desarrollo y ensayo de una
guimioteca combinatorial de peptoides. La sintesis de la quimioteca ha sido
realizada en el laboratorio del Dr. Angel Messeguer por la Dra. Isabel Masip
junto con Nuria Cortés y Marisa Guardiola, y los ensayos biol6gicos para las

dianas P-gp y MRP1 de la misma se muestran en el presente trabajo. En
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concreto, los peptoides que conformaban la quimioteca sintetizada en fase
solida mediante la via sintética descrita por Zuckermann (Figliozzi, G.M. et al.,

1996), poseian un esqueleto comun observable en la figura 12.

RO K

0
HN NHWN\)LNHz
Ro O

Figura 12: Formula genérica de la quimica combinatoria de peptoides. El esqueleto
basico de cada peptoide esta conformado por un trimero de glicinas N-sustituidas, donde Ry, Ry y
Rs representan las posiciones que permiten la introduccion de diversidad quimica.

La diversidad se introdujo mediante la variacién de las cadenas
laterales unidas a los nitrogenos (R;, Ry vy Rs). Los peptoides se nombran
comenzando por el extremo N-terminal y acabando por el C-terminal. Este
orden es el contrario al del proceso de sintesis. Por este motivo y para evitar
confusiones, la introduccién de las fuentes de diversidad se hace en sentido

inverso, comenzando por R; y terminando por R;, como podemos observar en la

figura 13.
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0 l‘\ 0 l‘\’ 0 1‘\'
GHVJK/\HI - O’HN)K/N o N2 O‘HN)K/N .
' DCM-DMF T(\ Et3N, DMF T(\~‘
)

0] R

CICH2COOH / DIC
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Figura 13: Esquema de sintesis de la quimioteca de peptoides.
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Las aminas primarias que se utilizaron para la construccion de esta
quimioteca fueron aminas disponibles comercialmente. No obstante, no se
utilizo el mismo numero de ellas para todas las posiciones, elimindndose en la
primera y segunda posicion (Ry y R3) aquellas aminas que podrian llevar a la
formaciéon de compuestos no deseados, es decir, las aminas que tenian un
nitréogeno terciario adicional que favorecia la ciclacién de los intermediarios
originando las correspondientes Dicetopiperacinas. Estas aminas si que se
introdujeron en la tercera posicion (R;), dado que en esta posicién no eran
problemaéticas. Como resultado, el conjunto de las aminas utilizadas se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Aminas utilizadas en las diferentes posiciones de diversidad de la quimioteca de
peptoides.

P
R NQJ\ NH;
1\NAH/ NA”/ 2
H |
O Rs O
0 NHz
A HoNOoS

Al A5 A9 A13
/\(NHz B NH» /©/\/NH2 O
o
_N
e A2 A6 0"~ a10 NH;
= -0 NH; Al4
- )\/\ NHo
o NHo 0] NHo
A3 NG @
0 A T 15
)LN/\/NHZ NHz /©/\/ 2 NHo
H 0 Cl AL2 m
A4 A8 F AL6
| O ¥ ) |
a4 N\/\§ 3 \,N\/\/§ /ng
A17 A18 A19 A20

*En la posicion R; se introdujeron las mismas 20 aminas que en la posicion R v Rj
ademds, de las cuatro que se muestran en la parte inferior de la tabla.

Como ya se ha mencionado la quimioteca se construy6 siguiendo el

método del rastreo posicional. Los compuestos creados no se encuentran de
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forma individual, sino formando mezclas controladas. En este formato se
generd una quimioteca constituida por tres subfamilias de peptoides, cada una
de ellas tenia definida una posicion del oligbmero con una de las 20 aminas
utilizadas (OXX) o con las 16 (XOX, XX0O), y las otras posiciones (X) con una
mezcla equimolar de estas aminas. De esta forma, en cada una de las 20
mezclas con la primera posicion definida entrarian 256 moléculas, mientras que
cada una de las mezclas con las posiciones segunda (XOX) y tercera (XXO)
definidas contenian 320 peptoides. La diversidad quimica total de la quimioteca

fue 5.120 compuestos.

2.2. Deconvolucién de la Quimioteca.

Las mezclas que comportan esta quimioteca se analizaron en el ensayo
celular, monitorizando su efecto sobre la acumulacion de DNM en la linea
celular L1210R. Para ello, en el ensayo de captacion de DNM las células se
incubaron a 37°C en presencia de las mezclas [0,1 mg/ml] durante 60 min,
seguidos de 60 min, con DNM 3 uM. Como control positivo o de referencia se
utilizé el reversor VRP 5 pM, siguiendo un protocolo idéntico al utilizado para
las mezclas de peptoides. Tras la incubacion las muestras se analizaron

mediante citometria de flujo.

El cribado de las 52 mezclas explorando las tres posiciones del
oligbmero se muestra en la figura 14. Un ntimero sustancial de mezclas para
cada posicion aumentan la acumulacion intracelular de DNM en las células
L1210R. Algunas de las mezclas exhibieron un efecto -citotoxico a la
concentracion analizada. Por ello, estas mezclas se ensayaron a una
concentracion inferior [0,05 mg/ml]l. Como muestran las gréaficas, la
disminucion de concentracién indujo en algunos casos un incremento
significativo de la actividad quimiosensibilizadora, indicando que la
citotoxicidad de algunos componentes de las mezclas enmascaraba su actividad

reversora.
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(GGrafico A: Cribado de 1a nrimera nosicidon de la animioteca de N-alanilglicinas.
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GGrafico B: Cribado de 1a segnunda nosiciéon de 1a aunimioteca de N-alauilelicinas.
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Grafico C: Cribado de la tercera posicién de la quimioteca de N—alauilglicinas.

Figura 14: Cribado de las tres posiciones de la quimioteca de N-alquilglicinas en la linea
celular L1210R, a una concentracion de 0,1 mg/ml las barras azul claro y a 0,05 mg/ml las barras
amarillas. Las barras rojas representan el control preincubado con VRP 5 pM, la azul oscuro

representa la captacion de las células incubadas tnicamente con DNM 3 pM.
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A partir de los resultados mostrados en la figura 14 se escogieron los

sigulentes grupos funcionales:
Primera posicion. OXX, destacan las aminas 3, 7, 10, 15 y 16.
Segunda posicién. XOX, destacan las aminas 12 y 14.
Tercera posicion. XX0O, destacan las aminas 12 y 14.

La estructura de aminas correspondientes a estos numeros

seleccionados para cada una de las tres posiciones se muestra en la tabla 6.

Tabla 6: Aminas seleccionadas para la sintesis de compuestos definidos de la quimioteca
de N-alquilglicinas.

|
NH NHg \Q\A NH

2
NHy
A3 A7

2

A10 Al2

O F F
NHo NH
O Al5 Al6
Al4

2

De todas las posibles combinaciones de estas aminas seleccionadas

(5x2x2) se sintetizaron 20 compuestos definidos, indicados en la tabla 7.

Tabla 7: Definidos que constituyen la deconvolucién de la quimioteca de N—-alquilglicinas.

cl

1
cl
[ N-(3-MetilbutiDglicil]- [ N-[2- CasHaoCLN,Os 0
(2’,4’~diclorofeniletil lglicil - N-[2~ Exact Mass: 620.19 N N%N NHg
(2,4’ ~diclorofenil)etil |glicinamida Mol.Wt.: 622.45 YH/T /T
cl

N-3-12-12-C X,
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2
[ N~(3-MetilbutiDglicil] - [A~[3,3~ CaeHs2CloN,O5 I .
difenilpropilglicil]-N-[2-(2",4’- Exact Mass: 658.34 YH I ‘Qkyﬁof 2
diclorofenil)etil]glicinamida Mol.Wt.: 659.73 ©
Cl
N-3-14-12-C Cl
3 Cl
Cl
[NV=-(3-MetilbutiDglicil]- [NV-[2- CaeHs2CloN,O3 o
(2,4’ ~diclorofeniletil lglicil ]- [ N- Exact Mass: 658.34 A NH;
[3,3-difenilpropil)glicilnamida Mol.Wt.: 659.73 Yﬁﬁg Nﬁo(
N-3-12-14-C @/%
4
e
[ NV-(3-Metilbutil)glicil]- [ N-(3,3~ CasHgaN,O5 o

difenilpropil)glicil |- N-(3,3-
difenilpropil)glicinamida

Exact Mass: 696.50
Mol.Wt.: 697.00

N-3-14-14-C
Cl

5

cl
[V-(2-FeniletiDglicil]-[MN-[2- C33HC1N,O5 0
(2’,4’~diclorofeniletil Iglicil |- N-[2- Exact Mass: 684.22 Q\/\NWN&NW\IHZ
(2’,4’~diclorofenil)etil ]glicinamida Mol.Wt.: 686.54 ! H 0

al

N-7-12-12-C ©/

Cl
6 O
[ N-(2-FeniletiDglicil |- [ N-[3,3~ CarHssCLN,Os i
difenilpropilglicil]- N-[2-(2,4’- Exact Mass: 722.37 Q\AﬁWNQkNWVHZ
diclorofenil)etillglicinamida Mol.Wt.: 723.81 0 H o

al

N-7-14-12-C ?/
7 Cl

cl
[N-(2-FeniletiDglicil] - [NV-[2- C41Hs6CLoN,O3 o
(2',4’-diclorofenil)etillglicil ] - [ V- Exact Mass: 722.37 Q\/\VWN\)k\IW\IH)
[3,3-difenilpropil)glicilnamida Mol.Wt.: 723.81 Ho H &
N-7-12-14-C
8 O
[N-(2-Feniletilglicil]- [N-(3,3- CuoHggN,O5 0
difenilpropil)glicil - N-(3,3- Exact Mass: 760.53 ©\/\ QL
difenilpropil)glicinamida Mol.Wt.: 761.09

N-7-14-14-C
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9

[ N-[2-(4"-Metoxifenil)etil Iglicil |-

[N-[2-(2,4'~ C34HyClgNLOy \Q\A -
diclorofeniletil Iglicil]- A= [2-(2’ .4’ EXQCT %?ﬁ‘ 17651;1623 %‘Iﬁof Nﬁof
diclorofenil)etil]glicinamida OfWL.- : g

cl
N-10-12-12-C &
o
[N-[2-(4"-MetoxifeniDetil Iglicil ] - CaoHssCLoN,O, \(j\/\ on

[ N-[3,3-difenilpropil)glicil |- N-[2-
(2',4’~diclorofenil)etil]glicinamida

N-10-14-12-C

Exact Mass: 752.38
Mol.Wt.: 753.84

11

[N-[2-(4’-Metoxifenil)etil I glicil] -

[N-[2-(2',4"- C42Hs8C1aNLOy \@\A

diclorofeniletil Iglicil 1- [ N-[3,3- EX&CE $§§S%5735§438 EWN WNHz
difenilpropil)glicilnamida OLWL.- : 0 H 0
N-10-12-14-C SA®

. Ve

[ NV-[2-(4"-Metoxifeniletil 1 glicil |- CsoH7oN4Oy4 on

[ V-(3,3-difenilpropil)glicil ] - N-
(3,3~-difenilpropil)glicinamida

N-10-14-14-C

Exact Mass: 790.54
Mol.Wt.: 791.12

13

[N-[2-(2 -Fluorofenil)etil ] glicil ] -
[N-[2-(2°,4~

diclorofenil)etillglicil]-N-[2-(2",4’-

diclorofenil)etil]glicinamida

N-15-12-12-C

C3sHy7Cl4FN4O3
Exact Mass: 718.24
Mol.Wt.: 720.57

14

[N-[2-(2 -Fluorofenil)etillglicil ] - C4oHsgCloFN4O5 0

[ NV-13,3-difenilpropiDglicil]- N-[2- Exact Mass: 756.39 ngﬁﬁ“&%ﬁ(’%
(2’,4’~diclorofenil)etil Iglicinamida Mol.Wt.: 757.85 F 0 0

cl

N-15-14-12-C e
15 cl

[ N-[2-(2’ -Fluorofenil)etil Iglicil - “
[N-[2-(2 4"~ C42HgoCloFN4O3 Q on

: : : ST A _ Exact Mass: 756.39 NN N. NH,
diclorofenil)etillglicil]-[N-13,3 NMOLWL: 757 85 N Nﬁ(

difenilpropil)glicilnamida

N-15-12-14-C
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16

[N-[2-(2' -Fluorofeniletillglicil]-
[ V-(3,3-difenilpropil)glicil ] - N-
(3,3~-difenilpropil)glicinamida

N-15-14-14-C

CsoH71FN4O3
Exact Mass: 794.55
Mol.Wt.: 795.12

17

[N-[2-(4"-Fluorofenil)etillglicil ] -
[N-[2-(2',4'~

diclorofeniletil Jglicil|-N-[2-(2’,4"-
diclorofenil)etil ]glicinamida

N-16-12-12-C

C34H47C1,FN4O4
Exact Mass: 718.24
Mol.Wt.: 720.57

18
[N-[2-(4"-Fluorofenil)etillglicil ] -
[ V-[3,3—difenilpropil)glicil |- N-[2-

(2’,4’~diclorofenil)etil ] glicinamida

N-16-14-12-C

C49H59Cl5FN4O4
Exact Mass: 756.39
Mol.Wt.: 757.85

19

[N-[2-(4"-Fluorofeniletil]lglicil]-
[N-12-(2",4-
diclorofeniletillglicil]-[N-[3,3-
difenilpropil)glicilnamida

N-16-12-14-C

C42Hs9CloFN4O3
Exact Mass: 756.39
Mol.Wt.: 757.85

20
[N-[2-(4"-Fluorofenil)etil ] glicil ] -
[ N-(3,3-difenilpropil)glicil ] - V-
(3,3-difenilpropil)glicinamida

N-16-14-14-C

CSOH71FN4OS
Exact Mass: 794.55
Mol.Wt.: 795.12

2.3. Caracterizacion. Actividad Funcional de los Compuestos.

2.3.1. Las Trialquilglicinas Quimiosensibilizan a las células L1210R.

Los 20 peptoides definidos de la quimioteca de peptoides se ensayaron

a una concentracién de 5 pM utilizando el mismo ensayo de citometria de flujo,
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con el fin de determinar su actividad quimiosensibilizadora sobre la linea

celular L1210R.

La figura 15 muestra que los peptoides 13, 14, 15, 16, 17 y 19
aumentaron la acumulacién intracelular de DNM en >250% una magnitud similar
a la mostrada por el VRP a la misma concentracion, sugiriendo que estos
compuestos poseen actividad quimiosensibilizadora, presumiblemente debida a
la inhibicion de la actividad extrusora de P-gp. Para investigar si P-gp es la
diana molecular de estas trialquilglicinas, se determino su efecto reversor en la
linea celular L1210"7%". Esta linea celular fue derivada de la linea celular L1210

parental mediante la transfeccién estable de P-gp murina.

Peptoides definidos en L1210R

300+

2001

100+

% Acumulacion de DNM

DV 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Peptoides

Figura 15: Cribado por citometria de flujo de los 20 peptoides definidos a una
concentracion de 5 uM en la linea celular L1210R.

Las células L1210"# exhiben una acumulacion intracelular de DNM
disminuida, similar a la mostrada por las células L1210R, pero a diferencia de
éstas, carecen del fenotipo pleiotrépico asociado a la MDR (Castro-Galache,
M.D. et al., 2003). Estas células son, ademads, sensibilizadas por el VRP que
aumenta la acumulacion citosolica de DNM. Por tanto, la menor acumulacion de

farmaco es debida al efluyjo del mismo por P-gp transfectada.
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Consecuentemente, la linea L1210"% constituye un modelo celular para
determinar si la actividad quimiosensibilizadora de las trialquilglicinas esta

mediada por la inhibicién de P-gp.

La incubacion de las células L121077% con 5 uM de peptoides produjo
un aumento significativo de la concentracion intracelular de DNM (ver figura
16). Al igual que en las células L1210R, los peptoides 13, 15, 16, 17 y 19
mostraron una potencia similar a la exhibida por el VRP. Obsérvese, ademas,
que la mayoria de los compuestos exhibieron una  actividad

quimiosensibilizadora.

Peptoides definidos en 1L1210"7#°
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Figura 16: Cribado por citometria de flujo de los 20 peptoides definidos a una
concentracion de 5 pM en la linea celular 112107 2P,

Estos resultados sugieren que la actividad reversora de las
trialquilglicinas identificadas estd mayoritariamente mediada por la inhibicién de

P-gp.
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2.3.2. Los Peptoides disminuyen el Grado de Resistencia Tumoral

de las células L1210R.

La baja toxicidad de los farmacos antineoplasicos en las células
tumorales es una caracteristica fundamental del fenotipo MDR. La resistencia
de estas células se evaltia mediante ensayos de inhibicion de la proliferacion

celular y la disminucién de la viabilidad celular.

Para determinar el indice de resistencia de cualquier poblacion de
células tumorales, comparamos la eficacia citotoxica o citostatica de un
farmaco en la linea resistente con la caracteristica de la linea sensible. Se
determind la concentraciéon de DNM necesaria para inhibir el 50% de la
proliferacion de un cultivo celular (ICs0). Los valores de ICsg se determinaron a
partir de curvas dosis-respuesta. Para ello, se utilizo el método de reduccién
de MTT, que mide la viabilidad mitocondrial (Mosmann, T., 1983). Una
deshidrogenasa mitocondrial convierte el reactivo de MTT soluble en una sal
de formazan de color azul e insoluble en medio acuoso, pero valorable en un
espectrofotdometro tras haber sido disuelto en Isopropanol acido (0,1 N HCI). La

absorbancia medida es proporcional al niumero de células viables de la muestra.

Para comprobar que los peptoides aislados actian como reversores del
fenotipo MDR, los siguientes ensayos evaluaron la potencia de los compuestos
incrementando la citotoxicidad del antineoplasico DNM. Con este fin, se
obtuvieron las curvas de proliferacion celular de células L1210S y L1210R a
concentraciones crecientes de DNM. El ajuste de los datos a una funcion
isoterma de Michaelis—Menten permiti6 calcular la IC5y para DNM. En la figura
17 se observa que las células L1210 mostraron una sensibilidad a la
antraciclina muy superior a la exhibida por las células L1210R. La sensibilidad
diferencial se mostr6 en los valores de ICsg, siendo de 0,09+0,05 pM para las
células L1210 parentales y de 14+2 uM para las células L1210R. El cociente
entre estos dos valores es un indicador del grado de resistencia adquirido. De

este modo, para las células L1210 utilizadas en este estudio, el grado de
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resistencia (GR) fue de 149,6 (ver tabla 8). La evaluacion de la actividad
quimiosensibilizadora, por tanto, se puede evaluar determinando los efectos
sobre el grado de resistencia. Asi, por ejemplo, se observa que las células
L1210R en presencia de 5 uM de VRP presentan una ICsy para la DNM de
3,4+0,1 pM que se traduce en un GR de 36,5, es decir, en una reduccién de 4
veces del GR. Notese que el grado de resistencia de las células parentales

L1210 no fue alterado por el VRP.

Ensayo de Citotoxicidad
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Figura 17: Curvas obtenidas del ensayo de reduccion de MTT en células L1210
parentales y resistentes tanto tratadas como sin tratar con VRP 5 pM.

Este ensayo se utilizé para caracterizar la actividad reversora de los
peptoides mas potentes en el ensayo de acumulacién, es decir, las moléculas
13, 15, 16 y 17. Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 8. Los
compuestos n? 15 y n? 16 no aumentaron la sensibilidad de las células L1210R
a la DNM. Sin embargo, los compuestos n® 13 y n® 17 redujeron notablemente
la ICso de DNM en celulas L1210R, (= 3 veces). Estos trimeros de N-
alquilglicinas producen una disminucion del GR similar a la producida por VRP.
Por consiguiente, estos compuestos son reversores eficaces del fenotipo MDR

mediado por la sobreexpresion de P-gp.
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Tabla 8: Valor de ICsy para DNM obtenidos en células L1210 parentales y resistentes
tanto tratadas con VRP y los peptoides como sin tratar.

Linea Celular ICso (uM de DNM)£ SEM GR.”
L1210 0,09 £ 0,05 1
L1210R 14+ 2 ~ 149,57
L1210 + VRP 0,09 £ 0,02 1
L1210R + VRP 34+0,1 ~ 36,5
L1210R + Peptoide #13 45+0,7 ~ 47,8
L1210R + Peptoide #15 14+ 2 ~ 1491
L1210R + Peptoide #16 13+2 ~128,62
L1210R + Peptoide #17 48+0,5 ~ 50,7

*GR: Grado de Resistencia = ICs resistente/ICso sensible.

2.3.3 Las Trialquilglicinas Quimiosensibilizan a las células HL-60R.

Ademés de la P-gp, otras bombas de eflujo contribuyen notablemente a
la manifestaciéon del fenotipo resistente. Entre éstas se encuentra la proteina
MRP1, relacionada estructuralmente con la P-gp. Con el fin de determinar si
los compuestos aislados modulan también la actividad de la MRP1, se evalu6 su
potencia quimiosensibilizadora en la linea tumoral HL-60R que
fundamentalmente expresa esta bomba de efluyjo. La actividad reversora a
concentraciéon 5 pM de peptoides se muestra en la figura 18. Los resultados
indican que la mayoria de los compuestos presentan un perfil
quimiosensibilizador similar al VRP. Sorprendentemente, y a diferencia del
resultado obtenido en las células L1210R, la préactica totalidad de los 20
compuestos mostraron una buena accion reversora. Estos resultados indican
que los trimeros de N-alquilglicinas aislados son quimiosensibilizadores

eficaces que acttian sobre la P-gp y la MRP1.
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Peptoides definidos en HL-60R
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Figura 18: Cribado por citometria de flujo de los 20 peptoides definidos a 5 uM en la
linea celular HL-60R. La barra azul marino hace referencia a las células HL-60R tratadas
unicamente con DNM 3 uM, las barras azules se refieren a las células HL-60R preincubadas con
los peptoides y en azul mas oscuro sefialamos los peptoides que tuvieron valores de reversion
mas relevantes. Como control de referencia para la reversion se representan las células
preincubadas con VRP 5 pM y que vienen representadas en el grafico con una barra.

2.3.4. Los Peptoides disminuyen el Grado de Resistencia Tumoral

de las células HL-60R.

Al igual que con las células L1210R, se evalu6 el efecto de los
peptoides sobre el grado de resistencia de las células HL-60R. Como se
muestra en la figura 19 las curvas de citotoxicidad revelan una ICso de 71 uM
para las células HL-60R, un valor notablemente superior al mostrado por
células HL-60 sensibles (ICs0 0,29 + 0,03 uM). El grado de resistencia, por
tanto, fue de = 24,39. Este valor se redujo aproximadamente tres veces por la

presencia de 5 tM VRP en el medio extracelular (IC59 = 2,7+0,2 uM).
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Ensayo de Citotoxicidad
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Figura 19: Curvas obtenidas del ensayo de reduccion de MTT en células HL-60
parentales y resistentes tanto tratadas con 5 uM VRP como sin tratar.

Como se muestra en la figura 20 los peptoides n® 13 y n® 17 que
sensibilizaron a las células L1210R, también incrementaron la sensibilidad de
las células HL-60R frente a la DNM. Asi el valor de ICsy para el peptoide n2 13
fue de 2,14£0,21 pM y para el peptoide n° 17 de 2,5+0,25 uM lo que representa
una disminucién del grado de resistencia de 3,2 y 2,6 veces respectivamente.
No obstante, dado que la mayoria de los peptoides aumentan la concentracion
intracelular de DNM en las células HL-60R, se evalu6o la actividad

quimiosensibilizadora de todos ellos mostrandose el resultado en la tabla 9.

Ensayo de Citotoxicidad con el Peptoide n® 13 a5 uM  Ensayo de Citotoxicidad con el Peptoide n® 17 a 5 uM
1004 1004
5 i g i
= 75 o HL-60 ERNEY o HL-60
(9] (9]
3} = HL-60R © = HL-60R
5 ) 5
'S 504 ¢ Pptn®13 S 504 * Pptn®17
I o
< 2
3 s
£ 251 & 251
® S
O T T T L T C T T T ul T
-3 -2 -1 0 1 2 -3 -2 -1 0 1 2
Log [DNM] mM Log [DNM] mM

Figura 20: Curvas obtenidas del ensayo de reduccion de MTT en células HL-60
parentales y resistentes sin tratar y resistentes tratadas con peptoide (izq. n® 13, dch. n2 17).
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Tabla 9: Valores de ICsg para DNM obtenidos en células HL-60 parentales y resistentes
tanto tratadas con VRP y los Peptoides como sin tratar. Grado de resistencia obtenido.

Linea Celular ICso (uM de DNM)£ SEM GR.”
HL-60 0,29 £ 0,03 1
HL-60R 7,0+0,7 ~ 24,4
HL-60 + VRP 0,28 + 0,06 1
HL-60R + VRP 2,7+0,2 ~9,9
HL-60R + Peptoide #1 2,6 +0,27 9,2
HL-60R + Peptoide #2 2,6 +0,28 9,3
HL-60R + Peptoide #3 2,4+0,22 8,8
HL-60R + Peptoide #4 2,2+0,2 7,9
HL-60R + Peptoide #5 2,4+0,2 8,8
HL-60R + Peptoide #6 3,0+0,27 10,8
HL-60R + Peptoide #7 2,8 0,3 10,2
HL-60R + Peptoide #8 2,6 + 0,26 9,4
HL-60R + Peptoide #9 29+0,3 10,3
HL-60R + Peptoide #10 2,3+0,2 8,3
HL-60R + Peptoide #11 2,5+0,23 9,2
HL-60R + Peptoide #12 25+0,24 9,1
HL-60R + Peptoide #13 2,1+0,19 7,4
HL-60R + Peptoide #14 2,7+0,27 9,8
HL-60R + Peptoide #15 3,0+ 0,29 11,0
HL-60R + Peptoide #16 3,2+0,3 114
HL-60R + Peptoide #17 2,5+0,22 9,1
HL-60R + Peptoide #18 23+0,2 8,4
HL-60R + Peptoide #19 2,4+0,22 8,6
HL-60R + Peptoide #20 2,1+0,17 7,8

*GR: Grado de Resistencia = ICxq resistente/ICsg sensible.

Estos resultados demuestran que los peptoides aislados tienen fuerte
actividad quimiosensibilizadora en las células HL-60R, presuntamente

modulando la actividad de la bomba MRP1.

3. Quimioteca de 2,5-Piperacindionas (DKPs).

Las quimiotecas de 2,5-Piperacindionas, denominadas también de
manera abreviada con las siglas DKPs, son compuestos estables a la proteolisis
y son también particularmente atractivas para el acercamiento a la quimica
combinatoria debido a la presencia de hasta cuatro puntos para introducir la
diversidad, al poder hacerse tanto en los grupos NH como en los CH. Nuestra

quimioteca como indica su nombre introduce la diversidad en los grupos NH.
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La secuencia planteada para la sintesis de la quimioteca de DKPs es
muy similar a la descrita anteriormente en el apartado de peptoides (ambas se
encuentran caracterizadas con detalle en la tesis doctoral de la Dra. Isabel
Masip), pero en esta segunda quimioteca se introdujeron dnicamente dos
fuentes de diversidad en lugar de tres. La sintesis de la quimioteca de DKPs
genera moléculas tnicas. Durante la formaciéon de esta quimioteca se produce
una ciclaciéon a causa del ataque nucleofilico de una amina terciaria en una de
las cadenas laterales del trimero, sobre el derivado de cloro correspondiente

después de las etapas de acilacion (ver figura 21).
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Figura 21: Sintesis en fase soélida de la quimioteca de DKP.

Inicialmente la quimioteca de DKP fue sintetizada con las 12 aminas
primarias que se muestran en la tabla 10, estas aminas fueron seleccionadas
por su caracter hidrofobico y su capacidad para la donacion del enlace de
hidrogeno.

Tabla 10: Diversidad de aminas primarias empleadas en la generacion de la quimioteca
de DKP.
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Posteriormente se pensdé que podria ser disefiada una segunda
quimioteca siguiendo la estrategia de esta primera de DKP. La segunda era una
quimioteca mejorada que contenia residuos hidrofobicos N-sustituidos y con
los grupos amino terciarios adicionales como segunda fuente de diversidad. Por
consiguiente, esta segunda quimioteca fue sintetizada utilizando las aminas
primarias que se muestran en la tabla 11. A esta segunda quimioteca se le dio

el nombre de DKP-I1I y a la originaria se la denomindé DKP-I.

Tabla 11: Diversidad de aminas primarias utilizadas en la generacién de la quimioteca
hija de DKP.
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Ademads, a esta segunda quimioteca de DKP-II, se le introdujo una
carga negativa generando otra quimioteca de N-6xidos de 2,5-Piperacindionas,

que se denomin6é N-6xidos. Su esqueleto basico se muestra a continuacion.
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3.1. Cribado de las Quimiotecas de DKPs.

Como hemos mencionado anteriormente, la quimioteca de DKPs consta
de dos quimiotecas de compuestos individuales: de 2,5-dicetopiperacinas
(DKP), compuesta por 113 moléculas individuales nombrando de la 1 a la 64 a
las DKP-I, y de la 1 a la 49 a las DKP-II. Ademads, se introdujo una carga
negativa generando una quimioteca de N-6xidos de amina, derivada de la
anterior (DKP-II), constituida también por 49 compuestos. Esta quimioteca se
crib6 en la linea celular L1210R y los resultados del cribado de estos

compuestos se muestran a continuacion en la tabla 12.

Datos control de la Acumulacion.

Linea celular L1210R % Acumulacion
DNM 100
DNM + VRP 267,04

Tabla 12: Valores en porcentaje de la acumulacién intracelular de la DNM tras haber
preincubado las células con los compuestos que conforman la quimioteca de los DKPs.

DKP-l a 20 pM DKP-Il a 25 pM N-Oxidos a 50 uM
Compuestos % Acumulacion % Acumulacion % Acumulacion
#1 103,9 164,2 100,8
#2 113,2 136,1 107,7
#3 108,9 112,0 101,9
#4 99,6 74,3 101,8
#5 1215 79,9 114,6
#6 111,1 1219 68,9
#7 107,6 121,9 93,9
#8 121,6 94,8 102,1
#9 115,0 91,1 92,0
#10 104,5 88,6 100,2
#11 119,6 95,3 95,0
#12 120,6 79,6 103,3
#13 121,2 125,6 97,0
#14 108,6 97,5 103,3
#15 1115 105,6 90,7
#16 109,8 176,4 103,3
#17 113,55 153,6 107,2
#18 105,2 98,0 87,8
#19 112,7 107,8 88,3
#20 118,2 163,4 103,4
#21 101,4 178,1 106,9
#22 113,2 119,8 109,4
#23 1135 176,9 136,4
#24 116,7 1134 103,1
#25 109,2 105,0 100,3
#26 107,8 103,8 1116
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#27 118,2 107,0 104,4
#28 114,8 101,0 94,0
#29 122,9 119,3 88,1
#30 111,8 100,2 89,3
#31 110,7 117,7 88,7
#32 102,3 107,6 76,5
#33 111,5 116,5 95,6
#34 108,2 149,1 85,6
#35 104,3 103,6 81,5
#36 100,1 115,0 79,6
#37 103,7 89,3 101,2
#38 100,1 92,7 94,4
#39 106,2 105,7 77,7
#40 101,0 71,9 92,5
#41 97,4 94,4 79,0
#42 119,8 99,5 73,7
#43 118,6 86,6 73,0
#44 155,0 103,5 78,1
#45 111,8 97,4 102,2
#46 102,1 96,4 103,2
#47 101,9 99,8 113,0
#48 101,6 105,3 110,6
#49 109,6 102,6 97,0
#50 138,6
#51 109,6
#52 115,1
#53 127,2
#54 120,9
#55 143,0
#56 131,0
#57 143,2
#58 125,8
#59 144,6
#60 118,1
#61 120,2
#62 113,6
#63 110,4
#64 110,7

Las moléculas n? 44, 50, 55, 57 yv 59 de la quimioteca de DKP-I
presentan un modesto 40-45% de actividad quimiosensibilizadora, mientras que
para las DKP-II con una carga positiva, los compuestos activos fueron las
moléculas n® 1, 16, 20, 21 y 23. Obsérvese que los compuestos DKP-II
mostraron una mayor acumulacién que los DKP-I. Por otro lado, la eliminacién
de la carga positiva de las DKPs elimina completamente su eficacia,
aumentando la acumulacion intracelular de DNM, como demuestra la ausencia

de compuestos activos en la quimioteca de N-6xidos.

61




Resultados.

Las moléculas n® 1, 16, 20, 21 y 23 de la quimioteca de DKP-II,
presentan un 65-75% de actividad quimiosensibilizadora, con ellas se hicieron
ensayos de viabilidad utilizando método de azul de tripdn, a dos
concentraciones, 25 y 100 pM en la linea celular de leucemia linfocitica murina,
tanto en la linea parental L1210, como en la sublinea resistente L1210R. Se
encontr6 en ambas sublineas una viabilidad elevada, lo que significa que las
moléculas no son toxicas. La DKP-II n® 23 (ver figura 22), que fue la maés
activa de la quimioteca de DKP-II y, ademas, mostro ligera actividad reversora
en la quimioteca de N-6xidos, se escogld para una caracterizaciéon adicional y
para determinar las propiedades inhibitorias de P-gp. Se ensayaron tres
tiempos de incubacion (10, 60 y 120 min) y dos concentraciones (1 y 10 uM)
para determinar su perfil quimiosensibilizador. Sorprendentemente, no se

encontrd quimiosensibilizacién a bajas concentraciones.

O

o

Figura 22: Esqueleto de la molecula n® 23 de la quimioteca de DKP-II.

Dado que las concentraciones bajas eran insuficientes para obtener
algtin resultado, se plante6 la utilizacion de concentraciones mas elevadas (50 y
100 pM). Ademas, se utilizaron dos tiempos de preincubaciéon con la molécula,
(60 y 120 minutos). A una concentracion de 50 pM y con un aumento del tiempo
de incubacién a 120 minutos se observd un incremento de un 27% en la
acumulacion intracelular de DNM, que fue similar al valor obtenido a 100 uM a
los 60 min. Estas concentraciones tan elevadas que se requieren o su
sustitucién por un aumento en el tiempo de preincubaciéon con la molécula,
pueden ser debidos a una baja permeabilidad de la membrana a la molécula.
Una difusion reducida es consistente con la baja reversion encontrada para esta

molécula.
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Una alternativa a la baja eficacia de la DKP-II n? 23 es que
interaccione en un sitio diferente al VRP, probablemente en una region
extracelular. Para explorar esta posibilidad, se realiz6 un experimento en el
que se compar6 la acumulacion intracelular de DNM en células tratadas con 50
y 100 uM del compuesto n® 23, y células incubadas con estas concentraciones
del compuesto y, posteriormente, expuestas a b pM VRP. La figura 23, muestra
que la posterior adicion de VRP aumentdé notablemente la acumulacion
producida por la DKP-II n? 23. El aumento fue similar al producido por el VRP
solo, sugiriendo que la DKP-II acttia en un lugar diferente al del VRP. En

cualquier caso, este resultado corrobora la baja eficacia del compuesto n? 23.

Acumulacion en L1210R con la molecula n® 23 de los N-6xidos
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Figura 23: Acumulacion intracelular en la linea celular resistente L1210. La barra roja
representa el control preincubado con VRP 5uM, la azul oscuro a la captacién de las células
incubadas tinicamente con DNM 3uM, las verdes son la molécula n® 23 de los N-ox preincubadas
a 60 y 120 min, en azul claro se representan estas mismas muestras vueltas a incubar 15 min
mas con VRP 5 pM y en naranja estin representados los controles con DNM que también se
incubaron con VRP.

Con el fin de comprobar la toxicidad de la molécula a lo largo del
tiempo se realiz6 un ensayo de viabilidad utilizando el método de azul tripan, y
se obtuvo un porcentaje de viabilidad aproximadamente del 98% como se

muestra en la figura 24.
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Viabilidad
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Figura 24: Viabilidad en la linea celular L1210R tras preincubar a distintos tiempos con
la molécula n? 23 de los N-o6xidos. En azul oscuro se representa el control, las células sin tratar,
en rojo las células tratadas con VRP a 5 pM y en verde las células tratadas con la molécula n2 23
de la quimioteca de N-6xidos a 50 pM.

La molécula n® 23 de la quimioteca de DKP-II fue seleccionada para un
ensayo de citotoxicidad, ya que, esta molécula fue la mas significativa en
cuanto a la actividad quimiosensibilizadora de la quimioteca de DKP-II. Para
comparar la molécula n® 23 en ambas quimiotecas, DKP-II y N-o6xidos, también

se realiz6 este ensayo con la molécula de N-6xidos n? 23 (ver tabla 12).

3.2. Grado de Resistencia tras tratar con DKPs.

Al igual que se ha descrito en el apartado 2.3.2. relativo a los
peptoides, se realizaron los ensayos de citotoxicidad con el fin de determinar el
grado de resistencia de las células L1210R tras haber sido tratadas con las

moléculas DKP-II n? 23 yv N-6xidos n? 23.

A pesar de que la molécula n? 23 de ambas quimiotecas presentara
actividad en el ensayo de captacion de DNM, no modifico el grado de
resistencia celular tal y como puede apreciarse en el ensayo de citotoxicidad

(ver figura 25). Los valores analizados de este ensayo se muestran en la tabla

13.
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Figura 25: Ensayo de citotoxicidad con la molécula n? 23 de la quimioteca de DKP-II y
de los N-oxidos

Tabla 13: Valores de ICsp para DNM obtenidos en células L1210 sensibles y resistentes
tanto tratadas con VRP y el DKP n® 23 de los N-o¢xidos y los DKP-II como sin tratar. Grado de
resistencia obtenido.

Linea celular I1Cs0 Grado de Resistencia
L1210 0,032 + 0,003
162,5
L1210R 5.2+0,014
L1210 + VRP 0,025 +0.037
28,31
L1210R + VRP 0,7077 + 0,07
L1210R + N-ox n° 23 5,581 + 0,02 174,4
L1210R + DKP-Il n° 23 5,607 + 0,03 175,2

'GR: Grado de resistencia = ICso resistente/ ICso sensible

De la quimioteca de los DKPs se puede concluir que en el cribado de
las quimiotecas de 2,5-Dicetopiperacinas se seleccionaron moléculas con una
actividad reversora baja. El andlisis posterior de proliferacién celular con
alguno de los compuestos seleccionados, reveld que fueron ineficaces al no
modificar el Grado de  Resistencia, cuestionando su actividad
quimiosensibilizadora. No obstante, en esta quimioteca se han identificado
esqueletos moleculares que aumentan la acumulacién intracelular de
antitumorales en células resistentes que, tras la oportuna modificacion
estructural, podrian derivar en quimiosensibilizadores madas potentes. Los
resultados obtenidos ofrecen buenas expectativas en la busqueda de moléculas
con actividad reversora del fenotipo de resistencia a multiples fadrmacos. No

obstante, de los resultados obtenidos se deduce que los compuestos no
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resultaron de interés para nuestros objetivos por lo que no se continu6é con su

estudio.

4. Extractos Vegetales.

Una alternativa cldsica a la quimica combinatoria sintética en la
busqueda de nuevos compuestos son los extractos vegetales. Los fitofdrmacos
han sido utilizados tradicionalmente en farmacologia quimica. De hecho la
mayoria de los farmacos antitumorales son de origen vegetal. Para explorar
esta estrategia, en la btisqueda de nuevos quimiosensibilizadores se inici6 una
colaboraciéon con la empresa de ASAC Pharmaceuticals para trabajar en el
cribado de una quimioteca de productos naturales (fitofarmacos), procedente de
un extracto vegetal propiedad de la empresa. La empresa aport6 los extractos,
y se ocup6 del fraccionamiento y subfraccionamiento de las fracciones activas.
Dada la potencial patentabilidad del procedimiento, la empresa mantuvo la
confidencialidad de la planta original y de los métodos de extraccién. Por tanto,
aqui nos referiremos a las fracciones etiquetadas por la empresa. El extracto

CTP-ASAC se dividié en varias fracciones (A-F) aportadas por la empresa.

4.1. Cribado y Deconvolucio6n.

Se cribaron las fracciones del extracto vegetal mediante el ensayo de
citometria de flujo. Al i1gual que con las quimiotecas sintéticas, para este
ensayo se utilizé la DNM como sustrato de P-gp v MRP, en células L1210R y

HL-60R, respectivamente.

El extracto inicial y las fracciones se ensayaron a 1 mg/ml sobre
células L1210R para determinar su potencia aumentando la acumulacion
intracelular de la antraciclina DNM. La figura 26 muestra que el extracto CTP a
1 mg/ml incrementa modestamente la concentracion intracelular de DNM. El

fraccionamiento de este extracto rinde fracciones con una actividad reversora
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similar a la del extracto original. Sin embargo, la fraccion CTP-F aumento la
acumulacion de DNM en una magnitud similar a la mostrada por el VRP,

indicando la presencia de quimiosensibilizadores potenciales en esta fraccion.

Acumulacién en la linea celular L1210R

300+

200+

B B
100 13 ,1 13 12
100 E
C

DNM VRP CTP CTP-A CTP-B CTP-C CTP-D CTP-E CTP-F
Muestras

% Acumulacion de DNM

Figura 26: Cribado de la primera fracciéon del extracto vegetal. La barra en azul oscuro
representa a las células incubadas unicamente con DNM 3 pM, la barra roja es el control de
referencia, i.e. las células preincubadas con VRP 5uM, las barras azules claro representan las
distintas fracciones del extracto a 1 mg/ml. De entre estas la que corresponde a la fraccién
CTP-F es la fraccion seleccionada.

Este resultado se confirm6 también en células HL-60R en las que el
extracto CTP-F incrementé sustancialmente la concentracion intracelular del
citostatico (figura 27 B). Cabe destacar que la acumulacién de DNM en células
HL-60R promovida por CTP-F es muy superior a la producida por VRP.
Ademais, esta fraccién no posee actividad citotoxica como sugiere la falta de

efecto de las lineas parentales L1210 y HL-60 (ver figura 27).
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Figura 27: Cribado de la fraccion CTP-F en las lineas celulares A) L1210 y B) HL-60.
Las barras en azul oscuro representan a las células incubadas unicamente con DNM 3 uM, las
barras rojas son el control de referencia, i.e. las células preincubadas con VRP 5 pM, las barras
azules claro representan la fraccion CTP-F del extracto vegetal a 1 mg/ml.

La fraccion CTP-F del extracto vegetal original fue seleccionada tras
el andlisis de los ensayos de cribado mediante citometria de flujo para el
ensayo de citotoxicidad. Esta fraccién es una mezcla de compuestos aun sin
desglosar y sin identificar su principio activo, pero los resultados de este
ensayo son fundamentales para dilucidar si algunos de los compuestos que
componen la fraccién CTP-F son también capaces de sensibilizar a las células

frente a la DNM, o lo que es lo mismo si la fraccion CTP-F contiene
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componentes capaces de disminuir el grado de resistencia de la linea celular
resistente L1210. Como se observa en la figura 28, la curva de citotoxicidad a
DNM de las células resistentes estd desplazada hacia la derecha respecto a la
curva de las células sensibles, lo que indica una elevada supervivencia de la
linea resistente en presencia de altas concentraciones del farmaco DNM (ICs, =
6,7£0,02 pM). Cuando estas mismas células resistentes fueron incubadas
ademads con la fraccion CTP-F a una concentraciéon de 0,5 mg/ml, se observo el
desplazamiento de la curva hacia la izquierda, reflejado en una disminucién del
valor de ICsp a DNM de las células resistentes (ICsp = 0,6+£0,05 uM). La
disminucion en el IC5p a DNM inducida por el CTP-F fue similar a la provocada
por el VRP (IC5 = 0,4%+0,03 uM). Por tanto, la fraccion CTP-F contiene
moléculas que aumentan la acumulacion de DNM en células tumorales L1210R y
sensibilizan a éstas frente a la citotoxicidad de la antraciclina. La fraccion
CTP-F se subfraccion6 en cuatro fracciones adicionales, nombradas de

CTP/F-1 a F4.

1.1210S
L1210S + VRP
L1210S + CIP-F

L1210R
L1210R + VRP
L1210R + CIP-F

¥*em 00O

% Proliferacion celular

-3 -2 -1 0 1 2
Log [DNMIuM

Figura 28: Citotoxicidad con la fraccion CTP-F en la linea celular L1210.

Tabla 14: Valores de IC50 para DNM obtenidos en células L1210 parentales y
resistentes tanto tratadas con VRP y CTP-F como sin tratar. Grado de resistencia obtenido.

Linea celular 1Cs0 Grado de Resistencia
L1210 0,0356 + 0,003 189,35
L1210R 6,74 + 0,02
L1210 + VRP 0,0336 + 0,004 11,43
L1210R + VRP 0,384 + 0,003
L1210 + CTP-F 0,043 + 0,003 14.87
L1210R + CTP-F 0,642 + 0,05

*GR: Grado de resistencia = ICso resistente/ ICso sensible.
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Las nuevas fracciones provenientes del CTP-F se ensayaron mediante
citometria en las lineas celulares L1210R y HL-60R, ambas a una
concentraciéon de 1 mg/ml, con el fin de seguir evaluando la posible actividad
quimiosensibilizadora de estas nuevas fracciones y con el objetivo de poder

encontrar el principio activo presente en el extracto vegetal.

% Acumulacion de DNM.

DNM VRP CTP-F CTP-F-1 CTpP-F-2  CTP-F-3 CTP-F-4

Muestras

Figura 29: Cribado de la fraccion CTP-F y sus fracciones en la linea celular L1210R a
[1mg/ml]. La barra en azul oscuro representan a las células incubadas unicamente con DNM 3
puM, la barra roja son el control de referencia, i.e. las células preincubadas con VRP 5 uM, las
barras azules claro representan la fraccién CTP-F y sus fracciones a [1 mg/ml].
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Figura 30: Cribado de la fraccion CTP-F y sus fracciones en la linea celular HL-60R. La
barra en azul oscuro representan a las células incubadas tinicamente con DNM 3 uM, la barra roja
son el control de referencia, i.e. las células preincubadas con VRP 5 puM, las barras azules claro
representan la fraccion CTP-F y sus fracciones a [1 mg/ml].
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El ensayo de estas fracciones identifico a CTP/F-1 y CTP/F-2, como
las mas activas incrementando la acumulacién intracelular de antraciclina en
células L1210R (ver figura 29). Ademads, fue la fraccion CTP/F-1 la que
presentdé una mayor actividad en células HL-60R (ver figura 30) si bien las
otras fracciones también incrementaron la acumulacion intracelular de DNM por

encima del valor inducido por VRP.

Obsérvese que la fraccion CTP/F-4 tnicamente incremento la
acumulacién de antraciclina en células HL-60R, sugiriendo la posible presencia
de antagonistas especificos de la MRP1 en esta fraccién. Este resultado es
altamente interesante, pues aporta una fuente de compuestos reversores
potenciales que actuan especificamente sobre la bomba MRP1. Por tanto, se
decidi6 seguir con la identificacion de estos compuestos selectivos para MRP1.
La fraccion CTP/F-4 representa la fraccién mas hidrofébica de las ensayadas.
Dado que la via de extraccion fue fundamentalmente hidrofilica, se propuso
reiniciar el fraccionamiento del extracto CTP utilizando una estrategia de
fraccionamiento més adecuada, que produjera mayores rendimientos en la
extraccion de compuestos hidrofobicos que actiien sobre la MRP1. De este

modo se obtuvieron las fracciones CTP-J2, 12, A2, E, G2, D2 y E2.

Las nuevas fracciones del extracto vegetal CTP se ensayaron
comparativamente en las lineas L1210R y HL-60R para seleccionar aquellas

fracciones que especificamente actuaban sobre HL-60R.

El resultado del ensayo de las nuevas fracciones en células L1210R se
muestra en la figura 31. Se aprecia que la mayoria de las fracciones
incrementaron modestamente la acumulacién intracelular de DNM en las células
L1210R. Por el contrario, el ensayo en células HL-60R reveldé que las
fracciones CTP-GZ2 y CTP-EZ aumentaban la concentracion intracelular de
antraciclina mas que e VRP (ver figura 32). Por tanto, estas dos fracciones del

extracto fueron seleccionadas para proseguir con el fraccionamiento.
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Figura 31: Cribado de las nuevas fracciones del CTP en la linea celular resistente L1210.
La barra en azul oscuro representan a las células incubadas tinicamente con DNM 3 uM, la barra
roja son el control de referencia, i.e. las células preincubadas con VRP 5 pM, las barras azules
claro representan las nuevas fracciones del CTP.
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Figura 32: Cribado de las nuevas fracciones del CTP a una concentracion de [0,025
mg/ml] en la linea celular resistente HL-60. La barra en azul oscuro representan a las células
incubadas tnicamente con DNM 3 pM, la barra roja son el control de referencia, i.e. las células
preincubadas con VRP 5 uM, las barras azules claro representan las nuevas fracciones del CTP.
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De este modo, se obtuvieron las fracciones CTPE/S1-S4 y CTPG/S1-
S5 que, al igual que las otras, se ensayaron en células L1210R y HL-60R, todas
las fracciones fueron analizadas a una concentracion de 0,0075 mg/ml. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 33 (L1210R) y en la figura 34
(HL-60R). La fraccion CTPE/S4 fue la mas activa incrementando la
concentracion intracelular de DNM en células HL-60R, sin incrementar

notablemente la acumulacion en células L1210R.

250
200
150

100

% Acumulaciéon de DNM.

50

0

DNM VRP CTPG- CTPG- CTPG- CTPG- CTPG- CTPG- CTPE- CTPE- CTPE- CTPE-
S1 S2 S3 S4 S5 S6 S1 S2 S3 S4

Figura 33: Cribado de las fracciones provenientes del CTP-E2 y CTP-G2 en las lineas
celulares L1210R a una concentracion de 0,0075 mg/ml.
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Figura 34: Cribado de las fracciones provenientes del CTP-E2 y CTP-G2 en la linea
celular HL-60R a una concentracién de 0,0075 mg/ml.
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Por tanto, se seleccion6 la fraccion CTPE-S4 como la mas eficaz, se

subfraccion6 en tres nuevas fracciones (CTPE-S4-56, CTPE-S4-78 y CTPE-

S4-910) determinandose su actividad quimiosensibilizadora en las células

L1210R (ver figura 34) y HL-60R (ver figura 35) a una concentracion de

0,0075 mg/ml. Los datos analizados del ensayo y las claves de las fracciones

se muestran en la siguiente tabla.

CTPE-S4 vy fracciones:

CTPE-54
CTPE-54-56
CTPE-54-78
CTPE-54-910

000D

% de acumulacién intracelular.

L1210R HL-60
137.2% 161.4%
147.5% 164.5%
158.9% 160.7%
148.8% 211%
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CTPE-5S4-56 CTPE-54-78 CTPE-S4-910

Figura 35: Cribado de las fracciones provenientes del CTPE-S4 en la linea celular

L1210R a una concentracién de 0,0075 mg/ml.
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Figura 36: Cribado de las fracciones provenientes del CTPE-S4 en la linea celular HL-

60R a una concentracién de 0,0075 mg/ml.

74



Resultados.

De las nuevas subfracciones, ninguna mostré actividad significativa
sobre la linea celular L1210R. Por el contrario, la fraccion CTP/E5-910
increment6 la acumulacion intracelular de antraciclina en células HL-60R con
una potencia similar a la del VRP. Esta nueva fraccién se subdividié en cuatro
fracciones. Las nuevas fracciones vienen renombradas, de modo que la
seleccionada CTP/E5-910 se muestra como CTPE-67, y las subfracciones

como CTP67-1, CTP67-2, CTP67-3a y CTP67-3b.

Se cribaron la fraccion CTPE-67 y sus fracciones a una concentracion
de [0.0075 mg/ml] mediante citometria de flujo, tanto en la linea celular
L1210R (ver figura 37) como en la HL-60R (ver figura 38). El ensayo de estas
nuevas muestras identific6 a la fraccion CTPE67-2 como la mas activa
incrementando selectivamente la acumulacion intracelular de farmaco
citostatico en lascélulas HL-60R. Los datos analizados del ensayo y las claves

de las fracciones se muestran en la siguiente tabla:

CTPE-67 v fracciones: % de acumulacion intracelular.
LL1210R HL-60R
o CTPE67-1 140,3% 145,6%
o CTPE67-2 141,5% 206,5%
o CTPE67-3a 154,4% 140,9%
o CTPE67-3b 109,7% 106,8%
2001

100

% Acumulacion de DNM.

DNM VRP CTPE67 CTPE67-2 CTPE67-3a  CTPE67-3b  CTPE5-910

Figura 37: Cribado de las fracciones CTPE67, proveniente del CTPE5-910 en la linea
celular L1210R a una concentracion de 0,0075 mg/ml.
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Acumulacion en HL-60R del CTPE67
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Figura 38: Cribado de las fracciones provenientes del CTPE5-910 en la linea celular
HL-60R a una concentraciéon de 0,0075 mg/ml.

Se realiz6 el ensayo de citotoxicidad con estas ultimas fracciones con

el fin de determinar su eficacia quimiosensibilizadora. Las fracciones a ensayar

fueron CTPE67-1, CTPE67-2 yv CTPE67-3a. La subfraccion CTPE67-3b se

desechd ya que sus valores de acumulacion intracelular no fueron relevantes.

Para elegir la concentracién de incubacién mdas adecuada en el ensayo de

citotoxicidad primero se realiz6 un ensayo de viabilidad utilizando el método de

azul-tripdn cuyos datos se muestran en la tabla 15. En funciéon de estos datos,

la concentracion elegida fue de 0,01 mg/ml.

Tabla 15: Datos del ensayo de viabilidad en la linea celular HL-60, tanto parental como

resistentes, por el metodo de azul-tripan.

Muestras de la linea sensible concentraciones % Viabilidad
HL-60 control 97,44
0,0075 mg/ml 98,18
0,01 mg/ml 97,57
CTPE67-1 0,05 mg/ml 44,35
0,1 mg/ml 2,50
0,0075 mg/ml 93,42
0,01 mg/ml 82,73
CTPE67-2 0,05 mg/ml 50,00
0,1 mg/mi 4,67
0,0075 mg/ml 83,55
0,01 mg/ml 80,99
CTPE67-3a 0,05 mg/ml 60,78
0,1 mg/ml 13,86
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Muestras de la linea resistente concentraciones % Viabilidad
HL-60R control 90,78
0,0075 mg/ml 89,02
0,01 mg/ml 89,12
CTPE67-1 0,05 mg/ml 55,17
0,1 mg/ml 14,04
0,0075 mg/ml 84,35
0,01 mg/ml 83,75
CTPE67-2 0,05 mg/ml 58,59
0,1 mg/ml 62,60
0,0075 mg/ml 88,41
0,01 mg/ml 87,26
CTPE67-32 0,05 mg/ml 86,16
0,1 mg/ml 64,98

A continuacion se realizo el ensayo de citotoxicidad utilizando el
método de reduccion de MTT (Mosmann, T., 1983). Con este ensayo se
determinaron el grado de resistencia celular y la quimiosensibilizacion

producida por cada extracto (ver figura 39).

Los datos muestran que la disminucion del grado de resistencia se da
Unicamente, y de forma aparentemente muy moderada en la fraccién mas activa
revirtiendo la acumulacion de DNV, i.e. la CTPE67-2. El moderado grado de
quimiosensibilizaciéon es probablemente debido a la reducida concentraciéon del
fitoactivo presente en el extracto. No obstante, el resultado es alentador ya

que demuestra la presencia de quimiosensibilizadores en la fracciéon CTPEG67-

2.

Linea celular ICs0 Grado de Resistencia

HL-60 0,3101 £ 0,053

19,29
HL-60R 5,982 + 0,027
HL-60 + CTPE67-1 0,225 + 0,1001 19.92
HL-60R + CTPE67-1 4,483 + 0,029 ’
HL-60 + CTPE67-2 0,277 + 0,055

12,82
HL-60R + CTPE67-2 3,553 + 0,0158
HL-60 + CTPE67-3a 0,251 + 0,051 204
HL-60R + CTPE67-3a 5,117 + 0,0223 ’
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Figura 39: Curvas de citotoxicidad obtenidas del ensayo de reduccion de MTT en la linea
celular HL-60, se incubaron las fracciones (A) CTP67-1, (B) CTPE67-2 y (C) CTPE67-3a del
extracto vegetal a una concentracion de 0,01 mg/ml.

De estos ensayos de citometria y citotoxicidad se selecciond el
CTPE67-2 por ser la fraccion mas relevante. Se cribaron las nuevas fracciones
a una concentracion de 0.005 mg/ml mediante citometria de flujo, tanto en la
linea celular L1210R (ver figura 40) como en la HL-60R (ver figura 41). Los
datos analizados del ensayo y las claves de las fracciones se muestran en la

siguiente tabla:

CTPE67-2 y fracciones: % de acumulacion intracelular.

LL1210R HL-60R
o CTPE67/2-1 84,3% 123,5%
o CTPE67/2-2 58% 92,5%
o CTPE67/2-3 84,3% 170,2%
o CTPE67/2-4 113,1% 223,6%
o CTPE67/2-5 176,7% 214,5%
o CTPE67/2-6 72% 130,5%
o CTPE67/2-7 90% 160,2%
o CTPE67/2-8 93% 212,6%
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Figura 40: Cribado de las fracciones provenientes del CTPE67/2 en la linea celular
L1210R a una concentracion de 0,005 mg/ml.
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Figura 41: Cribado de las fracciones provenientes del CTPE67/2 en la linea celular HL-
60 a una concentracion de 0,005 mg/ml.

De entre estas fracciones se seleccionaron la CTPE97/2-4,
CTPE67/2-5 y la CTPE67/2-8, con ellas realizando el ensayo de citotoxicidad
con el fin de determinar su eficacia quimiosensibilizadora. Nuevamente
elegimos la concentracion de 0,01 mg/ml ya que ésta no es toxica per se. Tras

la incubaciéon con las fracciones y el posterior andlisis de los datos
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encontramos que tales fracciones siguen teniendo un clerto grado aunque

moderado, de actividad quimiosensibilizadora (véase la figura 42).

Linea celular ICso Grado de Resistencia
HL-60 0,38 +£ 0,06
20,4
HL-60R 7,74 £0,6
HL-60R + CTPE67/2-4 6,6 + 0,09 17,4
HL-60R + CTPE67/2-5 3,8+0,06 10
HL-60R + CTPE67/2-8 4,9 + 0,055 12,9

1
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Figura 42: Curvas de citotoxicidad obtenidas del ensayo de reduccién de MTT en la linea
celular HL-60, se incubaron las fracciones (A) CTP67/2-4, (B) CTPE67/2-5 y (C) CTPE67/2-8
del extracto vegetal a una concentracion de 0,01 mg/ml.

El analisis mediante HPLC de las fracciones CTPE67-2, CTPE67/2-1,
CTPE67/2-2, CTPE67/2-3 CTPE67/2-4, CTPE67/2-5, CTPE67/2-7 vy
CTPE67/2-8 di6 como resultado la presencia de picos correspondientes a

distintos compuestos (ver tabla 16). La separacion de estos compuestos y
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posterior ensayo de acumulacion (figura 43) revelaron que las fracciones n® 3y
6 con tiempos de retencién de 16,63 minutos y 23,15 minutos, respectivamente,
y un maximo de absorcién a 238 nm y 257,7 nm presentaban una actividad
quimiosensibilizadora superior a la mostrada por el verapamilo. Actualmente, se
esta optimizando el método de extracciéon del compuesto, con el fin de obtener
mas cantidad del mismo y finalizar con el ensayo de citotoxicidad, ensayo que
nos revelard la funcionalidad del compuesto como quimosensibilizador, para
poder proceder al analisis estructural del mismo y revelar su identidad

molecular.

Tabla 16: Datos del analisis por HPLC de las fracciones vegetales.

S - -
Muestras N° de pico y T|empo de Area del pico (255nm) | Max. U.V. (nm)
Retencion (min)
3 = 16,63 123.700 238
5=1913 178.401 250,5
6 = 23,15 2.649.618 257,7
CTPE67-2 7 = 29,15 213.590 250,5
8 = 29,98 69.137 250,5; 306,3
11 = 36,18 758.242 257,7
12 = 37,76 39.474 250,5
6 = 23,29 57.136 257,7
CTPE67/2-1 11 = 36,18 120.118 257,7
CTPE67/2-2 11 = 36,33 521.110 257,7
6 = 23,36 18.918.462 257,7
CTPE67/2-3 9 = 30,21 226.539 257,7
11 = 36,34 603.861 257,7
6 = 23,36 8.773.768 257,7
CTPE67/2-4 8 = 30,26 49.644 306,3
1=11,02 109.876 230; 257,7
2 = 14,21 76.000 282
CTPE67/2-5 6 = 23,47 271.595 257,7
8 = 30,30 55.000 306,3
CTPE67/2-7 4 = 16,76 208.831 274.6
3 = 16,77 22.638 238
CTPE67/2-8 5 =19,32 351.023 244
7 = 29,35 171.000 250,5
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Acumulacion en HL-60R

% Acumulacion de DNM

DNM VRP+DNM 16,63 min 19,32 min 23,47 min 36,33 min

Figura 43: Ensayo de Acumulacion intracelular con las moléculas mayoritarias extraidas
de las fracciones activas. Cribado a una concentracion de 0,005mg/ml.

82



Discusion.
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La resistencia oncolégica a agentes antineoplasicos se considera una
de las mayores causas de fallo en los tratamientos quimioterapéuticos. Los
tumores desarrollan o adquieren resistencia durante el curso del tratamiento a
pesar de haber presentado respuesta inicial al mismo. Se estima que la
resistencia a los farmacos utilizados contribuye a mas del 90% de las muertes
por cancer, por lo que éste es un problema importante que requiere ser

abordado con la mayor eficacia posible.

Dicha resistencia a la quimioterapia se ha correlacionado con la
presencia de al menos dos bombas moleculares en las membranas de la célula
del tumor, que expelen activamente del interior de la célula los farmacos
utilizados en la quimioterapia, permitiendo de este modo que los tumores eviten
los efectos toxicos del citostatico. Las dos bombas cominmente encontradas en
los tumores resistentes son P-gp y MRP1. Experimentalmente se han obtenido
tumores resistentes a farmacos por seleccion “n vitro” de lineas celulares
capaces de proliferar a concentraciones crecientes de varios agentes
citotoxicos. La caracterizacion de modelos tumorales seleccionados para

resistencia a daunomicina, adriamicina, taxol y otros farmacos han revelado un
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fenotipo de resistencia a maultiples farmacos, en el cual la resistencia al agente
de seleccién estd acompafiada por una resistencia cruzada a multiples farmacos
citotoxicos de estructura y funcion no relacionadas. Este fenomeno se
denomina resistencia a multiples farmacos o MDR. Debido a su importancia,
estas bombas de eflujo, son los blancos de estudio en el esfuerzo por encontrar
diversos farmacos anticancerigenos y moléculas capaces bien de superar o de
revertir el fenotipo MDR, volviendo a sensibilizar a la célula tumoral frente a
los farmacos antineoplasicos. La mayoria de los agentes quimiosensibilizadores
analizados en ensayos preclinicos y clinicos, son compuestos que han tenido
que ser desechados por problemas de toxicidad y/o debido a los efectos
secundarios indeseados que presentan. Una tercera generacion de farmacos
reversores del fenotipo MDR puede atenuar parcialmente estas limitaciones.
Estos compuestos pueden utilizarse como farmacéforos, que tras las
modificaciones necesarias podrian convertirse en nuevos
quimiosensibilizadores de utilidad en clinica. No obstante, el enorme desafio de
encontrar nuevos agentes quimiosensibilizadores que actien como inhibidores
de P-gp y MRP1 sigue siendo fundamental para el tratamiento quimioterapico

del céancer.

En este trabajo, hemos disefiado una biblioteca de trialquilglicinas
integrada por 5.240 compuestos, que examinamos con el fin de encontrar
antagonistas de P-gp y de MRPI1. Los trimeros de N-alquilglicinas son una
familia de moléculas no naturales atractivas en el proceso de descubrimiento
de nuevos farmacos debido a su amplia variedad de actividades biolégicas y a

su estabilidad.

Las N-alquilglicinas se han utilizado con éxito en la identificacién de
diversas actividades, desde ligandos de alta afinidad para los receptores de
membrana, hasta moduladores de complejos macromoleculares (Planells-
Cases, R. et al., 2002). Ademas, las trialquilglicinas se han utilizado para
identificar farmacos analgésicos y antiinflamatorios que exhiben actividad in

vivo (Garcia—Martinez, C. et al., 2002). Asi, las diversas actividades asociadas
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a las trialquilglicinas, junto con su resistencia proteolitica, su estabilidad 7 vivo
vy su toxicidad de baja a moderada, hacen de ellos unos buenos candidatos para

encontrar agentes quimiosensibilizadores.

La contribucién més destacable de este estudio es la identificacién de
un sistema de 20 trimeros de N-alquilglicinas que aumentan selectivamente la
acumulaciéon intracelular de DNM en células cancerosas resistentes. Esta
actividad aparece asociada a la inhibicién de la bomba de eflujo P-gp, segtn lo
indicado por la actividad quimiosensibilizadora de estas moléculas en una linea
sensible de leucemia linfocitica murina que expresa establemente la P-gp. Los
dos compuestos significativamente mas activos como antagonistas de la
actividad de P-gp, son los numerados como 13 y 17. Estos compuestos
redujeron el grado de resistencia de las células L1210R en >3 veces, a una
concentracion que compiti6 con el verapamilo, utilizado como
quimiosensibilizador establecido. Ademadas, estos 20 compuestos también
aumentaron la acumulacion intracelular de la antraciclina en células tumorales
humanas provenientes de leucemia promielocitica, HL-60R, que sobreexpresan
la bomba MRP1. Cabe destacar que practicamente todas las trialquilglicinas
identificadas en la investigacion modularon la actividad de MRP1 en un grado
analogo, o superior al VRP. Esta observacion se verifica mas a fondo en el
analisis de citotoxicidad de DNM donde todos los peptoides disminuyen el
grado de resistencia de las células de HL-60R en >3 veces de modo similar al
efecto observado con las células que expresan P-gp. Teniendo en cuenta todo
lo expuesto, los resultados indican que los peptoides identificados son potentes

quimiosensibilizadores, con una eficacia similar para P-gp y MRP1.

Todos los peptoides seleccionados contienen invariables los grupos
2,4—diclorofenil del producto quimico y difenilpropil en las posiciones Ry v R,
sugiriendo un papel dominante de los grupos planares hidrofobicos en estas
posiciones del oligbmero. La primera posicién de la molécula (R;), sin embargo,
aunque permiti6 una diversidad quimica levemente méas alta, destacaron los

grupos fluorofenilo. La presencia abundante de los grupos planar hidrofébicos,
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junto con aceptadores del enlace del hidréogeno es acorde con las
caracteristicas farmacoforicas propuestas para los antagonistas de P-gp. Para
apoyar este dogma, se utilizo el software de Catalisis® en el que se comparo la
relacion del farmacoforo del peptoide N151212C con el modelo de farmacoforo
generado de un sistema de inhibidores y diversos sustratos de P-gp, que
probablemente se unan al mismo sitio de la proteina, como el (R)- verapamilo,
la rodamina 123, la vinblastina, la colchicina y la calceina AM. Estos
compuestos generaron un modelo tridimensional para el farmacoforo que
ofrecia los dos grupos hidrofobicos (cadenas aromaticas o alifaticas), un anillo
aromatico y dos aceptores en el enlace de hidrogeno (figura 44 A), que es
similar al modelo divulgado por (Ekins, S. et al., 2002). Segtn lo ilustrado en la

figura 44 B, hay conformaciones del peptoide n? 13 que se alinean

comodamente con el modelo farmacoférico, especialmente con el verapamilo.
Notese, sin embargo, que un aceptor de hidrogeno no fue alineado
correctamente, sugiriendo que el compuesto n® 13 requiere el refinamiento

estructural para mejorar la unién con P-gp.

Figura 44: Modelo farmacoférico (A) generado de un sistema de inhibidores y sustratos
de P-gp como el verapamilo. (B) alineamiento del farmaco6foro del peptoide n2 13 (N151212C).

A diferencia de los peptoides, la quimioteca de 2,5-Dicetopiperacinas

no reveld ningin compuesto quimiosensibilizador del fenotipo MDR. Este
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resultado fue sorprendente por cuanto se identificaron DKPs que
incrementaron la acumulacién intracelular de DNM en células resistentes,
aunque a un nivel muy inferior al ejercido por los peptoides. Ademaés, estas
DKPs no modularon la sensibilidad de las células resistentes a la citotoxicidad
de la DNM. Una explicaciéon plausible para esta discrepancia es que los DKPs
muestran una reducida difusién a través de la membrana, limitando la
acumulacion intracelular efectiva de compuesto. Alternativamente, los DKPs
pueden ser también pseudosustratos de la P-gp. De este modo el reducido paso
a través de la membrana, unido a su expulsiéon potencial, influirian
negativamente en su actividad quimiosensibilizadora, atn cuando mostrasen un
efecto en la acumulacién inicial del farmaco. En cualquier caso, los resultados
indican que los DKPs presentan un esqueleto molecular con potencial para el

desarrollo de quimiosensibilizadores.

Se estd dedicando un importante esfuerzo para el desarrollo de
farmacos quimiosensibilizadores no toxicos que podrian ser utilizados como
coadyuvantes en la quimioterapia actual. La toxicidad indeseada y los efectos
secundarios asociados a los quimiosensibilizadores actuales, se han atribuido a
interferencias con otros mecanismos celulares o al bloqueo de alta afinidad de
P-gp. La inhibicion farmacologica de P—gp debe de conducir a la acumulacion
creciente del farmaco citostatico en tejidos delicados tales como el cerebro, tal
y como se concluye del estudio de mdrl-/- del knock out de raton (Hendrikse,
N.H. et al.,, 1999). Estas observaciones implican que los antagonistas con
afinidad moderada que bloquean parcialmente la actividad de estas bombas
pueden desempeflar un papel terapéutico relevante atenuando los efectos
secundarios que emergen del bloqueo total de estas bombas extrusoras.
Ademas, los compuestos con afinidad moderada y que actian con eficacia
similar sobre P-gp y MRP1 pueden tener una ventaja adicional ya que, ademas
de que pueden ser coexpresados en diversos tumores, podrian moderar la
actividad de otras importantes proteinas involucradas en el fenémeno MDR. Por

lo tanto, los peptoides que hemos identificado proporcionan un esqueleto
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molecular nuevo del farmacoéforo que se podria considerar como pilar para la
evolucion directa de farmacos quimiosensibilizadores méas activos y mas
seguros. Para apoyar esta idea se realizaron ensayos de toxicidad en animales
con los compuestos n? 13 y n® 17 a una dosis >300 mg/kg, no encontrandose

signos de toxicidad.

En paralelo al rastreo de quimiotecas combinatorias sintéticas, se inicid
una colaboraciéon con la compafila ASAC Pharmaceuticals encaminada a
identificar quimiosensibilizadores a partir de extractos vegetales. Estas
colecciones de moléculas constituyen quimiotecas naturales de gran diversidad
quimica. Los compuestos activos para un determinado ensayo pueden
identificarse mediante una estrategia iterativa de fraccionamiento y ensayo. A
diferencia de las quimiotecas sintéticas, los extractos naturales no estan
codificados no permitiendo el aislamiento directo de los compuestos activos.
Consecuentemente, la eficacia del proceso de identificaciéon dependera de la
estrategia de fraccionamiento utilizada. En este estudio, se parti6 de un
extracto hidrosoluble, el CTP, de aislamiento de quimiosensibilizadores. El
proceso iterativo de ensayo—fraccionamiento indic6 que la naturaleza quimica
del principio activo era hidrofébica, obligando a modificar el método de
extracciéon con el fin de enriquecer las fracciones con el principio activo. De
este modo, y tras sucesivas optimizaciones del proceso se llego a la
identificaciéon de un compuesto de identidad molecular desconocida como un

guimiosensibilizador potencial.

En comparaciéon con la quimioteca combinatoria sintética, el aislamiento
de compuestos activos como quimiosensibilizadores “fraccién n® 3 con un
tiempo de retencion de 16,63 minutos y fracciéon n? 6 con un tiempo de

retencion de 23,47 minutos’ (ver tabla 16 y figura 43) ha sido mucho mas lento.

Por otro lado, todavia se desconoce la identidad quimica de los mismos, asi
como la viabilidad de su sintesis quimica. Este ultimo objetivo estid ademas
limitado por el bajo rendimiento de extraccion del compuesto que hace

necesario un cambio en la estrategia de extraccion fraccionamiento con el fin
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de incrementar su aislamiento del extracto crudo. Por tanto, aunque las
quimiotecas naturales son adecuadas para la identificacién de fotocompuestos
activos, su utilizacion requiere de tiempos de aislamiento mucho mas largos que

los empleados por la quimica combinatoria sintética.

No obstante, y a pesar de las limitaciones expuestas, un resultado
sobresaliente del uso de los extractos vegetales ha sido la identificacién de
quimiosensibilizadores especificos del fenotipo MDR mediado por la proteina
MRP1. La selectividad de blanco terapéutico de los compuestos con un tiempo
de retencién de 16,63 minutos yv 23,47 minutos, les convierte en candidatos
para su posterior desarrollo en quimiosensibilizadores tutiles. Probablemente,
un proceso de optimizacién quimica serd necesario para evolucionar al grupo

farmacofoérico obtenido en un farmaco clinicamente til.

En conclusién se han identificado dos nuevas familias de compuestos
quimiosensibilizadores del fenotipo MDR. La quimica combinatoria sintética ha
conducido al aislamiento de antagonistas de las bombas de eflujo P-gp y MRP1,
mientras que el rastreo de quimiotecas naturales ha llevado a la identificacion
de un antagonista de MRP1. Estos compuestos sin duda expandiran las familias
de quimiosensibilizadores actuales, incrementando la probabilidad de
desarrollar compuestos con utilidad clinica en el tratamiento de tumores

quimiorresistentes.
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1. Un ensayo de acumulacion intracelular de daunomicina ha resultado
ser altamente eficaz en el cribado de quimiotecas sintéticas y naturales en la
busqueda de quimiosensibilizadores del fenotipo MDR mediado por las bombas

de eflujo P-gp y/o MRP1.

2. A partir de wuna quimioteca combinatoria sintética de N-
alquilglicinas se han identificado compuestos capaces de modular, con una
eficacia similar, la actividad extrusora de farmacos de la P-gp y la MRP1 en un

grado analogo o superior al promovido por el verapamilo.

3. De los compuestos identificados en la quimioteca, los mas
relevantes fueron los numerados como 13 y 17. Si bien ambos compuestos
requieren un refinamiento estructural, la actividad mostrada les confirma como

dos buenos candidatos a quimiosensibilizadores.

4. Del estudio de analisis estructural de la quimioteca de N-
alquilglicinas, podemos fundamentar la importancia de los grupos planares
hidrofobicos junto con los aceptores del enlace de hidrogeno, en las

caracteristicas farmacoforicas propuestas para los antagonistas de P-gp.

5. Aunque los ensayos realizados con la quimioteca combinatoria
sintética de 2,5-Dicetopiperacinas no condujeron a la identificacién de ningin

compuesto quimiosensibilizador de MDR, posiblemente por su reducida difusion
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a través de la membrana, sus componentes presentan un esqueleto molecular

prometedor para el desarrollo de quimiosensibilizadores.

6. Los estudios en la quimioteca combinatoria de extractos naturales
han permitido la identificaciéon de dos compuestos activos con un alto potencial
quimiosensibilizador del fenotipo mediado por MRP1. Se trata de los
compuestos correspondientes a la fraccién n® 3 y la fraccién n® 6 con tiempos
de retenci6on de 16,63 minutos y 23,47 minutos respectivamente, aunque por el
momento se desconoce su identidad quimica y la viabilidad de su sintesis

quimica.

7. Pese a que las quimiotecas naturales son adecuadas para la
busqueda de compuestos quimiosensibilizadores, la identificaci6on de éstos es
un proceso muy lento, mientras que la identificacion a través de la quimica
combinatoria sintética, nos permite el estudio de un numero infinitamente
mayor de moléculas en un tiempo mucho menor. No obstante y en favor de las
primeras, hay que destacar que la diversidad quimica de las quimiotecas
sintéticas es todavia limitada, comparada con la diversidad y complejidad de las

sustancias naturales.
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Material v Métodos.

En la busqueda de nuevos compuestos partimos inicialmente de lineas
celulares sensibles a la antraciclina DNM que se han manipulado para inducir a
la sobreexpresion de las bombas de eflujo P-gp v MRP, y convirtiéndolas en
lineas quimiorresistentes. En este estudio se utilizaron la linea celular de
leucemia linfocitica murina L1210, y la linea celular de leucemia promielocitica
humana HL-60. La exposicién de la linea L1210 a concentraciones crecientes
de DNM induce la expresion de la bomba P-gp, mientras que la incubacién de

las células HL-60 con la antraciclina promueve la expresiéon de la bomba MRP1.

Complementariamente, se utilizaron las células 11210778 (CBMC-6)
que corresponden a células L1210 que expresan establemente la P-gp murina.
Las L.1210°% o CBMC-6, son células transfectadas con la glicoproteina —P,
estas células provienen de una linea celular sensible, las L1210. Su unico
mecanismo de resistencia estd basado en la transfeccién estable de la P-gp
murina. Este modelo fue creado en el laboratorio del Doctor A. Ferragut por los
Doctores M. Saceda y M. D. Castro y su caracterizacion estd ampliamente
documentada en la Tesis Doctoral de M.D. Castro o en el articulo de (Castro-

Galache, M.D. et al., 2003)
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1. Cultivos Celulares.

En este trabajo se utilizaron diversas lineas celulares. La mayoria de
los ensayos se realizaron en las dos lineas celulares linfociticas referidas en el
apartado anterior, y que crecen en cultivos en suspensién. Fueron utilizadas
igualmente una bateria de células que crecen adheridas a la superficie del

frasco de cultivo (crecimiento adherente).

1.1. Lineas Celulares en Suspension.

Las lineas celulares utilizadas fueron: L1210 y HL-60 tanto parentales
(sensibles) como resistentes, y las L1210"# (CBMC-6). Para su crecimiento,
las células se mantienen en RPMI 1640 suplementado con un 10% de suero
bovino fetal, 50 U/ml de penicilina—estreptomicina y 2mM de L-glutamina, a

37°C en atmosfera humidificada y 5% de CO2.

Diariamente se controlan el crecimiento y la viabilidad celular,
diluyéndose hasta una densidad final de 3x10° células/ml en el caso de las
L1210, L1210"% y de 2x10° células/ml en las HL-60. La viabilidad se

determina por el método de exclusion de Azul-Tripan.

2. Seleccion de Resistencia de las Lineas Linfoides.

Para mantener el fenotipo MDR de forma estable, periédicamente se
incuban los cultivos resistentes a concentraciones crecientes (maximo 6 uM) de
DNM durante 6-7 dias en el caso de las L1210, o a tratamientos discontinuos

con DNM a una concentracion de 320 nM en las HL-60.

Las disoluciones de DNM se preparan a partir del reactivo en polvo
(DNM, Sigma-Aldrich Quimica S. A.) que se diluye en agua mili-Q filtrada por
una membrana con un tamafio de poro de 0,22 pm. Para calcular la

concentraciéon real de la solucion stock se preparan varias diluciones en
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metanol con el fin de evitar que se formen agregados moleculares (Chaires,
J.B. et al., 1982). Mediante medidas de espectrofotometria a una longitud de
onda de 480 nm y teniendo en cuenta el coeficiente de extinciéon molar de la
DNM en metanol (11.500 M™' cm.™) determinamos la concentracién real de la

solucion stock de DNM, a partir de la cual preparamos las disoluciones de

trabajo (Barcelo, F. et al., 1986).

3. Seleccion de Capacidad Tumorogénica.

La capacidad tumorogénica de la linea L1210 se preserva y comprueba
mediante la inoculacion de células en ratones y posterior recuperacién de los
tumores generados. Se inoculan 1x10° células 1.1210/0.1 ml por raton mediante
una inyeccion abdominal, en ratones jovenes de la cepa DBA/2/J. Tras 10-12
dias los animales son sacrificados por dislocacién cervical y los tumores

asciticos se utilizan para recuperar las células.

Se corta la membrana peritoneal en condiciones de semiesterilidad y se
lava la cavidad abdominal con 15 ml de PBS/EDTA 1 mM. El tumor ascitico
extraido se centrifuga a 1450 rpm durante 7 min a 20°C. Se realizan,
seguidamente, tres lavados, el primero es con PBS/EDTA y los restantes con
PBS. Tras determinar el recuento y la viabilidad se siembran las células en

medio de cultivo completo, a 37°C en 5% de COs.

4, Ensayos de Viabilidad Celular.

El Azul-Tripan es un colorante azul que permea al citoplasma celular
cuando la membrana plasmatica estd dafiada, criterio que se utiliza para

considerar la célula como no viable.

Se realiza este tipo de ensayo con el fin de determinar la viabilidad

celular después de una incubacion del cultivo celular tras los tratamientos. Para
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esta medida se incuba 5 min la suspensién celular en un 10% del reactivo de
tripdn y se cuentan las células en la cdmara de Neubauer. El porcentaje de
viabilidad se determina como el cociente entre las células viables y el total de

células.

5. Citometria de Flujo (CMEF).

El citbmetro de flujo es un instrumento que se utiliza fundamentalmente
para medir las caracteristicas fisicas y bioquimicas de particulas biologicas. Se
pueden realizar medidas de millares de células individuales/particulas en
cuestiéon de segundos. Como blanco en cada experimento, se determina en
primer lugar la autofluorescencia, que se relaciona directamente con las
caracteristicas estructurales y morfolégicas de la célula. En segundo lugar, se
determina la fluorescencia de las células marcadas con un fluoréforo. Este
reacciona con las células o las particulas de interés antes del analisis; por lo
tanto, la cantidad de fluorescencia emitida como particula es proporcional a la

cantidad de fluorescencia limitada a la célula o al componente celular.

Utilizamos la antraciclina DNM como fluoroforo, ya que entra en las
células por difusién pasiva y tiene como caracteristica la emisién de

fluorescencia a una longitud de onda de 555 nm.

Después de la adquisicion de los datos proporcionados por la dispersiéon
de la luz y de la fluorescencia para cada particula, la informaciéon resultante se
puede analizar utilizando un ordenador con el software especifico que se asocia
al citémetro. El ensayo detallado de acumulacion intracelular de DNM que
vemos y analizamos a través del citometro de flujo se explica en el apartado

siguiente (apartado numero 6).
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6. Acumulacion Intracelular de Daunomicina (DNM).

Aprovechando la fluorescencia intrinseca de la DNM, se sigue la
cantidad relativa de fluordéforo que se acumula intracelularmente por citometria
de flujo (Soto, F. et al., 1992). Con este ensayo se compara la acumulacion
intracelular de DNM tanto en las lineas parentales como en las resistentes, asi
como la reversion de dicha acumulacién en presencia de sustancias
guimiosensibilizadoras como el VRP. La quimiosensibilizacién por VRP se
considera como control de referencia de reversion (ejemplo de acumulacion ver

figura 45) respecto al que se comparan los compuestos a ensayar.

En los ensayos de citometria, se utilizan suspensiones celulares a una

densidad de 1x106 células /ml en HBS (130 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCls,
y 10 mM de HEPES, a un pH de 7,2) que se preincuban en presencia de
distintas dosis de la muestra a ensayar durante 60 min en un bafio a 37°C. A
continuacion se afiade DNM 3 uM en presencia y/o ausencia de VRP 5 uM y se
incuban otros 60 min a 37°C. La fluorescencia asociada a cada poblacion
celular, determinada por citometria de flujo, representa una medida relativa de

la concentracion de DNM en cada caso.

El equipo utilizado es un citometro de flujo Epics XL (Beckman Coulter
Co.) que esta equipado con un laser de argon que da una longitud de onda de
excitacion de 488 nm. El midximo de emision de la DNM es de 555 nm por lo

que para la captacion se utiliza un filtro de paso de banda de 575 nm (+ 15).

L1z10
L

e

Figura 45: Grafico esquematico del ensayo de Acumulaciéon Intracelular de DNM por
Citometria de Flujo.
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7. Quimiotecas Sintéticas.

7.1. Quimioteca de N-alquilglicinas.

Para la quimioteca sintética de N-alquilglicinas, tanto las mezclas como
los peptoides individuales fueron preparados por sintesis multiple simultdnea en
fase solida (Figliozzi, G.M. et al., 1996). Esta sintesis se realizo en el
laboratorio del Dr. Angel Messeguer por la doctora Isabel Masip junto con
Nuria Cortés y Marisa Guardiola. La caracterizacion y sintesis de la quimioteca
se encuentra detallada en la Tesis Doctoral de Isabel Masip. La quimioteca de
N-alquilglicinas estd formada por mezclas controladas y la constituyen 5120
compuestos diferentes en el conjunto de la quimioteca, divididos en 52 mezclas

(cada compuesto esta por triplicado).

De acuerdo con el formato de rastreo posicional, se puede considerar
que se trata de una quimioteca formada por tres subquimiotecas. Cada
subquimioteca no tiene los mismos compuestos ya que las fuentes de
diversidad no eran las mismas en cada posicion, sino que habia 20 aminas para
la posicibn R; y 16 para las posiciones Ry, y Rs, de modo que estarian
distribuidas en las mezclas de forma diferente. Por lo que habria dos
subquimiotecas con 16 mezclas cada una y con 320 compuestos por mezcla y
otra con 20 mezclas y 256 compuestos por mezcla. La quimioteca tiene un
esqueleto basico como el que se muestra en la figura 12 y diversas aminas (ver
tabla 17) para las correspondientes sustituciones que formaran la diversidad de

la quimioteca.

o 16 x16 x 20 aminas = 5120 compuestos diferentes
o 16 x 2 +20 =52 mezclas

a 16 x 20 =320

o 16 x 20 =320 Compuestos por mezcla

o 16 x16 =256
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Se trata de una quimioteca de Peptoides en cuyo esqueleto bésico
tenemos tres radicales (R;, Ry, v R3) de sustitucion, puntos en los que se
introdujo la diversidad mediante la variacién de estas cadenas laterales unidas

a los nitrégenos.

Cada una de las tres subquimiotecas daria informacién sobre una
determinada posicion del trimero, por lo que en cada mezcla una de las
posiciones estaria definida por una determinada amina y el resto de posiciones
seria una mezcla de las 16 o 20 aminas utilizadas, dependiendo de la posicion

que se estd introduciendo.

Tabla 17: Aminas utilizadas como fuente de diversidad en la construccion de la
quimioteca de peptoides.

# Nombre Estructura
1 Ciclopropilamina I}NHQ
NHo
2 2-Butilamina
3 Isoamilamina )\A
NHo
0
4 N-Acetiletilenediamina )]\NH/\/NHZ
0O
5 1-(3-Aminopropil)-2-pirrolidinona EéN -
—__ N2
X
6 2-(2-Aminoetil)-piridina -
N NHo

7 Fenetilamina ©\A
NH

8 Tetrahidrofurfurilamina [>_\

O NHg
N=N\
oA N N
9 1-(3-Aminopropil)imidazol — Nx/ 2
|
O,

10 4-Metoxifenetilamina @\A
NHo
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|
0.
11 9-(3.4-Dimetoxifenietilamina j@\ﬂ
10} NHpy

Cl Cl
12 2,4-Diclorofenetilamina \@A
NHo

13 4-(2-Aminoetil)benzenosulfonamida @\A
NHg

14 3,3-Difenilpropilamina }x
O

NHo
15 2—fluorofenetilamina C(V
F

NHo
16 4-fluorofenetilamina )@/v

F
17 1-(2-Aminoetil)pirrolidina CN
xNHg
L

18 2-(2-Aminoetil)-1-metilpirrolidina i}_\;
NHo
19 3-Dietilaminopropilamina N NHz

prop SN/
20 3-Dimetilami ilami \N NH:
imetilaminopropilamina p —\_/ 2

Tal y como se ha mencionado en los puntos R;, Ry v Rs del esqueleto
de la quimioteca se sustituydé por las distintas aminas que constituyen la
diversidad de moléculas que conforman la quimioteca. El esquema de la
secuencia sintética utilizada en la sintesis de mezclas para la creacién de la

quimioteca se muestra en la figura 46.

En la primera etapa de sintesis se desprotegié el grupo Fmoc de la
resina comercial del tipo Rink amida. En el paso del acoplamiento del grupo

acilo (etapas 2, 4 y 6) se construy6 el esqueleto basico del peptoide: el enlace
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amida. El paso determinante para generar la quimioteca con la estructura
deseada fue la introduccion de diversidad mediante el acoplamiento de las
aminas primarias (etapas 3, 5 y 7). Se separaron las bolsitas de la
subquimioteca que debian de tener la posicién definida y a cada una de ellas se
le hizo reaccionar por separado, dependiendo de la amina a incorporar. Al resto
de mezclas con las posiciones no definidas se les hizo reaccionar
conjuntamente y se prepard una mezcla equimolar de las 20 aminas (20 eq de
cada amina). Se repitid el ciclo sintético tres veces. En la ultima etapa se
escindieron los productos de la fase so6lida mediante tratamiento de ésta con
una mezcla formada mayoritariamente por acido trifluoroacético, diclorometano
y agua (etapa 8). Cada etapa sintética se realiz6 por duplicado empleando un
gran exceso de reactivos (20 equivalentes) para llevar las reacciones a la

conversion total.

NHFmoc

o

ZT
oj>

o=z

»)

Piperidina

o

NHz

DESPROTECCION

o=z,

H
N j)vu

R—Ac

N —

CRE

H
H o N cl
CICH,COCI O/ }I [I*‘ORMACIOI\ DEL ESQUELETO
n-1 0 R n-1

[

INTRODUCCION DE LA
DIVERSIDAD

N-1
VECES

n-1

k
n n=12..N
N es el numero de monomeroos de gicinas N-sustituidas que forman el peptoide
N=3 en el caso de la quimioteca

© ©
)

H TFA/DCM /Hy0 TN N
Io} [ESCISION DE LA FASE SOLH_)A]
n

Figura 46: Esquema y etapas de la construccion de peptoides en fase solida.

Esta sintesis se hizo siguiendo la técnica desarrollada por R. Houhten
de dos bolsitas de te, donde en cada bolsita habria una mezcla. Dicha bolsita es
porosa a reactivos y disolventes, pero no deja pasar la resina. Las bolsitas se
etiquetan de forma permanente con el fin de poder identificar todas las mezclas
a lo largo de la sintesis. En la figura 47 se muestra un esquema de la

manipulaciéon de las distintas bolsitas para introducir una posicidén concreta y
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definida en la sintesis de la quimioteca de peptoides en formato de rastreo

posicional.

Bolsas J37-52 21-36 1-20

17 acoplamiento ﬁ El ﬁ
acilo

1° acoplamiento

27 acoplamiento E El El
acilo

2° a-:o?].amiaemo E EHEEHEE EI

8 0 0

3° acoplamiento s njus/unlunlsn
3° acoplamiento 2% % % O X % %
amina R1 o bt o

o : posicién definida
x: posicion aleatoria

Figura 47: Forma de manipulacion de las diferentes bolsitas en la sintesis de la
quimioteca de peptoides en formato de rastreo posicional.

Tal vy como se ha mencionado, inicialmente la quimioteca estd formada
por mezclas, existiendo una amina fijada en una posicién y cubriendo el resto
de posiciones con una mezcla equimolar de las 16 o 20 aminas que constituyen
la quimioteca dependiendo de la posicion que se esté introduciendo (aminas que
constituyen la quimioteca ver tabla 5), de modo que son rastreadas todas las
posiciones en busca de las aminas que presenten alguna actividad funcional

significativa.

7.2. Quimioteca de DKPs.

Para la sintesis de la quimioteca de los DKPs se utilizé el
procedimiento de sintesis en fase solida, basado en la estrategia de
subfragmentos (Scott, J.K. y Craig, L., 1994) v que consiste en una secuencia

sintética de 7 pasos. La versién de la generacion de esta quimioteca consistid
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en la introducciéon de dos puntos de diversidad en los 4tomos de nitrogeno (ver
tabla 11) Una caracteristica distintiva de este método fue la utilizacién de una
resina de amida en lugar de la resina de éster que se utiliza generalmente. De
este modo se excluyen potenciales problemas de lisis de la amina durante su
acoplamiento, debido a las aminas que se utilizan, o especificamente a la
presencia de aminas sustituyentes que contienen un segundo datomo de

nitrogeno.

Asi pues, después de retirar el grupo Fmoc de la resina, la amina
primaria libre fue acilada por la reacciéon con el éster N-hidroxisuccinamida del
4dcido cloroacético. Este éster activo, es de facil preparacién y soluble en
diclorometano, al igual que su subproducto N-hidroxisuccinamida, siendo
ambos utilizados para evitar la formacion de productos laterales que son menos
solubles en el medio de reaccién. Ademds, este éster permite el uso de
condiciones suaves y neutras que son importantes debido a la naturaleza de los

diversos reactivos empleados (Carbonell, T. et al., 2000).

La sustitucion nucleofilica subsiguiente del atomo de la clorina fue
realizada con una amina primaria, disponible comercialmente, como la primera
fuente de diversidad (tabla 10 y 11). Las condiciones de reaccion fueron suaves
y realizadas a temperatura ambiente, utilizando un exceso de reactivo. Los
tratamientos se hicieron por duplicado. La acilacién de la amina secundaria ya
formada, y seguida de un segundo emplazamiento por una amina primaria

completo la insercion de la diversidad deseada.

Hay que destacar que el orden de introduccién de las aminas primarias
en la secuencia era importante. Para la primera quimioteca de DKP se
obtuvieron 64 compuestos en lugar de los 66 esperados (los DKPs que llevan el
mismo sustituyente en ambas posiciones no se consideraron en el disefio de la
quimioteca). Asi, puesto que la sintesis multiple en paralelo se realiz6 después
del desarrollo de la matriz, las dos aminas primarias empleadas que llevaban el
grupo amino terciario adicional N,N-dimetilpropilenodiamina y 4-

aminoetilmorfolina (ver tabla 10) fueron utilizadas para la segunda reaccion del
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reemplazo, excepto en dos casos. Se observé que cuando la 4-
aminoetilmorfolina era introducida primero, y una vez que tiene lugar la
segunda acilacion, la amina terciaria presente en la morfolina, compiti6
favorablemente con la nueva amina primaria para dar el correspondiente

derivado ciclico del tetra—alquilamonio.

La quimioteca de DKP hija se sintetizo utilizando las aminas que se
muestran en la tabla 11 para cada reaccion especifica de la introduccién de la
diversidad. Referente a la hendidura de la resina y del paso subsiguiente de la
ciclacién, se ha descrito que cuando se utilizan los ésteres o las amidas del
dipéptido, o 4cido o la base puede promover la formacion del DKP (Capasso, S.

et al., 1998).

Con esta secuencia de la reaccion, se generaron 104 DKPs (64 de la
primera quimioteca y 40 de la quimioteca hija) fueron sintetizados siguiendo el
formato de sintesis multiple en paralelo. La estructura, la produccion y los
datos del MS (espectro de masas) fueron determinados para todos los

compuestos. Los DKPs mostraron una pureza del 80-90%.

8. Quimiotecas Naturales (Extractos Vegetales).

El estudio con los extractos vegetales presenta una deconvolucién
lenta. En este trabajo se parti6 de fracciones grandes con multiples
componentes, que se fueron fragmentando en nuevas subfracciones a medida
que se fue avanzando en el estudio de estas fracciones encontrando positivos
potenciales, ya que hasta que no finaliza su deconvoluciéon estamos tratando

con mezclas y no podemos hablar de ningtn principio activo.

Partimos de unas fracciones que nos fueron suministradas por la
empresa ASAC Pharma. Todas las fracciones fueron suministradas en clave y
algunas de ellas fueron renombradas durante el proceso de deconvolucién y

subfraccionamiento. El esquema de dichas claves se muestra a continuacion.
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Extractos Vegetales. l

'
| PP26/T l

'

'

'

.

I

Ly

CTP-A CTP-B CTP-C CTP-D CTP-E CTP-F
CTP/F-1 CTP/F-2 CTP/F-3 CTP/F-4
Nuevas fracciones partiendo del CTP:
CTP

T T

I

CTP-A2

CTP-D2

CTP-E2

CTP-G2

CTP-I2

CTP-J2

-CTP/E-S1

-CTP/E-S2
-CTP/E-S3
-CTP/E-S4

-CTP/6-51
-CTP/G-52
-CTP/6-5S3
-CTP/G-54
-CTP/G-S5
-CTP/G-S6

Seleccionado el CTP/E-S4 y renombrado como: | CTP/E5 l
| CTP/ED l .

CTPE5-56
CTPES-78
CTPE5-910

104




Material vy Métodos.

Seleccionado el CTPE5-910 y renombrado como: | CTPE-67 l

e CTPE67-1
o CTPE67-2

| CTPE-67 l e CTPE67-3a
e CTPE67-3b

Seleccionado el CTPE67-2 yv renombrado como: | CTPE67/2 l

e CTPE67/2-1
e CTPE67/2-2
e CTPE67/2-3
| CTPE67/2 l e CTPE67/2-4
e CTPE67/2-5
e CTPE67/2-6

e CTPE67/2-7
e C(CTPE67/2-8

9. Ensayos de Citotoxicidad.

El grado de resistencia (GR) celular de las distintas sublineas a DNM,
se obtuvo a partir del IC5g, valor que representa la concentracién de DNM a la
que se inhibe el crecimiento celular en un 50%. El grado de resistencia de una
linea celular al agente quimiostatico DNM se calcul6 analizando la inhibicién de
crecimiento celular tras haber sido incubadas en presencia de concentraciones

crecientes del farmaco (Garcia-Segura, L.M. et al., 1992).

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron en un coulter, contador de
células electronico (Ibercell HF-24), o mediante el método de reduccion del

MTT.

Para el ensayo con el coulter, las células se sembraron en placas de 24

pocillos a una densidad de 3x10° células/ml en el caso de las incubaciones de
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L1210 y de 2x10° células/ml en las incubaciones de HL-60. Se realizaron tres
incubaciones distintas: 1) Un control de la linea celular para conocer el grado
de resistencia inicial. Estas células fueron tratadas tnicamente con DNM a
concentraciones crecientes. 2) Un segundo grupo incubado con VRP 5 uM. Este
fue el control de referencia para la quimiosensibilizacion de la linea celular
resistente. 3) La tercera incubacion fue con la molécula cuyo efecto queriamos
analizar. Las células se incubaron durante 24 h a 37° C en una atmosfera
humidificada y al 5% de CO,. Transcurrido este tiempo las células se contaron

en el coulter.

En paralelo, los ensayos de citotoxicidad se realizaron mediante
ensayos de reduccion del MTT (metiltiazoldifeniltetrazolio) de acuerdo con el
método descrito por (Mosmann, T., 1983). Este método permite determinar la
viabilidad celular mediante la actividad de una deshidrogenasa mitocondrial que
se encuentra activa tnicamente en las células viables. La enzima convierte el
reactivo de MTT soluble en una sal de formazan de color azul e insoluble en
medio acuoso, pero valorable en un espectrofotémetro tras haber sido disuelto
en isopropanol acido o DMSO. La absorbancia medida es proporcional al

numero de células viables de la muestra.

Para MTT el cultivo celular (L1210, HL-60) se creci6 en fase
exponencial, y se diluyé en medio completo a una densidad de 3x10° células/ml
en el caso de las células L1210 v de 2x10° célula/ml en el caso de las células
HL-60, y se distribuyeron (100 ul/pocillo) en una placa de 96 pocillos IWAKID).
Se afiadieron por octuplicado las cantidades de DNM adecuadas para cada
linea celular. En estas condiciones se incubaron durante 24h a 37° C en una
atmoésfera humidificada y al 5% de COs,. Tras 24 h, se afiadieron 10 pl de la
disolucion de 5 mg/ml del reactivo MTT y se incubaron 2-3 h adicionales, tras
lo cual se centrifugaron para eliminar los sobrenadantes. Una vez bien
retirados estos, se afiadieron 100 pl/pocillo de disolvente (Isopropanol 0.1M

HCD y se dejaron a —20° C durante toda la noche. Mediante centrifugacion se
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eliminaron los restos celulares, se recuperaron los sobrenadantes y se

determiné la absorbancia a 570 nm.
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1. Abreviaturas.

ABC
ADN
ADNc
ARN
ARN-m
ATP
CMF
DCM
DIC
DMF
DMSO
DNM
Fmoc

GR

Familia de transportadores con sitio de unién de ATP.
Acido desoxirribonucleico.

Acido desoxirribonucleico complementario.
Acido ribonucleico.

ARN mensajero.

Adenosin trifosfato.

Citometria de flujo.

Diclorometano.

Diisopropilcarbodiimida.

Dimetilformamida.

Dimetilsulfoxido.

Daunomicina / Daunorrubicina.
9-Fluorenilmetoxicarbonil.

Grado de Resistencia.
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LRP

MDR

MRP

PyBrOP
RP
RP-LSCs
™

TFA

VRP

Proteina asociada a la resistencia pulmonar

resistance-related protein).

Resistencia a multiples farmacos (multidrug resistance).

(Lung

Proteina asociada a la resistencia a maultiples farmacos

(Multiple drug resistance protein).
Metiltiazoldifeniltetrazolio.
Dominio de unién a nucleoétidos.
Glicoproteina-P.

O-Benzotriazol-1-yl-oxi—tris—pirrolidino—fosfonio

hexafluorofosfato.
Bromo-tri—pirrolidino—fosfonio hexafluorofosfato.
Rastreo Posicional.

Librerias sintéticas por quimica combinatoria.
Dominio transmembrana.

Acido trifluoroacético.

Verapamilo
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