UNIVERSIDAD DE LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

0,

Descubrimiento y evaluacion preclinica de
nuevas entidades quimicas bio-inspiradas
con actividad antitumoral en neoplasias
hematoldgicas

Tesis Doctoral

Haidée Magdalena Aranda Tavio

Programa de doctorado
Investigacién Aplicada a las Ciencias Sanitarias

Departamento de Ciencias Clinicas

Las Palmas de Gran Canaria, 2022






AGRADECIMIENTOS

Tengo que comenzar este apartado confesando que va a ser imposible reunir en
unos folios a todas las personas que me han ayudado directa o indirectamente a realizar
la tesis doctoral. Han pasado varios afios que acumulan todo tipo de experiencias que,
indudablemente, se acompafian de muchas ensefianzas. Por ello quiero agradecer:

En primer lugar, a Angeles Martin Requero y su equipo (en especial a Ana), por
ensefiarme los “primeros pasos en el laboratorio” y el manejo del cultivo celular. También
por dejarme aquellas guias de ocio de Madrid, son detalles que recuerdo muy bien.

A Teresa Acosta por abrirme la puerta en su laboratorio, aunque fuera por un corto
periodo de tiempo, me parece una profesora e investigadora excepcional. Por pasarme
aquella oferta de trabajo que se convirti6 en mi primera experiencia laboral en la
investigacion y, poco mas tarde, en la oportunidad de realizar la tesis.

A mis directores de tesis, Leandro Fernandez, Borja Guerra y Carlota Recio,
porque son parte fundamental de este trabajo. Gracias por ensefiarme cada uno su propio
método, creo que la cooperacién que hemos tenido ha dado un buen resultado. Quiero
destacar la gran dedicacién que tienen por su trabajo, y espero que sigan disfrutando de
lo que hacen cada dia.

Al grupo de la Dra. Ana Estévez en el IUBO, por su colaboracion y su
participacién en este trabajo. Gracias a Pedro y a Priscila por su cercania y su
comparfierismo.

Agradezco a la ULPGC los dos primeros contratos laborales que me permitieron
acceder a la investigacion, el primero de técnico de investigacion competitivo (dentro de
Garantia Juvenil) y el segundo de investigadora predoctoral. También por concederme la
oportunidad de realizar una estancia predoctoral de tres meses en Oxford con la ayuda
Erasmus+Practicas (SMT).

To David Greaves and Gareth Purvis, thank you the confidence you placed in me
from the first minute. | would never have imagined that I could learn so much in three
months. To the Oxford team, | loved all the time we shared together inside and outside
the lab, maybe in some Oxford pubs. | have to thank Lynda for being a friend during this
experience and for sharing such amazing moments with me. A Alicia, Rafa y Seb, por ser

esa otra parte tan importante de la estancia.



Sin duda alguna, a mis compafieras/os del laboratorio con los que he recorrido este
camino. Me siento muy afortunada por haber encontrado a personas tan excepcionales
con las que ha merecido la pena compartir cada dia. Por nombrar a algunas, empiezo con
Patri, por ensefiarme todo con tu paciencia y tu humildad, eres un modelo a seguir. A
Laura por ser mi medio hermana los primeros afios y continuar ahi. A Anita por tu alegria
contagiosa y nuestras charlas. A Yera por tu cercania, tus consejos, y tu ayuda desde el
primer momento. A Migue, no puedo explicar todo lo que hemos compartido, sin ti nada
hubiera sido igual y me has impulsado a seguir adelante cada dia. A Car, te mereces doble
agradecimiento porque en la faceta mas cercana también me has ayudado infinitamente,
por hablar conmigo de ciencia y de la vida. A Joaquin, por tus bromas macabras y tu
magnifico humor, espero que hagamos mas planes juntos y que alguno sea jal fin bucear!
A Mercedes, recuerdo muchas de nuestras conversaciones que, con el tiempo, tomaron
un gran sentido para mi, gracias. A Elena, Marian, Ester y Henoc, me ha encantado
encontrarnos en este proceso, gracias por tantos momentos compartiendo risas y
anécdotas, en definitiva, por ser mas que compis, espero que lo hagamos muchos afios
mas. A Silvia y a Tina, gracias por compartir su experiencia, las admiro mucho. A Ana
R. no olvidaré Irlanda contigo. A Santi y Andrea, me encantd compartir tanto tiempo con
ustedes mientras nos formabamos. Hay muchisimas personas que se me quedan en el
tintero, pero que me han acompafiado desde el CULP hasta el IUIBs (Rosa, Rober, Dacil,
Merci, Laura, Cristina, Estrella, Carmen...). Me han ensefiado mucho, gracias por todo.

A mis amigas de siempre, por apoyarme y celebrar pequefias victorias conmigo,
haciéndolas muy grandes. A mi gente de Biologia, con los que comparto momentos
maravillosos y que me inspiran tanto. A mi familia de Lopez Botas, no saben lo
importante que han sido para que mantuviera el rumbo. En un apartadito que se abre, a
Sara, Isa 'y Asier por no desistir e intentar sacarme de casa al asadero que nunca llegaba.
A Clarou, Nati y Jani, por estar siempre.

Por supuesto, a mi familia, a toda ella. A mis abuelas, mujeres que tanto me han
ensefiado y que conservo en mis recuerdos. A mi yayo, a tus 99 afios ain bromeamos
como en los primeros afios. A mi hermano, a mi madre y a mi padre. No hay palabras
para quienes han estado ahi apoyandome desde el principio, cada dia y cada momento,
solo eterno agradecimiento y mucho amor.

Por altimo, a Gabri, por la maravillosa coincidencia de encontrarnos, gracias por

compartir tanto conmigo.



RESUMEN

Las neoplasias hematoldgicas (NH) constituyen la segunda causa de muerte por
tumores malignos en Europa. Aunque los avances terapéuticos han mejorado la calidad
de vida de los pacientes, aun existen importantes limitaciones como son los altos costes
econdmicos, la toxicidad a largo plazo o la aparicién de resistencia a los tratamientos.
Este es el caso del imatinib, el tratamiento de primera linea para la leucemia mieloide
cronica (LMC).

El objetivo de esta tesis es el descubrimiento y evaluacion preclinica de nuevas
entidades de pequefio tamafio molecular con mecanismos de accién alternativos o
complementarios a la terapia convencional utilizada en las NH. Para ello, se realizd un
cribado de cuatro quimiotecas, basado en cambios fenotipicos en lineas celulares de NH.
Asi, se selecciond la quimioteca de andlogos del hibrido naftoquinona-cumarina por su
interesante relacion estructura-actividad. Los estudios predictivos in silico de los procesos
ADME vy de las interacciones moleculares (docking) permitieron la seleccion del hibrido
naftoquinona-pirona JKST6, por las siguientes propiedades: 1) caracteristicas
fisicoquimicas y de biodisponibilidad favorables para su desarrollo y 2) valores de
docking optimos con BCR-ABL1 y JAK2, dos dianas moleculares implicadas en la
carcinogenesis de las NH.

El compuesto JKST6 posee elevada potencia y selectividad frente a células de
LMC, caracterizadas por la actividad oncogénica de BCR-ABL1 y STATS. En este
modelo, el compuesto reduce la viabilidad y la proliferacion de las células leucémicas,
debido en parte a la parada del ciclo celular. EI JKST6 provoca dos eventos muy
tempranos: un incremento en la poliubiquitinacién de proteinas y una respuesta celular al
dafio genémico que, probablemente, contribuyen a la activacion de la apoptosis por via
extrinseca e intrinseca. La base molecular que sustenta los efectos anti-LMC del JKST6
es la inhibicion de la via de sefializacion BCR-ABL1/STAT5S/ (PIM1, c-MYC), esencial
en la supervivencia de estas células. Dicho efecto anti-LMC se asocia con una reduccion
rapida del nivel proteico de BCR-ABL1. Desde el punto de vista clinico, cabe destacar
que el JKST6 potencia la eficacia anti-LMC del imatinib, incluyendo la inhibicion de
STATS. En células resistentes a imatinib, el JKST6 mantiene su eficacia antitumoral y,
ademas, restaura la sensibilidad al imatinib en aquellas células cuyo mecanismo de

resistencia principal es la sobreexpresion de BCR-ABL1.



En resumen, esta tesis demuestra que el cribado fenotipico e in silico de
quimiotecas ricas en naftoquinonas representa una estrategia muy eficaz para identificar
nuevos moduladores multiquinasa alternativos o complementarios a los inhibidores
especificos de BCR-ABL1, con alto potencial para pacientes cuya resistencia al imatinib

se debe a la sobreexpresion de BCR-ABL1.



SUMMARY

Hematological Neoplasms (HN) are the second leading cause of death from
malignant tumors in Europe. Despite therapeutic advances have improved the quality of
life of patients, there are still important limitations such as high economic costs, long-
term toxicity, or emergence of resistance to these treatments. This is the case of imatinib,
the first line treatment for chronic myeloid leukemia (CML).

The aim of this thesis is the discovery and preclinical development of new entities
with alternative or complementary mechanisms of action to the conventional medication
used in HN therapies. To this end, a phenotypic screening of four chemical libraries in
human HN cells was performed. In this screening, the naphthoquinone-coumarin hybrid
analogues were selected due to their interesting structure-activity relationship. The
predictive in silico studies of ADME processes and molecular docking allowed the
selection of the naphthoquinone-pyrone hybrid (JKST6) with the following properties: 1)
advantageous physicochemical and bioavailability properties for its development and 2)
optimal docking values with BCR-ABL1 and JAK2, two molecular targets involved in
HN carcinogenesis.

The JKST6 compound owns high potency and selectivity against CML cells,
characterized by the oncogenic activity of BCR-ABL1 and STATS5. In this model, the
compound reduces cell viability and proliferation, due in part to the induction of cell cycle
arrest. The JKST6 provokes two early events: an increase of polyubiquitinated proteins
and a cell response to genomic damage that may contribute to the activation of extrinsic
and intrinsic apoptosis. The molecular basis for the anti-CML effects of JKST6 is the
inhibition of the BCR-ABL1/STATS/(PIM1, ¢c-MYC) signaling pathway, which is
essential for the survival of these cells. This anti-CML effect is associated with BCR-
ABL1 rapid protein depletion. Clinically relevant, it is worth noting that the JKST6
potentiates the anti-CML efficacy of imatinib, including STATS5 inhibition. In imatinib-
resistant cells, JKST6 maintains the anti-tumor efficacy and, in addition, restores
sensitivity to imatinib in cells whose primary mechanism of resistance is overexpression
of BCR-ABLL1.

In summary, this thesis demonstrates that phenotypic and in silico screening of
naphthoquinone-rich chemical libraries represents a highly effective strategy to identify

novel alternative or complementary multikinase modulators to specific BCR-ABL1



inhibitors, with high potential for patients whose resistance to imatinib is due to BCR-

ABL1 overexpression.



ABREVIATURAS

En algunos casos se ha utilizado la abreviatura en inglés por su amplia utilizacion en el

lenguaje cientifico o por su aparicién en las figuras.
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I. INTRODUCCION

1. Neoplasias hematoldgicas

1.1. Breve descripcion y clasificacion

Las neoplasias hematoldgicas (NH) son un grupo de enfermedades reconocidas
como leucemias, linfomas y mielomas, que normalmente se originan en la médula 6sea y
los nddulos linfaticos (1). Dichas neoplasias constituyen un grupo de enfermedades
heterogéneo a nivel clinico y bioldgico (2). Segun la Sociedad Americana de Hematologia
(ASH), las NH afectan a la produccion y a la funcién de las células sanguineas. En un
organismo sano, las células madre de la médula 6sea maduran y dan lugar a tres tipos
principales de células sanguineas: glébulos rojos, glébulos blancos o plaquetas. En la
mayoria de NH, el proceso de desarrollo normal de las células sanguineas es interrumpido
por un crecimiento descontrolado de un tipo de células sanguineas anormales. Esas
células anormales o cancerosas impiden que el tejido sanguineo realice muchas de sus

funciones, como evitar infecciones o detener el sangrado descontrolado (3).

También la ASH expone brevemente las principales caracteristicas de los tres
tipos de NH comentados anteriormente. En primer lugar, la leucemia causa la produccion
anormal de gldébulos blancos, que dificulta la produccion de glébulos rojos y plaquetas
por parte de la médula 6sea. El linfoma afecta al sistema linfatico, que se encarga de
retirar el exceso de fluidos en el cuerpo y producir células inmunitarias. En este tipo de
cancer, los linfocitos se multiplican sin control y se acumulan en los nodulos linféticos y
en otros tejidos, llegando a dafiar el sistema inmune. Por Gltimo, el mieloma es un cancer
de células plasmaticas o linfocitos generadores de anticuerpos que atacan a los agentes
infecciosos, por lo que esta enfermedad también debilita el sistema inmune y aumenta el

riesgo de infeccion (3).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica estas enfermedades en
funcién de los principales linajes celulares afectados, resultando en dos categorias
principales: neoplasias mieloides y linfoides, dentro de las cuales se hayan distintos
subtipos de cancer sanguineo (2,4). Esta clasificacion es realizada por expertos en el area
utilizando informacién revisada y consensuada sobre morfologia, citoguimica,
inmunofenotipo, genética y caracteristicas clinicas de las enfermedades (4,5). Ademas,
esta sujeta a actualizaciones periddicas conforme avanza la investigacion, facilitando el

diagndstico por parte de los especialistas (6) (Figura 1).
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Figura 1. Principales tipos de neoplasias hematoldgicas. Adaptada de Veenstra et al. 2019 (5).
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1.2. Epidemiologia

Se considera que el cancer hematologico representa aproximadamente el 6,5% de
todos los tipos de cancer a nivel mundial, llegando a alcanzar el 9% en EE. UU. y en
Europa (7,8). Segun datos de la OMS, en el afio 2020 se detectaron 474.519 nuevos casos
de leucemia y se registraron 311.594 muertes asociadas a esta enfermedad en el mundo
(9) (Figura 2).

Incidence, both sexes Mortality, both sexes

Africa Africa

(6.8%) (7.7%)
LAC** N.America*
(8.1%) > ) (8.6%)

Asia

(48.6%) LAC** Asia
(8.9%) (54%)
Europe

N.America*
(14.3%)

Europe (20%)
(21.1%)

Population Number Population Number
| Asia 230 650 . Asia 168 119
| Europe 100 020 || Europe 62 262
[ | *Northern America 67 784 == **Latin America and the Caribbean 27 631
=== **|atin America and the Caribbean 38 256 = *Northern America 26 871
[ Africa 32138 | Africa 23891
Oceania 5671 Oceania 2 820
Total 474519 Total 311594

Figura 2. Incidencia y mortalidad de la leucemia en ambos sexos a nivel mundial. Tomada de Globocan
2020, Centro internacional de investigacion del cdncer (OMS) (9).

Las NH pueden generarse a cualquier edad, pero resultan mas frecuentes en
edades avanzadas Y, en estos casos, la enfermedad cursa con comorbilidad (hipertension,
enfermedad cardiaca, diabetes, enfermedad renal, o trastornos 6seos) (1,7). Ademas, se
han encontrado diferencias en la prevalencia y la supervivencia a las distintas NH segun
raza y etnia (10). El trabajo realizado por Patel et al. utilizando datos del programa
Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER, 1999-2008), demuestra que los
pacientes de leucemia mieloide aguda (LMA) negros e hispanos de EE. UU. tienen un
mayor riesgo de mortalidad (12 y 6%, respectivamente) comparado con los pacientes
blancos no hispanos (11). Ademas, otro estudio realizado a partir de datos del SEER
(1973-2005) concluy6 que el ratio de incidencia del mieloma multiple (MM) es mas alto
en la poblacion negra (11,0 por 100.000 personas/afio) que en la poblacién blanca (4,9
por 100.000 personas/afo) (12).
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1.3. Diagndstico

Las NH tienen un amplio rango de manifestaciones clinicas, pasando de ser
indolentes a agresivas, normalmente, dependiendo de la fase de madurez de las células
afectadas. Por esta misma razén, es importante desarrollar técnicas diagnosticas que
permitan reconocer enfermedades tan heterogéneas, que en ciertos casos pueden pasar
desapercibidas y, por tanto, tener un peor prondstico (2). Logicamente, para detectar y
distinguir entre un grupo tan diverso de enfermedades hay que utilizar un sistema de
diagnostico complejo que integre observaciones clinicas y técnicas de laboratorio (1). De
forma general, se pueden destacar las siguientes técnicas de laboratorio utilizadas en el
diagnostico de NH (Tabla 1).

Tabla 1. Técnicas de laboratorio utilizadas en el diagnéstico de
neoplasias hematolégicas.

Techniques
Complete blood counts (CBC)
Microscopic examination (blood film)
Bone marrow biopsy/aspirate
Cytochemistry
Histology
Immunohistochemistry
Flow cytometry (immuno-phenotyping)
Cytogenetic analysis
Fluorescence in situ hybridization (FISH)
Molecular genetic testing
Whole-genome scanning
Sequencing methods
Gene expression profiling

Tabla adaptada de Bahakeem et al. 2020 (2).

Ademas, los ensayos que detectan biomarcadores moleculares resultan de gran
utilidad en este grupo de enfermedades, no s6lo para el diagndstico, si no para el

pronostico, la subclasificacion o el seguimiento de la evolucion del cancer (13).

1.4. Avances en investigacion basica y aplicaciones clinicas

El estudio de las NH ha permitido un progreso drastico de la terapia oncoldgica

procedente de la integracion de la investigacion basica, traslacional y clinica. Muchos de
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estos avances terapéuticos han servido también de guia para su aplicacion en otros tipos
de céncer (14).

Los primeros tratamientos contra las NH consistian en el uso de radioterapia y de
quimioterapia, hoy en dia consideradas terapias convencionales, que eliminan sin
distincion las células de proliferacion rapida. A pesar de mejorar la situacion de los
pacientes, estas terapias tienen una alta toxicidad asociada y unas limitaciones evidentes
en cuanto a resultados clinicos (15).

Asimismo, la investigacion de combinaciones terapéuticas para combatir las NH
abarca un largo y prolifico recorrido. Ya en 1965, se desarrolld un régimen
quimioterapico llamado POMP (Purinethol: 6-mercaptopurina, Oncovin: vincristina,
metotrexato y prednisona) para su uso en leucemias pediatricas (10, 15). En el caso de la
leucemia linfoide aguda (LLA), el uso de este tipo de combinaciones permitio que el ratio
de supervivencia pasase de un 10% en los afios 60 a un 90% en la actualidad (15).

La aparicion de las terapias dirigidas constituyé un cambio de paradigma, pues
permitian una eliminacion mas selectiva de las células tumorales al desarrollarse en base
a caracteristicas moleculares especificas (17). Ejemplo de ello fue el descubrimiento del
imatinib (IM) como inhibidor de la actividad quinasa constitutiva de BCR-ABL1
(breakpoint cluster region- Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1) en la
leucemia mieloide crénica (LMC) (18), o la combinacién del acido holo-trans retinoico y
trioxido de arsénico en la leucemia promielocitica aguda (LPA) (19). Ambos tratamientos
supusieron un gran avance en la supervivencia de los pacientes, por lo que son
consideradas terapias dirigidas exitosas que han impulsado el desarrollo de otros
farmacos analogos (14).

Aunque se ha avanzado en el hallazgo de tratamientos mas selectivos y menos
toxicos, la quimioterapia convencional sigue utilizandose en ciertos casos. Sin embargo,
se aplica con un conocimiento mas profundo de sus efectos bioldgicos y en ocasiones,
con el objetivo de producir sinergias. Un ejemplo actual es el uso de la combinacion de
un agente alquilante (ciclofosfamida) y un inhibidor del proteasoma (bortezomib) como
tratamiento inicial eficaz contra el MM (20).

En la busqueda de nuevos tratamientos contra las NH, surge la inmunoterapia, que
en los ultimos afos ha supuesto un area de expansion debido a los multiples esfuerzos
que se han destinado a su investigacion. En resumen, la inmunoterapia pretende fortalecer
el sistema inmune del paciente de forma que sus células de defensa ataquen y eliminen a

las células cancerigenas del organismo (21). Los inhibidores de puntos de control
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inmunitario, como el anticuerpo nivolumab que reconoce la programmed cell death
protein 1 (PD-1), han demostrado ser eficaces en el linfoma de Hodgkin, incrementando
la actividad de los linfocitos T e inhibiendo el crecimiento tumoral (14,21). Sin embargo,
dentro de la inmunoterapia, el tratamiento que ha despertado mayor interés es el de los
linfocitos T con receptores de antigeno quimeéricos (CAR-T cell, Chimeric Antigen
Receptor T cell). Se trata de un tipo de inmunoterapia celular adoptiva que utiliza
linfocitos T modificados genéticamente para expresar receptores sintéticos de forma que

se reconozcan antigenos presentes en las células tumorales (Figura 3).

T cell administration
Tests of cell

quality and
sterility

Leukapheresis/aphere3|s

@

T cells

£
Virus and non- ng vivo expansion

viral vector Modified T cell and purification
(CAR-T cell)

Figura 3. Procedimiento de produccidn de linfocitos T con receptores de antigeno quiméricos (CAR-
T cell therapy). Tomada de Zhao et al. 2017 (22).

Esta técnica tan compleja ha tenido mayor éxito en el tratamiento de NH que en
tumores sélidos, y en concreto en neoplasias del linaje de linfocitos B, como por ejemplo
en leucemia linfoide aguda tipo B (B-LLA) (22). Cabe destacar que hay pocos casos de
neoplasias mieloides en los que esta terapia haya sido efectiva, debido a una falta de
identificacion de antigenos de superficie que pueda ser aplicada a esta técnica (14). Entre
las desventajas mas importantes de la terapia CAR-T cell se encuentra el hecho de que
las células deben ser extraidas de cada paciente de forma individual, crecidas ex vivo y

expandidas antes de su reintroduccion en el organismo tras haber sido alteradas
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genéticamente. Por tanto, es un proceso caro y complejo que implica una tasa de fracaso
considerable (22).

Otro avance en la terapia contra las NH ha sido viable gracias al estudio del papel
de las células Natural Killer (NK). Las NK, a diferencia de los linfocitos T, reconocen
células leucémicas que expresan bajos niveles de moléculas HLA (human leukocyte
antigens) de clase I, por lo que podrian ser méas eficaces para combatir la tolerancia del
sistema inmune hacia el cancer en pacientes con leucemia. Ademas, se esté investigando
su uso como NK genéticamente modificadas para expresar receptores de antigeno
quiméricos (CAR-NK) o para aprovechar su capacidad de provocar citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos, combinandolas con anticuerpos monoclonales (23). Sin
embargo, también se han observado desventajas en el uso de anticuerpos monoclonales
como la aparicion de resistencia. El hallazgo de los anticuerpos biespecificos, capaces de
reconocer dos antigenos o dos epitopos distintos en un solo antigeno, ha supuesto una
mejora en este sentido. Por un lado, generan respuestas citotoxicas méas potentes y por
otro, es més dificil la aparicion de resistencias debido al reconocimiento de dos antigenos
al mismo tiempo. Actualmente hay tan solo tres tipos de anticuerpos biespecificos en el
mercado, de los cuales, el blinatumomab que reconoce CD3/CD19 fue aprobado en 2014
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para
tratar la B-LLA (24).

Sin duda, los tratamientos inmunoterapicos representan un avance prometedor en
la terapia contra las NH. Sin embargo, los expertos vaticinan su aplicacion clinica en
combinacién con terapias dirigidas y apuestan por la permanencia de las terapias
convencionales como la radioterapia y la quimioterapia en aquellas neoplasias donde aun
son efectivas (14).

Por otro lado, el avance en investigacion basica sobre el cancer a nivel molecular
y celular ha generado conocimientos valiosos para el progreso de terapias frente a las NH.
En primer lugar, el estudio del microambiente tumoral (TME) se ha convertido en un area
de gran interés, por ahora sin una translacion a la clinica evidente, pero que, sin duda, es
vital para comprender las interacciones entre los distintos tipos celulares que conforman
el contexto del tumor. Por ejemplo, se ha descubierto que en el MM, las células que
componen el TME ejercen acciones pro-tumorales como favorecer el crecimiento
tumoral, inducir la supervivencia, contribuir a la resistencia a los farmacos, e incluso
ejercer accion inmunosupresora, por lo que la inhibicion farmacolégica de las mismas

puede traducirse en beneficios terapéuticos (14).
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Los resultados obtenidos en la investigacion gendémica aplicada al cancer han
supuesto una aportacion fundamental de la investigacion bésica a la fase clinica, ya que
han permitido descubrir numerosas mutaciones driver propiciando el desarrollo de
terapias dirigidas capaces de minimizar sus efectos (14). Un ejemplo de ello es el
conocimiento de las alteraciones presentes en las neoplasias mieloproliferativas clasicas
(MPNs) o también llamadas MPNs BCR-ABL1 negativas (-). Las mutaciones driver de
estas MPNs incluyen principalmente a los genes Janus kinase-2 (JAK2), calreticulina
(CALR) o el receptor de trombopoyetina (MPL). Entre ellas, la mutacion mas frecuente
es JAK2V8L7F que se asocia con la policitemia vera (PV), la trombocitemia esencial (ET)
y la mielofibrosis (MF). Estos conocimientos han favorecido la investigacion y desarrollo
de inhibidores como el ruxolitinib, de alta afinidad contra JAK1, JAK2, seguido a
distancia de TYK2 y JAKS3, que ha sido aprobado para el tratamiento de MF, de PV con
intolerancia o resistencia a hidroxiurea y recientemente, de la enfermedad de injerto
contra huésped (25).

En el caso de la LMA, la complejidad de los defectos moleculares aumenta,
llegandose a identificar, al menos, 24 subtipos diferenciados genéticamente, con
mutaciones puntuales que pueden llegar a afectar a mas de 70 genes distintos. Sin
embargo, la clasificacion més aceptada tiene en cuenta lesiones citogenéticas (p. €j.
t(15;17), t(6;9)) junto con mutaciones en Nucleophosmin (NPM1), fms-like tyrosine
kinase-3 internal tandem duplications (FLT3'™®) y CCAAT Enhancer Binding Protein
Alpha (CEBPA) (26,27). Actualmente, existen inhibidores de tirosina quinasa (TKIs) de
primera (p. ej sorafenib, midostaurina) y segunda generacion (p. ej. quizartinib,
crenolanib) de FLT3, que han mejorado progresivamente en potencia y especificidad, de
forma que se ha reducido la toxicidad asociada al tratamiento (28).

En este contexto, existen una gran cantidad de datos generados gracias a las
nuevas técnicas (-6micas) pero es necesario integrar dicha informacién de forma que se
comprendan sus funciones en las vias de sefializacion, mas que el papel de una mutacion
individual o la sobreexpresion de una proteina. De esta forma, se esta trabajando en
comprender qué vias de sefializacion pueden actuar sinérgicamente para promover el
crecimiento tumoral, o de manera redundante y generar asi resistencias ante la inhibicién

de una de las vias (14).
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1.5. Neoplasias BCR-ABL1 positivas

El conocido cromosoma Filadelfia (Ph) es el resultado de una translocacién
cromosomica reciproca que fusiona el protooncogén ABL1 del cromosoma 9 con las
secuencias BCR en el cromosoma 22. De esta forma, se obtiene un cromosoma 22
“reducido” que codifica para una proteina de fusion llamada BCR-ABL1 (21, 22) (Figura
4).

Normal chromosomes Chromosome break Chromosomal rearrangement
Changed
Chromosome 9 Chromosome 9 chromosome 9 Changed
chromosome 22:
Chromosome 22 Chromosome 22 Philadelphia
chromosome

" BCR
s - BCR/ABL

o I )

Figura 4. Translocacién cromosémica t(9;22)(q34;q11) que genera el cromosoma Filadelfia. Tomada
de Vuelta et al. 2021 (37).

Dicha oncoproteina es una quinasa constitutivamente activa, y es la marca de
distincion de la LMC, ya que esta presente en mas del 95% de los pacientes con esta
enfermedad. Sin embargo, también se puede encontrar en un 15-30% de los casos de LLA
y en casos raros (1%) de LMA (31).

1.5.1. Leucemia mieloide crénica
1.5.1.1. Breve descripcion y progresion clinica

Se trata de una neoplasia mieloproliferativa clonal cuyo origen proviene de las
células madre hematopoyeéticas (HSCs) pluripotenciales, caracterizada por una expansion
granulocitica y una leucocitosis evidente (32,33). La incidencia anual es de 0,7-1 nuevos
casos por 100.000 adultos al afio con un ligero predominio masculino en la poblacion
europea (34). La media de edad de los pacientes de LMC en los paises occidentales es de

57 afnos, siendo muy rara en la infancia, y aumentando la incidencia con la edad (25, 26).
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La aparicion de la LMC no se asocia con factores hereditarios, familiares, geogréaficos,
étnicos, ni econdémicos, por lo que su aparicion no es prevenible (36).

La LMC incluye tres fases de progresion de la enfermedad que se citan por orden
de aparicion: fase cronica (CP), fase acelerada (AP) y fase blastica (BP). La mayoria de
casos se detectan en la CP de manera accidental, cuando se realizan analisis sanguineos
rutinarios (33,36). Esto ocurre porque la primera fase de la enfermedad es normalmente
asintomética y los pacientes mantienen un sistema inmune competente durante largos
periodos de tiempo (36). En esta fase inicial, las células mieloides se expanden
notablemente, lo cual puede desencadenar la aparicion de sintomas como febricula,
sudoracion o pérdida de peso, debido al hipermetabolismo secundario a la mielo-
proliferacion. También, conforme progresa la enfermedad, aparecen molestias
abdominales asociadas a la esplenomegalia o fatiga consecuencia de la baja produccion
de hematies (anemia) (33,36).

Si no hay un tratamiento eficaz, la LMC en CP progresa a AP, caracterizada por
un alto grado de inestabilidad que puede desembocar en una fase méas agresiva, similar a
una leucemia aguda, conocida como BP (37). Se han utilizado distintos criterios para
distinguir entre AP y BP, los cuales dependen de la proporcion de blastos en la sangre
periférica y en la médula dsea (25, 27). Ambas fases se caracterizan por una parada en la
maduracion de las células mieloides y linfoides, ademéas de la acumulaciéon de
aberraciones genéticas y epigenéticas en las HSCs (37). Una caracteristica asociada a la
AP es la presencia de anormalidades citogenéticas adicionales al cromosoma Ph, siendo
las mas comunes la trisomia del cromosoma 8, isocromosoma 17, o la duplicacion del
cromosoma Ph (36). El estadio final de la BP puede resultar en un fenotipo de leucemia
aguda linfoblastica (25%), mieloblastica (50%) o bifenotipica/indiferenciada (25%)
(Figura5).

La media de supervivencia de pacientes con LMC en BP es de 6 a 8 meses, siendo
la de fenotipo linfoide de mejor pronostico que la de fenotipo mieloide (33). La progresion
de la BP desencadena un fallo en la médula 6sea causado por la infiltracion de blastos
inmaduros que impiden la diferenciacion celular. Esto provoca, en Gltima instancia, la

mortalidad del paciente debido a infecciones, trombosis 0 anemia (37).
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Figura 5. Fases clinicas de la leucemia mieloide crénica. A. Hematopoyesis normal con linajes mieloide
y linfoide equilibrados. B. Diferenciacidon celular en fase crénica, la presencia de BCR-ABL1 descompensa
e incrementa el linaje mieloide. C. Diferenciacién celular en fase blastica, a la presencia de BCR-ABL1 se
suma la aparicion de otras mutaciones que propician el incremento del linaje mieloide con fenotipo tipo
leucemia mieloide aguda (AML) o del linaje linfoide dando lugar a una variante tipo leucemia linfoide
aguda (ALL). Tomada de Vuelta et al. 2021 (37).

1.5.1.2. Biologia molecular de la LMC

En 1960, Nowell y Hungerf describieron por primera vez el cromosoma Ph como
un pequefio cromosoma presente en las células de médula 6sea de pacientes de LMC (38).
En 1973, Rowley detect, mediante nuevas técnicas de fluorescencia, la translocacion
cromosomica que causaba dicho cromosoma reducido, asociandose por primera vez una
anormalidad cromosdmica con una neoplasia (29). En la siguiente década, se descubri6
que el resultado de esa translocacion cromosomica daba lugar a un gen fusionado llamado
BCR-ABL1 que codifica para una oncoproteina vital para la LMC (39).

Concretamente, el gen ABL1 es el homdlogo humano del oncogén v-abl presente
en el virus de la leucemia murina de Abelson, y se compone de 11 exones que Se extienden
unas 230 kilobases (kb). El breakpoint en el gen de ABL1 ocurre normalmente en la parte
5’ del ex6n 2. La region del exon 2 al 11 (a2-all) de ABLL es la que se transpone hacia
una zona de 5,8 kb llamada major breakpoint cluster region (M-bcr) del gen BCR en el

cromosoma 22, conteniendo de los exones 12 al 16 (b1-b5) (Figura 6).
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Figura 6. Representacion de los genes ABL1 y BCR que se ven interrumpidos en la translocacion
1(9;22)(g34; ql1). Las cajas simbolizan los exones y las lineas que las conectan, los intrones. Los
breakpoints en ABL1 se representan con flechas verticales. En BCR se incluyen dos exones alternativos el
y €2". Las regiones de breakpoint tienen lugar en uno de los tres breakpoint cluster regions (bcr), cuyas
localizaciones respectivas se incluyen entre las dobles flechas horizontales. Excepcionalmente, el
breakpoint cae entre las regiones m-bcr y M-bcr, indicada con la doble flecha discontinua. Panel inferior:
distintos transcritos de BCR-ABL1 con sus tipos de unién. La union tipo ela2 es resultado de la rotura en
m-bcr; la unién b2a2 y b3a2 en M-bcr, y la unién tipo e19a2 en p-ber. Tomada de Melo 1996 (40).

Las localizaciones del breakpoint en BCR caen en 5’ entre los exones b2 y b3 o
en 3’ entre los exones b3 y b4. Dentro del gen fusionado BCR-ABL1 puede haber, por
tanto, zonas de unién b2a2 o b3a3, que codifican ambas para una proteina de 210 kDa
(p210 BCR-ABL1), presente en la mayoria de los pacientes de LMC y en un tercio de los
de LLA (27, 30, 31).

Otro breakpoint de BCR que se encuentra con menor frecuencia se sitGa upstream
del anteriormente descrito, entre los dos exones alternativos €2’ y €2 y se conoce como la
region minor bcr (m-bcr). En estos casos, los exones el’ y €2’ se retiran por splicing,
guedando en el transcrito la union ela2, que se traduce a una proteina de fusion BCR-
ABL1 de 190 kDa (p190 BCR-ABL1). Esta oncoproteina, mas pequefia, se asocia con
monocitosis y esta presente en dos tercios de los casos de LLA y en casos raros de LMC

y de LMA (40,41). Cabe destacar que se ha observado que los pacientes de LMC positivos
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para la variante (p190 BCR-ABL1) tienen un peor prondstico que los que poseen la
oncoproteina (p210 BCR-ABL1)(36) (Figura 6).

Mas recientemente, se han descrito algunos casos de LMC con un breakpoint en
3’ de BCR, entre los exones €19 y €20 conocida como micro-bcr (u-ber). Este se
transcribe a un ARN mensajero de BCR-ABL1 con la zona de union e19a2 y codifica una
oncoproteina de 230 kDa (p230 BCR-ABL1). Curiosamente, este tipo de proteina de
fusion se asocia con casos de LMC maés benignos, clasificados como variantes tipo
leucemia neutrofilica crénica (LNC) (40,41) (Figura 6). De lo anterior se infiere que
dependiendo de la localizacion del breakpoint en el gen BCR vy, por tanto, el tipo de
proteina de fusién codificada, se desencadena un fenotipo distinto dentro de la LMC.
Brevemente, se distinguen al menos tres entidades clinico-hematoldgicas entre las
leucemias Ph positivas cronicas (p210 LMC, p190 LMC y p230 LNC) y dos entre las
agudas (p210 LMA 'y p190 LMA) (40).

La relacion causal directa entre la expresion de las oncoproteinas de fusion
descritas y la generacién de leucemias, linfomas y sindromes tipo LMC ha sido
comprobada experimentalmente. Tanto por trasplante de células transducidas para la
expresion de BCR-ABL1 como mediante su expresion transgénica (22, 25). Por ello, es
de esperar que la composicion estructural de la proteina fusionada tenga un papel
importante en la patogénesis de estas enfermedades BCR-ABL1 positivas (40). Para
poder comprender dichos efectos, en primer lugar, se han investigado en profundad las
funciones de las proteinas normales ABL1y BCR.

La proteina ABL1 es una tirosina quinasa tipo non-receptor de 145 kDa (p145
ABL1) con funciones tan dispares como la estimulacién de la proliferacion o la
diferenciacion celular, supervivencia o muerte, retraccion o migracion, lo cual describe
funciones especificas del tejido y del contexto. Ademas, ABL1 es capaz de pasar del
nacleo al citoplasma y puede unirse al ADN o a la actina, ambos con papeles
determinantes en practicamente todos los procesos bioldgicos celulares (42). También se
ha demostrado que ABLL interfiere en la sefializacion de las integrinas y en la funcion de
los linfocitos B. De hecho, se ha descrito que la mutacion ABL1 7~ enratones transgénicos
es letal, causando enanismo grave y desarrollo linfoide alterado (30). Por su parte, la
proteina BCR tiene funciones inciertas aunque se conoce su actividad serina-treonina
quinasa (36) y su funcion de proteina activadora de GTPasa (GAP) (40). Los ratones
transgénicos BCR™~ desarrollan shock séptico cuando se les estimula con

lipopolisacarido (LPS) debido a una carga oxidativa neutrofilica incrementada y
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desregulada (30). Los ratones ABL1 *~ al igual que los BCR "~ se desarrollan con
normalidad, lo cual indica que la pérdida de un alelo, tipico en la LMC, no participa en la
patogénesis de la enfermedad (30).

Estructuralmente, ABL1 posee dos isoformas generadas por splicing alternativo
del primer exdn (tipo 1a o 1b). La isoforma 1b posee en la region amino-terminal una
secuencia de miristoilacion que une a ABL1 con proteinas de la membrana plasmaética
(32) (Figura 7).
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Figura 7. Estructura proteica de ABL1 (p145); de BCR (p160) y de la proteina de fusion BCR-ABL1
(p210). Las flechas en BCR indican los sitios de fusion de las proteinas que surgen de m-bcr (p190 BCR-
ABL1), M-bcr (p210 BCR-ABL1), p-ber (p230 BCR-ABL1). Dominios en ABL1: MYR (sitio de
miristoilacion) presente en el tipo 1b de la proteina; regiones reguladoras de homologia de Src (SH3, SH2
y SH1); en el dominio quinasa (SH1) esta el lugar de autofosforilacion (Y412); la sefial de localizacién
nuclear (NLS) y los dominios de unién al ADN y a la actina. En BCR se encuentra: el dominio de
dimerizacion (DD); sitio de union a SH2 rico en fosfo-serina/treonina (P-S/T); el dominio tipo Dbl (tipico
de proteinas Rho GTPasas) y el dominio tipo GAP "¢ (GTPase-activating proteins). Tomada de Melo 1996
(40).

En esta misma region, se encuentran dos dominios homélogos de Src (SH2 y SH3)
que regulan la actividad tirosina quinasa de ABL1 y el dominio catalitico (SH1), a su vez,
principal lugar de autofosforilacién (Y412). La parte C-terminal de ABL1 posee el
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dominio de union al ADN, sefiales de localizacion nuclear y el sitio de unién para la actina
(30, 31). Las regiones SH3, SH2 y SH1 pueden ensamblarse formando una estructura
auto-inhibitoria en la que SH3 y SH2 forman una “pinza” que mantiene al dominio
quinasa en estado inactivo (32) (Figura 7).

BCR contiene un total de cinco dominios diferentes. Concretamente, un dominio
de dimerizacion o coiled-coil (CC), un dominio serina/treonina (S/T) quinasa, un dominio
de homologia al factor de intercambio de nucle6tidos de guanina (dbl-like o DH), un
dominio de homologia a la pleckstrina (PH) y un dominio responsable de la funcién de
GAP (24, 27, 30) (Figura 7).

En la oncoproteina, la fusion de la regién N-terminal de BCR con ABL1 inserta
una secuencia de aminoacidos al segmento SH2 de ABL1 (43). Las secuencias de BCR
interfieren con el dominio regulador de la quinasa SH3 adyacente, lo cual provoca la
activacion constitutiva de ABL1 como tirosina quinasa, por impedimento de su
regulaciéon negativa fisioldgica (31, 34). Ademas, el dominio CC de BCR permite la
dimerizacion o tetramerizacion de la oncoproteina BCR-ABL1 y su consecuente
autofosforilacion, por tanto también es una region determinante para la accién
transformante de la oncoproteina (45) (Figura 8). Por otro lado, la fosforilacion del
residuo Y177 de BCR, conservado en la proteina fusionada BCR-ABL1, genera un sitio
de unidn de alta afinidad para la GRB2, que a su vez se une a SOS (un intercambiador de
nucledtidos de guanina de RAS) y a una proteina adaptadora (GAB2). SOS por su parte
activa a RAS y, una vez GAB2 es fosforilado por BCR-ABL1, es capaz de reclutar a
SHP2 y a PI3K. Esto acaba generando la activacién downstream de mdltiples vias de

sefializacion que favorecen la proliferacion y la supervivencia celular (Figura 8).
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Figura 8. Estructura proteica de p210 BCR-ABL1 y su sefializacion celular. Las proteinas BCR-ABL1
pueden formar dimeros o tetrameros a través de los dominios CC, y fosforilarse mutuamente (flechas rojas
hacia arriba y hacia abajo). Se representan flechas rojas para indicar interacciones directas y/o activaciones.
Las flechas negras indican regulacién negativa. Las flechas discontinuas indican maltiples pasos. ABD,
actin-binding domain; CC, coiled-coil; DBD, DNA-binding domain; DH, Dbl/CDC24 guanine-nuleotide
exchange factor homology; NES, nuclear exporting signal; NLS, nuclear localization signal; PP, proline-
rich SH3 binding site; S/T-K, serine/threonine kinase; Y-K, tyrosine kinase. Tomada de Ren 2005 (32).

1.5.1.3. Caracteristicas citogenéticas y diagnostico molecular

La diagnosis de la LMC consiste en la deteccion de la translocacion
t(9;22)(q34.1;g11.21) y/o el gen hibrido BCR-ABL1, mediante citogenética o por métodos
moleculares (36). Con este fin, se toma una muestra de aspirado de médula 6sea para
realizar un estudio morfoldgico, ya que la proporcién de células blasticas y de basofilos
es crucial para discernir entre la CP, la AP o la BP, y para los estudios citogenéticos.
También puede requerirse una biopsia para analizar el grado de fibrosis, que es importante
en el prondstico de la enfermedad (35). Los estudios citogenéticos deben realizarse por
ensayo de bandeado de cromosomas o por tincion Giemsa de los cromosomas en
metafase. Ademas, es obligatorio realizar una PCR cuantitativa a tiempo real de células
de sangre periférica para identificar el tipo de transcrito de BCR-ABL1, y para realizar el

seguimiento una vez comenzada la terapia. Alrededor de un 2-4% de los pacientes poseen
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un transcrito de BCR-ABL1 atipico por ausencia del exon2 de ABL1 (e13a3 o e14a3), 0
como resultado de breakpoints poco frecuentes en BCR (p. ej. ela2, e6a2, e8a2, 0 e19a2).
Si se detecta la presencia del transcrito BCR-ABL1 por métodos moleculares, pero no se
puede identificar el cromosoma Ph por citogenética, es necesario realizar un ensayo FISH.
El diagnostico se completa con un examen fisico que explore el tamafio del bazo y del
higado, andlisis bioquimicos y un electrocardiograma (35,46).

La determinacion de la fase de progresion de la enfermedad y la distincidn entre
CP, APy BP es una labor necesaria que se lleva a cabo por estudio de parametros clinicos
y hematoldgicos (47) (Tabla 2). Ademas, las Ultimas investigaciones clinicas han
actualizado el procedimiento, de forma que la resistencia a dos TKI, la deteccion de
mutaciones en el dominio quinasa de BCR-ABL1 o la aparicion de aberraciones
cromosoOmicas adicionales (ACAS) se consideran factores de riesgo a tener en cuenta en
el prondstico de la enfermedad (35).

El cromosoma Ph es detectado en un 95% de los pacientes de LMC, en un 5% de
nifios 0 15-30% de adultos con LLA y en aproximadamente un 2% de pacientes de LMA.
En algunos casos, se detectan translocaciones que implican 3 0 mas cromosomas, ademas
del cromosoma Ph que se llaman ACAs (36). En el 5% de los pacientes con un fenotipo
tipico de LMC, el cromosoma Ph no es detectable, pero se detecta el transcrito BCR-
ABL1. Curiosamente, estos pacientes tienen un mecanismo patoldgico y un resultado de
la enfermedad igual a la de los pacientes que expresan el cromosoma Ph. Aquellos
pacientes que no tienen el cromosoma Ph y tampoco expresan la anormalidad genética
BCR-ABL1, cursan con una LMC atipica que tiene un prondstico y un tratamiento distinto
(36).

La aparicion de nuevas aberraciones citogenéticas en células que expresan el
cromosoma Ph se considera un factor importante en la progresién de la enfermedad a BP,
y se conoce como evolucion clonal. Las aberraciones citogenéticas secundarias mas
frecuentes en pacientes que sufren evolucion clonal son la trisomia del cromosoma 8, el
isocromosoma 17 y la duplicacién del cromosoma Ph. Estas se relacionan con
sobreexpresion del protooncogen MYC (V-Myc Avian Myelocytomatosis Viral Oncogene
Homolog), la pérdida del 17p y la sobreexpresion de BCR-ABL1, respectivamente (37,
38). En este sentido, el valor pronostico de la presencia de ACAs ha evolucionado
claramente conforme ha avanzado la investigacion: no existiendo una correlacion clara
entre dichas aberraciones moleculares y la progresion de la enfermedad en 2006 (36),

pasando a considerarse un factor de advertencia en 2013 por la European LeukemiaNet

25



(ELN) (50) vy, por ultimo, clasificandolo como factor de riesgo alto en 2020 por la ELN

(35).
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Tabla 2. Definicion de fases acelerada y blastica de la leucemia mieloide cronica.

Criteria

Blasts (PB or BM)
Blasts plus promyelocytes
Basophils (PB)

WBC

Thrombocytopenia

Thrombocytosis

Anemia
Splenomegaly

Cytogenetics

Response to TKI (provisional
criteria)

Blasts (PB or BM)

Other

ELN
Accelerated phase
15-29%
> 30% with blasts
>20%
<100 x 109/L
unrelated to therapy

ACA/Ph+ major route, on
treatment

Blast phase
>30%

Extramedullary blast
proliferation (apart from
spleen)

WHO

10-19%
>20%
Unresponsive to tx
<100 x 109/L
unrelated to therapy
> 1000 x 109/L unresponsive
to tx
Unresponsive to tx
ACA/Ph+ major route, complex
karyotype, or 3q26.2
abnormalities, at diagnosis;
any new ACA/Ph+, on
treatment
Failure to achieve CHR to the
first TKI, or any hematological,
cytogenetic, or molecular
indication of resistance to 2
sequential TKIs, or occurrence
of >2 mutations in BCR-ABL1
during TKI therapy

>20%

Extramedullary blast
proliferation, or large foci or
clusters of blasts in the BM

biopsy

Tabla adaptada de Bonifacio et al. 2019 (47). ELN: European LeukemiaNet, WHO: World Health Organization,
PB: Peripheral Blood, BM: Bone Marrow, tx: therapy transplant treatment, CE: clonal evolution, CHR: complete
hematologic response, ACA/Ph+: additional chromosome abnormalities in Philadelphia-positive cells.

2. BCR-ABL1 y modulacion de la sefializacion intracelular

La capacidad transformadora de la oncoproteina BCR-ABL1 proviene de sus

caracteristicas estructurales Unicas. Para empezar, carece de la actividad auto-inhibitoria
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de la proteina ABL1, ya que es incapaz de adoptar la conformacion estructural necesaria
que requiere de los dominios SH1, SH2 y SH3 inalterados (51). Ademas, aunque conserva
las secuencias de localizacion nuclear y sefiales de exportacion de ABL1, su localizacion
primordialmente citoplasmatica ha demostrado ser determinante para su accion
transformante (52).

En general, BCR-ABL1 contribuye a la patogenia de la LMC mediante la
potenciacion de la supervivencia y la proliferacion celular, la alteracion de la circulacion
celular normal, y la induccién de inestabilidad genética. Dichas acciones pueden ser
realizadas mediante modulacion de la expresion génica a distintos niveles,
transcripcional, traduccional o postraduccional. Este amplio potencial se explica por su
capacidad de interaccion con multiples dianas que regulan distintas vias de sefializacion
(53).

2.1. Via de senalizacion de MAPK

Estas vias de sefializacion son las responsables de la transduccion de sefiales a
partir de receptores tirosina quinasa situados en la superficie de las células que responden
a sefiales extracelulares (p. ej. factores de crecimiento) y desencadenan cascadas de
fosforilacion que promueven cambios en la expresion génica. Esos cambios son
esenciales para el crecimiento, la supervivencia, la proliferacion y la diferenciacion
celular. El control de estas cascadas de fosforilacidn esta regulado por proteinas quinasas
como mitogen-activated protein kinases (MAPK). Hay tres familias de MAPK que han
sido profundamente caracterizadas y que incluyen extracellular signal-regulated kinases
1y 2 (ERK1/2), c-Jun N-terminal kinase (JNK), y la familia de p38 MAPK (24, 38).

En la LMC, la via de sefializacion MAPK mediada por ERK1/2 esta
constitutivamente activa. La proteina SHP2 es necesaria para la activacion fisioldgica de
la via RAS-ERK. En presencia de BCR-ABLL, esta proteina es reclutada por la proteina
GAB2, permitiendo la activacion de RAS por SHP2, o también puede ser activada por el
complejo GRB2-SOS directamente (32,53). Ademas, la importancia de RAS en la
patogénesis de la LMC ha sido demostrada mediante la expresién por knock-in
condicional in vivo de una variante de RAS oncogénica, que desencadena una enfermedad
mieloproliferativa (MPD) similar a la leucemia mielomonocitica crénica (LMMC)
humana (54).

La subfamilia Rac de las Rho guanosina trifosfatasas también posee un papel

principal en la oncogénesis mediada por BCR-ABL1. Como ya se ha comentado
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anteriormente, la proteina de fusion posee un dominio de union a Rac GTPasas, por lo
que estas proteinas son dianas directas de BCR-ABL1 (55). Al respecto, se ha demostrado
que los ratones modificados genéticamente para expresar BCR-ABL1 desarrollan una
MPD asociada a niveles basales altos de ERK1/2, JNK y p38-MAPK, que son
eficazmente inhibidos cuando se eliminan Racl y Rac2, incrementando la supervivencia
de los ratones. Esto indica que la activacion de la sefializacion MAPK es dependiente de
Racly Rac2, y las convierte en dianas terapéuticas interesantes en la LMC (56) (Figura
9).

BCR ABL
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Figura 9. Activacion de las proteinas Rac GTPasas en la leucemia inducida por BCR-ABLL1. Los
dominios Dbl y pleckstrin homology (PH) son los que tienen actividad intercambiadora de nucle6tidos tipo
guanina, que pueden activar directamente a las proteinas Rho GTPasas. EI dominio SH3 activa a p95 Vav
(Vavl). Los dominios Y177/Y412 son sitios de fosforilacién. Dbl: Rac GTPase exchange factor; SH2/SH3:
Src homology domains; DD: dimerization domain; DBD: DNA-binding domain; ABD: actin-binding
domain. Tomada de Thomas et al. 2008 (55).

A parte de la activacion de las proteinas Ras y Rac, la inactivacion de reguladores
negativos de la via MAPK también se ha relacionado con la aparicién de MPD. En
concreto, JUNB es un regulador negativo que actia downstream de JNK y que muestra
funciones de control de la proliferacion y la supervivencia, actuando como supresor
tumoral en células mieloides. Experimentalmente, la eliminacion de la expresion de
JUNB en ratones desencadena una enfermedad tipo LMC. Ademas, también se han

observado niveles reducidos de JUNB en células de pacientes con LMC (32,53,57).
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Por ultimo, la sefializacion de MAPK desencadena cambios de expresion génica
que implican la activacion de factores de transcripcion. Para el caso de la LMC, se ha
observado el incremento de la traduccion de MYC, que a su vez fomenta la expresion de
genes implicados en la progresion del ciclo celular tales como las ciclinas D1y D2, ciclina
B1 o la quinasa dependiente de ciclina-4 (CDK4) entre otros (53,58).

2.2. Via de sefalizacion JAK/STAT

La via de sefalizacion de Janus kinase (JAK)/ Signal transducer and activator of
transcription (STAT) es una ruta muy conservada evolutivamente. Su funcién es
transducir sefiales extracelulares provenientes de citoquinas o factores de crecimiento que
se unen a receptores sin actividad quinasa intrinseca, y que dependen de tirosina quinasas
asociadas a su region citoplasmatica (JAKSs) para, finalmente, desencadenar cambios en
la expresion de genes involucrados en procesos de inflamacion, division y diferenciacién
celular (38, 42).

En la via canonica, cuando el ligando se une a su receptor transmembrana, este
oligomeriza permitiendo que las proteinas JAK asociadas se fosforilen mutuamente y, por
tanto, se activen. Las proteinas JAK activadas fosforilan a los receptores de citoquina y
crean sitios de union para dominios tipo SH2, que estan presentes en la familia de factores
de transcripcién STATSs. Una vez unidas, las proteinas STATs son fosforiladas por las
JAK, lo cual permite su dimerizacion y su translocacién al ndcleo, donde regulan la
expresion de sus genes diana (53,59) (Figura 10).

El funcionamiento fisiolégico de la via es posible gracias a la accién de los
distintos componentes de JAKs y STATSs que muestran combinaciones especificas segln
los tejidos y los receptores involucrados en cada evento de sefializacion (59). Asi, STAT1
y STAT2 intervienen en la sefializacion mediada por interferon (IFN); STAT3 puede ser
activado principalmente por interleucina (IL)-6, 1L-10, el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF); STAT4 se
relaciona con la sefializacion IL-12 y de IL-23; STAT5A y STAT5B sefializan en
respuesta a la hormona de crecimiento (GH), la prolactina (PRL), el factor de
estimulacion de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF) y la eritropoyetina
(EPO) vy, por ultimo, STATS6, que se asocia con IL-4 y IL-13 (59).
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Figura 10. Via de sefalizacion JAK/STAT a nivel fisiologico. Adaptada de Recio et al. 2019 (59).

En condiciones fisioldgicas, la regulacion de la via esta estrictamente controlada,
principalmente por mecanismos que inactivan a las proteinas STATs. Un mecanismo
regulador clasico de la via lo componen las proteinas de accion de tirosina fosfatasas tipo
Src-homology 2 domain (SH2)-containing phosphatase (SHP-1) y cluster of
differentiation 45 (CD45), encargadas de defosforilar al receptor y a las proteinas JAK
cuando cesa la union con el ligando (59). También participan en la regulacion negativa
de la via las protein inhibitors of activated STAT (PIAS), que impiden, directa o
indirectamente, la union de STAT al ADN, evitando su dimerizacion. Ademas, se han
descrito otras familias de proteinas que regulan la sefializacién de la via, entre las que se
incluyen las Signal transducing adaptor molecules (STAM), las Sprouty-related
Ena/VASP homology 1-domain-containing proteins (SPRED) y las proteinas SPROUTY
(60). Sin embargo, los reguladores negativos de la via mas extensamente estudiados son

las proteinas Suppressor of cytokine signaling (SOCS). La familia consta de ocho
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proteinas (SOCS1-SOCS7 y CIS), que forman parte de un mecanismo de
retroalimentacion o feedback negativo en el que las propias STATS activadas inducen la
expresion de SOCS, que a su vez apagan la sefial de transduccion (61). Pueden desarrollar
su actividad supresora mediante la inhibicion de la actividad de las proteinas JAK; por
competicion con STAT por los sitios de union a los receptores; o por el marcaje de
proteinas de sefializacion para su degradacion proteasomica mediante la caja SOCS con
accion ubiquitina ligasa (62).

La hiperactivacion de STAT ha sido ampliamente investigada y relacionada con
la carcinogenesis. Especificamente, la activacion de STAT5 es determinante en diversos
canceres hematoldgicos, pues controla la expresion de genes reguladores del ciclo celular,
la supervivencia y la angiogénesis (63). Entre los mdltiples factores que se ven
desregulados por la influencia de BCR-ABL1, la sefializacion de STAT5 fue de las
primeras en identificarse como una via constitutivamente activa y necesaria para la
supervivencia de las células leucémicas (64). Asi, la inhibicion de la actividad de STAT5
mediante expresion de su forma truncada causa reduccion de la viabilidad y aumento de
sensibilidad a los quimioterapicos en células BCR-ABL1 positivas (BCR-ABL1 +) (65).
Ademas, Hoelbl et al. demostraron que la actividad de STAT3y STATS5 es necesaria para
la transformacion inicial de células inducida por BCR-ABL1, pero de las dos, s6lo STAT5
es imprescindible para el mantenimiento de la leucemia BCR-ABL1+ in vivo (66).

Tras estos descubrimientos, se planted la hipotesis de que la hiperactivacion de
STATS estuviese mediada por la fosforilacién de JAK2, como ocurre en la sefializacion
por citoquinas. Para investigar esta hipétesis, Hantschel et al. utilizaron células de médula
6sea de ratdon transducidas con p210 BCR-ABL1 y p185 BCR-ABL1 para generar
transformacion mieloide y linfoide, respectivamente (67). EI modelo permitia eliminar la
expresion de JAK2 eficazmente por knock-out condicional. Estos experimentos
demostraron que la presencia de p210 BCR-ABL1 es suficiente para generar la
transformacion de las células hematopoyéticas y mantener la progresion de la enfermedad
tipo LMC. Por el contrario, ante la presencia de p185 BCR-ABLL1 se necesitaba la
expresion de JAK2 para iniciar la transformacion, pero no para mantener la progresién
de la leucemia linfoide in vivo. Ademas, Hantschel et al. comprobaron que la inhibicién
farmacologica especifica de JAK2 no genera inhibicion del crecimiento celular ni de la
autofosforilacion de p210 BCR-ABL1 en celulas que expresan BCR-ABL1 (67). Estos
experimentos revelaron, por tanto, que la activacién de JAK2 inducida por BCR-ABL1

no es necesaria para la fosforilaciéon de STAT5 ni para la activacion de las células
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leucémicas, y por otro lado, que BCR-ABL1 debia ser capaz de fosforilar directamente

la tirosina 694 de STATS (57, 60) (Figura 11).

A. HEMATOPOIETIC STEM CELL

Figura 11. Sefializacion de STATS en una célula madre hematopoyética o en una célula de LMC con
presencia del cromosoma Filadelfia. A. En la célula madre hematopoyética los receptores de citoquinas
se activan tras la union de factores (p. gj. IL-3, GM-CSF) y JAK2 fosforila a STATS5 en la tirosina cercana
al dominio SH2. STAT5 dimeriza y se transloca al nicleo donde promueve la expresion de genes
implicados en proliferacion y diferenciacion celular. B. En la célula de LMC o (CML, Chronic Myeloid
Leukemia) BCR-ABL1 fosforila a STAT5 en la misma tirosina cercana a SH2, e induce las mismas vias
de sefializacion dowstream pero de manera independiente de JAK2. Asi, se activa la transcripcion de genes
anti-aoptoticos y pro-resistencia a los farmacos. Adaptada de Fabbro 2012 (64).

Durante algtn tiempo, el mecanismo por el cual BCR-ABL1 activa a STATS5 era
desconocido. Sin embargo, los experimentos realizados por Klejman et al. revelaron la
participacion de la proteina hematopoietic cell kinase (HCK) de la familia de las quinasas
Src, como intermediaria entre la oncoproteina y STATS5, creandose asi una via (BCR-

ABL1-HCK-STAT5) que culmina en la fosforilacion de la isoforma STATS5B en el
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residuo Y699 (68). Por otro lado, también se ha descrito que la fosforilacion de STAT5A
en la tirosina 692 es dependiente de BCR-ABL1 (69).

La contribucion de STATS en la transformacién maligna de la LMC puede
explicarse en parte, por la induccion de la expresion de genes como la serina-treonina
quinasa PIM1 (implicada en la progresion del ciclo celular) y de genes antiapoptoticos
como B-cell lymphoma-extra large (Bcl-xL) o Myeloid Cell Leukemia 1 (Mcl-1). En
consecuencia, el eje de sefializacion BCR-ABL1-STAT5 es considerado una diana
terapéutica valida contra la LMC. Numerosos estudios confirman la importancia de
STAT5 en la transformacién y la progresion leucémica, asi como la eficacia de su
inhibicion en la regresion del cancer. Prueba de ello, es la capacidad de producir leucemia
de distintos linajes en ratones trasplantados con células de la médula 6sea que expresan
una forma de STAT5A constitutivamente activa (70). Ademas, la inhibicion directa de la
expresion de STAT5A y STAT5B por transfeccion con ARN pequefio de interferencia o
small interference RNA (siRNA) es capaz de inducir apoptosis en células BCR-ABL1+
(71).

Nuestro grupo de investigacion ha revisado en profundidad el papel de la
sefializacion de STAT en la transformacion maligna, y ha propuesto, junto con otros
autores, que la inhibicion de STATS5 puede ser una diana atractiva en el tratamiento de
las NH (59). Como se ha comentado previamente, muchas NH son tratadas con TKIs, sin
embargo, tienen limitaciones asociadas como la generacion de toxicidad o resistencia.
Para solucionar estos problemas, la inhibicion del factor de transcripcion que se encuentra
downstream de esas quinasas sobreactivadas puede ofrecer una alternativa interesante
(59). Existen diversos mecanismos por los que se puede inhibir STATS, entre ellos,
fosfopéptidos, peptidomiméticos, inhibidores moleculares no peptidicos de pequefio
tamafio o NMEs, inhibidores que modulan la interaccion STAT-ADN vy oligonucle6tidos
(p. €j. nucledtidos anti sentido, 0 ARN interferente (iRNA)) (72). Un ejemplo de NMEs
es el Benzyl-2-(benzyloxy)-4-(2-((N-(4-chlorobenzyl)-2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)
sulfo-namido)-N-(3,5-di-tert-butylbenzyl) acetamido) benzoate, que bloquea de forma
potente el dominio SH2 de STATS5, reduciendo la fosforilacion de STAT5, asi como la
transcripcion de los genes diana de STAT5 (MYC y Mcl-1), dando lugar a la induccién
de la apoptosis en células de LMC. De hecho, nuestro grupo de investigacion ha
descubierto nuevos compuestos derivados e hibridos de naftoquinonas con actividades
bioldgicas antitumorales que se asocian con una potente inhibicion de STAT5 y de sus

genes diana (MYC y PIM1), y reducen la interaccion de STATS5 con el ADN, junto con
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induccion de citotoxicidad, parada del ciclo o activacion de apoptosis en células de LMC
(73,74).

2.3. Via de senalizacion de PISK/AKT/mTOR

Los receptores con actividad tirosina quinasa sefializan, aparte de por la ruta de
las MAPK, por la via fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K)/AKT. En ella, se produce un
fosfolipido (fosfatidilinositol (3,4,5) trisfosfato) (PIP3) por parte de la PI3K que sirve
como segundo mensajero para numerosas dianas, incluyendo a la serina-treonina quinasa
AKT (53,75). Esto genera una serie de cascadas de sefalizacion implicadas en el
crecimiento, la proliferacion, la supervivencia, la movilidad celular o la autofagia y, por
tanto, su desregulacion promueve la progresion del cancer (75).

En la LMC, la formacion del complejo entre BCR-ABL1y GAB2 recluta y activa
a PI3K independientemente de las sefiales de crecimiento. La activacion constitutiva de
PI3K resulta indispensable para el inicio de la leucemia y el crecimiento de las células Ph
+. Asi lo demostraron Skorski et al. cuando observaron el requerimiento del dominio SH2
de BCR-ABLL1 para producir la activacién de PI3K, y posteriormente, de AKT (76).
También, demostraron que la inhibicion farmacolégica de PI3K reducia la capacidad de
formar colonias por parte de células BCR-ABL1+. Ademas, en experimentos realizados
con mutantes negativos dominantes de AKT se ha descubierto que AKT juega un papel
relevante en la transformacién mediada por el cromosoma Ph en células madre in vitro y
el desarrollo de leucemia en ratones (76). En su conjunto, estos experimentos demuestran
el papel indispensable de la via PI3K/AKT en la malignidad de la LMC.

En este contexto, los mecanismos moleculares que conducen a un crecimiento
celular y a una proliferacion exacerbadas se deben, en gran medida, a la activacion por
parte de AKT de sus efectores downstream, entre ellos mammalian target of rapamycin
(mTOR), una serina-treonina quinasa que estimula la sintesis proteica y la biogénesis de
los ribosomas, ademas de regular los niveles de nutrientes, de energia y del estado redox
de la célula mediante formacion de complejos de multiples péptidos llamados mTORC1
y mTORC2 (55,56).

A nivel fisiologico, la regulacion de la traduccion por parte de mTORCL1 es
dependiente de factores de crecimiento y consiste en la fosforilacion de un inhibidor de
la traduccion, el eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1).

Una vez fosforilado, 4E-BP1 se disocia del eukaryotic initiation factor 4E (elF4E) y lo

34



I. INTRODUCCION

libera, permitiéndole asociarse a otras subunidades para formar un complejo llamado
elFAF, necesario para la iniciacion de la traduccion. Ademas de 4E-BP1, las quinasas S6
(S6K1 y S6K2) también son dianas downstream de mTOR. Por su parte, S6K no
interviene en la traduccién directamente, sino que lo hace a través de sus efectores
downstream como la proteina ribosémica S6. El papel de mTORC2 ha sido menos
estudiado, pero se conocen sus funciones en supervivencia celular y en la reorganizacion
del citoesqueleto (53). En la LMC ambos complejos estdn activados y actlan
promoviendo el crecimiento y la supervivencia de las células leucémicas que expresan
BCR-ABLL. De hecho, el uso de un inhibidor alostérico del componente mMTORC1 en
células K562 provoca una reduccion importante de la viabilidad y un incremento de
células en las fases GO/G1 del ciclo celular (79). Asimismo, la supresién farmacoldgica
del dominio catalitico comun en ambos complejos (NTORC1 y mTORC?2) por un potente
inhibidor (OSI-027) provoca la induccion de apoptosis de manera eficaz en células
leucémicas Ph+ (80).

Ademas de las funciones inductoras de proliferacion, AKT estd implicada en la
sefializacion antiapoptdtica pues se encarga de inactivar mediante fosforilacion a Bcl-2-
associated agonist of cell death (BAD), que en esta estado, es secuestrado por las
proteinas 14-3-3, impidiendo que BAD interaccione con miembros antiapoptéticos de la
familia B cell lymphoma 2 (BCL-2) (53).

En definitiva, BCR-ABL1 promueve la transformacion de las células
hematopoyéticas, principalmente mediante la regulacion de vias de sefializacion que
conllevan la activacién constitutiva de RAS, PI3K 'y STATS. Estos factores desencadenan
la sobreexpresion de genes implicados en la progresion del ciclo celular (p. €j. ciclina D1)

0 en la evasion de la apoptosis (p. ej. por influencia de la sefializacion de AKT) (36,53).

3. Terapia contra la LMC

3.1. Evolucion

La evolucion histérica de la terapia contra la LMC representa uno de los mayores
avances de la medicina moderna basada en hallazgos moleculares (37,81). Los primeros
tratamientos datan de finales del siglo XIX y eran de uso paliativo, como la
administracion de triéxido de arsénico al 1% (solucién de Fowler), que era comin en
enfermedades sanguineas. En la leucemia mieloide, este tratamiento se asociaba con una

disminucion del nimero de linfocitos y eritrocitos por milimetro cibico acompariado de
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una reduccion del tamarfio del bazo mediante mecanismos entonces desconocidos (82,83).
Ademaés, este tratamiento se complementaba con la irradiacion del bazo, y, dicha
combinacidn, producia beneficios sintomaticos, pero no aumentaba la supervivencia de
los pacientes (84). Estos tratamientos constituyeron la Unica opcién contra la LMC hasta
que se introdujeron los agentes alquilantes como el busulfan, en 1953, o la hidroxiurea,
en 1963. Esta Ultima tenia menos efectos secundarios asociados y cierta capacidad de
prolongar la supervivencia de los pacientes (64, 67, 80).

A finales de 1970, se comenzo a aplicar el trasplante alogenico de médula Gsea
alcanzandose los primeros casos de curacion (86). El procedimiento consiste en reducir
las células madre de la médula dsea del paciente con radio o quimioterapia Y,
posteriormente, transferirle las células madre sanas de un donante con HLA compatible.
Este proceso es factible en una baja proporcidén de pacientes por la complejidad de
encontrar donantes compatibles y por la potencial activacion de una respuesta inmune
descontrolada (enfermedad injerto contra huésped) asociada con una alta tasa de
mortalidad (87). En la actualidad, es un tratamiento que se utiliza como ultima opcién en
pacientes que relinen ciertas caracteristicas, como un bajo rango de edad (35,37).

En la misma época, se implanto el uso del IFN-a, que se asociaba con casos de
remision citogenética completa (CCR) (menos del 1% de las células en la médula dsea
poseen el cromosoma Ph) en un 10-15% de pacientes, normalmente jévenes, y aumentaba
la supervivencia media en seis afios. Aquellos pacientes que alcanzaban CCR, no
experimentaban recaidas durante 10 afos. Estos beneficios se relacionaron con la
capacidad del IFN de modular el sistema inmune mediante generacion de linfocitos T
citotoxicos contra pathogenesis-related protein 1 (PR1), un péptido sobreexpresado en
células de LMC. Sin embargo, ain se desconoce el mecanismo de accion exacto del IFN.
A pesar de producir ciertas mejoras en la situacion general de los pacientes, este
tratamiento también desencadenaba efectos secundarios muy graves, forzando su
interrupcién en un nimero elevado de casos (37,81,88). En 1999, el uso del IFN acababa
de ser recomendado por la ASH cuando se dio a conocer la posibilidad de inhibir la
activacion aberrante de la tirosina quinasa BCR-ABL1 (81).

En 1980, el gen ABL1 fue aislado a partir del virus de la leucemia murina de
Abelson, que codificaba una proteina con actividad tirosina quinasa (v-ABL). Este hecho
cobro importancia cuando se descubrié que el gen homologo humano de ABL1 estaba
presente en la region correspondiente al cromosoma 9 dentro del cromosoma Ph.

Experimentos posteriores permitieron establecer una relacion causal entre la actividad
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desregulada de la oncoproteina de fusion BCR-ABLL1 y la oncogénesis de la LMC. Por
lo que encontrar inhibidores especificos de la actividad quinasa de ABL1 se convirtié en
un objetivo apremiante (81).

En 1990, se investigaron distintos tipos de TKIs para evaluar su potencial como
terapia contra la LMC (89). Su mecanismo de accion consiste en competir con el sustrato
de la quinasa, el adenosin trifosfato (ATP), suprimiendo la actividad quinasa de BCR-
ABL.1 a nivel proteico (37). Los ensayos clinicos con el IM (en aquel momento STI1571)
comenzaron en 1998 y tuvieron resultados tan impresionantes que fue aprobado como
medicamento para la LMC en el afio 2000 y comercializado por Novartis con el nombre
de Imatinib Mesilato. La llegada de los TKIs supuso una revolucion en la terapia de la
LMC, y de hecho, sigue siendo el tratamiento de referencia utilizado en la actualidad
(37,81). La tasa de supervivencia de los pacientes en CP-LMC pasé de un 20% (antes del
2001), a un 87% (en la actualidad), con una esperanza de vida similar a la de personas
sanas de la misma edad (37).

Sin embargo, el incremento de casos de resistencia e intolerancia al IM propicid
el desarrollo de TKIs de segunda (2GTKI) y tercera generacion (3GTKI) que ofrecieran
una alternativa como tratamiento de primera linea o como terapias de rescate (90) (Figura
12).

Timeline of Therapy for Chronic Myelogenous Leukemia

1865: Fowler’s Solution 1978: Allogeneic BMT 2004: Dasatinib
Nilotinib
1953: Busulfan 1986: IFN-o 2006:
Bosutinib

Pre-1950s 1950 1960 1970 1980 1990 2000 010

1964: Hydroxyurea 2010:
Ponatinib

1895: Discovery of X-Rays
2000: Imatinib

Figura 12. Linea temporal del desarrollo de terapias frente a la leucemia mieloide cronica. Tomada
de Santos et al. 2011 (83).
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3.2. Situacion actual y limitaciones

Los tratamientos de primera linea para la LMC aprobados por la FDA 'y la Agencia
Europea del Medicamento (EMA) son TKIs de primera (imatinib (Glivec®, Novartis)),
y segunda generacion (dasatinib (Sprycel®, Bristol-Myers Squibb), nilotinib (Tasigna®,
Novartis) y bosutinib (Bosulif®, Pfizer)) (35). También se ha aprobado el uso de un TKI
de tercera generacion, Ponatinib (Iclusig®, Takeda/Incyte), en caso de pacientes con la
mutacion BCR-ABL1™%! o con resistencia a dos 0 mas TKIls. Debido a esta variedad de
opciones, la eleccién de la terapia para cada paciente se realiza teniendo en cuenta la
eficacia, la tolerabilidad, la toxicidad y los costes del farmaco (35).

Atendiendo a la estructura quimica del IM, este se define como una 2-
fenilaminopirimidina (Figura 13) con biodisponibilidad oral que posee actividad
inhibitoria contra todas las ABL1 quinasas (incluyendo BCR-ABL1, c-ABL, v-ABL y
TEL-ABL). Sin embargo, también actla sobre otras quinasas como el receptor de células
madre c-Kit, los receptores del factor de crecimiento derivado de plaquetas a y

(PDGFR) y Abelson-related gene (ARG) (36,91).

N7
|
Z
HN)\N = |N
CHy X Figura 13. Estructura quimica del imatinib

mesilato. Tomada de PubChem (CID 5291).
HN

Antes del descubrimiento del 1M, la supresion farmacoldgica de las proteinas
quinasas se consideraba una opcién complicada debido a la alta conservacién evolutiva
de sus secuencias. Sin embargo, la plasticidad estructural de las mismas ha demostrado
que su inhibicidn selectiva es posible. En este sentido, el IM es un TKI de “tipo II”, pues
contacta con el sitio de union del cofactor ATP y con el sitio adyacente o alostérico,
disponible solo cuando la quinasa se encuentra en conformacion cataliticamente inactiva.
En este caso, el motivo Asp-Phe-Gly o (DFG) situado en el dominio N-terminal se coloca
hacia fuera o “out”, en relacion con su conformacion cataliticamente activa, donde se

dispone hacia adentro “in”. En cambio, los TKIs de tipo I, contactan con el sitio de union
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al ATP, pero no penetran en el bolsillo alostérico y, por tanto, no dependen de la
conformacién especifica de la quinasa (92).

Normalmente, los inhibidores de tipo Il se asocian con un mayor grado de
selectividad hacia las quinasas humanas que los de tipo I. La razdn de este hecho es objeto
de investigacion, pero se ha sugerido que ciertas quinasas poseen una dificultad intrinseca
de adoptar la conformacion “DFG-out”, reduciendo el espectro de dianas disponible. En
este sentido, el residuo gatekeeper, llamado asi porque esté estratégicamente posicionado
de manera que controla el acceso al bolsillo de unién al ATP, ha sido propuesto como un
factor influyente en la capacidad de adquirir dicha conformacion (18,92). De hecho, se
ha comprobado experimentalmente que la treonina (Thr) presente en el residuo
gatekeeper de ABL1 es necesaria para la estabilizacion de la unién del IM por puentes de
hidrogeno (93).

Estudios posteriores evidenciaron que ciertos pacientes que habian dejado de
responder al IM poseian una variante de BCR-ABL1 con una sustitucion de la Thr por
una isoleucina (lle) en el residuo gatekeeper. Esta mutacion llamada BCR-ABL1™%!
contribuye a la resistencia hacia el IM no sélo impidiendo la formacion del puente de
hidrogeno estabilizador, sino mediante impedimento estérico, lo que la convierte en una
de las mutaciones mas graves en la LMC (92). La aparicion de esta y otras mutaciones en
el dominio quinasa (KD) de la oncoproteina impulsaron el desarrollo de los 2GTKI (90).

Brevemente, al IM le siguié el dasatinib, que se une a BCR-ABL1y a otras dianas
como a las quinasas de la familia de Src en su conformacion activa o inactiva (TKI de
tipo 1). Posteriores estudios dieron lugar al nilotinib (TKI de tipo Il), con una mayor
afinidad de union y selectividad por BCR-ABL1. Por altimo, el bosutinib (TKI de tipo 1),
con un espectro de dianas mas amplio, incluye a las proteinas tirosina quinasas Src, ABL1
y TEC, asi como a las proteinas serina quinasas Calcium/Calmodulin Dependent Protein
Kinase Il Gamma (CAMK2G) y Sterile-20 (STE20) (60). Los 2GTKIs han mostrado
mayor potencia frente a BCR-ABL1 que el 1M, asi como una alta eficacia en pacientes
que desarrollan mutaciones en el KD de BCR-ABL1 mientras reciben IM. Sin embargo,
los 2GTKI siguen teniendo limitaciones como la aparicion de resistencia o intolerancia,
y son ineficaces contra la mutacion BCR-ABL1™%! (90).

El Unico 3GTKI aprobado contra la LMC es el ponatinib. Este TKI de tipo I, se
considera el mas potente de los TKIs disponibles en clinica, y también es el unico eficaz
en pacientes con la mutacion BCR-ABL1™% (35). Otras dianas conocidas del ponatinib

son las Src quinasas y algunos componentes de la familia de receptores tirosina quinasas
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(KIT, RET, PDGFR, VEGFR, DDR, EPH, TRK, y FGFR), por lo que se considera de
selectividad media (94). Aunque todos los TKIs aprobados hasta ahora se unen al KD de
BCR-ABL1, el tipo de union que establece el ponatinib (un triple enlace carbono-
carbono) permite la union del compuesto al KD incluso en presencia del voluminoso
aminoécido de Ile en el residuo gatekeeper con la mutacion BCR-ABL1™! (94) (Figura
14).

ATP binding cleft

SHZ-:(flnase oM (<
interface Imatinib
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Kmas_e Nilotinib ' Dasatinib
domain L 2
Ll < ?“ : L] ol € TS
-/ v ( / ;‘ =3 - ’ - S
Ponatinib DCC-2036 *
) =N
UL o Sy
| PHA-739358 Vx-680

-

Myristate €3S
binding site ™ < gNF-2

Figura 14. Sitios de unién en BCR-ABL1. Representacién de la superficie del dominio quinasa (azul),
del dominio SH2 (verde) y de la interfase entre ambos dominios de BCR-ABLL. Los inhibidores de tirosina
quinasa de primera (imatinib), segunda (nilotinib y dasatinib) y tercera (ponatinib y DCC-2036) generacién
y, los inhibidores de Aurora quinasas (PHA-739358 y Vx-680) se unen al bolsillo de unién del ATP.
Ademas, el inhibidor alostérico GNF-2 (3K5V) se une al sitio de unién del Miristato. Tomada de Hantschel
etal. 2012 (94).

El hecho de que todos los TKIs disponibles se unan al KD de BCR-ABLL1 en la
hendidura del ATP hace que sea probable que sigan apareciendo nuevos mecanismos de
resistencia para evadir esta presion. De hecho, se ha descubierto recientemente que la
presencia de mas de una mutacion en el mismo alelo de BCR-ABL1 genera resistencia
frente a todos los TKIs aprobados (94,95).
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En este sentido, muy recientemente se ha aprobado un inhibidor alostérico
(asciminib) que reconoce el sitio de unién del miristoil en BCR-ABLL1, permitiendo la
inhibicion eficaz de la quinasa con un mecanismo distinto al de todos los TKIs previos,
que es el bloqueo de la oncoproteina en su conformacion inactiva por recuperacion del

mecanismo regulador negativo alostérico de ABL1 (92, 95) (Figura 15).

A Autoinhibition of ABL1 by Engagement B Loss of ABL1 C Allosteric Inhibition of BCR-ABL1
of Myristoyl-Binding Site Autoinhibition Due to Kinase Activity by Asciminib
BCR-ABL1 Translocation

Myristoylated 0 1
N-terminal
B
\‘ %Ascwminib

Inactive Active Active Active Inactive

Figura 15. Modulacion alostérica en BCR-ABLL. A. Representacion de la forma auto-inhibitoria de
ABL1; B. Pérdida de la capacidad auto-inhibitoria de BCR-ABL1; C. Inhibicion alostérica de BCR-ABL1
por el asciminib. Tomada de Hughes et al. 2019 (96).

Una limitacion fundamental comdn en todos los TKIs es que no proporcionan una
cura para la LMC. La interrupcion del tratamiento con IM da lugar a recaida molecular y
citogenética en la mayoria de los casos (36). De los pacientes en CP que reciben IM, tan
solo alrededor de un 10% alcanza una respuesta molecular completa (ausencia de BCR-
ABL1 detectado por RT-PCR), y de estos, aproximadamente la mitad puede parar el
tratamiento con IM sin recaida (97). Por esta razén los pacientes deben tomar la
medicacion durante toda su vida, lo cual ocasiona altos costes econdémicos y falta de
adherencia al tratamiento, que puede desencadenar la progresion de la enfermedad y la
aparicion de resistencia (35,98).

Normalmente, los efectos secundarios y la toxicidad asociada a los TKIs no son
el motivo principal de interrupcion de los ensayos clinicos o del tratamiento de los
pacientes. Por un lado, los efectos adversos hematoldgicos mas comunes (neutropenia,
trombocitopenia y anemia) ocurren durante el primer periodo de tratamiento, y rara vez
causan complicaciones. Por otro lado, todos los TKIs tienen cierta toxicidad asociada, y
por ello, esta se debe tener en cuenta para adaptar el tratamiento segun las comorbilidades
del paciente. Entre ellas, destaca la toxicidad cardiovascular asociada al ponatinib

registrada en hasta un 30% de los pacientes tratados y con alto riesgo de obstruccion
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arterial. El nilotinib tambien tiene cierto riesgo de generacion de obstruccion arterial,
seguido por bastante distancia de los demas TKIs. Ademas, el dasatinib puede generar
derrame pleural con una incidencia acumulada de un 37% en cinco afios (35).
Recientemente, se ha incidido en evitar la generacion de toxicidad en los 6rganos
a largo plazo y en identificar estrategias que permitan alcanzar una remision de la
enfermedad sin tratamiento (treatment free remission). Sin embargo, esta opcion auin
suscita controversia ya que no descarta la posibilidad de recaida y genera malestar
psicolégico en una proporciéon importante de los pacientes (35,99,100). Ademas, en
paises en vias de desarrollo, el objetivo principal del tratamiento sigue siendo la

supervivencia del paciente (35).

4. Resistencia a los TKIs

A pesar de los avances en la terapia contra la LMC, aun muchos pacientes
experimentan progresion de la enfermedad. Este problema se incrementa con el uso
secuencial de los TKIs, que producen una reduccion de la probabilidad de respuesta al
tratamiento y una supervivencia general inferior. Se estima que en cinco afios, el 30-50%
de los pacientes interrumpe el tratamiento con IM, de los cuales un 5-7% lo hacen por
intolerancia y un 15-20% debido a resistencia (101).

El tipo de resistencia al IM que desarrollan los pacientes puede distinguirse entre
primaria (también llamada refractaria), en la cual muestran falta de respuesta a este TKI
desde el comienzo de la terapia, o secundaria (también llamada resistencia adquirida) que
se define como la progresion de la enfermedad tras una respuesta inicial al tratamiento
(57,102). Ademas, la resistencia puede ser definida por caracteristicas hematoldgicas
(falta de normalizacion de las poblaciones celulares en sangre periférica), citogenéticas
(persistencia del cromosoma Ph), o moleculares (persistencia del transcrito BCR-ABL1
detectado por RT-PCR) (57).

Fundamentalmente, se considera que la generacion de resistencia puede ser
consecuencia de la interaccion de una serie de factores como la adherencia al tratamiento,
la biodisponibilidad, farmacodindmica, cambios genéticos, mutaciones en el KD de BCR-
ABL1, o una combinacién de los mismos (57). En cuanto a la categorizacion de los
mecanismos que causan resistencia a TKIs podemos distinguir entre factores intrinsecos

de las células leucémicas y factores extrinsecos (53).
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4.1. Mecanismos de resistencia intrinsecos de células de LMC

Por una parte, los factores intrinsecos son mecanismos que pueden ser
dependientes de BCR-ABL1 (como la generacion de mutaciones en el KD que impiden
la union de TKIs) o independientes (como la activacion de las Src quinasas, las
modificaciones en la actividad de bombas influx/effux y la resistencia intrinseca de las

células madre hematopoyéticas de LMC).

4.1.1. Mecanismos dependientes de BCR-ABL1

Los eventos que dan lugar a la sobreexpresion de BCR-ABL1 parecen ir asociados
a fases avanzadas de la enfermedad y pueden ser ocasionados por falta de adherencia al
tratamiento (18). Por su parte, las mutaciones detectadas en el KD de la oncoproteina son
mas usuales en los pacientes que ya han comenzado el tratamiento con IM y que, por

tanto, tendrian una resistencia secundaria al IM (57).

4.1.1.1. Sobreexpresion de BCR-ABL1

El aumento de la proteina BCR-ABL1 asociado a un incremento de los niveles del
transcrito BCR-ABL1 fue descrito por primera vez en lineas celulares resistentes a IM
(como LAMAS84-R y AR230-R), que no poseian mutaciones en el KD (103).
Posteriormente, la amplificacion de BCR-ABL1 fue detectada por primera vez en la clinica
en 3 de 11 pacientes en BP-LMC o LLA tipo Ph+ que habian desarrollado resistencia al
IM (104).

El mecanismo de resistencia consiste en un incremento de los niveles proteicos de
BCR-ABL1 que propicia la superacion del efecto del TKI que entra a la célula por una
cuestion de masa-efecto. Este hecho, que se asocia con fases mas avanzadas de la
enfermedad, puede ser contrarrestado con el uso de TKIs més potentes (18). En cuanto al
mecanismo de sobreexpresion, es probable que ocurra a nivel transcripcional y
postranscripcional ya que se han descrito niveles incrementados de la oncoproteina en
ausencia de amplificacion del gen BCR-ABL1 (53). Aunque el porcentaje de pacientes
con sobreexpresion de BCR-ABL1 es bajo, se ha sugerido una conexion entre la
amplificacion de BCR-ABL1 y la aparicion de mutaciones en este mismo gen. Dicha idea
surge de investigar las células de LMC CD34+, que expresan altos niveles de BCR-ABL1

siendo notoriamente menos sensibles al IM, dando lugar a subclones resistentes que
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desarrollan mutaciones mucho mas rapido que otras células con menor expresion de BCR-
ABL1 (57).

4.1.1.2. Mutaciones en BCR-ABL1

Las mutaciones en el KD de BCR-ABL1 son méas frecuentes en pacientes con
resistencia adquirida (18,53,57). No obstante, estas alteraciones genéticas pueden ser
detectadas en los pacientes antes de la iniciacion de la terapia con TKIs, por lo que se ha
sugerido que la presion selectiva de los inhibidores permite a estos subclones celulares
expandirse y superar progresivamente a las células sensibles al tratamiento (105).
Actualmente, se estima que un tercio de los pacientes resistentes a TKIs en CP poseen
mutaciones en el KD de BCR-ABLL1, proporcién que asciende a dos tercios en pacientes
en APy BP (35).

La mutacion en el residuo gatekeeper BCR-ABL1™"' fue la primera en ser
descubierta en pacientes en BP que habian dejado de responder a la terapia con IM (104).
Desde entonces, se han identificado hasta 50 hotspots con mutaciones distintas detectadas
mediante secuenciacion del KD de la oncoproteina (18). Las mutaciones observadas con
mayor frecuencia en la clinica son aquellas que se localizan en la region “P-loop” que
abarca los residuos 244 al 255 del KD y que sirven como zona de unién para los motivos
de fosfato del ATP. Otro conjunto de mutaciones suele encontrarse en la region “A-loop”
(residuos 381 a 402), que es un elemento clave en la regulacién de la quinasa ABL1. De
hecho, mutaciones en esta regién impiden que la quinasa adopte la conformacién inactiva,
a la cual se une el IM. El sitio catalitico de BCR-ABL1 (residuos 350 a 363) también ha
registrado multiples mutaciones. Ademas, en fases avanzadas de la LMC, las mutaciones
suelen localizarse en ciertas areas del KD afectando a residuos especificos como Q253,
Y253, E255, T315, E459, y F486 (56,106) (Figura 16).
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Figura 16. Mutaciones en el dominio quinasa de ABL1 asociadas con resistencia a imatinib. El loop
de activacion se representa en verde, el loop de unién a fosfato en amarillo y las mutaciones se representan
como esferas naranjas (excepto, T315I simbolizada como una esfera roja). La entrada de PDB es 2HYY.
Tomada de Zabriskie et al. 2014 (106).

Conviene aclarar que la presencia de mutaciones en BCR-ABL1 no siempre se
asocia con resistencia al IM en la clinica, ya que las diversas mutaciones pueden tener
distinta capacidad de transformacion (107) y de alteracion de la sensibilidad al IM (108).
Gracias a experimentos in vitro, que posteriormente han sido corroborados por la
experiencia clinica, se ha determinado que la aparicion de mutaciones asociadas al
tratamiento con 2GTKI es menos frecuente y de menor espectro, siendo la mayoria no
coincidentes entre ellas, con la excepcion de la mutacion BCR-ABL1™%! (109).

4.1.2. Mecanismos independientes de BCR-ABL1

Segun crecientes evidencias cientificas, los mecanismos independientes de BCR-
ABL1 juegan un papel importante en la generacién de resistencia a TKIs, y es necesario

tenerlos en cuenta para desarrollar terapias potencialmente curativas para la LMC.
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4.1.2.1. Absorcioén intracelular del IM

La resistencia contra el IM también puede ocurrir como resultado de una baja
disponibilidad intracelular del farmaco, y a su vez, la cantidad del TKI que entra a la
célula diana depende del equilibrio entre la importacion y la exportacion celular (110).
Las alteraciones en los niveles de los transportadores celulares, normalmente una
disminucion de la actividad y/o de los niveles de las bombas importadoras (influx) y un
aumento de la actividad y/o de los niveles de las bombas exportadoras (efflux), se asocia
con la resistencia primaria (18).

Las bombas exportadoras, como por ejemplo la P-glycoprotein (Pgp 0 MDR1)
codificada por el gen ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 (ABCB1), han sido
relacionadas con el desarrollo de resistencia a TKIs en lineas celulares como es LAMA-
84R (111). Sin embargo, en otras lineas celulares como K562, la expresion de MDR1 no
parece influir en la sensibilidad al IM (112). También se ha publicado que ciertos
polimorfismos de ABCB1 pueden predecir la respuesta al IM en los pacientes (113),
aungue es un tema en el que ain no hay un consenso claro, probablemente por la
heterogeneidad en las poblaciones de pacientes y por el bajo tamafio muestral analizado
(18). También los niveles de expresion y la funcién del human organic cation transporter
1 (hOCT1) intervienen en la importacion del 1M, y se han asociado a diferentes respuestas

al tratamiento por parte de los pacientes (110).

4.1.2.2. Sobreexpresion de las quinasas de la familia Src

Esta familia de quinasas (Fyn, Src, Yes, Blk, Fgr, Lck, Yrk, Hck, Lyn) son
proteina quinasas de tipo non-receptor que tienen la capacidad de regular el crecimiento
o la migracion celular, entre otras funciones. Ademas, se consideran protooncogenes
porque sufren mutaciones frecuentemente y son sobreexpresadas en cancer dando lugar a
una proliferacién descontrolada (114).

Como se ha comentado anteriormente, BCR-ABL1 es capaz de activar a
miembros de Src como Lyn, Hck, y Fgr. Tras su activacion, Hck activa a STATS5, que a
su vez induce la expresidn de genes, entre ellos la ciclina D1, necesaria para la progresién
del ciclo celular de fase G1 a S (57). Sin embargo, Donato et al. describieron como las
células K562 resistentes a IM generadas in vitro (K562-R) eran independientes de BCR-
ABL1 en cuanto a su proliferacion y supervivencia celular. En estos experimentos,

aunque la actividad quinasa y la activacion por fosforilacion de BCR-ABLL1 era reducida
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por el IM, no se producia una alteracion de la proliferacion celular ni de la supervivencia
de K562-R. En cambio, demostraron que existia sobreexpresion y activacion de Lyn, y
que cuando esta era inhibida, se reducia la supervivencia celular de K562-R, pero no de
la linea parental K562. Este hallazgo fue respaldado con el descubrimiento de altos
niveles de Lyn en pacientes de LMC en fases avanzadas. Estos estudios sugieren que el
mecanismo de sobreexpresion de Src estd asociado a la generacién de resistencia
adquirida al IM (115).

No obstante, el papel de la familia de quinasas Src en la aparicion de resistencia a
TKIs es un tema controvertido, ya que no se ha encontrado relacién directa entre ellas y
la progresion de la enfermedad en otra serie de experimentos. Por ejemplo, el hecho de
que la eliminacién de Src quinasas no impida la generacién de malignidad en células de
LMC, o que el dasatinib (inhibidor de Src quinasas) haya supuesto un fracaso relativo en

el tratamiento de esta patologia, contribuyen a esta controversia (18,60) (Figura 17).
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Figura 17. Principales mecanismos de resistencia a la inhibicion de BCR-ABLL1. La resistencia puede
deberse a (1) sobreexpresién/ incremento de la actividad de las bombas de eflujo MDR1, y/o reduccién de
la expresion o de la actividad de las bombas de influx (hOCT1); (2) amplificacién genética y proteica de
BCR-ABL1 que dificulta la inhibicion por las concentraciones de TKI alcanzadas en plasma; (3)
mutaciones puntuales en el dominio quinasa de BCR-ABL1 que impiden la union de TKIs; (4) activacion
de vias de sefializacion alternativas (p. ej. las quinasas de la familia de Src). Tomada de Soverini et al. 2018
(18).

4.1.2.3. Evolucién clonal

La adquisicion de aberraciones citogenéticas no aleatorias adicionales al
cromosoma Ph es un evento comun en pacientes en transicién a la BP (57). Como ya se
ha adelantado, las aberraciones mas comunes son la trisomia del cromosoma 8 (34%), el
isocromosoma 17 (20%) y la duplicacion del cromosoma Ph (38%) (116).

La trisomia del cromosoma 8 implica una ganancia cromosomica del locus de
MYC (8g24) que conlleva un aumento de su expresion. La expresion desregulada de MYC
se ha relacionado con la induccion de replicacion aberrante de ADN, inestabilidad
genética y una mala respuesta al IM (117). Por otro lado, el isocromosoma 17 supone una

pérdida del brazo 17p donde se localiza el gen p53, un supresor tumoral que presenta
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alteraciones en el 25-30% de pacientes de LMC en BP mieloide. Se ha demostrado que
la inactivacion de p53 modifica la respuesta al IM in vitro e in vivo, dando lugar a
resistencia. Dicha alteracion ocurre de manera independiente de la inhibicion de BCR-
ABL1 por parte del TKI (118). Por ultimo, la duplicacion del cromosoma Ph induce la
sobreexpresion de la oncoquinasa BCR-ABLL, lo cual explicaria el aumento de los
niveles de expresion del transcrito conforme avanza la LMC.

Existen otras aberraciones citogenéticas que se producen en menor frecuencia,
como trisomia del cromosoma 19, del cromosoma 21 o del 17, o delecion en el
cromosoma 7, que han sido detectados en menos del 10% de casos de evolucion clonal.
También, un 10-15% de pacientes con LMC presentan deleciones en el cromosoma 9 que
llevan a una progresion acelerada de la BP. En general, la evolucion clonal se relaciona
con un estado de mayor inestabilidad genética que se da en fases mas avanzadas de la

enfermedad y tienen un papel fundamental en la progresion de la misma (57).

4.1.2.4. Células madre leucémicas

Durante el tratamiento con IM, la eliminacion del transcrito de BCR-ABL1 pasa
por dos fases contrastadas, una fase inicial de rapida reduccion, y una segunda fase con
una reduccion mas lenta. Estas etapas se han asociado con diferencias en la
susceptibilidad de las subpoblaciones de células de LMC al IM. En este modelo, las
células mas diferenciadas con alta capacidad proliferativa son rapidamente eliminadas,
mientras que las células madre de LMC (LSCs, leukemic stem cells) permanecen
inalteradas debido a su estado quiescente, y son las responsables de la enfermedad
residual (119).

Ademas, las LSCs tienen otros factores que explican su resistencia a los TKiIs. El
mas importante es la insensibilidad a la inhibicion de BCR-ABL1 por parte del IM. A
diferencia de lo que ocurre cuando se dan mutaciones que dificultan el acceso del
farmaco, en este caso, el IM produce inhibicién de la oncoquinasa, pero esto no se traduce
en una reduccion de la viabilidad de estas celulas inmaduras (120). Ante este panorama,
se han estudiado diversas vias de sefializacion alternativas en las LSCs, para encontrar
otras dianas con las que atacar a estas células que acttan de reservorio. Algunas de estas
vias son Wnt/B-catenina, Forkhead box O3 (FOXo03a), o la presencia de Promyelocytic
leukemia protein (PML). A este respecto, se han investigado terapias combinatorias que
inhiban BCR-ABL1 y otras dianas como PML, mTOR, STAT5 o JAK2, pero pocas han

progresado mas alla de los ensayos preclinicos (108,121) (Figura 18).
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Figura 18. Modelo de persistencia de leucemia mieloide crénica tratada con imatinib. Las células de
LMC con BCR-ABL1 en estado activo se representan en naranja. Las células representadas en gris tienen
BCR-ABL1 inactivo (células no leucémicas o de LMC con BCR-ABL1 inhibida por imatinib). Las células
representadas en marrén son parte del estroma y secretan citoquinas (circulos pequefios marrén oscuro). A.
BCR-ABL1 activo permite la expansion de células primitivas de LMC. B. El imatinib inhibe la actividad
de BCR-ABLL1 en células madre de LMC, restaurando la homeostasis normal y eliminando la ventaja
proliferativa de las células leucémicas. A pesar de ello, el nicho de la médula ésea permite la supervivencia
de células madre de LMC que no dependen de BCR-ABL1. Tomada de Corbin et al. 2011 (120).

4.2. Mecanismos de resistencia extrinsecos de células de LMC

También se han descrito factores extrinsecos que hacen que las células de LMC
sean menos dependientes de BCR-ABL1, como el microambiente de la médula 6sea que
activa vias de supervivencia mediante la produccion de citoquinas y factores de
crecimiento (53). Las células del estroma que rodean a las LSCs promueven el bloqueo
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del ciclo celular mediante sefiales especificas y, por tanto, contribuyen a la persistencia
de la enfermedad durante el tratamiento con TKIs. Estas sefiales que mantienen la
regulacion de las células madre y de su progenie, asi como la hematopoyesis en el
microambiente de la médula 6sea, dependen de la sintesis de factores de crecimiento y

citoquinas que actian de manera autocrina y paracrina (102).

4.2.1. Células mesenquimales del estroma

Las células mesenquimales del estroma (MSCs) son piezas clave en el
mantenimiento del nicho de HSCs y en la diferenciacion del sistema linfo-
hematopoyético. Las MSCs de pacientes con LMC no son portadoras del cromosoma Ph
pero han sido muy estudiadas por su funcion promotora de la leucemia y su funcién
protectora frente al tratamiento con TKIs (102).

Por un lado, se ha encontrado que las MSCs de pacientes de LMC poseen un perfil
de expresion génica distinto a las MSCs de individuos sanos, que incluye la
sobreexpresion de determinados genes como BMP1, FOXO3, MET, MITF, NANOG, y
PDPN, que podrian estar implicados en la generacion de la LMC en la médula 6sea (122).
También se ha descrito la influencia del estroma en la proteccion frente a la induccion de
apoptosis en células de LMC tratadas con IM, por interaccion célula-célula. En este caso,
se ha observado que la interaccion fisica entre las células del estroma y las células
leucémicas lleva a estas Gltimas a incrementar su sefializacion via ERK1/2 y SMAD1/8 'y

permanecer en un estado no-proliferativo (123).

4.2.2. Factores solubles

La médula 6sea es una fuente rica en factores solubles que modulan la respuesta
a los farmacos. Para desvelar qué factores pueden ser los responsables de estos cambios,
Bewry et al. emplearon un modelo de linea celular de estroma de médula 6sea para
obtener medio condicionado (CM) y utilizarlo para cultivar células de LMC. En este caso,
observaron una induccion de resistencia al IM cuando las células leucémicas se exponian
al CM, y esto se asociaba con una sobreactivacion de STAT3 y de sus genes diana
antiapoptéticos (Mcl-1 o Bcl-xl) (124).

Otros estudios con MSC y células de LMC de pacientes han desvelado que la
generacion de resistencia a IM se asocia con un mayor nivel de secrecion de IL-7, y que
esta citoquina sefializa via JAK1/STATS5 (125). Adicionalmente, el CM proveniente de
células resistentes a IM (LAMA-84-R) es capaz de promover resistencia a la induccién
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de apoptosis en las células naive LAMA-84 tratadas con IM y Nilotinib. En este CM se
identificaron altos niveles de GM-CSF que activaban la sefializacion via JAK2/STATS,
independientemente de BCR-ABLL1, describiendo otra via de sefializacién que podria

estar contribuyendo a la proteccion de las células leucémicas en la médula 6sea (126).
4.3. Papel de STAT5y STAT3 en la resistencia a TKI

El papel de la via de sefializacion JAK/STAT y en concreto, de la desregulacion
de los factores STAT en la LMC ya se ha comentado anteriormente, pero es interesante
profundizar en la importancia que tienen en el establecimiento de la resistencia o la
deficiente respuesta a los TKIs.

Un aspecto fundamental, que se relaciona con algunos de los factores de
resistencia nombrados, es la conexion existente entre BCR-ABL1, STAT5 y la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) (127,128). La presencia de altos
niveles de ROS que producen estrés oxidativo se considera una caracteristica comun de
diversos contextos tumorales, y una de sus consecuencias principales es la generacion de
inestabilidad genética (127). En referencia a esto, Koptyra et al. describen una relacion
directa entre la presencia de BCR-ABL1 y el incremento de los niveles de ROS, que
produce un dafio oxidativo en el ADN propiciando la aparicion de mutaciones en
amino&cidos implicados en la accion del IM. Este mismo estudio explica como la
aplicacion de antioxidantes a las células que expresan BCR-ABL1, reduce la tasa de
mutagénesis y aumenta la sensibilidad al IM (129). De forma similar, el incremento en
los niveles de STATS5 se ha vinculado con insensibilidad a los inhibidores de BCR-ABL1,
pero no a otros quimioterapicos como hidroxiurea o IFN-B. De hecho, los pacientes que
experimentan progresién de la LMC tienen niveles elevados de STAT5 (ARNm y
proteicos) (130). Mdltiples investigaciones han demostrado la correlacion entre STAT5S
y la tasa de mutagénesis en BCR-ABL1, pero es importante destacar que estos factores
deben actuar en conjunto, pues las células no-malignas (sin BCR-ABL1) que
sobreexpresan STAT5 no muestran niveles elevados de ROS (128).

No obstante, una alta proporcion de pacientes con resistencia a TKI no presenta
mutaciones en BCR-ABL1, pues expresan la proteina nativa. En estos casos, deben existir
mecanismos alternativos que aseguran la supervivencia de las células de LMC a pesar de
la inhibicion de la tirosina quinasa ABL1. Entre ellos se ha descrito el incremento de la
activacion y niveles de STAT3, normalmente asociado a la sefializacion de las células del

nicho o de la médula 6sea (124,131). La importancia de la activacion de STAT3 en la
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resistencia al tratamiento de la LMC se confirmé en un estudio que utilizaba células
primarias de pacientes con resistencia a TKI independiente de BCR-ABL1, y al tratarlas
con un inhibidor de SH2 de STAT3 (BP-5-087) restituian la sensibilidad a los TKI
(incluyendo células progenitoras y células madre de LMC) (132).

La conexion entre STAT5, STAT3y la generacion de resistencia y progresion de
la LMC es una evidencia, pero los mecanismos por los cuales participan en estos
fendmenos son aun objeto de investigacion. En el caso de STAT3, posee un papel
importante en la reprogramacion metabdlica presente en las células cancerigenas con
respecto a las células sanas, que consiste en una predileccion por la glicdlisis aerobica
frente a la respiracion aerdbica celular para obtener energia. En este aspecto, nuestro
grupo de investigacion ha realizado una revision exhaustiva de los mecanismos
moleculares que subyacen al conocido “efecto Warburg”, con especial atencion a la via
del mevalonato como una posible diana terapéutica en cancer (133). La sintesis lipidica
exacerbada proporciona nuevos componentes celulares y factores de sefializacion
oncoldgica que permiten el crecimiento rapido de los tumores. Estas ventajas adaptativas
que implican alteraciones metabdlicas son necesarias para el mantenimiento del tumor,
por lo que la accién de STAT3 puede tener una funcion vital en la progresion de la LMC.
Precisamente, la activacion de STAT3 en serina 727 (S'") es responsable de la regulacion
del metabolismo mitocondrial, de forma que aumenta la actividad de los Complejos 1 'y 11
y reduce la produccion de ROS mitocondrial (134).

Estas modificaciones metabolicas han demostrado favorecer la supervivencia
celular en condiciones de estrés y de hecho, podria ser una explicacion de como los altos
niveles de ROS no generan la induccion de la apoptosis en las células de LMC (127,133).
Estas caracteristicas detectadas en células cancerigenas guardan una gran similitud con
las alteraciones metabolicas detectadas en células madre cancerigenas residentes en el
nicho hematopoyético. De esta forma, la activacion de STAT3y su interaccion con la via
de sefializacion de los factores inducidos por hipoxia (HIF) sugieren su participacion en

el sustento de células tumorales quiescentes en el nicho hematopoyético (127,133).
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5. Desarrollo de nuevos farmacos

5.1. Evolucién

Historicamente, la medicina occidental se ha centrado en la utilizacion de
extractos complejos de productos naturales (PN) como potenciales tratamientos, cuyo
éxito dependia de los conocimientos etnobotanicos y la serendipia. En esta época, los
estudios farmacologicos utilizaban organismos como modelos, normalmente células o
animales, que permitian la observacion de cambios fenotipicos causados por dichos
extractos. A principios del siglo XIX, surgio la posibilidad de aislar las sustancias
farmacoldgicamente activas responsables de los efectos detectados, suponiendo un
acercamiento hacia la farmacologia moderna. Sin embargo, a principios del siglo XX, la
llegada de avances cientificos importantes en genémica, biologia celular y molecular
impulsaron un cambio de paradigma en el descubrimiento de farmacos. Dicho cambio,
proponia una vision mas “reduccionista” donde un compuesto determinado podia actuar
a modo de “bala méagica” uniéndose a una determinada diana en el organismo para tratar
una patologia concreta (135,136).

Bajo esta premisa, a finales de la década de 1990 y principios del 2000 cobro
fuerza la estrategia de descubrimiento de farmacos basada en la diana (TDD, Target-
Based Drug Discovery) que se consideraba mas racional y eficiente que los métodos
anteriores (137). Esta estrategia concedia la oportunidad de utilizar datos obtenidos en la
clinica para establecer limites, elegir pacientes para ensayos clinicos y en definitiva,
producir nuevos compuestos de manera mas activa (138). Sin embargo, los resultados de
su aplicacion no fueron los esperados, dejando en evidencia que un enfoque basado en
cambios fenotipicos (PDD, Phenotypic-Based Drug Discovery) se asociaba con un mayor
namero de nuevas entidades moleculares (NME) aprobadas por la FDA. Esto gener una
enorme controversia ya que los esfuerzos en investigacion estaban fundamentalmente
centrados en la TDD (138).

En este contexto, y ya en la era postgendémica, crecio el interés por recuperar
ciertos aspectos de la PDD para la industria farmacéutica y la investigacion académica.
Esto se explica en parte, por las crecientes evidencias que indicaban que la mayoria de
los farmacos interacciona con mas de una diana, existiendo dianas centrales que conectan
con muchas otras proteinas reguladoras, o vias adyacentes con menos interconexiones.

Por lo tanto, hay un cambio de definicion del descubrimiento de farmacos entendiéndola
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como una red farmacologica que asume que las enfermedades son sistemas complejos,
donde interaccionan muchos componentes, y, por ello, utilizar farmacos con multiples
dianas puede ser mas eficaz (135,137).

Por un lado, es evidente que la estrategia TDD tiene ventajas como mayor
sencillez, rapidez y bajos costes en su desarrollo y funcionamiento. Ademas, con un
objetivo identificado, se pueden utilizar técnicas basadas en cristalografia, modelaje
computacional, bioquimica, cinética de union, gendmica o analisis mutacional para
comprender coOmo un compuesto puede unirse a una diana permitiendo desarrollar
estudios de la relacion estructura-actividad. La estrategia TDD también facilita el
descubrimiento de estructuras quimicas que den lugar a farmacos de nuevas generaciones
capaces de actuar frente a la misma diana. Por el contrario, optimizar compuestos sin una
diana conocida, como podria ocurrir en una estrategia que utilice sélo PDD puede ser una

tarea complicada (139) (Figura 19).
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Figura 19. Imagen comparativa de la estrategia de cribado basado en la diana y la estrategia de
cribado basado en el fenotipo. Adaptada de Isgut et al. 2018 (135).

Uno de los principales beneficios del screening fenotipico es que evita el sesgo de

centrarse en una diana concreta. Justamente, un enfoque basado en la diana esta
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asumiendo que se conoce un sistema biologico con tal precision, que se puede atribuir
una enfermedad a un gen especifico, mientras que los ensayos fenotipicos tienen en
cuenta la complejidad y la incertidumbre de los sistemas bioldgicos, permitiendo conocer
nuevas dianas y mecanismos (139).

Encontrar la estrategia mas adecuada en el descubrimiento de farmacos dependera
del contexto patologico investigado, ya que en las enfermedades que han sido
profundamente caracterizadas a nivel molecular y que poseen una diana validada, la
estrategia TDD puede ser eficaz, mientras que la necesidad de nuevos objetivos y
mecanismos puede requerir de un enfoque fenotipico (PDD). En cualquier caso, la
utilizacion de los mejores aspectos de ambas aproximaciones parece la mejor solucion

ante esta cuestion para mejorar el éxito de la aplicacién a la clinica (139,140) (Figura

20).
r Disease biology ﬂ
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Clinical results

Figura 20. Esquema que resume las vias que conducen a resultados clinicos en el descubrimiento de
farmacos. Adaptada de Croston 2017 (139).

La combinacion de ensayos de cribado fenotipico en una primera fase, que asegure
la seleccidén de compuestos con actividad bioldgica en sistemas complejos, seguido de la
identificacion de la diana de manera retrospectiva, permite la identificacion del hit y su
optimizacion alternando estudios experimentales y computacionales de forma iterativa
(137,141) (Figura 21).
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Figura 21. Ciclo iterativo en el proceso de desarrollo de un hit. Adaptada de Ferndndez Alonso et al.
2018 (141).

Los avances tecnologicos han sido fundamentales para la implementacion de esta
combinacién estratégica, y sin duda, gran parte de su éxito se debe a la creciente
participacion de los analisis computacionales avanzados en el descubrimiento de
farmacos novedosos. Algunas de sus aplicaciones mas importantes son: el disefio de hits
con actividades biologicas de interés; el cribado de grandes bases de datos recogidas en
quimiotecas que permiten examinar un menor nimero de productos experimentalmente
(cribado virtual); o la optimizacion de aquellos productos que ya han sido seleccionados
como hits o leads para mejorar sus caracteristicas farmacologicas y reducir efectos
adversos. Para ello, hacen uso de datos estructurales de ligandos eficaces, de receptores
u otras macromoléculas con importancia fisiopatoldgica, de las caracteristicas de los
compuestos con propiedades tipo farmacos, o del estudio del acoplamiento molecular con
la diana investigada (docking molecular) (142). De hecho, una vez se ha validado una
diana en una determinada patologia, se determina su estructura tridimensional por
cristalografia de rayos X y por resonancia magnética nuclear, y se almacena en bases de
datos abiertas. Esto permite disefiar compuestos de novo, utilizando los sitios de union de
las enzimas para sintetizar las moléculas mejorando las interacciones ligando-diana (142);
o utilizar el acoplamiento molecular para determinar la mejor conformacién entre las dos
moléculas, receptor y ligando. En el caso de utilizar programas informaticos que
determinen las posibles posiciones entre el receptor y el ligando, las interacciones
moleculares se califican segun sus resultados en valores de docking score (143).

Por otra parte, es importante destacar que también ha habido grandes avances en

las técnicas biomédicas desemperfiadas en la estrategia PDD, que suponen una mejora de
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las herramientas y, por tanto, de los resultados obtenidos en el descubrimiento de
farmacos (124, 125). Algunos casos incluyen la utilizacién de cultivos celulares méas
complejos capaces de simular contextos biologicos propios de los organismos como: los
co-cultivos que constan de mas de un tipo celular permitiendo el estudio de sus
interacciones; los cultivos celulares en tres dimensiones (3D); o la posibilidad de
mantener cultivos primarios in vitro de manera mas eficaz (144). En los ultimos afios, la
aplicacion de cultivos celulares en 3D, empleando placas de baja adhesion, ha supuesto
una forma sencilla de crear esferoides que imitan las condiciones fisiologicas de forma
mas precisa que la utilizada en cultivos tradicionales (2D), y que representan una ventaja
a la hora de seleccionar compuestos con una mejor aplicacion a la clinica (146).

La combinacion de ambas estrategias (PDD y TDD), asistida por estudios
computacionales ha permitido el descubrimiento de numerosos compuestos donde la
diana es identificada a posteriori (137). Tal es el caso del E7070, una sulfonamida que se
ha investigado en ensayos clinicos como tratamiento frente al céncer colorrectal
metastasico (147) y frente a la leucemia mieloide aguda refractaria (148) con resultados
interesantes. Este producto demostro su eficacia en ensayos fenotipicos y seguidamente,
se identifico su diana (malato citosolico deshidrogenasa) en ensayos de cromatografia de
afinidad (149). También el ezetimibe, un inhibidor del transportador de esteroles, fue
descubierto utilizando ensayos fenotipicos como aproximacion inicial y actualmente se
emplea en la reduccion del colesterol de baja densidad o LDL-c (low-density lipoprotein
cholesterol) en pacientes con hipercolesterolemia (150). Asimismo, otro compuesto que
se descubrié con dicha combinacién de estrategias es el FK506 o tacrolimus, un
inmunosupresor eficaz utilizado ante el rechazo inmunolégico producido después del
trasplante de 6rganos (151). En este caso, su diana (FKBP12) fue descubierta por mRNA
display, técnica que aplica la afinidad de union entre transcritos de interés y la molécula
de estudio, identificando las proteinas a las que se une el compuesto activo investigado
(152). Estos son solo algunos ejemplos que ilustran los beneficios de esta metodologia
para la blsqueda de nuevos compuestos activos con propiedades farmacoldgicas

interesantes.
5.2. Etapas del descubrimiento de farmacos

El descubrimiento de farmacos hoy en dia sigue siendo un proceso largo y de alto
coste economico que requiere de la colaboracion interdisciplinar. En este sentido, se

estima que se criban 10.000 compuestos en la fase de descubrimiento por cada compuesto
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que llega al mercado, y, de media, se tarda entre 10-15 afios en conseguirlo (153). El
proceso de desarrollo de farmacos puede subdividirse en 3 fases principales:
descubrimiento del farmaco; desarrollo preclinico y desarrollo clinico.

En la primera fase, se identifica una necesidad médica sin resolver, se buscan
dianas potenciales asociadas con la enfermedad, se estudia su funcionamiento patologico
y su potencial terapéutico (154). Posteriormente, se ensayan una serie de compuestos
quimicos llamados hits, que son de interés por sus caracteristicas observadas en estudios
in silico, bioquimicos o de afinidad (155). A partir de los hits se obtienen los “cabeza de
serie” o leads en una etapa de gran importancia llamada hit-to-lead, cuyos compuestos
resultantes tienen una actividad bioldgica conocida y estdn sujetos a optimizacion
estructural (lead optimization). De esta forma, se pueden obtener compuestos con mejores
caracteristicas farmacocinéticas y farmacodinamicas (154). En la segunda fase, se
desarrollan una amplia variedad de estudios in vitro e in vivo, que analizan la toxicidad,
la farmacocinética y farmacodinamica asi como la formulacion o la biodisponibilidad del
producto (153,154). En la tercera fase, existe una estricta regulacién normativa, pues son
estudios realizados en humanos (voluntarios sanos y pacientes). Esta fase se subdivide a
su vez en 3 etapas, en las que va aumentando progresivamente el nimero de individuos y
el tiempo implicado en los estudios. En general se evalta la eficacia del farmaco, los
posibles efectos secundarios y la seguridad del tratamiento (153,154). Estas tres fases no
tienen por qué realizarse de manera sucesiva, si no que normalmente se superponen
(Figura 22).
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Figura 22. Etapas del desarrollo de farmacos. Adaptada de Ritter et al. 2014 (154).
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5.3. Estrategias de cribado de quimiotecas de compuestos naturales

Los procesos actuales que conducen a la identificacion de nuevos leads incluyen
una serie de nuevas tecnologias como la bioinformética, la quimica combinatoria y el
cribado de alto rendimiento (HTS). La utilizacién de dichas herramientas permite obtener
NMEs que llegan al mercado en un tiempo mas corto que antes de su implantacion. El
propio método HTS ha evolucionado extremadamente desde sus inicios hasta la
actualidad.

En sus comienzos, el cribado se realizaba con técnicas manuales y se analizaban
unos 100 compuestos por semana. En cambio, actualmente, se pueden cribar unos 10.000
compuestos al dia con técnicas mecanizadas (156). El proceso de HTS consiste en ensayar
los compuestos de una quimioteca sobre sistemas bioldgicos, se seleccionan los hits que
deben ser validados por métodos bioquimicos o biofisicos independientes, y son
optimizados para funcionar como candidatos a farmacos (136). La validacion de los hits
se realiza aumentando la complejidad de los sistemas que contienen la diana, como por
ejemplo con la utilizacion de modelos celulares y animales. Se podria considerar que la
validacion mas completa ocurre cuando en un contexto patoldgico, la modificacion de la
diana por el compuesto da lugar a la reversion de los sintomas clinicos (157).

Los compuestos naturales han supuesto la fuente principal de los farmacos
utilizados por los humanos en el pasado, y contintan generando grandes aportes al
descubrimiento de farmacos actual (156). Tradicionalmente los compuestos naturales han
tenido una alta tasa de éxito como hits en los ensayos HTS, siendo en 1990 el 80% de los
farmacos nuevos derivados de PN. Por otro lado, descubrir y aplicar compuestos naturales
representa un proceso caro, largo y laborioso (135). De hecho, aun representan una fuente
de descubrimiento, ya que se estima que s6lo se ha investigado la actividad biolégica del
15% de las plantas superiores, y un porcentaje aun menor de especies bacterianas y
marinas (158). El triunfo de los PN como “guias estructurales” para el desarrollo de
guimiotecas no es un hecho sorprendente si se tiene en cuenta que son resultado de afios
de seleccion y evolucion de su actividad biologica y que, por tanto, tienen gran
probabilidad de unirse con alta afinidad a dianas proteicas en el organismo (159).

5.4. Estrategias de sintesis de compuestos

A pesar de las ventajas que proporcionan los PN, la complejidad de sus estructuras

y su disponibilidad generan problemas para su aislamiento, identificacion y sintesis. Estas
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limitaciones son afrontadas por la quimica organica mediante la aplicacion de ciertas
estrategias de sintesis capaces de generar complejidad estructural (160).

Entre estas estrategias se encuentra la Sintesis Orientada a la Diversidad (DOS,
Diversity-Oriented Synthesis) que se centra en la obtencion de esqueletos moleculares
variados y complejos mediante la investigacion de amplias areas del espacio quimico.
Esta diversidad estructural suele traducirse en una diversidad funcional, que genera
productos bioldgicamente activos capaces de modular macromoléculas en organismos
vivos (161).

La Sintesis Orientada Biologicamente (BIOS, Biology-Oriented Synthesis)
combina la conservacion estructural y la diversidad hallada en los PN. Para ello emplea
una clasificacion jerarquica de los compuestos bioactivos segun su relacion estructura-
bioactividad, y agrupa los esqueletos de cada tipo de moléculas activas como puntos de
partida para la sintesis de colecciones de compuestos con la diversidad como punto
esencial (162).

En la actualidad, con el fin de aumentar la diversidad molecular dentro del espacio
bioldgico, hay una clara disposicion a utilizar la estrategia llamada Sintesis Orientada a
la Diversidad basada en el uso de estructuras privilegiadas (p-DOS, Privileged
Substructure-based Diversity Oriented Synthesis). Como su nombre indica, se centra en
la diversidad estructural utilizando estructuras privilegiadas. La definicion de estructuras
privilegiadas se refiere a estructuras moleculares capaces de interaccionar con numerosas
dianas bioldgicas ademéas de ser recurrentes en quimiotecas que poseen interesantes
propiedades farmacoldgicas (163).

Algunos ejemplos de dichas estructuras privilegiadas son los triazoles,
benzopiranos, isoxazoles o las quinonas, que han sido destacados repetidamente por sus
actividades biologicas. Normalmente se trata de estructuras con un equilibrio apropiado
entre flexibilidad y rigidez, sumado a la posesién de grupos funcionales en una
disposicion conveniente (160).

Para la aplicacion de estas estrategias se utilizan herramientas de sintesis capaces
de generar complejidad estructural, que se relaciona con la probabilidad de interaccionar
con proteinas y con la especificidad de accion. Dentro de estas herramientas podemos
distinguir las reacciones multicomponentes y las reacciones domino (164).

Las reacciones domind surgen en un intento de desarrollar procesos quimicos mas
respetuosos con el medio ambiente, mas eficientes y con menor generacién de residuos.

Normalmente la sintesis de compuestos quimicos organicos requiere de la formacién de
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enlaces de la molécula de forma individual en cada etapa. Sin embargo, en las reacciones
domind se forman varios enlaces en una sola secuencia sin necesidad de aislar
intermediarios, cambiar las condiciones de la reaccion o afiadir reactivos. De esta forma,
se consigue una estrategia de sintesis eficaz ecologica y economicamente (165).

Las reacciones multicomponente requieren de al menos tres reactivos, de los
cuales, la mayoria de sus atomos son incorporados al producto final de la reaccion. Un
subgrupo de reacciones multicomponente se consideran reacciones domind, pero también
pueden realizarse de manera secuencial, donde el orden de las reacciones es fundamental

para la obtencién de un producto adecuado (164).
5.5. Productos naturales como fuente de compuestos con actividad antitumoral

Como ya se ha comentado anteriormente, los extractos vegetales se han utilizado
como tratamientos contra diversas enfermedades humanas desde la antigiedad, y el
cancer no es una excepcion. Los indios americanos utilizaban extractos de la raiz
Podophyllum peltatum como tratamiento eficaz contra el cancer de piel. Los principales
constituyentes de ese extracto se Ilamaron podofilinas, que incluyen al etoposido y al
teniposido. Asimismo, la planta Vinca rosea era utilizada como agente hipoglucemiante
sin mucho éxito, hasta que afios después se aislaron de ella la vinblastina y la vincristina
con actividades citotoxicas muy potentes.

Estos hallazgos fueron decisivos para que en 1960-1982 el Instituto Nacional del
Cancer (NCI) desarrollase un programa de cribado de agentes antitumorales procedentes
de 35.000 muestras de plantas frente a lineas celulares de leucemia. ElI farmaco mas
importante que surgio de este programa fue el paclitaxel (taxol) obtenido de la corteza del
tejo del Pacifico (Taxus brevifolia). En 1985 se inicia otro programa en el que se estudian
extractos de plantas, animales y microorganismos (presencia importante de origen
marino) frente a 60 lineas celares de tumores solidos y leucemias. Los mecanismos de
accion asociados a estos compuestos variaban desde inhibidores de topoisomerasa I
(camptotecina), estabilizadores (taxol) o desestabilizadores de microtibulos (vincristina
y vinblastina), generadores de radicales libres (doxorrubicina y daunorubicina), entre
otros (166).

La industria farmacéutica ha conseguido aprovechar las ventajas inherentes a los
PN sin necesidad de aislarlos directamente de sus nichos ecologicos. Asi, del total de
farmacos aprobados para el tratamiento del cancer a nivel mundial, una mayoria son PN

0 compuestos inspirados en ellos. En el periodo transcurrido entre 1946-1980 se
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aprobaron 75 NME de las cuales, el 53,3% eran PN o derivados de ellos. En el rango de
tiempo transcurrido entre 1981-2019 se han aprobado 185 NME, de los cuales el 33,5%
son de origen natural, sin embargo, si se incorporan los compuestos sintéticos con
farmacaéforos de PN o compuestos que imitan a los PN, el porcentaje asciende a un 64,9%
(167) (Figura 23).
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Figura 23. Graéfico que representa los porcentajes de nuevas entidades moleculares (NME) aprobadas
contra el cancer en el periodo 1980-2019 a nivel mundial. La leyenda representa, N: producto natural
inalterado; NB: Farmaco boténico; ND: derivado de producto natural (PN); S: farmaco sintético; S*:
farmaco sintético con farmacoforo de PN; /NM: imita a un PN. Adaptada de Newman et al. 2020 (167).
Dentro del periodo 1980-2019, se han aprobado una serie de farmacos derivados
de PN destacables. EI Aplidin, un PN marino inalterado desarrollado por la empresa
espafnola PharmaMar SA (168), ha sido aprobado a finales de 2018 para el tratamiento de
MM en Australia, aunque fue rechazado por la EMA para la misma indicacion. También
se ha conseguido la aprobacion de la FDA del primer derivado de Estaurosporina,
Midostaurina, como inhibidor de FLT3 en 2017. Ademas, en estos Gltimos afios, se han
aprobado 21 inhibidores de quinasas que se categorizan como sintéticos pero que

mimetizan PN (por ejemplo inhibidores competitivos de ATP) (167).
5.5.1. Naftoquinonas y sus derivados e hibridos

Las quinonas son un grupo de compuestos quimicos organicos de alta reactividad
que se distribuyen ampliamente en la naturaleza. Debido a sus propiedades quimicas,

pueden interaccionar con dianas bioldgicas formando uniones covalentes con ellas y
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actuando como agentes de transferencia de electrones en reacciones de oxidacion-
reduccion (redox) (169,170). Por tanto, las quinonas realizan funciones vitales en la
produccion bioquimica de energia con una participacion directa en la cadena respiratoria
de las celulas, lo que explica su ubiquidad (170).

Las quinonas naturales y sus analogos sintéticos poseen numerosas actividades
bioldgicas que han sido extensamente estudiadas. Por ejemplo, los antibi6ticos tipo
antraciclinas, obtenidos a partir de microorganismos (daunorrubicina, doxorrubicina o
idarrubicina); bleomicinas; dactinomicina o mitomicina C son quinonas que se han
utilizado en la clinica como quimioterapia contra el cancer (170). Dentro de las quinonas,
el grupo més abundante encontrado en la naturaleza son las naftoquinonas, con multitud
de actividades bioldgicas asociadas de gran interés. Entre ellas destacan la actividad
antibacteriana, antifingica, antiinflamatoria, antitrombotica, antialérgicay antiviral (171)
que las convierte en estructuras privilegiadas segun la quimica médica.

Algunas naftoquinonas de origen natural con propiedades farmacol6gicas
conocidas son la lawsona, la plumbagina, el lapachol, la juglona o la shikonina. Estas se
han utilizado como modelos a partir de los cuales se realizan modificaciones estructurales
que pueden dar lugar a nuevos compuestos con propiedades fisico-quimicas mejoradas
pero con mecanismos de accion similares (172). La shikonina, por ejemplo, actta sobre
varias dianas implicadas en la génesis del cancer como pueden ser p53 y BAX (173). En
el caso de la plumbagina, la mayoria de sus dianas estan relacionadas con la sefializacién
redox, por ejemplo, MAPK, tiorredoxina reductasa y glutation reductasa (174). Aunque
también se ha observado que inhibe la fosforilacion de STAT3 en células de cancer
gastrico. Asimismo, derivados de naftoquinona sintetizados segin un compuesto lider
(STA-21) que inhibe el motivo SH2 de STAT3, mantienen esta capacidad inhibitoria y
suprimen la proliferacion de células cancerigenas de prostata (DU-145) y de colon (HT-
29) (171). Por su parte, el B-lapachol se ha relacionado con la inhibicion de las enzimas
ADN topoisomerasa | y 1l (175). Este compuesto se esta investigando como tratamiento
en ensayos clinicos de cancer pancreatico, leiomiosarcoma y carcinoma de células
escamosas de cabezay cuello. Las antraciclinas son derivadas de 1,4-naftoquinonas y son
eficaces frente a un amplio espectro de tumores que incluye leucemia, linfomas, cancer
ovarico, cancer de mama, cancer de vejiga y cancer de pulmén. Sus mecanismos
moleculares las definen como inhibidores de topoisomerasa 11, agentes intercalantes de

ADN vy generadores de ROS. Aungue poseen un potente efecto antitumoral, también se
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asocian con cardiotoxicidad irreversible, que en parte se explica por los altos niveles de
topoisomerasa IIf} que se encuentran en los tejidos cardiacos (176).

Las pironas son compuestos de origen natural que pueden ser sintetizadas por
microorganismos, plantas y hongos como metabolitos secundarios. La mayoria de pironas
se asocia con una amplia gama de actividades bioldgicas como citotoxicidad,
fitotoxicidad, antioxidante, antialérgica, antimicrobiana o anticolinesterasa (177). En lo
que respecta a su accion antitumoral, encontramos diversidad de ejemplos. Por un lado,
se han descrito y-pironas extraidas de la corteza del arbol Artocarpus communis que
muestran citotoxicidad frente a células de leucemia (178) o hepatocarcinoma (179).
Ademaés, se han descubierto nuevos derivados de pirona aislados del hongo endoéfito de
manglares Aspergillus sydowii con capacidad de reducir la viabilidad celular de una linea
de cancer de prostata e incluso reducir la generacion de éxido nitrico (NO, nitric oxide)
por parte de células RAW 246.7 estimuladas con LPS (180). Otro estudio interesante
encontrd que o-pironas aisladas de extractos de Streptomyces sp. aumentaban
sensibilidad al tamoxifeno en células de cancer de mama resistentes al mismo (MCF-
7/TamR) (181).

La experiencia de nuestro grupo de investigacion en esta materia se basa en el
descubrimiento de nuevos derivados o hibridos de naftoquinonas con alta efectividad
antitumoral contra células humanas de LMC, asociada a una inhibicion del tindem de
sefializacion BCR-ABL1/STAT5. Como se ha explicado, este eje de sefializacion es
responsable de la generacion de ROS en la progresion de la LMC, de la evasion de la
apoptosis, y de la generacion de proliferacién descontrolada. Asi, los mecanismos de
accion antitumorales descritos para las naftoquinonas como la generacién de ROS o la
inhibicién de la sefializacion proinflamatoria del ambiente tumoral (p. ej. STAT3), los
convierten en agentes farmacoldgicos de alto interés como punto de partida de los

estudios preclinicos elaborados en el presente trabajo.
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Il. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Las neoplasias hematoldgicas (NH) son un conjunto de enfermedades
frecuentemente diagnosticadas a nivel mundial que, a pesar de ser punteras en cuanto a
innovacion biomédica, aln requieren de nuevas opciones terapéuticas que limiten la
generacion de resistencia, recaida o toxicidad en los pacientes. Por su parte, el
descubrimiento de farmacos a nivel preclinico implica el cribado in vitro de una gran
cantidad de moléculas de pequefio tamafio, frecuentemente sintetizadas en base a
productos naturales con actividad bioldgica. Actualmente, la aplicacion de una estrategia
combinada que investigue el efecto fenotipico que causan los compuestos en modelos
celulares patoldgicos, seguido de una posterior busqueda de sus dianas, se considera un
método con alta tasa de traslacion a la clinica. Por esta razon, la hipotesis de partida de
esta tesis doctoral es que la combinacion de la estrategia de descubrimiento de farmacos
basada en el fenotipo (PDD), y la estrategia basada en la diana (TDD) podria conducir al
descubrimiento de moléculas originales que posean actividad antitumoral eficaz y
mecanismos de accion novedosos en el contexto de las NH. En concreto, el objetivo
general de este trabajo es la seleccion de un compuesto con actividad antitumoral eficaz
y adecuadas propiedades farmacoldgicas mediante la investigacion in vitro de
quimiotecas con alta diversidad estructural frente a modelos celulares de NH humanas.
Para alcanzar este objetivo general, se enumeran a continuacion los objetivos especificos

de la presente tesis doctoral:

1. Cribado farmacol6gico de quimiotecas de compuestos con estructuras quimicas
privilegiadas en lineas celulares de NH con dianas terapéuticas conocidas
mediante la estrategia PDD.

2. Seleccién del compuesto quimico con el efecto antitumoral més potente que retina
cualidades farmacoldgicas adecuadas en base a estudios predictivos ADME in
silico y de acoplamiento molecular con dianas de interés en las NH.

3. Identificacion experimental de potenciales dianas y mecanismos de accion del
compuesto seleccionado en el modelo patoldgico que muestre mayor sensibilidad.

4. Analisis de la toxicidad del compuesto in vitro e in vivo (ensayos de toxicidad
aguda y sub-cronica).

5. Estudio de la combinacion del compuesto seleccionado y el tratamiento de
primera linea de la enfermedad para determinar la posible potenciacién del efecto

antitumoral.

69



Il. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

6. Determinacion de la capacidad del compuesto para superar los mecanismos de

resistencia al tratamiento convencional de la NH en estudio.
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I1l. MATERIAL Y METODOS

1. Modelos celulares

En este proyecto se han utilizado lineas celulares establecidas, en su mayoria
comerciales (ATCC, American Type Culture Collection), y células humanas
mononucleares aisladas de sangre periférica (PBMCs) que se presentan a continuacion
clasificadas segun el objetivo de estudio.

Los medios de cultivo y suplementos fueron adquiridos de las casas comerciales
Corning (NY, EE. UU.), Lonza (Basilea, Suiza) y Biowest (Nuaillé, Francia). El material
plastico para cultivo celular como flasks T75, placas de 96 pocillos y placas de cultivo de
100 mm, fue obtenido de las casas comerciales NUNC (Waltham, EE. UU.) o BD Falcon
(Hainesport, EE. UU.).

1.1. Lineas celulares empleadas en el cribado de series quimicas

Los estudios de cribado de las series quimicas se realizaron en las siguientes lineas
celulares establecidas que representan modelos de investigacion de cancer hematologico
con anormalidades citogenéticas conocidas:

-La linea K562, es un modelo de leucemia mieloide crénica (LMC) con expresion génica
y proteica de BCR-ABLI1, resultado de una translocacion cromosomica reciproca
t(9,22)(934;q11)(103). Fue establecida por Lozzio et al. a partir de muestras de derrame
pleural de una mujer de 53 afios con LMC en crisis blastica (182).

-La linea HEL, proviene de células de eritroleucemia positivas para la mutacion
JAK2V817F(183), y fue establecida por Martin et al. a partir de una muestra de médula 6sea
de un vardn de 30 afios (184).

-La linea HL60 es un modelo de leucemia promielocitica aguda con reagrupamientos
cromosomicos complejos que implican especialmente a los cromosomas 5, 7 'y 16 (185).
Fue establecida en 1977 por Collins et al. a partir de leucocitos de sangre periférica de

una mujer de 36 afos (186).

1.2. Lineas celulares empleadas en el estudio de la actividad antitumoral del
compuesto seleccionado

Los ensayos que determinaron la actividad antitumoral del compuesto elegido tras

el cribado, asi como su selectividad antileucémica, se citan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Lineas celulares tumorales, etiologia, origen y medio de cultivo para su
mantenimiento.

Tipo Linea Enfermedad Origen Medio de cultivo
K562 Leucemia mieloide cronica Humano RPMI-1640
9 AR230 Leucemia mieloide cronica Humano RPMI-1640
:‘_g,’ MOLM-13 Leucemia mieloide aguda Humano RPMI-1640
g HL60 Leucemia promielocitica aguda Humano RPMI-1640
% HEL92.1.7 Eritroleucemia Humano RPMI-1640
5 MV4.11 Leucemia mieloide aguda Humano RPMI-1640
JURKAT Leucemia linfoide aguda Humano RPMI-1640
- BT-549 Adenocarcinoma de mama Humano RPMI-1640
E-,v MDA-MB-231 Adenocarcinoma de mama Humano DMEM
% MCF7 Adenocarcinoma de mama Humano RPMI-1640
E HS-578T Adenocarcinoma de mama Humano DMEM
®
é SKBR3 Adenocarcinoma de mama Humano McCoy's 5A
o ISHIKAWA Adenocarcinoma endometrial Humano MEM

Los medios de cultivo de estas lineas celulares se suplementaron con 10% Suero
Fetal Bovino (FBS), 2mM L-Glutaminay 1% Penicilina/Estreptomicina (PEST); ademas,
las lineas BT-549 y MCF-7 requirieron de suplementacion adicional con 1mM piruvato
sodico (NaPyr) y 10mM HEPES.

1.3. Células empleadas para estudios de toxicidad in vitro

El estudio de la toxicidad asociada al compuesto se llevd a cabo en las lineas

celulares no tumorales que se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Células no tumorales utilizadas en ensayos de toxicidad in vitro, origen y medio
utilizado para su mantenimiento.

Linea Modelo Origen Medio
PBMC Células mononulcllelares de sangre Humano RPMI-1640
periférica
Linfocitos EBV Linfocitos inmortalizados (EBV+) Humano RPMI-1640
RAW 264.7 Macréfagos (Abl-v +) Ratén (Balb/c) DMEM
hMSC-TERT e s Humano DMEM
(telomerasa recombinante+)
MCF10A Epitelio de glandula mamaria Humano MEBM
Vero Células epiteliales de rifion Mong verde DMEM
africano

El medio en que se cultivaron las células citadas en la Tabla 4 se suplemento con
10% FBS, L-Glutamina 2mM, PEST; a excepcidn de los linfocitos EBV que requieren
de una suplementacion con 20% de FBS, las hMSC-TERT que se crecieron en medio
DMEM bajo en glucosa con suplemento de 10% FBS inactivado por calor (30 minutos a
56 °C), y las MCF10A que requieren la adicion de factores de crecimiento para cultivos

primarios (SingleQuots de Lonza, Basilea, Suiza).
1.3.1 Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica

Las PBMCs se aislaron de sangre de donantes sanos siguiendo el método descrito
por Boyum en 1968 (187). Se trata de la técnica de Isopaque-Ficoll que permite la
separacion de linfocitos por gradiente de densidad aprovechando las diferencias en
tamafio y densidad de las células sanguineas, lo cual afecta a su velocidad de
sedimentacion (188) (Figura 24).

Para la separacion de los linfocitos, la sangre tratada con anticoagulante (EDTA)
se diluyo en un volumen igual de solucién salina y se afiadié sobre la solucion Ficoll-
Paque PLUS (Amersham Biosciences, Reino Unido) evitando su mezcla en un tubo de
centrifuga. La centrifugacion de los tubos a temperatura ambiente (400 g, 30 minutos)
permitio la separacion en capas de las células, ya que los eritrocitos y los granulocitos se
agregan y atraviesan la capa de Ficoll-Paque PLUS, mientras que los linfocitos, los
monocitos y las plaquetas quedan en la interfase entre el Ficoll y las capas de muestra

sanguinea. La capa de la interfase se recogio cuidadosamente y se lavé dos veces con
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medio o solucion salina para retirar las plaquetas, la solucion de Ficoll y el plasma,
mediante centrifugaciones de 10 minutos a temperatura ambiente. De esta manera, se
obtuvo una cantidad concentrada de linfocitos con alta viabilidad, que fueron contados

para su posterior siembra y tratamiento en ensayos de metabolizacion mitocondrial.

-

Centrifugation
> plasma

H lymphocytes, monocytes, platelets
Ficoll-Paque PLUS

Ficoll-Paque PLUS ' granulocytes, erythrocytes

Figura 24. Protocolo de aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Tomada
de Bharadwaj et al. (2012) (188).

Blood

1.4. Lineas celulares empleadas en el estudio de la actividad transcripcional
dependiente de STATs

La determinacion de los efectos del compuesto en la modulacién de la actividad
transcripcional dependiente de STATS5 y STAT3 fue determinada en las células

comerciales de Abeomics (CA, EE. UU.) que se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Lineas celulares utilizadas en ensayos de actividad transcripcional de STATs, origen y
medio de cultivo para su mantenimiento.

Linea Modelo Origen Medio
“ (TM) H . .
BalF3 STAT5 Leeporter lLult’:lferase L|nf00|to,s Bde RPMI-1640
Reporter cell line (Ratén)
Células
u (TM) i
HEK293 STATS Leeporter ™ Luciferase embrionarias de DMEM

Reporter cell ling” .
P rifion (Humano)

Las células Ba/F3 se mantuvieron en medio “RPMI high glucose (HG)” con 10%
FBS inactivado (30 minutos a 56°C), NaPyr 1 mM, HEPES 10 mM, 1% PEST, 5 ng/ml
de Interleucina-3 murina (mIL-3) y 3 pg/ml de Puromicina. Las células HEK293 se
cultivaron en medio DMEM HG con 10% FBS inactivado (30 minutos a 56°C), L-
Glutamina 2mM, piruvato de sodio 1 mM, 1% PEST, 3 pg/ml de Puromicina. La mIL3
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para BaF3y la puromicina para ambas lineas se renovaron cada 2-3 dias en cada pase.
1.5. Linea celular empleada en el estudio de sinergia e influencia del nicho tumoral

El estudio de sinergia entre el IM y el compuesto, asi como de la influencia del

nicho tumoral, se llevo a cabo en las células que se citan en la Tabla 6.

Tabla 6. Células usadas para ensayos de sinergia y para ensayos de influencia del nicho
celular, origen y medio de cultivo de mantenimiento.

Linea Modelo Origen Medio

K562-GFP+ Leucemia mieloide crénica Humana RPMI-1640

Células Mesenquimales

. Humano DMEM
(telomerasa recombinante +)

hMSC-TERT

Las células K562-GFP+, que expresan de manera estable la green fluorescent
protein (GFP) bajo el control del promotor elongation factor l-alpha (EF1- a), se
mantuvieron de igual forma que sus células parentales (K562) pero con la adicion del

antibiotico de seleccion puromicina (0,5 pg/ml) en el medio de cultivo cada 2-3 dias.
1.6. Lineas celulares utilizadas en el estudio de resistencia a IM

Los experimentos que permitieron investigar la actividad antitumoral del
compuesto seleccionado sobre células resistentes a imatinib (IM) se llevaron a cabo con

los modelos celulares que se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Células sensibles y resistentes a IM utilizadas en los ensayos de estudio de resistencia,
origen, medio de cultivo para mantenimiento de células y mecanismo reconocido de generacion
de resistencia.

Linea Modelo Origen Medio Resistencia a IM
K562 Leucemia mieloide - na RPMI-1640 No presente
cronica
K562-R Leucemlla lmleI0|de Humana  RPMI-1640 Sobreexp_resmn de Src
crénica quinasas
AR-230 Leucemia mieloide ) ona | RPMI1640 No presente
crénica
AR230-R Leucemlla lmleI0|de Humana  RPMI-1640 Sobreexpresion de BCR-
cronica ABL1
KmycBT3151 Leuce:r‘(';ir:;e'o'de Humana ~RPMI-1640 = mutacién BCR-ABL1 T8
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Todas las lineas se crecieron con 10% FBS, Glutamina 2mM y 1% PEST.
Ademaés, al medio de cultivo de las células K562-R y AR230-R se le afiadio IM (1 uM),
renovandose cada 2-3 dias en cada pase.

2. Series quimicas investigadas

En este apartado se describen las caracteristicas principales de las quimiotecas que
fueron examinadas en el cribado para el descubrimiento de nuevas entidades con
actividad antileucémica. La sintesis de los compuestos se realizd en el Instituto
Universitario de Bio-Orgéanica Antonio Gonzéalez (IUBO), de la Universidad de La
Laguna (ULL) en el laboratorio de la Dra. Ana Estévez Braun.

Para todos los compuestos estudiados se partié de una forma liofilizada que fue
disuelta cuidadosamente en dimetilsulfoxido (DMSQO) con el volumen preciso para
obtener una concentracion del stock de 50 mM. Posteriormente, todas esas soluciones

stock fueron conservadas a -20 °C hasta su utilizacion experimental.
2. 1. Complejos metalicos con chalconas y lapachol

Esta quimioteca se compone de 31 compuestos que son complejos formados por
ligandos tipo chalconas o quinonas y metales como el cobre (Cu), el cobalto (Co), el zinc
(Zn) y el manganeso (Mn). Las chalconas son cetonas aromaticas o, B-insaturadas que
han sido asociadas con actividades antimicrobianas y citotdxicas (8). El lapachol (Figura

25), es una naftoquinona de origen natural con amplias actividades biol6gicas reconocidas

9).

= Figura 25. Estructura quimica del lapachol,
compuesto quimico que se extrae de la corteza de
O‘ arboles de la familia Bignonaceae. (PubChem CID
OH 3884).

Lapachol O

Por su parte, los complejos metalicos son capaces de mejorar la eficacia de las
moléculas utilizadas como farmacos, y concretamente, en el caso de las naftoquinonas,
esta asociacion permite modular su actividad biologica (9,10). Un subgrupo de
compuestos fue analizado en las lineas hematoldgicas K562, HEL y HL60 (Tabla 8).
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Tabla 8. Primer subgrupo de la serie quimica “complejos metalicos con
chalconas y lapachol”.

CANTIDAD

ID PM 7] [mM] DMSO (pL)
NQ 268,07 5,10 50 380,50
NQCu(1) 633,7 4,40 50 138,87
NQNi(1) 628,69 4,00 50 127,25
NQZn(1) 635,39 5,20 50 163,68
NQMn(1) 624,94 5,00 50 160,02
NQCo(1) 633,54 4,50 50 142,06
NQCu(2) 597,68 4,60 50 153,93
Cuphen 778,28 4,00 50 102,79
Niphen 775,04 3,30 50 85,16
Znphen 781,62 3,80 50 97,23
Mnphen 789,16 3,40 50 86,17
Cophen 775,28 4,10 50 105,77
JG-1 256,25 3,80 50 296,59
JG-2 268,26 2,90 50 216,21
JG-3 254,24 2,50 50 196,66
JG-4 270,24 1,50 50 111,01

ID: identificacién de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos;
Cantidad: peso de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracion milimolar;
DMSO (ul): volumen en microlitros de dimetilsulfoxido utilizado para ajustar la
concentracion de los compuestos.
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El segundo subgrupo, se examino en células de eritroleucemia (HEL) (Tabla 9).

Tabla 9. Segundo subgrupo de la serie quimica “complejos metalicos con
chalconas y lapachol”.

ID PM CA:‘T];?AD [mM] DMSO (L)
T-CH1-Cu 526,00 1,50 50 57,03
CH6-Cu 727,88 6,10 50 167,61
CH2-Cu 491,50 5,40 30 439,47
CH6-Ru 640,53 6,90 50 215,45
CH3-Cuphen 474,03 6,60 50 278,46
CH2-Ru 527,49 1,60 50 60,66
Cu-Lap 727,00 9,10 50 250,34
Co-Lap 947,78 2,50 50 52,75
[Cu(phen)(lap)2:CH2CI2 = 727,00 4,20 50 115,54
CH8-Cu 580,00 2,80 50 96,55
CH10-Cu 635,10 6,60 50 207,84
CH9-Cu 571,50 9,70 50 339,46
Co-1 947,78 2,70 50 56,98
Co 947,78 28,00 50 590,85
CH3-Cu 524,10 6,50 50 248,04

ID: identificacion” de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos; Cantidad: peso
de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracién milimolar; DMSO (pl): volumen en
microlitros de dimetilsulféxido utilizado para ajustar la concentracién de los compuestos.

2. 2. Espirodimeros

Esta quimioteca se compone de 47 compuestos tipo “espiro”. Un compuesto
“espiro” es un compuesto quimico, normalmente organico, que presenta una estructura

de dos 0 mas anillos que estan unidos por un &tomo comun (Figura 26).
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Figura 26. Estructura quimica general de los
compuestos de la serie “espirodimeros”.
(Elaborada por el grupo QUIBIONAT, ULL).

Estos compuestos son a su vez derivados de la indanona-1 (Figura 27), compuesto
de origen sintético y que posee numerosas cualidades valiosas para la medicina, la
agricultura o la sintesis de compuestos naturales. Entre las actividades bioldgicas de las
1-Indanona y sus derivados destacan la antivirica, antiinflamatoria, analgésica,

antimalarica, antibacteriana y anticancerigena (189).

O

Figura 27. Estructura quimica de la 1-
Indanona. PubChem CID 6735.

1-Indanona

En la Tabla 10, se encuentran las caracteristicas que se tuvieron en cuenta para la

disolucién de los compuestos y posterior utilizacién experimental.

Tabla 10. Serie quimica “Espirodimeros”.

ID PM ol [mM] DMSO (L)
(mg)
SP-1 440 5,50 50 250,00
SP-2 468 5,10 50 217,95
SP-3 524 4,20 50 160,31
SP-4 500 4,60 50 184,00
SP-5 476 4,60 50 193,28
SP-6 476 4,30 50 180,67
SP-7 476 3,80 50 159,66
SP-8 509 4,80 50 188,61
SP-9 598 4,70 50 157,19
SP-10 576 4,40 50 152,78
SP-11 560 4,40 50 157,14
SP-12 560 4,40 50 157,14
SP-13 530 4,30 50 162,26
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Tabla 10 (continuacion). Serie quimica “Espirodimeros”.

CANTIDAD

ID PM ma) [mM]  DMSO (pL)
SP-14 420 3,80 50 180,95
SP-15 490 4,60 50 187,76
SP-16 620 4,50 50 145,16
SP-17 536 4,80 50 179,10
SP-18 528 4,20 50 159,09
SP-19 620 3,90 50 125,81
SP-20 496 4,20 50 169,35
SP-21 418 3,60 50 172,25
SP-22 420 4,60 50 219,05
SP-23 526 4,30 10 817,49
SP-24 520 4,60 50 176,92
SP-25 552 5,10 50 184,78
SP-26 530 4,00 50 150,94
SP-27 452 5,00 50 221,24
SP-28 452 4,00 50 176,99
SP-29 668 3,70 50 110,78
SP-30 600 5,10 50 170,00
SP-31 542 3,20 50 118,08
SP-32 560 4,10 50 146,43
SP-33 472 4,20 50 177,97
SP-34 656 4,90 50 149,39
SP-35 442 4,50 50 203,62
SP-36 442 4,50 50 203,62
SP-37 442 4,70 50 212,67
SP-38 560 3,70 50 132,14
SP-39 718 3,80 50 105,85
SP-40 620 5,00 50 161,29
SP-41 500 3,60 50 144,00
SP-42 658 4,20 50 127,66
SP-43 560 4,60 50 164,29
SP-44 598 4,60 50 153,85
SP-45 756 4,60 50 121,69
SP-46 658 3,70 50 112,46
SP-47 504 3,70 50 146,83

ID: identificaciéon” de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos;
Cantidad: peso de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracién milimolar;
DMSO (pl): volumen en microlitros de dimetilsulféxido utilizado para ajustar la
concentracion de los compuestos.
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2.3. Derivados de Embelina fusionados a nucleos tipo pirazol o acridina

Esta serie quimica se compone de 70 derivados nitrogenados de embelina (Figura
28), una molécula de origen natural tipo quinona con actividad antiinflamatoria y
anticancerigena (190). El primer subgrupo de estos compuestos (PMA-P), ademas
contienen un nucleo de pirazol fusionado al anillo de dihidropiridina. Los pirazoles son
grupos que se encuentran en menor medida en la naturaleza y que se asocian con
actividades antimicrobianas, antiviricas, antiinflamatorias o antitumorales (191). El
segundo subgrupo (PMA-ACc), son derivados tipo acridina en los que el anillo de
dihidropiridina esta fusionado a un anillo aromatico. Es interesante comentar que las
piridoacridinas tienen actividades biol6gicas importantes en la industria farmacoldgica,
como antibacteriana, antifingica, antiviral, antiparasitaria o insecticida, y de forma

destacada como antitumoral, concretamente contra lineas celulares de leucemia (192).

O
OH

Figura 28. Estructura quimica de la Embelina.
Es una para-benzoquinona natural que se aisla de

HO (CH2)10CH3 bayas secas de las plantas Embelia ribes.
0 PubChem CID 3218.

Embelina

La serie PMA-P se compone de 38 compuestos, cuyas caracteristicas principales

se recogen en la Tabla 11.

Tabla 11. Primer subgrupo de la serie quimica “Embelinas con ntcleo

pirazélico”.

ID PM CA:‘;;[))AD [mM] DMSO (pL)
PMA-P01 523,67 6,30 50 240,61
PMA-P02 513,63 4,30 50 167,44
PMA-P03 531,73 1,70 50 63,94
PMA-P04 567,67 5,30 50 186,73
PMA-P05 571,68 4,50 50 157,43
PMA-P06 541,66 4,40 50 162,46
PMA-P07 583,72 3,30 50 113,07
PMA-P08 602,56 4,70 50 156,00
PMA-P09 568,66 3,70 50 130,13
PMA-P10 558,11 5,50 50 197,09
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Tabla 11 (continuacién). Primer subgrupo de la serie quimica “Embelinas
con nticleo pirazdlico”.

ID PM CA?;I;AD [mM] DMSO (uL)
PMA-P11 503,68 3,10 50 123,09
PMA-P12 475,62 3,00 50 126,15
PMA-P13 529,71 2,00 50 75,51
PMA-P14 591,66 4,80 50 162,26
PMA-P15b 566,73 4,20 50 148,22
PMA-P16a 566,73 4,40 50 155,28
PMA-P16b 524,65 2,70 50 102,93
PMA-P17 541,66 3,80 50 140,31
PMA-P18 567,67 3,00 50 105,70
PMA-P19 581,70 4,80 50 165,03
PMA-P20 548,67 3,60 50 131,23
PMA-P21 568,66 4,60 50 161,78
PMA-P22 524,65 4,00 50 152,48
PMA-P23 549,58 3,90 50 141,93
PMA-P24 521,53 3,50 50 134,22
PMA-P25 493,48 3,70 50 149,96
PMA-P26 442,42 3,60 50 162,74
PMA-P27 625,11 4,00 50 127,98
PMA-P28 670,56 3,60 50 107,37
PMA-P29 609,65 4,40 50 144,35
PMA-P30 609,65 4,30 50 141,06
PMA-P31 634,73 3,90 50 122,89
PMA-P32 581,63 4,70 50 161,61
PMA-P33 529,59 4,10 50 154,84
PMA-P34 621,69 4,80 50 154,42
PMA-P35 589,65 3,10 50 105,15
PMA-P36 605,69 3,70 50 122,17

ID: identificacion” de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos; Cantidad:
peso de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracién milimolar; DMSO (pl):
volumen en microlitros de dimetilsulfoxido utilizado para ajustar la concentracion de los
compuestos.

La serie PMA-Ac la componen 32 compuestos con las caracteristicas que se

recogen en la Tabla 12.

84



I1l. MATERIAL Y METODOS

Tabla 12. Segundo subgrupo de la serie quimica “Embelinas fusionadas
a heterociclos de tipo acridinas”.

ID PM CA:‘;';AD [mM] DMSO (L)
PMA-Ac1 457,60 2,30 50 100,52
PMA-Ac2 536,50 3,00 50 111,84
PMA-Ac3 492,05 3,80 50 154,46
PMA-Ac4 475,59 3,80 50 159,80
PMA-Ac5 502,60 4,00 50 159,17
PMA-Ac6 475,59 3,20 50 134,57
PMA-Ac7 485,66 3,30 50 135,90
PMA-Ac8 517,66 2,60 50 100,45
PMA-Ac9 515,64 3,30 50 128,00
PMA-Ac10 463,63 3,50 50 150,98
PMA-Ac11 475,59 3,20 50 134,57
PMA-Ac12 532,63 4,10 50 153,95
PMA-Ac13 581,50 3,20 50 110,06
PMA-Ac14 455,59 2,20 50 96,58
PMA-Ac15 534,48 3,30 50 123,48
PMA-Ac16 490,03 3,30 50 134,69
PMA-Ac17 473,58 3,10 50 130,92
PMA-Ac18 473,58 2,60 50 109,80
PMA-Ac19 483,64 3,90 50 161,28
PMA-Ac20 515,64 2,00 50 77,57
PMA-Ac21 500,48 2,50 50 99,90
PMA-Ac22 513,62 2,90 50 112,92
PMA-Ac23 461,62 3,80 50 164,64
PMA-Ac24 528,64 6,30 30 476,69
PMA-Ac25 530,61 3,40 50 128,15
PMA-Ac26 473,58 2,00 50 84,46
PMA-Ac27 369,50 2,90 50 156,97
PMA-Ac28 397,55 2,10 50 105,65
PMA-Ac29 399,52 2,20 50 110,13
PMA-Ac30 414,49 2,00 50 96,50
PMA-Ac31 448,39 3,40 50 151,65

ID: identificacion” de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos;
Cantidad; peso de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracion milimolar;
DMSO (ul): volumen en microlitros de dimetilsulfoxido utilizado para ajustar la
concentracion de los compuestos.
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2.4. Analogos del hibrido naftoquinona-cumarina

Las naftoquinonas son compuestos de origen natural ampliamente utilizados como
colorantes 0 como precursores de compuestos con actividad farmacoldgica. En concreto,
esta serie contiene compuestos analogos a un hibrido naftoquinona-cumarina (NPQ-C6)
(Figura 29), que fue seleccionado como compuesto lider precursor de esta quimioteca
por sus propiedades antitumorales detectadas en leucemias humanas, destacando su
efecto antitumoral frente a la LMC (74).

O
0 OMe
O, O Figura 29. Estructura quimica del hibrido
OMe naftoquinona-cumarina. Compuesto lider de la
O = 0]

serie JKST (NPQ-C6).

El compuesto lider puede ser modificado en distintas regiones, como son el grupo

0]

aldehido, la cumarina o el agrupamiento quinona (160). Los resultados de dichas

variaciones dieron lugar a los compuestos de la serie “JKST” que se recogen en la Tabla
13.
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Tabla 13. Serie quimica “Analogos del hibrido naftoquinona-cumarina”.

ID

JKST1

JKST2

JKST3

JKST4
JKSTS

JKST6

JKST7

JKST8

JKST9

JKST10
JKST11
JKST12
JKST13
JKST14
JKST15
JKST16
JKST17
JKST18
JKST19
JKST20
JKST21
JKST22
JKST23
JKST24
JKST25
JKST26
JKST27
JKST28
JKST29
JKST30
JKST31
JKST32
JKST33
JKST34
JKST35
JKST36

PM

478,45
478,45
458,46
458,46
458,46
430,41
436,41
448,42
436,41
448,42
416,42
416,42
444,48
44847
474,38
446,45
434,44
418,40
462,41
450,40
538,50
496,46
466,41
454,40
496,46
538,50
496,46
538,50
191,14
236,18
164,11
252,04
180,18
178,18
425,43
204,18

CANTIDAD
(mg)
6,00

4,40
3,50
5,80
6,00
4,20
4,60
4,30
6,00
3,70
3,50
4,20
4,10
6,50
5,40
4,10
4,10
3,50
4,50
4,80
3,20
4,80
3,20
4,00
3,80
3,60
4,50
4,30
2,60
3,00
2,80
3,20
3,10
4,00
3,50
4,20
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[mM]
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50
50

DMSO (L)

250,81
183,93
152,69
253,02
261,75
195,16
210,81
191,78
274,97
165,02
168,10
201,72
184,49
289,87
227,67
183,67
188,75
167,30
194,63
213,14
118,85
193,37
137,22
176,06
153,08
133,70
181,28
159,70
272,05
254,04
341,23
253,73
344,10
448,98
164,54
411,40
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Tabla 13 (continuacién). Serie quimica “Analogos del hibrido
naftoquinona-cumarina”.

ID PM CA?;IQ?AD [mM] DMSO (pL)
JKST37 204,18 4,50 50 440,79
JKST38 204,18 3,50 50 342,83
JKST39 458,37 2,10 50 91,63
JKST40 456,40 2,40 50 105,17
JKST41 490,50 2,30 50 93,78
JKST42 472,47 4,00 50 169,32
JKST43 486,51 4,10 30 337,09
JKST44 488,53 3,60 50 147,38
JKST45 472,49 4,50 50 190,48
JKST46 516,58 1,20 50 46,46
JKST47 508,52 3,00 50 117,99
JKST48 500,54 2,00 50 79,91

ID: identificaciéon” de los compuestos; PM: Peso Molecular de los compuestos;
Cantidad: peso de los compuestos en miligramos; [mM]: concentracion milimolar;
DMSO (ul): volumen en microlitros de dimetilsulfoxido utilizado para ajustar la
concentracion de los compuestos.

2.4.1. Compuesto quimico con actividad farmacoldgica seleccionado: JKST6

El producto JKST6 (Figura 30) es un hibrido naftoquinona-pirona, resultado de
la reaccién multicomponente entre 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (0,17 mmol), 3,4-
dimetoxibenzaldehido (0,34 mmol) y 4-hidroxi-6-metil-2H-pirano-2-ona (0,34 mmol).
Este compuesto constituye el centro de los estudios de esta tesis.

O
ort Oy H BiCl,
+ + | (8]
HO % 30 min, 120°C, neat

JKST6

Figura 30. Sintesis de la molécula de JKST6 [7-(3,4-dimethoxyphenyl)-10-methylbenzo[h]pyrano[4,3-
b]chromene-5,6,8(7H)-trione].
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3. FArmacos

Para poder valorar los efectos antitumorales de los compuestos originales
extraidos de las quimiotecas, se utilizaron farmacos con actividades citotdxicas conocidas
y mecanismos moleculares identificados como controles positivos.

En primer lugar, como controles positivos de citotoxicidad se utilizaron la
doxorrubicina, cuyo mecanismo molecular mas destacado es su propiedad como agente
intercalante entre las pares de bases de la doble hélice de ADN (PubChem CID 31703) y
el flavopiridol, una dihidroxiflavona sintética capaz de inhibir CDK9 (PubChem CID
5287969). En segundo lugar, el etoposido, un analogo semisintético de la podofilotoxina
cuyo mecanismo se vincula a su capacidad de inhibir a la Topoisomerasa Il, se empled
como control positivo de apoptosis en ensayos realizados en células de LMC (K562)
(PubChem CID 36462). Por ultimo, para el estudio de la actividad moduladora de la via
BCR-ABL1/STATS se utilizd como control positivo el inhibidor de tirosina quinasa
imatinib (IM, STI1571) que posee como dianas principales Abl, Arg, stem cell factor
receptor (c-KIT), PDGFR y, de manera destacable, BCR-ABL1 (91) (Figura 31).

—

o
H
o
OH
A
) o

Etopdsido

Flavopiridol Imatinib

Figura 31. Estructuras quimicas de los fArmacos utilizados como controles positivos. Concretamente,
se utilizaron controles de citotoxicidad como doxorrubicina (PubChem CID 31703) y flavopiridol
(PubChem CID 5287969), de apoptosis (etop6sido, PubChem CID 36462) y de inhibicién de la actividad
tirosina quinasa de BCR-ABL1 (imatinib, PubChem CID 5291).
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4. Modelado molecular: determinacion del docking score

Estos ensayos fueron realizados por el Dr. Angel Amesty (QUIBIONAT, IUBO,
ULL). Las estructuras cristalizadas correspondientes a los dominios quinasa de BCR-
ABL1 y JAK2 fueron extraidas del Protein Data Bank (PDB code 1IEP, 1FPU,1M52,
3CS9, 2HYY, 5HU9,3K5U, 3QRI, 2GQG, 5CF4, 3TJD, 3TJC, 3FUP, y 3KCK). Las
estructuras PDB fueron preparadas para la determinacion del docking score usando el
Protein Preparation Workflow accesible desde el programa Maestro 11.4 (193). Las
moléculas de agua se retiraron a partir de 5 A, las correcciones de las uniones se aplicaron
a los ligandos co-cristalizados y se realizd un muestreo exhaustivo de las orientaciones
de los grupos. Finalmente, los receptores se optimizaron en Maestro 11.4 usando el campo
de fuerza OPLS3 antes del estudio de docking. En la fase final de optimizacion y
minimizacién de los complejos ligando-proteina se utilizé el campo de fuerza OPLS3 y
se utiliz6 el valor de 0,30 A para la raiz de la desviacion cuadréatica media (RMSD) por
defecto para los &tomos no-hidrogeno.

Las cuadriculas (grids) de los receptores se generaron utilizando las proteinas
preparadas, con las docking grids en el centro de la union del ligando a cada receptor. La
cuadricula (grid) del receptor se generd utilizando un factor de escala de radio de Van der
Waals (vdW) de 1,00 y un corte de carga parcial de 0,25. Los sitios de unién se
delimitaron en una “caja” de 20 A de grid con los parametros establecidos por defecto y
sin restricciones. Las estructuras tridimensionales del ligando para el docking se
generaron y prepararon utilizando LigPrep como se implementd en Maestro 11.4 para
producir los estados de ionizacion mas probables a pH = 7 + 1 (mantener el estado de
ionizacidn original). En esta etapa se aplican una serie de tratamientos a las estructuras.
Finalmente, las geometrias son optimizadas utilizando el campo de fuerza OPLS3. Estas
conformaciones se utilizaron como entrada inicial para el docking. Los ligandos se
acoplaron utilizando el modo de precision extra (XP) sin utilizar ninguna restriccion y
con un factor de escalado de radio de VVan der Waals (vdW) de 0,80 y un corte de carga
parcial de 0,15. Los dockings se llevaron a cabo con la flexibilidad de los residuos del
bolsillo cercano al ligando. Las poses del ligando generadas se evaluaron con la funcion
de puntuacion empirica, XPGlideScore, una version modificada de ChemScore.
XPGlideScore implementado en Glide, se utilizé para estimar la afinidad de union y
clasificar los ligandos. EI XP Pose Rank se utilizo para seleccionar la mejor posicion para
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la unién de cada ligando. La mejor correlacion para la inhibicion de BCR-ABL1y JAK2

y los mejores valores de docking score se obtuvieron cuando se utilizaron 2GQG y 5CF4.

5. Cribado de las series quimicas

El cribado de quimiotecas permite la seleccion de compuestos con actividad
farmacoldgica de relevancia terapéutica y puede realizarse siguiendo una aproximacion
experimental y computacional.

En este trabajo, la seleccion de nuevos compuestos quimicos con actividad
bioldgica antitumoral se ha llevado a cabo siguiendo una estrategia que combina el
cribado basado en el fenotipo (PDD, Phenotypic Drug Discovery) y el cribado basado en
la diana (TDD, Target-based Drug Discovery) (194). Esto permite la deteccion de
compuestos activos biolégicamente evitando el sesgo de considerar una Unica diana
predeterminada (139). Posteriormente, partiendo de la identificacién del compuesto
activo, se descifra su diana/dianas moleculares de forma que se acorta el tiempo de
cribado que conduce al descubrimiento de nuevos productos farmacoldgicos (121). De
forma maés detallada, en nuestro proyecto se parte de series quimicas que han sido
sintetizadas a partir de compuestos lideres eficaces experimentalmente (alta citotoxicidad
en células tumorales con dianas conocidas) y computacionalmente (valores de
acoplamiento molecular o docking score que predicen alta afinidad de unién del
compuesto a la diana). A continuacion, los compuestos sintetizados a partir de estos
lideres son analizados por métodos fenotipicos que detectan cambios en la viabilidad de
modelos celulares con caracteristicas patolégicas conocidas. Este método de cribado
inicial sigue las recomendaciones del NCI (EE. UU.) que aconseja ensayar los
compuestos en distintos tipos de lineas tumorales humanas que representen una variedad
de tumores con desregulacion molecular determinada (195).

Los ensayos de PDD que se realizaron en este proyecto consisten en la realizacion
de ensayos colorimétricos de metabolizacion mitocondrial de la sal de tetrazolio 3-(4,5-
methyltiazol-2yl-)-2,5 diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) (196), cuya técnica se
explica en detalle méas adelante, para investigar el efecto de los compuestos a una dosis
Unica (10 uM) sobre la viabilidad celular de las lineas tumorales seleccionadas. Para ello,
las células se sembraron en placas de 96 pocillos y se trataron con los distintos
compuestos durante 48-72 horas. Aquellos que mostraron una inhibicion de la viabilidad
celular (S) superior al 60 % (S > 60 %; S = 100 - viabilidad celular en % respecto a las
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células tratadas con el vehiculo), fueron seleccionados para realizar ensayos de dosis-
efecto. En dichos ensayos, se utilizaron 6 niveles de concentracion (0,1-10 uM) de cada
compuesto para calcular sus potencias inhibitorias (concentracion inhibitoria media
méaxima o 1C50) (197) sobre cada linea celular. Esto permitié clasificarlos por su potencia
y selectividad.

Los datos del cribado se muestran en tablas, que recogen la siguiente informacion:

- Los efectos de los productos a una dosis Unica (10 uM) sobre la viabilidad celular
(porcentaje de inhibicion de viabilidad celular (S), 0-100 %) a 48-72 horas
postratamiento.

- Para los productos mas activos (S > 60%), se muestran sus respectivos valores de
potencia inhibitoria (concentracion que inhibe la viabilidad celular al 50% (1C50),
media (m) % desviacidn estandar de los replicados de IC50 (SD)), resultado de los

estudios dosis-respuesta realizados durante 48-72 horas.

A partir de estos resultados, se selecciond un subgrupo de compuestos activos con
un valor de IC50 < 5 uM, que tuviesen propiedades quimicas de interés (estables en su
posicién orto o para). De forma complementaria, los compuestos mas activos fueron
sometidos a estudios de tipo ADME (Absorcion, Distribucion, Metabolismo y Excrecion)
in silico (QUIBIONAT, IUBO, ULL). Los parametros medidos en estos estudios analizan
las caracteristicas farmacocinéticas de los compuestos, y permiten hacer un cribado con
conocimientos que complementan los resultados obtenidos in vitro para reducir la tasa de
fracaso de los compuestos a lo largo del proceso de seleccion. Evidentemente, el proceso
de interaccién farmaco-organismo in vivo es sumamente complejo, por lo que estas
modelizaciones lo simplifican utilizando datos de los principales componentes
implicados o lo dividen en multiples procesos individuales (p. €]. Se considera una Unica
enzima hepaética para el estudio de la biotransformacion, o se estudia la distribucion del
farmaco por su capacidad de unién a proteinas sericas o por la capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica) (198). Los nombres y la definicion de estas propiedades objeto

de investigacion se detallan en la Tabla 14.
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Tabla 14. Parametros del perfil ADME investigados in silico y sus rangos de variacion.

Propiedades

Rango (valores)

Definiciones

Similitud con otros farmacos (nUmero de valores que caen

#stars 0-1 fueran del rango del 95% de los valores de los farmacos
conocidos)
-2 (inactivo) a +2 . . . .
CNS _ Prediccion de la actividad en el sistema nervioso central
(activo)
QPlogBB -3.0a12 Prediccion del coeficiente de particion cerebro/sangre
QPPCaco2 <25 deficiente Prediccion de la permeabilidad en la linea de adenocarcinoma
>500 eficiente colorrectal humana medida en nm/s.
QPPMDCK <25 deficiente Prediccion de la permeabilidad en la linea de rifion canina
>500 eficiente Madin-Darby en nm/s.
QPlogKhsa -1.5a15 Prediccion de la union a la albimina humana sérica
QPlogPolw -2.0a6.5 Prediccion del coeficiente de particion Octanol/Agua
QPlogKp -8.0a-1.0 Prediccién de la permeabilidad en la piel
QPlogS 6.5a0.5 Prediccion de la solubilidad acuosa
#metab 1a8 Numero de reacciones metabdlicas probables
<80% alta o .
% HOA _ Prediccion de la absorcion oral humana de 0 al 100%
<25% baja
1,2 0 3 para bajo, o o _
HOA . Prediccion cualitativa de la absorcion oral humana
medio o0 alto
PSA 72200 Area de superﬁcig de las fuerzas de Van der Waals de los
atomos polares (nitrégeno, oxigeno) y de carbonilos
SASA 300 a 1000 superficie total accesible al disolvente
Mw 1302725 Peso molecular
# rotor 0a15 NUmero de enlaces rotables no-triviales y no entorpecidos

Una vez seleccionado el compuesto objeto de investigacion, se emplearon técnicas
TDD, que permitieron investigar las dianas moleculares y vias de sefializacion afectadas
por el producto: medicion de actividad transcripcional de STAT5 y STAT3 mediante
lineas celulares que expresan el reporter gene de luciferasa, expresion proteica y génica
de BCR-ABL1, entre otras.
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6. Estudios de viabilidad celular

6.1. Estudios de metabolizacion mitocondrial de sales de tetrazolio

La determinacién del efecto de los compuestos sobre la viabilidad celular se
investigd mediante la cuantificacion de la metabolizacion mitocondrial de MTT
(Applichen, Germany), segun el método descrito por Mosmann en 1983 (196).

Este método aprovecha la actividad reductora de las enzimas mitocondriales de
las células vivas, que cortan el anillo de tetrazolio, mientras que las células muertas o el
medio de cultivo son incapaces de modificarla. EI MTT inalterado es amarillo, y una vez
se corta por dichas enzimas, se forman cristales de formazan azul oscuro. La cantidad de
color azul oscuro del formazan es proporcional a la cantidad de células metabdlicamente
activas (196) (Figura 32).

g |
Ny Formazan
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Reductasa mitocondrial
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00000000000
OC000000O0OGOOS
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000000000000 .
00000000000 :
000000000009

Aumento del niimero de células por pocillo

Figura 32. Representacion de la metabolizacion de MTT. Adaptada del protocolo de determinacion de
viabilidad y de proliferacion celular de Sigma Aldrich.
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En estos ensayos, se sembraron las celulas a una densidad que permitiera su
crecimiento exponencial, determinada previamente en curvas de crecimiento. En nuestro
estudio se sembraron entre 5.000-10.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos
durante 48-72 horas de tratamiento. Como excepcion, las PBMCs se sembraron a 100.000
células por pocillo durante 24 horas de tratamiento.

Las células se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o con compuestos (0,01 a 30
KUM) durante 24—72 horas. Después, se afiadi6 a las células el MTT que fue incubado entre
2—4 horas a 37 °C. A continuacion, se lisaron las células en 10% SDS y una vez el color
fue uniforme, se leyd la densidad dptica a 595 nm con un lector de placas iMark
Microplate Reader (Bio—Rad, CA, EE. UU.).

Esta técnica fue empleada en este trabajo para el cribado fenotipico o (PDD) de
las series quimicas, la realizacién de curvas de crecimiento, estimacién de IC50 de

farmacos o estudios de la irreversibilidad del efecto (wash-out).

6.1.1. Ensayos de wash-out

Este ensayo permite conocer el impacto de una corta exposicion del tratamiento
sobre la viabilidad celular para descubrir si los compuestos estudiados poseen
mecanismos reversibles o permanentes (73,199). Las células se sembraron a 10.000
células por pocillo en placas de 96 pocillos y posteriormente se trataron con vehiculo
(0.05% DMSO), JKST6, IM o DOXO durante 3 o 6 horas. Posteriormente, los
compuestos fueron retirados lavando intensamente con medio de cultivo (3 lavados
retirando medio y afiadiendo 150ul de medio nuevo) y las placas se incubaron a 37 °C
entre lavados (durante 20 minutos). Después, las células se dejaron en medio fresco sin
tratamiento durante 48 horas més. Finalmente, se determind la viabilidad celular por
medio del ensayo de MTT (196).

6.2. Ensayo de viabilidad celular por exclusion con azul tripan

Estos experimentos fueron realizados en el Instituto de Biomedicina y
Biotecnologia de Cantabria (IBBTEC) por el grupo del Dr. Javier Ledn, Universidad de
Cantabria-CSIC, Santander.

El funcionamiento de esta técnica se basa en que las membranas de las células
vivas estan intactas y son, por tanto, impermeables a ciertos colorantes como el azul
tripan, que solo penetra en las células muertas (donde la integridad de la membrana esta

comprometida) tifiéndolas de azul mientras que las viables permanecen incoloras al
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microscopio. Asi, para estos estudios, las células se sembraron y trataron de igual forma
que en los ensayos de metabolizacién de MTT. Tras 48-72 horas, se contabilizaron las
células viables respecto a las células totales presentes en una alicuota de cada condicién

experimental, siguiendo el protocolo descrito por Strober (200).

7. Estudios de fotomicroscopia a tiempo real

Estos ensayos se realizaron en el sistema IncuCyte™ (Essen BioScience, UK) que
permite el analisis y cuantificacion de los cambios fenotipicos de las células vivas a

tiempo real sin interferencias por parte del investigador.

7.1. Cultivos celulares en dos dimensiones (2D)

Se utilizaron placas de 96 pocillos pretratadas con polilisina (Sigma-Aldrich, San
Luis, MO, EE. UU.) para garantizar una disposicion uniforme de las celulas en
suspension, que fueron sembradas a 5.000 células por pocillo. Tras dejar estabilizar la
monocapa de células durante 16 horas, se afiadié el tratamiento con vehiculo (0,05%
DMSO) o compuestos (0,01-10 pM). Para analizar la integridad de la membrana celular
se afladiéo YOYO-1 (25 nM) (Invitrogen), agente no citotoxico que penetra en las células
gue poseen su membrana dafiada y se intercala en el ADN aumentando notablemente su
fluorescencia (74).

La proliferacion celular y la citotoxicidad fueron monitorizadas durante 5 dias.
Después, los parametros medidos como confluencia en contraste de fase y en
fluorescencia verde fueron extraidos y transformados en valores de area bajo la curva
(AUC, Area Under the Curve) para estudiar la cinética y los efectos dependientes de la
dosis de los compuestos. Estos anélisis también permiten identificar el comportamiento
citostatico o citotdxico de los compuestos analizados.

7.2. Cultivos celulares en tres dimensiones (3D)

Los resultados obtenidos en 2D se complementaron con estudios a tiempo real en
placas de 96 pocillos con fondo redondeado y de fijacion ultra baja (ULA, Corning) que
permitieron analizar el crecimiento en 3D de los cultivos (esferoides). Las células (K562,
AR230, AR230-R) se sembraron a una densidad de 3.000 células por pocillo. Después de
24 horas de la formacion del esferoide, se realiz6 el tratamiento con vehiculo (0,05%
DMSO0), JKST6 (2, 3y 5 uM) o IM (0,5 y 1 uM). Posteriormente, se registré el tamafio
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y la citotoxicidad de los esferoides durante 5 dias (201).
Para hacer el célculo del volumen del esferoide se extrajeron medidas de
confluencia celular con dos tipos de parametros diferentes: average phase object area

(um?) y object count (1/image), los cuales se multiplicaron para obtener la total object

area (um?), a partir de la cual se calculé el radio (r = VTotal Object Area/rt) y el volumen
del esferoide (umq) (V = 4/3 r’) (201).

8. Ensayos de medicién de actividad transcripcional de STATs mediante lineas
celulares reporter de luciferasa

El efecto del compuesto JKST6 sobre la actividad transcripcional mediada por
STAT5 y STAT3 fue estudiada en las lineas celulares Ba/F3 y HEK293 Renilla
Luciferase Reporter cell lines (Leeporter™ Abeomics, Tabla 5), respectivamente. Son
lineas que han sido transfectadas de forma estable para expresar el gen Renilla Luciferase
bajo el control transcripcional del promotor que responde a STAT3 y STATS. Por tanto,
estos modelos hacen posible el estudio de la actividad transcripcional de dichos STATs y
su modulacion por los tratamientos de estudio.

En estos ensayos, se sembraron 600.000 células por pocillo en placas de 24
pocillos en el caso de la linea BaF3 y 500.000 células por pocillo en placas de 12 pocillos
en el caso de las HEK293. Posteriormente, las células se trataron con vehiculo (0,05%
DMSO) o JKST6 (0,3-10 uM) durante 4 horas seguido de la estimulacion de las BaF3
con 30 ng/ml de Interleucina-3 murina (mIL3) y de las HEK293 con 10 ng/ml de
Interleucina-6 humana (h1L6) durante 16 horas. Después, las células se lisaron en Passive
Lysis Buffer (Promega, Madison, WI, EE. UU.) y la actividad luciferasa se midi6
utilizando el kit Renilla-Firefly Luciferase Assay (Thermo Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.) en un lector de placas (Clarity™ R2, BioTek, Winooski, VT, EE. UU.). Los
resultados se expresaron como unidades relativas de luciferasa o relative luciferase units
(RLUs) por mg de proteina, normalizados por los valores obtenidos en las células tratadas
con vehiculo. Simultdneamente, se realizaron ensayos de MTT con los mismos
tratamientos (dosis y tiempos) para investigar el posible efecto de los compuestos en la

viabilidad de las lineas celulares que expresan el reporter gene de luciferasa.
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9. Andlisis del ciclo celular y apoptosis

9.1. Citometria de flujo

Estos experimentos se realizaron en el Instituto de Biologia Molecular y Celular
del Cancer (IBMCC), CSIC y CIBERONC vy el Instituto de Investigacion Biomédica de
Salamanca (IBSAL) del grupo de investigacion del Dr. Atanasio Pandiella.

Para el estudio del ciclo celular se utilizaron células K562 no sincronizadas, que
se sembraron a 300.000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Se trataron con
vehiculo (0,05% DMSO) o JKST6 (1, 1,5y 2 uM) durante 12, 24 y 48 horas. Tras el
tratamiento, se recogieron las células, se lavaron con buffer fosfato salino (PBS) y se
fijaron en 70% de etanol frio overnight. Posteriormente, las células se suspendieron en
PBS conteniendo DNAse-free RNAse (500 pg/ml) durante 2 horas a 37 °C, se incubaron
con yoduro de propidio (P, Propidium lodide) (5 pg/ml), y se analizaron en un citometro
de flujo Accuri C6 (BD).

Para medir la muerte celular en células K562 se estudiaron las mismas condiciones
con un kit FITC-Annexin V Apoptosis Detection (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
EE. UU.). Brevemente, las células se resuspendieron en 100 pl de binding buffer (10 mM
HEPES pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) con 5 pl de Anexina V-FITC y 5 ul de PI
(50 pg/ml) en hielo y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente. Después,
se afladieron 400 ul de binding buffer adicionales y las muestras se pasaron por el
citometro de flujo Accuri C6 (BD). En ambos experimentos se analizaron 50.000 eventos
mediante separacion celular por citometria de flujo o fluorescence-activated cell sorting
(FACS).

9.2. Tincidn con bisbencimida

La apoptosis temprana fue evaluada utilizando la tincién con bisBenzimide
Hoescht 33258 (Sigma-Aldrich, San Luis, MO, EE. UU.) que facilita la observacion de
la morfologia nuclear (74). Para ello, las células K562 se sembraron a 125.000 células/ml
en placas de 100 mm y se trataron con vehiculo 0 JKST6 (1, 2 uM) durante 24 y 48 horas.
Después las células se lavaron, se fijaron en 3% paraformaldehido, y se mezclaron con
20 pl Hoescht (16 pg/ml) en oscuridad a temperatura ambiente durante 15 minutos. Para
contar la proporcién de nucleos apoptoticos respecto a nucleos totales en la muestra se

utilizaron microfotografias fluorescentes.
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9.3. Medicion de la actividad de las caspasas

Las células K562 se sembraron a 250.000 células por ml en placas de cultivo de
100 mm y se trataron con vehiculo (0,05% DMSO) o JKST6 (2 uM) durante 6, 12 y 24
horas o etopdsido (30 uM) como control positivo durante 24 horas. Posteriormente, se
resuspendieron los pellets celulares en buffer de lisis (50 mM HEPES, pH 7.4, 1 mM
dithiothreitol, 0.1 mM EDTA, 0.1% CHAPS, aprotinina y PMSF), se centrifugaron y se
recogieron los sobrenadantes para el ensayo enzimatico.

En el ensayo se utilizaron péptidos especificos que son sustratos conocidos de las
caspasas e incluyen el residuo de corte (Aspartato) fusionado a un marcador
colorimétrico. Concretamente, se utilizaron N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroaniline
(DEVDpNA), N-acetyl-lle-Glu-Thr-Asp-p-nitroaniline (IETD-pNA), y N-acetyl-Leu-
Glu-His-Asp-p-nitroaniline (LEHD-pNA) (Calbiochem, San Diego, CA) para las
caspasas 3, 8 y 9, respectivamente. Dichos péptidos son cortados por la caspasa
correspondiente produciendo la liberacion de la p-nitroanilina (pNA), que incrementa la
absorbancia en 405 nm proporcionalmente a la actividad caspasa. Los resultados se
expresaron como absorbancia a 405 nm por mg de proteina, normalizados por la actividad

detectada en células tratadas con vehiculo (0,05% DMSO).

9.4. Medicion de Anexina V a tiempo real

La activacion de la apoptosis puede ser investigada a tiempo real utilizando el kit
IncuCyte Annexin V Reagents (Essen BioScience, UK) en el sistema IncuCyte™ (Essen
BioScience, UK) (202). Los reactivos del mencionado kit afectan especificamente a
células apoptdticas, ya que en estas se pierde la asimetria de la membrana plasmética con
la exposicion de la fosfatidilserina en la superficie extracelular. Esto permite la unién de
la Anexina V que entonces produce un brillo fluorescente estable.

Para estos ensayos, las células K562 se sembraron a una densidad de 5.000 células
por pocillo en placas de 96 pocillos y tras 16 horas, se trataron con vehiculo (0,05%
DMSO), IM (3 uM) o JKST6 (2 uM). Los reactivos de marcaje de apoptosis fueron
combinados también con estudios de confluencia celular durante 72 horas. De esta
manera, se permite calcular la proporcion de objetos rojos fluorescentes detectados por
pocillo (Anexina V unida a fosfatidilserina) respecto al total de objetos detectados por

pocillo (la ocupacion total del pocillo).
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10. Analisis de proteinas

Para el andlisis de la expresion proteica, las células se sembraron a 300.000
células/ml en placas de 100 mm y se trataron con vehiculo (0,05% DMSQO) o compuestos
a las dosis y tiempos correspondientes a cada experimento. Seguidamente, se lavaron con
PBS-ortovanadato (1 mM) frio, se centrifugaron y resuspendieron en buffer RIPA
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) con inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Para producir la lisis
celular, las células se sometieron a agitacion durante 30 minutos a 4 °C. A continuacion,
los lisados se centrifugaron y se recogieron los sobrenadantes que contienen las proteinas.
La cantidad de proteina se cuantificd utilizando el método del acido bicinconinico (BCA)
(Bio—Rad, CA, EE. UU.).

Para la deteccion de proteinas especificas por inmunoblot, los lisados celulares se
desnaturalizaron (5 minutos a 95 °C en tampdn de carga), se separaron por electroforesis
en geles de SDS-PAGE (6,5 — 12 %) y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
(iBlot® Gel Transfer Stacks; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Para evitar uniones inespecificas, las membranas se bloquearon en 5% albumina de
suero bovino (BSA) o 1% BSA-1% blotto para los anticuerpos especificos de las formas
fosforiladas de diferentes proteinas (Merck, Darmstadt, Alemania), o 5% blotto para los
anticuerpos especificos de determinadas proteinas totales (Merck, Darmstadt, Alemania)
diluidos en Tris-buffered saline con 0,05% del detergente Tween 20 (TBS-T) durante 1-
2 horas. A continuacion, las membranas se incubaron a 4 °C con la dilucion
correspondiente de los anticuerpos primarios citados en la Tabla 15 durante toda la
noche.
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Tabla 15. Anticuerpos primarios, casas comerciales y diluciones utilizados en los experimentos
de inmunoblot.

Ac primario Casa comercial  Dilucion Ac primario | Casa comercial Dilucién

pSTAT5Y6%4 CST 1:1000 pCDK1Y15 CST 1:8000
STATS CST 1:1000 pWee15642 CST 1:3000
pBCRY'7? CST 1:1000 Weet CST 1:4000
BCR CST 1:1000 p27 CST 1:3000
pABL1Y412 CST 1:1000 p21 CST 1:1000
ABL CST 1:1000 pChk152% CST 1:2500
pJNKT183/Y185 CST 1:500 pChk2Te8 CST 1:5000
JNK1/3 SCB 1:1000 caspase-8 CST 1:1000
pAKTS473 CST 1:500 caspase-9 CST 1:1000
pAKTT308 CST 1:1000 caspase-3 SCB 1:1000
AKT CST 1:1000 yH2AX CST 1:3000
pERK1/2T202/Y204 CST 1:2000 c-MYC SCB 1:1000
ERK1/2 CST 1:1000 cyclinB SCB 1:3000
pCrkLY207 CST 1:1000 Mcl-1 SCB 1:2000
CrkL CST 1:1000 calnexin SCB 1:5000
pS6S240/244 CST 1:1000 B-actin SCB 1:5000
S6 CST 1:1000 Cyclin A BDTL 1:5000
PIM1 CST 1:1000 BUBR1 BDTL 1:3500
pRBS780 CST 1:5000 Polyubiquitin EMDM 1:1000
pRBS807/s811 CST 1:5000 pH 3810 EMDM 1:5000
Cyclin E CST 1:4000

CST: Cell signaling Technology; SCB: Santa Cruz Biotech, BDTL: BD transduction Laboratories, EMDM: EMD
Millipore.

Al dia siguiente, tras los lavados con TBS-T para retirar exceso de anticuerpo
primario, las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios correspondientes
(goat anti-rabbit y goat anti-mouse Tabla 16, Bio—Rad, CA, EE. UU.) conjugados con
peroxidasa de rabano o horseradish peroxidase durante una hora, en agitacion y a
temperatura ambiente. Finalmente, tras los Gltimos lavados, las bandas se visualizaron
mediante el revelado de la sefial emitida por quimioluminiscencia con la utilizacion del
Kit Clarity™ Western ECL Substrate (Bio—Rad, CA, EE. UU.) en el ChemiDoc XRS
system (Bio—Rad, CA, EE. UU.). Las iméagenes fueron analizadas con el software
Quantity One (Bio—Rad, CA, EE. UU.).

Tabla 16. Anticuerpos secundarios, casas comerciales y diluciones utilizados en los
experimentos de inmunoblot.

Ac secundarios Casa comercial Dilucién
goat anti-rabbit- IgG (H + L)-HRP Conjugate Bio—Rad 1:3000
goat anti-mouse- IgG (H + L)-HRP Conjugate Bio-Rad 1:3000

101



I1l. MATERIAL Y METODOS
11. Andlisis de ARN

Para realizar la extraccion del ARN se partié de cultivos celulares sembrados a
300.000 células por ml en placas de 100 mm que fueron tratados con vehiculo (0,05%
DMSO0), JKST6 (3 uM) o IM (1 uM) durante 1, 3, 6 y 12 horas. Posteriormente, las
células se recogieron y el ARN total se aislé utilizando PureZOL RNA Isolation Reagent
(Bio—Rad, CA, EE. UU.). La concentracion de ARN y su pureza se midieron con un
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Wilmington, EE. UU.). Se utiliz6 1 pg de ARN para
realizar la retrotranscripcion a ADN complementario (ADNc) usando el kit iScript™
(Bio—Rad, CA, EE. UU.) con el siguiente programa: 10 minutos a 25°C, 2 horas a 37°Cy
5 minutos a 85°C.

La PCR atiempo real (QPCR) fue realizada utilizando la Master Mix SYBR Green
(Applied Biosystems, Massachusetts, EE. UU.). Los cebadores especificos (Tabla 17) se
disefiaron con la herramienta primer-BLAST (NCBI-NIH) (203) y fueron sintetizados por
STAB VIDA (Caparica, Portugal). La amplificacion génica fue determinada en un
Mx3005P gPCR System (Agilent, CA, EE. UU.). Los valores de cycle threshold o Ct se
determinaron con el software MxPro qPCR (Agilent, CA, EE. UU.) y la expresion de los
genes investigados se normalizé por la del gen GAPDH utilizado como housekeeping. Se
realizaron dos replicados de cada tratamiento y se utilizé la media de los valores de Ct
para obtener la expresion relativa segun el método comparativo de Ct para gPCR (204).

Tabla 17. Nombre de los genes y secuencia de los cebadores (5'- 3') utilizados en la qPCR.

Gen Cebador Forward (5°-3") Cebador Reverse (5-3")

BCR | GGA GTC ACT GCT GCT GCTTA ACACTT CTT CTG CTG CTC CC

b3a2 GAG CGT GCA GAG TGG AGG GAG TGT GAT TAT AGC CTA AGA CCC GGA

AAC ATC CGG GCTTTT

MYC | CCAGCAGCGACTCTGAGG CCAAGACGTTGTGTGTTC

PIM1  GCTCGGTCTACTCAGGCATC CATTAGGCAGCTCTCCCCAG
SOCS2 | CAG ATG TGC AAG GAT AAG CGG CAG ATA AAG GTG AAC AGT GCC G
GAPDH CCATGGAGAAGGCTGGGG CAAAGTTGTCATGGATGACC
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12. Ensayos de combinacion de farmacos (sinergia)

Se utilizaron las células K562-GFP+ (Tabla 6) para monitorizar el crecimiento
celular. Se sembraron 5.000 células por pocillo en placas de 96 pocillos. Las células se
expusieron a un ratio (7,5:1) de combinacion de dosis de compuestos constante
(JKST6:1M). Las diluciones de los farmacos individuales se fueron duplicando en un
amplio rango de concentraciones. La proliferacion celular se estudié a partir de las
microfotografias tomadas por el sistema IncuCyte™ HD (Essen BioScience, UK) de las
que se extrajo el porcentaje de green confluence.

La inhibicion detectada en la proliferacion celular comparada con el crecimiento
de las células tratadas con vehiculo fue considerado el efecto, que oscila entre los valores
0 (cuando no hay inhibicién de la proliferacion) a 1 (el 100% de la proliferacion celular
se ve inhibida). Las curvas de dosis-efecto de los compuestos individuales o en
combinacion se analizaron por el método de Chou y Talalay (205) usando el software
Calcusyn software 2.0 (Biosoft, Cambridge, UK). Dichos analisis permiten la
determinacion de los valores del indice de combinacion o combination index (CI), que
segun su valor (menor que 1; igual que 1 o mayor que 1) indican sinergismo, adicién o
antagonismo, respectivamente. Los resultados de estos ensayos, calculados para las dosis
efectivas 25 (EDz2s), 50 (EDso), 75 (ED7s) y 90 (EDgo), Se presentan como valores de Cl
(media = SEM) obtenidos a partir de cuatro experimentos independientes con cuatro

replicados por dosis.

13. Ensayos para determinar la influencia del medio condicionado y nicho tumoral
(co-cultivos)

Las células mesenquimales humanas de médula dsea inmortalizadas con la
transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante ("nTERT-MSCs) (206) (Tabla 6)
fueron cedidas amablemente por el Dr. Juan M. Zapata del Instituto de Investigaciones
Biomédicas "Alberto Sols (Madrid).

Para generar el medio condicionado (CM), las células hTERT-MSCs se
sembraron a 500.000 celulas por flask T75 en una atmdsfera humidificada a 37 °C con
5% de CO., hasta que alcanzaron una confluencia de entre 75-80%. EI CM incubado con
las células durante 24-48 horas se recogio, se centrifugd para retirar restos o células
contaminantes, y se almaceno a -80 °C hasta su utilizacion. En estos ensayos se investigo
el efecto de distintos porcentajes de CM (0, 20, 30, 50 y 100%) sobre la viabilidad de las
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células de K562. EI CM generado durante 24 horas de incubacion con hTERT-MSCs y
diluido al 50% fue elegido para los siguientes experimentos por producir un menor tiempo
de division (doubling time) en las células K562. A continuacion, se estudio su influencia
en la potencia antitumoral (IC50) de los compuestos JKST6 (0,1-10 uM) e IM (0,03-5
M) en ensayos de MTT.

Los co-cultivos se realizaron sembrando las hTERT-MSCs a 8.000 células por
pocillo en placas de 96 pocillos hasta que alcanzaron una confluencia de un 75-80% (2
dias de crecimiento), que fue registrada mediante IncuCyte™ HD (Essen BioScience,
UK). El dia 3 post siembra, se aspir6é cuidadosamente el medio de cultivo de las hTERT-
MSCs y se sembraron encima las células K562-GFP+ a 5.000 células por pocillo. Las
células se trataron con dosis crecientes de JKST6 (0,1-10 uM) o IM (0,03-5 uM) y se
registrd su crecimiento durante 5 dias. De forma paralela, se sembraron las células K562-
GFP+ sin la base de las hTERT-MSCs a modo de referencia, para comparar la influencia
del nicho en las IC50 de los compuestos.

En otro conjunto de experimentos, se comprobd la influencia del nicho tumoral
en un contexto proinflamatorio mediante la estimulacion del co-cultivo con
lipopolisacarido (LPS, 10 ng/ml, 16 horas) o con el factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF, 10 ng/ml, 6 horas). Posteriormente, se realizd un
tratamiento con dosis crecientes de JKST6 (0,1-10 uM) o IM (0,03-5 uM) y se registro

su crecimiento durante 5 dias.

14. Estudios de toxicidad aguda y sub-croénica

Los estudios de toxicidad aguda o test de Irwin fueron aprobados por el Comité
de Bioética de La Universidad de La Laguna (CEIBA 2018-0291) y los de toxicidad sub-
cronica por el Comité de Bioética de la Universidad de Las Palmas de Gran Canaria
(OEBA-44/2019R1). Los experimentos se realizaron segin las recomendaciones de la
OCDE para los ensayos de compuestos quimicos (N° 407; 452).

El test de Irwin (207) se realizd con ratones macho de la cepa FVB (Codigo de
Charles River: 207) para estudiar la toxicidad aguda del JKST6 cuando este se administrd
via oral (v.0) y via intraperitoneal (v.i). En resumen, 12 ratones se distribuyeron
aleatoriamente en 4 grupos de tratamiento: 1) tratados (v.i) con vehiculo
(dimetilacetamida (DMA): polietilenglicol 400 (PEG400): suero salino; 10:40:50); 2)
tratados (v.i) con JKST6 (10 mg/kg); 3) tratados (v.0) con vehiculo (DMA: metilcelulosa
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(MC) 0.5%; 10:90) y 4) tratados (v.0) con JKST6 (50 mg/kg). Los animales recibieron
tratamiento diariamente durante 5 dias. Tras la administracion del tratamiento, dos
investigadores independientes evaluaron la aparicién de posibles signos clinicos. El
ultimo dia, los animales fueron sacrificados por aturdimiento con dioxido de carbono. La
necropsia permitié explorar los cambios morfologicos en los 6rganos (higado, bazo,
rifidn) y registrar los pesos de cada drgano normalizado por el peso corporal del animal.

El ensayo de toxicidad sub-cronica fue desarrollado en ratones macho (n=10) y
hembra (n=10) de la cepa BALB/c (cddigo de Charles River: 028) durante 30 dias. A los
animales se les administro vehiculo (DMSO: PEG400: suero salino; 10:40:50) o JKST6
(10 mg/kg) cada dos dias (v.i). Se inspecciond la aparicion de signos clinicos diariamente,
mientras que el peso corporal y el consumo de agua/comida fueron monitorizados cada
dia de tratamiento. Ademas, la composicion corporal (masa magra, masa grasa y fluidos)
fue determinada usando resonancia magnética (Bruker Minispec, Massachusetts, EE.
UU.). El ultimo dia de experimento, se procedié al sacrificio de los animales mediante
una sobredosis de isofluorano y se realizo la necropsia. A partir de la sangre y el plasma
se realizo el contaje de células sanguineas (MS4-5, Melet Schloesing, Osny, Francia) y
determinados analisis bioquimicos (Pointcare v2, Mano Meédical, Francia),

respectivamente.

15. Anélisis estadistico

Los datos presentados a lo largo de este trabajo de tesis doctoral son resultado de
2-6 experimentos independientes con al menos tres replicados por condicion
experimental. Estos resultados se expresaron como media * error estandar de la media
(SEM) en experimentos in vitro o como la media + la desviacion estdndar (SD) en los
experimentos in vivo. Las diferencias entre las medias de dos grupos fueron analizadas
con la prueba de t de Student de dos colas. En el caso de comparar las medias de més de
dos grupos se utilizd6 One way ANOVA seguida de la prueba post hoc de Bonferroni.
Ambos tipos de comparaciones de medias se realizaron utilizando el programa
informéatico GraphPad Prism 8.3.0 Software (CA, EE. UU.). Se considerd que las
diferencias eran estadisticamente significativas cuando se obtuvo un valor de p < 0,05
con un intervalo de confianza del 95%.

La concentracion necesaria para reducir la viabilidad o la proliferacion celular al
50% del méaximo (IC50) o de inducir el 50% de la citotoxicidad (EC50) fue determinada
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utilizando una ecuacion que se basa en el ajuste de la curva dosis-efecto utilizando
también el programa informéatico GraphPad Prism 8.3.0 Software (CA, EE. UU.). Para
los experimentos in vivo, el nimero minimo de animales necesario para los ensayos de
toxicidad fue determinado con el analisis de poder estadistico y del tamafio muestral
usando el G Power 3.1 Software (Dusseldorf, Alemania) y las recomendaciones de la
OCDE (N°407).
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1. Cribado de series quimicas

El cribado o screening de quimiotecas es una herramienta eficaz para identificar
dianas asociadas a enfermedades y establecer un buen punto de partida para el
descubrimiento de nuevos farmacos. Ademas, el estudio de series quimicas focalizadas o
dirigidas, que normalmente contienen analogos de un compuesto con bioactividad
conocida, permite mejorar las propiedades fisicoquimicas de las moléculas, asi como su
potencia y toxicidad. En este sentido, los primeros estudios que conforman este trabajo
se centraron en el cribado de un conjunto de quimiotecas, sintetizadas por el grupo
QUIBIONAT en el Instituto Universitario de Bio-Organica Antonio Gonzélez (IUBO,
Universidad de La Laguna), con el fin de identificar nuevas estructuras farmacoldgicas
con actividad antitumoral en cénceres de tipo hematoldgico.

En aquellas quimiotecas que se estudiaron en mayor profundidad por su interés
para la presente tesis doctoral, se adjuntan figuras que representan la relacién estructura-

actividad de los diferentes compuestos.
1.1. Complejos metalicos con chalconas y lapachol

Los resultados del cribado de los complejos metalicos, que representan estructuras
quimicas prometedoras por sus actividades bioldgicas asociadas (208,209), se presentan
en dos subgrupos principales, segin las lineas hematoldgicas en las que fueron
estudiados. En primer lugar, un primer subgrupo de compuestos que fue investigado en
las 3 neoplasias hematolégicas (HEL, K562, HL60) (Tabla 18).
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Tabla 18. Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos “metalicos con chalconas
y lapachol” sobre lineas tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60), determinada por ensayo
de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (M) S (%) 1C50 (uM)

M SO M SO M SD M SD M SD M SD
NQ 1600 1658 >10 nd | 000 581 >10 nd 1273 323 >0 nd

Cophen | 4430 903 >10 | nd 2977 724 >0 nd 3185 838 >10 nd
Cuphen | 60,88 | 682 | 6,62 4,20 | 80,02 1,87 495 261 5263 | 175  >10 nd
JG1 1420 992 >0 nd 1902 55 >0 nd 000 925 >10 nd
JG2 229 | 440 | >10 | nd | 4,06 | 1418 >10 | nd | 000 | 911  >10 | nd
JG3 756 | 226 >10 nd 1349 722 >10 nd 000 751 >10 nd
JG4 1298 | 524  >10 | nd | 297 109  >10 nd | 0,00 13,73 | >10 @ nd
Mnphen | 81,92 = 3,70 @ 468 057 7218 735 445 246 8588 489 4,05 1,34
Niphen | 2846 | 11,69 | >10 | nd | 1360 1181 >10 nd | 2439 7,23 | >10 | nd
NQCo(1) | 1806 1157 >10 | nd 1058 506 >10 nd @ 1646 1499 >10 nd
NQCu(1) | 26,50 | 11,90 | >10 | nd | 16,34 | 870 | >10 | nd | 3811 | 10,30 ¥ >10 | nd
NQCu(2) | 1324 845 >10 | nd 2439 1311 >10 nd 1920 535 >10 nd
NQMn(1) | 1501 | 696 | >10 =~ nd | 000 | 13,68 >10 = nd | 3256 794 | >10 nd
NQNi(1) | 1946 | 11,74 >10 nd 000 117 >10 nd 2868 840 >10 nd
NQzn(1) # 17,00 | 572 | >10 ' nd | 0,00 1599  >10 | nd | 2805 876  >10 | nd
Znphen | 8087 | 654 449 198 3936 88 @ >10 nd 8521 053 635 1,06
Se representa el porcentaje de inhibicion de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento con los diferentes
compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de IC50 (uM), mostrados en negrita, fueron calculados en aquellos
compuestos con una S mayor del 60% a dosis fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-72 h. Tanto para

los valores de S como para los de IC50, los datos se presentan como media (M) + desviacidn estandar de la media
(SD). ID: identificacién de los compuestos; nd: no determinado.

Los resultados del cribado de la serie quimica de complejos metalicos describen
un grupo que posee pocos compuestos activos en las lineas examinadas. Sin embargo,
aquellos que muestran un alto porcentaje de inhibicion de viabilidad celular a dosis Unica
(S > 60%), poseen valores de IC50 que se encuentran dentro del rango micro molar (4-6
uM). Ademas, tal y como se observa en el caso de Mnphen, tienen una actividad similar
en las tres lineas leucémicas. Cabe destacar que los complejos cuyos ligandos metalicos
fueron Mn, Zn 'y Cu se asociaron con una actividad antitumoral significativa.

A continuacion, se muestra un segundo subgrupo de complejos metalicos que fue
evaluado en la linea HEL (Tabla 19) porque su transformacion neoplésica se asocia con
la presencia de la mutacion JAK2V®1F que ha sido descrita como una diana eficaz para

complejos metalicos con anterioridad (210). Ademas, los ligandos metéalicos
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predominantes en esta quimioteca fueron el Co y el Cu, que permitieron comparar sus

efectos cuando se asocian al lapachol (Figura 33).

M=Cu, Co

Figura 33. Estructura quimica de los complejos
Cu-Lap y Co-Lap. M representa el centro
metalico correspondiente. Tomada de Hernandez-
Molina et al. 2019 (208).

Tabla 19. Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos
“metalicos con chalconas y lapachol” sobre la linea tumoral hematoldgica
(HEL) determinada por ensayo de MTT.

ID

T-CH1-Cu
CHé6-Cu
CH2-Cu
CH6-Ru

CH3-Cuphen
CH2-Ru
Cu-Lap
Co-Lap
[Cu(phen)(lap)2:CH2CI2]
CH8-Cu

CH10-Cu

CH9-Cu
Co-1
Co
CH3Cu

M
41,68

47,63
100,00
4,21
98,49
24,71
10,30
70,74
100,00
97,40
43,18
59,09
83,07
50,31
48,50

S (%)

HEL
1C50 (uM)

sD M SD
5,87 >10 nd
14,99 >10 nd
145 1,23 0,99
16,41 >10 nd
2,22 2,00 0,47
16,72 >10 nd
20,53 >10 nd
5,26 3,69 1,22
3,72 1,79 0,80
0,82 2,88 1,24
13,56 >10 nd
9,39 >10 nd
121 4,07 0,31
3,70 >10 nd
9,97 >10 nd

Se representa el porcentaje de inhibicion de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento
con los diferentes compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de IC50 (M), mostrados
en negrita, fueron calculados en aquellos compuestos con una S mayor del 60% a dosis
fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-72h. Tanto para los valores de S como
para los de IC50, los datos se presentan como media (M) + desviacion estandar de la
media (SD). ID: identificacion de los compuestos; nd: no determinado.

111



IV. RESULTADOS. PRIMERA PARTE

Los compuestos del segundo subgrupo demostraron una mayor potencia
antitumoral, con valores de 1C50 aproximadamente tres veces menores que los del primer
subgrupo. Es destacable el cambio en la actividad antitumoral registrada en la linea HEL
del complejo Co-Lap (3,69 + 1,22 uM) respecto al Cu-Lap (> 10 uM), lo que apunta a la
importancia de la naturaleza del nicleo metélico en la citotoxicidad provocada por el
compuesto.

Los resultados de este cribado contribuyeron a la publicacion de Hernandez-
Molina et al. (2019) “Synthesis, characterization and antiproliferative activity of mixed
ligand complexes of Cu2+ and Co2+ with lapachol” Polyhedron (Anexo IlI:
Aportaciones cientificas), que describe a los complejos metalicos con lapachol como
potentes antitumorales en células leucémicas humanas en comparacion con otros
compuestos analogos publicados previamente, que demostraron valores de IC50 en torno
a 32 -18 uM en HL60 (209).

1.2. Espirodimeros

Esta serie, compuesta por 47 compuestos derivados de la 1-indanona, fue

ensayada en los modelos celulares de leucemia que se citan a continuacién (Tabla 20).

Tabla 20. Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos “espirodimeros” sobre
lineas tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60) determinada por ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) 1C50 (uM) S (%) 1C50 (uM)

M SO M SD M SD M SD M SD M SD
SP-01 3815 723 >10 nd | 1393 1031 >10 nd | 4467 694 >10 nd
SP-02 4128 305 >10 nd 000 1019 >10 nd 2029 099 >10  nd
SP-03 4320 1359 >10 nd | 4248 1552 >10 nd | 2888 1355 >10  nd
SP-04 5275 08 >10 nd 4697 1548 >10 nd 4038 541 >10  nd
SP-05 6752 1337 >10 nd 6522 439 812 265 6075 534 522 045
SP-06 6648 1204 >10 nd 4675 547 >0 nd 4924 1043 nd = nd
SP-07 2311 1247  >10 nd 3393 960 >0 nd 2584 217 >10 nd
SP-08 3837 1339 >10 nd 3634 507 >0 nd 3466 289 >10 nd
SP-09 5421 560 >10 nd 2927 507 >0 nd 3554 809 >10  nd
SP-10 6947 804 280 147 554 741 >0 nd 4146 812 >0  nd
SP-11 | 5230 1027 >10 nd | 1535 2339 >10 nd | 2536 1350 >10  nd
SP-12 5432 781 >10 nd 3824 1371 >10 nd 3325 764 >10 nd
SP13 | 3644 1191 >10 nd | 3442 1879 >0 nd 1802 585 & >0  nd
SP-14 4968 7,01 >10 nd 3634 1638 >10 nd 4047 365 >10 nd
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Tabla 20 (continuacion). Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos
“espirodimeros” sobre lineas tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60) determinada por
ensayo de MTT.
HEL K562 HL60

ID S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (uM)

M SD M SD M SD M SD M SD M SD
SP-15 | 53,03 = 4,82 | >10 nd | 56,18 | 1188 6,29 313 | 70,21 @ 645 | 7,03 0,35
SP-16 | 46,95 299 @ >10 nd 3824 825 >10 nd 4912 427 nd nd
SP-17 | 50,34 | 766 @ >10 nd | 32,03 | 465 @ >10 nd 51,35 14,06 @ nd nd
SP-18 | 5841 1465 @ >10 nd 0,00 7,88  >10 nd 39,88 10,73  >10 nd
SP-19 | 59,70 | 547 | 1,72 | 0,01 | 1121 352 | >10 nd 1,92 8,71 >10 nd
SP-20 | 4710 @ 3,00 >10 nd 21,00 856 @ >10 nd 12,36 814 = >10 nd
SP-21 | 0,00 8,29 >10 nd 26,04 | 10,80 @ >10 nd 2556 | 16,96 @ >10 nd
SP-22 | 1539 @ 7,91 >10 nd 2522 1249 >10 nd 37,20 13,34  >10 nd
SP-23 | 0,00 9,57 >10 nd 3,95 9,81 >10 nd 0,00 | 2348 | >10 nd
SP-24 | 955 950 @ >10 nd 0,00 21,04 >10 nd 2536 6,18 @ >10 nd
SP-25 | 18,61 | 243 @ >10 nd 0,00 | 476 @ >10 nd 0,00 @ 509 | >10 nd
SP-26 | 3560 13,52 @ >10 nd 57,75 1439  >10 nd 30,87 16,18 = >10 nd
SP-27 | 7,64 2,59 >10 nd 49,93 | 1,94 nd nd 2082 | 824 | >10 nd
SP-28 @ 597 6,03 = >10 nd | 4944 @ 8,37 nd nd 17,08 14,77  >10 nd
SP-29 | 0,00 @ 489 @ >10 nd | 2494 | 1231 @ >10 nd 0,00 | 13,19 | >10 nd
SP-30 | 3501 055 | >10 nd 43,08 7,10 >10 nd 3457 975  >10 nd
SP-31 | 83,9 | 450 | 1,29 | 1,28 | 8486 335 | 213 | 040 79,79 | 10,85 4,47 @ 2,88
SP-32 | 19,97 1586 >10 nd 13,49 15,01 @ >10 nd 16,41 = 222  >10 nd
SP-33 | 23,32 | 3,95 >10 nd 48,62 | 12,80 @ >10 nd 4314 | 6,38 | >10 nd
SP-34 | 3,91 4,61 >10 nd 19,719 1847 @ >10 nd 0,00 940  >10 nd
SP-35 | 0,00 6,55 >10 nd 41,60 | 6,21 >10 nd 4,71 | 10,68 | >10 nd
SP-36 | 0,00 9,02 | >10 nd 4211 1245 >10 nd 714 1263  >10 nd
SP-37 | 087 | 1331  >10 nd 4745 | 1,77 | >10 nd 345 | 12,73 | >10 nd
SP-38 | 20,59 380 @ >10 nd 36,56 690 @ >10 nd 0,00 1434 >10 nd
SP-39 | 2229 | 265 @ >10 nd | 3210 | 260 @ >10 nd 7,85 | 0,61 >10 nd
SP-40 | 10,80 460 @ >10 nd 0,00 | 10,69 @ >10 nd 10,04 147 @ >10 nd
SP-41 | 660 @ 6,71 >10 nd 0,00 | 568 | >10 nd 12,52 | 4,61 >10 nd
SP-42 | 1235 6,73 >10 nd 0,00 8,08 « >10 nd 6,53 570  >10 nd
SP-43 | 0,00 | 1585 >10 nd 0,00 | 10,00 | >10 nd 4,73 344 | >10 nd
SP-44 | 1523 498 >10 nd 0,00 3,76 >10 nd 7,11 414  >10 nd
SP-45 | 645 | 10,33 @ >10 nd 0,00 | 19,40 | >10 nd 0,00 285 | >10 nd
SP-46 | 000 7,08 @ >10 nd 0,00 1289 >10 nd 0,00 147  >10 nd
SP-47 | 10,44 | 5,15 >10 nd 0,00 | 12,57 | >10 nd 30,09 | 384  >10 nd

Se representa el porcentaje de inhibicidon de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento con los diferentes
compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de IC50 (uM), mostrados en negrita, fueron calculados en aquellos
compuestos con una S mayor del 60% a dosis fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-72h. Tanto para
los valores de S como para los de IC50, los datos se presentan como media (M) + desviacién estandar de la media
(SD). ID: identificacién de los compuestos; nd: no determinado.
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En general, los productos mostraron baja potencia antitumoral en las lineas
humanas de cancer hematologico estudiadas. Hay que destacar una cierta selectividad de
los productos SP-10 y SP-19 por las células HEL, en comparacion con las células K562
y HL60, que no mostraron alteraciones de su viabilidad tras los tratamientos. El producto
SP-31 resultd el méas potente de esta serie en las tres lineas celulares de leucemia. A
continuacidn, se muestran los compuestos que mostraron mayor actividad antitumoral y

que contribuyeron al estudio de la relacion estructura-actividad (Figura 34).
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Figura 34. Compuestos de la serie quimica “espirodimeros” que mostraron inhibicién de viabilidad
celular potente en las lineas hematoldgicas HEL, K562 y HL60. A la izquierda se observa la estructura
guimica de los compuestos y a la derecha la gréafica dosis-efecto que representa la media de 1C50 calculada
a partir de las réplicas experimentales (48-72 horas de tratamiento).
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1.3. Derivados de embelina con nudcleos tipo pirazol o acridina

La serie quimica compuesta por 70 derivados nitrogenados de embelina

fusionados con nucleos de tipo dihidropiridina-pirazol (PMA-P) o acridina (PMA-Ac)

fue investigada en las lineas hematoldgicas utilizadas en el cribado. Los datos de

inhibicidn de viabilidad se subdividieron en estos dos grupos, atendiendo a las diferencias

estructurales de los productos. Seguidamente, se muestran los resultados obtenidos en el

primer subgrupo de 38 compuestos (Tabla 21).

Tabla 21. Inhibicion de la viabilidad celular del primer subgrupo (pirazoles) de la serie sobre lineas
tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60) determinada por ensayo de MTT.

ID

PMA-P01
PMA-P02
PMA-P03
PMA-P04
PMA-P05
PMA-P06
PMA-P07
PMA-P08
PMA-P09
PMA-P10
PMA-P11
PMA-P12
PMA-P13
PMA-P14
PMA-P15a
PMA-P15b
PMA-P16a
PMA-P16b
PMA-P17
PMA-P18
PMA-P19
PMA-P20
PMA-P21
PMA-P22
PMA-P23
PMA-P24
PMA-P25
PMA-P26
PMA-P27

HEL

S (%)
M SD
90,85 0,52
2036 1,06
6371 085
9147 125
8851 0,56
9122 170
6219 2,58
9218 123
86,19 1,22
89,33 0,24
7311 | 364
7128 138
8520 = 0,08
8164 125
000 356
4155 3227
356 | 6,78
5364 7,64
34,74 | 65,07
3044 | 17,31
4711 | 3079
50,83 | 24,67
4373 | 3379
7059 12,09
39,52 | 47,08
7855 18,02
96,54 289
2060 942
78,10 1,91

IC50 (uM)

M
2,55
>10
5,75
2,60
3,20
1,80
5,50
2,10
1,05
2,10
2,70
2,45
1,30
1,00
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
5,40
>10
2,13
1,70
>10
4,20

SD
0,07
nd
0,35
0,42
0,00
0,28
0,99
0,28
0,35
0,42
0,42
0,07
0,28
0,42
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,81
nd
0,81
0,14
nd
1,27

K562

S (%)
M | SD
5757 2,53
311 2,95
5891 527
6745 2,98
6358 3,88
69,43 4,19
5267 11,42
7870 6,31
6284 6,00
69,29 4,83
9299 073
68,11 6,88
6246 11,88
8055 272
627 768
4973 30,11
1886 2,56
7836 13,78
4617 1,73
41,86 21,80
59,30 | 41,29
8500 5,71
4776 | 34,69
5241 38,62
2235 391
6395 5508
60,58 2,59
000 0,00
72,73 | 3,40
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IC50 (uM)

M
>10
>10
>10
3,40
5,50
3,30
>10
2,50
1,25
2,05
3,30
3,60
415
2,55
>10
>10
>10
6,61
>10
>10
6,69
0,92
>10
5,75
>10
2,30
4,87
>10
3,65

SD
nd
nd
nd
0,14
1,84
0,42
nd
0,14
0,35
0,64
1,27
1,27
0,64
0,78
nd
nd
nd
1,32
nd
nd
1,65
0,32
nd
2,33
nd
0,28
0,01
nd
0,21

HL60

S (%)

M SD
7834 | 1,53
16,68 3,67
4953 3,65
8241 1,30
7922 | 0,52
8546 2,24
65,85 = 4,92
7938 0,76
7867 | 0,83
8387 210
50,50 | 3,81
78,83 0,70
5522 | 3,90
7945 0,93
0,00 11,30
20,20 47,91
0,00 9,33
3587 5,65
20,32 37,45
1889 8,73
0,00 = 19,00
21,25 13,44
38,07 | 51,61
62,84 3,26
8548 6,93
76,75 0,59
7572 | 0,63
0,00 348
6552 | 0,86

IC50 (uM)

M
1,95
>10
>10
1,85
2,85
1,00
3,15
1,80
0,70
0,90
>10
6,50
>10
1,75
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
>10
3,99
2,15
2,70
>10
4,20

SD
0,49
nd
nd
0,21
0,07
0,00
0,35
0,14
0,14
0,14
nd
0,99
nd
0,21
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
nd
0,12
0,36
1,70
nd
0,85
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Tabla 21 (continuacién). Inhibicién de la viabilidad celular del primer subgrupo (pirazoles) de la
serie sobre lineas tumorales hematoldgicas (HEL, K562 y HL60) determinada por ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (M)

M | sSD M SD M SD M SD M SD M SD
PMA-P28 7255 236 545 148 6903 085 545 078 6426 431 500 0,14
PMA-P29 8210 094 275 007 7510 068 210 057 7510 2,03 1,95 0,07
PMA-P30 9137 047 215 092 8277 194 095 035 7404 049 1,05 0,64
PMA-P31 6401 131 560 212 5200 775 >0 nd 7376 085 4,00 0,99
PMA-P32 9006 096 225 078 7235 198 2,30 057 8387 212 1,10 0,14
PMA-P33 9677 096 390 028 7296 033 435 148 8257 265 390 0,57
PMA-P34 8345 145 195 007 8100 302 295 035 8639 127 1,10 0,14
PMA-P35 57,07 174 >0 nd 4559 897 >10 nd 628 469 >10 nd
PMA-P36 1177 809 >10 nd 1455 1154 >10 nd 568 168 >10 nd

Se representa el porcentaje de inhibicidon de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento con los diferentes
compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de IC50 (uM), mostrados en negrita, fueron calculados en aquellos
compuestos con una S mayor del 60% a dosis fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-72h. Tanto para
los valores de S como para los de IC50, los datos se presentan como media (M) + desviacién estandar de la media
(SD). ID: identificacion de los compuestos; nd: no determinado.

Estos resultados sugieren que, por un lado, se trata de un grupo con alta potencia
antitumoral en células de cancer hematoldgico. Si bien no parece haber selectividad por
los distintos tipos de leucemias estudiadas, de forma que los efectos citotoxicos de los
compuestos se observan en las tres lineas celulares con una potencia similar. Por otro
lado, el segundo subgrupo PMA-Ac de 32 compuestos presentd los siguientes resultados
(Tabla 22).

Tabla 22. Inhibicién de la viabilidad celular del segundo subgrupo (acridinas) de la serie
sobre lineas tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60) determinada por ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (M) S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (uM)
M SD M SD M SD M SD M sOD M SD
FLAVO 7243 | nd 0,20 0,05 9100 nd | 021 0,02 9590 nd 0,09 nd
DOXO 81,67 7,98 0,20 0,07 8803 428 022 019 8661 nd 0,07 0,02
PMA-Ac1 14,83 1 20,97 | nd nd | -0,03 nd nd nd 000 nd nd nd
PMA-Ac2 2418 34,20 nd nd 6221 nd nd nd 2259 nd nd nd
PMA-Ac3 26,52 | 37,51 | nd nd | 8531 1512 7,91 0,23 38,36 nd | nd nd
PMA-Ac4 30,00 42,42 nd nd 76,11 2586 >10 nd 40,24 nd nd nd
PMA-Ac5 17,91 1 25,33 | nd nd | 68,98  nd nd nd | 1513 | nd | nd nd
PMA-Ac6 20,84 2947 nd nd 48,15  nd nd nd 767 nd nd nd
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Tabla 22 (continuacién). Inhibicion de la viabilidad celular del segundo subgrupo (acridinas)
de la serie sobre lineas tumorales hematolégicas (HEL, K562 y HL60) determinada por
ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) IC50 (M) S (%) IC50 (uM)
M SD M SD M SD M SD M SD M SD
PMA-Ac7 39,78 136,99 | nd | nd | 9148 1489 1,88 0,36 71,23 | nd | nd | nd
PMA-Ac8 49,58 1 30,81  nd @ nd 5357  nd nd nd 2610 nd nd | nd
PMA-Ac9 38613380 | nd | nd | 7292 230 338 049 4842 nd | nd | nd
PMA-Ac10 | 2475 1547 nd nd 0,00 nd nd nd 000 nd nd | nd
PMA-Ac11 32,66 20,06 nd nd | 6,04 nd nd nd | 000 nd nd nd
PMA-Ac12 | 5792 3449 nd | nd 8565 10,04 257 1,73 56,31 nd nd | nd
PMA-Ac13 19,25 | 27,23 nd nd | 20,56 | nd nd nd | 000 nd nd nd
PMA-Ac14 | 1448 1084 nd | nd 0,00 nd nd nd 000 nd nd | nd
PMA-Ac15 | 1391 | 1968 | nd nd | 0,00 nd nd nd | 000 nd nd nd
PMA-Ac16 | 23,03 | 26,49 nd nd | 13,51 nd nd nd 000 nd nd nd
PMA-Ac17 | 2196 14,07 nd | nd | 4,31 nd nd ' nd | 000 nd | nd | nd
PMA-Ac18 | 29,71 1766 nd nd 2481 nd nd nd 000 nd nd | nd
PMA-Ac19 | 28,09 245 nd  nd | 0,00 nd nd ' nd | 000 nd | nd | nd
PMA-Ac20 | 3844 1176 nd nd 1855 nd nd nd 000 nd nd | nd
PMA-Ac21 | 22,78 6,0 nd @ nd | 230 nd nd ' nd | 000 nd | nd | nd
PMA-Ac22 | 3250 2365 nd nd 5119 nd nd nd 494 nd nd @ nd
PMA-Ac23 13,70 1 19,37  nd nd | 2453 | nd nd nd 000 nd nd nd
PMA-Ac24* nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
PMA-Ac25 | 30,97 | 6,41 nd nd | 20,05 | nd nd nd | 000 nd nd nd
PMA-Ac26 | 28,84 10,45 nd nd | 0,00 nd nd nd 000 nd nd nd
PMA-Ac27 3195 | 858 | nd nd | 0,00 nd nd nd | 000 nd nd nd
PMA-Ac28 | 31,30 | 7,98 @ nd nd | 0,00 nd nd nd 000 nd nd nd
PMA-Ac29 | 3468 10,30 nd @ nd | 0,00 nd nd ' nd | 000 nd | nd | nd
PMA-Ac30 | 2137 351 nd nd 0,00 nd nd nd 000 nd nd | nd
PMA-Ac31 | 26,05 13,88 nd @ nd | 0,00 nd nd ' nd | 000 nd | nd | nd
PMA-Emb | 4094 1657 nd nd 1542 nd nd nd 530 nd nd | nd

Se representa el porcentaje de inhibicion de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento con los diferentes
compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de I1C50 (uM), mostrados en negrita, fueron calculados en
aquellos compuestos con una S mayor del 60% a dosis fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-
72h. Tanto para los valores de S como para los de IC50, los datos se presentan como media (M) £ desviacién
estandar de la media (SD). ID: identificacién de los compuestos; nd: no determinado. “FLAVO” y “DOX0":
abreviaturas para Flavopiridol y Doxorrubicina, respectivamente, que fueron utilizadas como controles
positivos de toxicidad. El producto PMA-Ac24 tuvo problemas de disolucién y no fue ensayado.

En este subgrupo de la quimioteca se detecta una baja accion antitumoral en
general, con reducidos porcentajes de inhibicién de la viabilidad celular a dosis fija que
impidieron el calculo de sus valores de IC50. De 32 compuestos, s6lo se pudieron calcular
las IC50 de 4 compuestos, todos en la linea K562, lo que sugiere que poseen selectividad
antileucémica hacia células de LMC.
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Los resultados del cribado del subgrupo de pirazoles de esta quimioteca
contribuyeron a la publicacion de Martin-Acosta et al. (2021) “Modular Synthesis and
Antiproliferative Activity of New Dihydro-1Hpyrazolo [1,3-b] pyridine Embelin

Derivatives” Pharmaceuticals (211).
1.4. Anélogos del hibrido naftoquinona-cumarina

Los resultados del cribado de los 48 compuestos analogos al hibrido naftoquinona-
cumarina se recogen en la Tabla 23.

Tabla 23. Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos “analogos de hibrido
naftoquinona-cumarina” sobre lineas tumorales hematoldgicas (HEL, K562 y HL60) determinada
por ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) 1C50 (uM) S (%) IC50 (M)

M sOD M SD M SD M SD M  SD M SD
NPQ-C6 = 9552 049 130 060 7075 501 140 070 9622 278 030 0,10

JKST1 17,40 1395 | >10 | nd | 23,00 | 1244 | >10 | nd | 24,71 | 555 | >10 | nd
JKST2 0,00 000 >0 nd 749 429 >0 nd 000 @ 777 >10 | nd
JKST3 18,02 1516 | >10 | nd | 44,55 | 2349 | >10 | 0,00 28,04 | 36,71 | >10 | nd
JKST4 53,88 216 | >10  nd 52,03 1350 >10 nd @ 2404 289 >10 @nd
JKSTS 89,96 693 | 381 044 7641 2094 7,49 087 8719 | 842 | 522 | 0,59
JKST6 91,97 6,81 1,02 027 939 38 066 023 9021 1228 10,88 0,16
JKST7 50,78 | 26,67 | >10 | nd | 76,58 | 11,66 | 7,18 | 1,16 6510 @ 2,66 | 3,39 | 1,32
JKST8 14,41 20,38 >10 | nd 1505 828 >10 nd 000 845 >10 | nd
JKST9 16,25 | 2221 >0 nd | 193 493 >0 nd 000 11,79 >10 | nd
JKST10 34,22 833 >0 nd 2938 2344 >10 nd 000 @ 354 >10 @ nd
JKST11 91,38 1141 1,69 093 9323 1407 1,85 0,78 77,85 19,04 | 1,87 | 0,76
JKST12 99,47 467 120 005 9101 599 206 070 90,76 1030 1,93 0,52
JKST13 92,24 906 | 1,51 084 9599 638 | 1,01 042 7668 2202 1,82 0,87
JKST14 57,77 | 3243 >10 nd | 9102 570 3,74 094 4179 2472 >10 @ nd
JKST15 96,81 266 | 2,83 095 9521 6,06 | 4,09 026 8218 | 1012 | 4,34 | 0,23
JKST16 1732 | 2450 >10 nd | 000 1201 >10 nd 000 510 >10 nd
JKST17 66,60 | 3359 | >10 | nd | 85,08 | 10,67 | 597 1,07 8360 6,01 | 4,00 | 0,70
JKST18 43,15 | 3748 >10 nd | 7321 2361 3,47 024 4726 2410 >10 nd
JKST19 55,87 | 2529 | >10 | nd | 61,23 3360 >10 nd | 56,56 10,10 | >10 | nd
JKST20 3887 | 2715  >10  nd | 4839 1314 >10 nd | 43,61 2590 >10 nd
JKST21 43,88 16,66 = >10 | nd | 49,00 50,73  >10 | nd | 21,86 12,30 >10 | nd
JKST22 16,22 2293 >10 nd | 788 1209 >10 nd 000 2406 >10 nd
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Tabla 23 (continuacion). Inhibicion de la viabilidad celular de la serie de compuestos “analogos de
hibrido naftoquinona-cumarina” sobre lineas tumorales hematoldgicas (HEL, K562 y HL60)
determinada por ensayo de MTT.

HEL K562 HL60
ID S (%) IC50 (uM) S (%) 1C50 (uM) S (%) IC50 (uM)

M sOD M SD M SD M SD M SD M | SD
JKST23 | 3617 1742 >10 nd | 1598 3372 >10 nd 4509 30,02 >10 nd
JKST24 1133 1603 >10 nd 000 2438 >10 nd 000 2110 >0 nd
JKST25 | 6560 1275 929 090 4823 659 >10 nd 60,31 584 7,93 1,90
JKST26 2535 147 >10 nd 000 3296 >10 nd 000 1731 >10 nd
JKST27 | 5591 295 >10 nd | 2354 1358 >10 nd 4624 1451 >10 nd
JKST28 2809 491 >10 nd 4438 1090 >10 nd 000 2560 >10 nd
JKST29 1971 049 >10 nd 000 2517 >10 nd 000 1884 >10 nd
JKST30 1243 17,46 >10 nd 000 1517 >10 nd 1937 1145 >10 nd
JKST31 1213 1994 >10 nd 000 315 >10 nd 000 2160 >0 nd
JKST32 1288 1137 >10 nd 000 21,71 >10 nd 000 1382 >0 nd
JKST33 | 1103 1560 >10 nd 656 3530 >10 nd 000 11,19 >10 nd
JKST34 1247 1510 >10 nd 000 365 >10 nd 000 1570 >10 nd
JKST35 | 9882 427 091 024 9184 1131 165 061 91,09 851 2,03 0,25
JKST36 55 78 >0 nd 000 398 >0 nd 000 412 >10 nd
JKST37 760 1075 >10 nd = 000 3926 >10 nd 000 19,56 >10 nd
JKST38 829 1173 >10 nd 1,35 3424 >0 nd 000 4478 >10 nd
JKST39 | 10000 000 228 085 10000 250 124 006 90,54 281 503 1,52
JKST40 1325 1203 >10 nd 21,41 1320 >10 nd 16,38 1065 >10 nd
JKST41 10000 = 000 1,59 057 10000 410 1,76 076 92,26 165 3,55 1,77
JKST42 3030 55 >10 nd 472 1260 >10 nd 077 572 >10 nd
JKST43 | 1412 085 >10 nd 000 780 >10 nd 000 2391 >10 nd
JKST44 449 279 >10 nd 000 890 >10 nd 000 2371 >10 nd
JKST45 381 191 >0 nd 000 630 >0 nd 000 2094 >10 nd
JKST46 000 328 >0 nd 149 38 >0 nd 000 1813 >10 nd
JKST47 118 537 >0 nd 828 500 >0 nd 000 158 >10 nd
JKST48 537 18 >0 nd 445 150 >0 nd 000 11,14 >10 nd

Se representa el porcentaje de inhibicién de viabilidad celular (S) resultado del tratamiento con los diferentes
compuestos a dosis fija (10 uM). Los valores de 1C50 (uM), mostrados en negrita, fueron calculados en aquellos
compuestos con una S mayor del 60% a dosis fija de 10 uM. Los tratamientos se mantuvieron 48-72h. Tanto para
los valores de S como para los de IC50, los datos se presentan como media (M) £ desviacion estdndar de la media
(SD). ID: identificacién de los compuestos; nd: no determinado.

Este grupo de compuestos mostro actividades citotoxicas muy diversas, lo cual
permitio realizar estudios estructura-actividad reuniendo informacion sobre las
modificaciones estructurales que dieron lugar a potencias antitumorales intensificadas o
reducidas. A continuacidn, se muestra una figura representativa de compuestos JKST que

contribuyeron al estudio de la relacion estructura-actividad de la quimioteca (Figura 35).
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Figura 35. Muestra representativa de 1os compuestos de la serie “analogos del hibrido naftoquinona-
cumarina” empleados en el estudio de la relacion estructura-actividad en las lineas hematolégicas
HEL, K562 y HL60. A la izquierda se muestra la estructura quimica de los compuestos y a la derecha la
inhibicion de la viabilidad celular en forma de 1C50 media de las réplicas experimentales (48-72 horas de

tratamiento) en las células de la leyenda.
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De estos estudios, se pueden extraer las siguientes ideas principales: las
modificaciones estructurales en el grupo aldehido supusieron una disminucion de la
actividad citotoéxica de los compuestos, destacando la importancia de los grupos
metoxilos (OCH3) en la actividad antitumoral; ademaés, las modificaciones en el grupo
quinona dieron lugar a compuestos inestables, que impidieron en ciertos casos el estudio
de su actividad bioldgica; por ultimo, las modificaciones en el grupo cumarina dieron
lugar a compuestos con actividad antitumoral eficaz. Sin embargo, en estos grupos
separados por modificaciones estructurales se pueden encontrar compuestos que
representan una excepcion a estas caracteristicas generales (160).

En este contexto, los compuestos JKST6, JKST13, JKST35, JKST39 y JKST41
fueron seleccionados por presentar una actividad antitumoral destacada (valores de IC50
< 5uM) (Figura 36).
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Figura 36. Compuestos de la serie quimica “analogos de naftoquinona-cumarina” que mostraron
inhibicion de viabilidad celular potente en las lineas hematoldgicas HEL, K562 y HL60. A la izquierda
se expone la estructura quimica de los compuestos y a la derecha la grafica de dosis-efecto que representa
la media de IC50 calculada a partir de las réplicas experimentales (48-72 horas de tratamiento).
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Las modificaciones concretas observadas en el compuesto lider (NPQ-C6) que
dieron lugar a estos compuestos con actividad antitumoral eficaz se resumen brevemente
a continuacion. En el caso del JKSTG6, el nucleo cumarina se sustituyd por una pirona, en
el JKST13 se sustituyo por una dimedona; en el JKST35 por un grupo quinolina. Por otro
lado, de la modificacion estructural de la quinona, se encontraron dos compuestos con
alta actividad citotoxica, JKST39 y JKST41.

El compuesto que mostré mejor actividad citotdxica tras las modificaciones en las
lineas de leucemia humana investigadas fue el JKST6, para el que se obtuvo una actividad
antitumoral mejorada en todas las lineas estudiadas respecto al compuesto lider, excepto
para la linea celular HL60, donde el NPQ-C6 tenia menor 1C50 (0,30 + 0,10 uM) que el
JKST6 (0,88 £ 0,16 uM).

Una forma de impulsar la eleccién del compuesto candidato para seguir
investigando su mecanismo de accion antitumoral es realizar estudios de docking
molecular que “predicen” posibles uniones de los compuestos a dianas de interés. En este
caso se eligieron las proteina-quinasas JAK2 y ABL1, dado su papel critico en vias de
sefializacion desreguladas en canceres hematoldgicos, como es JAK/STAT. Al tratarse
de una guimioteca sintetizada a partir del compuesto lider precursor NPQ-C6, los datos
de docking score se compararon directamente con los obtenidos para dicho producto.

Como puede observarse en la Figura 37, el JKST6 establece las mismas
interacciones que el compuesto NPQ-C6 con el sitio catalitico de JAK2 ya que se forman
dos enlaces de hidrogeno entre el compuesto y los residuos Leu 932 y Ser 936, con un
valor alto de docking score con esta quinasa (-9,60 Kcal/mol). De forma muy similar, los
valores mas altos de docking score para NPQ-C6 y JAK2 se encontraban en el rango (-
8,32 a-10,1 Kcal/mol).
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Figura 37. Modelado molecular de la unién con JAK2. Prediccion del modo de union al dominio
catalitico de JAK2 del compuesto lider NPQ-C6 (PDB:2CQC, izquierda) y del JKST6 (PDB:5GF4,
derecha).

El patron de unién del JKST6 a ABL1 fue estudiado también por docking
molecular flexible, mostrando un valor de docking score similar al del compuesto lider,
siendo -6,07 Kcal/mol para JKST6'y -6,12 Kcal/mol para NPQ-C6. Ademas, la prediccion
de unidén del compuesto al sitio catalitico de la enzima también resultd analoga a la del
NPQ-C6. El cambio del anillo aromatico de la cumarina por un grupo pirona permite una
insercion mas profunda en la zona de bisagra de la proteina. Esta variacion motiva la
presencia de mas interacciones entre el compuesto y la diana en comparacion con las
establecidas por el compuesto lider. Algunas de ellas son: interacciones nt-7 Stacking del
anillo aromatico del aldehido con la Tyr 253, tres interacciones por enlaces de hidrdégeno
entre GIn 252 y Tyr 253 y los dos grupos metoxilo, asi como un gran nimero de
interacciones hidrofébicas entre esta molécula y diferentes residuos del centro activo de
la proteina (Leu 248, Gly 251, Tyr 253, Phe 317, Met 318 y Leu 370) (Figura 38).
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Figura 38. Modelado molecular de la uniéon con BCR-ABL1. Prediccion del modo de unién del
compuesto lider NPQ-C6 (izquierda) y del derivado JKST6 (derecha) con el dominio catalitico de ABL1
(PDB:2GQG).

Para completar la eleccion del compuesto, se realizaron estudios ADME in silico
para determinar las caracteristicas tipo farmaco del JKST6. En concreto, se estudiaron las
propiedades farmacocinéticas y las cualidades fisicoquimicas de los enantidmeros del

JKST6, que se muestran en la Figura 39.

Figura 39. Enantiomeros del JKST6 investigados en el estudio ADME. Los enantiomeros se simbolizan
comoly?2.

Los resultados del estudio ADME in silico de los enantiémeros del JKST6 se
detallan en la Tabla 24.
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Tabla 24. Tabla con las predicciones del estudio ADME in silico de los enantiémeros 1-2.

Propiedades Rango (valores) 1 2
#istars 0-1 0 0
CNS -2 (mactl.vo) a+2 g y
(activo)
QPlogBB -3.0a1.2 -0,801 -0,801
<25 deficiente
QPPCaco2 5500 eficiente 527,498 526,791
<25 deficiente
QPPMDCK 5500 eficiente 247,801 247,443
QPlogKhsa -15a1.5 -0,333 0,333
QPlogPolw -2.0a6.5 2,246 2,246
QPlogKp -8.0a-1.0 -2,711 -2,712
QPlogS -6.5a0.5 -3,459 -3,459
#metab 1a8 3 3
<80% alta
0,
% HOA <25% baja 88,822 88,81
HOA 1,20 3.para bajo, 3 3
medio o alto
PSA 7a200 92,04 92,04
SASA 300 a 1000 634,208 634,188
Mw 130 a 725 416,386 416,386
#rotor 0a15 2 2
donorHB 0aé6 0 0
accptHB 2a20 8,5 8,5

#stars (Similitud con otros farmacos como nimero de valores que caen fueran del rango del 95% de los valores de
los farmacos conocidos); CNS (Prediccion de la actividad en el sistema nervioso central en una escala de -2
(inactivo) a +2 (activo), QPlogBB (Prediccion del coeficiente de particion cerebro/sangre), QPPCaco2 (Prediccion
de la permeabilidad en la linea de adenocarcinoma colorrectal humana medida en nm/s ), QPPMDCK (Prediccion
de la permeabilidad en la linea de rifién canina Madin-Darby en nm/s), QPlogKhsa (Prediccién de la union a la
albumina humana sérica), QPlogPo/w (Prediccion del coeficiente de particion Octanol/Agua), QPlogKp (Prediccion
de la permeabilidad en la piel), QPlogS (Prediccién de la solubilidad acuosa), #metab (Numero de reacciones
metabdlicas probables), % HOA (Prediccion de la absorcion oral humana de 0 al 100%), HOA(Prediccidn cualitativa
de la absorcion oral humana), PSA (Area de superficie de las fuerzas de Van der Waals de los atomos polares
(nitrégeno, oxigeno) y de carbonilos ), SASA (superficie total accesible al disolvente), MW (Peso molecular), #rotor
(Numero de enlaces rotables no-triviales y no entorpecidos). donorHB (nimero de donadores de enlace por puente
de hidrégeno), accptHB (nimero de aceptores de enlace por puente de hidrégeno.

Los valores de prediccion obtenidos para los enantiomeros del JKST6 poseen
valores muy similares entre ellos, lo que indica que ambas disposiciones estructurales no
difieren notablemente en sus propiedades. Ademas, sus valores dentro de los rangos
analizados son intermedios, describiendo un compuesto con caracteristicas tipo-farmaco
potencialmente adecuadas. Por ejemplo, posee un valor predictivo de coeficiente de

reparticion octanol/agua (QPlogPo/w) adecuado, un valor de solubilidad en medio acuoso
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aceptable (QPlogS), unos valores de absorcion oral altos (%HOA, HOA), y unos valores
de superficie total accesible con solvente altos (SASA). Por otro lado, posee un valor de
reacciones metabdlicas por via hepatica (#¥metab) de 3, que aun siendo un valor
relativamente bajo requiere consideracion. El valor de permeabilidad en el modelo celular
Caco-2 se ha descrito como un valor eficaz para predecir la absorcién intestinal humana
en caso de administracion oral, y en este estudio in silico el valor predictivo del JKST6
se clasificaria como eficaz (198).

Dados los resultados del modelado molecular, las predicciones del ADME vy las
caracteristicas quimicas del compuesto, junto con los potentes valores de inhibicion de la
viabilidad celular detectado en el cribado, el compuesto JKST6 fue seleccionado para ser
estudiado en profundidad desde el punto de vista de su mecanismo de accion antitumoral.
En concreto en el contexto de las leucemias humanas, con especial atencién a la leucemia
mieloide crdnica, convirtiéndose asi en el centro de los estudios realizados en esta tesis

doctoral.
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1. JKST6 inhibe la viabilidad de células leucémicas

Para investigar la actividad antitumoral del JKST6 se estudio su efecto sobre la
viabilidad celular medida por MTT en ensayos de dosis-respuesta, en distintas lineas
celulares (tumorales hematoldgicas, tumorales de mama y no tumorales). Como se
observa en la Tabla 25, el compuesto demostré ser altamente efectivo en las lineas
celulares derivadas de neoplasias sanguineas (ej. K562, MOLM-13, HL60, HEL, MV
4.11, JURKAT), comparado con su efecto en células derivadas de cancer de mama o
endometrio (BT-549, MDA-MB-231, HS-578T, ISHIKAWA) o células no malignas
(RAW 264.7, Vero, hMSC-TERT, PBMCs).

Tabla 25. Efecto de JKST6 sobre la viabilidad de células de cancer (sanguineos y tumores sdélidos)
y células sanas.

cIIiEI:r Linea celular mtla(c:i?: i(“SNIIE;M) cZIiSI:r Linea celular mtle(c:i?: ipSNIIE;M)
NH K562 0.66 + 0.29 BC MDA-MB-231 2.70+0.16
NH MOLM-13 0.71+£0.20 BC MCF7 3.18 £0.21
NH HL60 0.88 £ 0.09 BC HS-578T 325+1.20
NH HEL 1.02£0.16 NM hMSC-TERT 461+£1.27
NH MV4.11 1.04 £0.08 BC SKBR3 4.68 +0.62
CE ISHIKAWA 143 +£0.19 NM RAW 264.7 5.13+0.95
NH JURKAT 1.69 £ 0.01 NM PMBC 5.68+0.9
BC BT-549 1.99 + 0.87 NM Vero 6.44 +2.02
NM MCF10A 2.27+0.16 NM EVB lymphocytes >10+nd

Células tratadas con vehiculo (0,05 % DMSO) o JKST6 (0,01 a 10 uM) durante 24-72 h. La viabilidad celular se
estudio con el ensayo de MTT tal como se describe en Material y Métodos. NH: neoplasia hematolégica; CE: cancer
de endometrio; NM: no malignas; BC: cancer de mama. nd: no determinado.

2. JKST6 afecta a la viabilidad de células de LMC

Para evaluar la potencial especificidad del JKST6 se compara su potencia
antitumoral en distintas lineas tumorales hematoldgicas, demostrando tener un mayor

efecto en la inhibicion de la viabilidad celular en la linea leucémica mieloide crénica
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humana K562, en comparacion con otras lineas celulares derivadas de neoplasias

sanguineas (Figura 40).

1507 = K562 Figura 40. Determinacion de viabilidad celular
125+ % ; II\-IAI?GIBM-H en neoplasias hematoldgicas tratadas con
100 . i HEL JKST6. Células derivadas de NH humanas
75 @ o MV4-11 expuestas a diferentes concentraciones de JKST6

(0,01 - 10 uM) durante 48 horas. La viabilidad
celular se analiz6 mediante ensayo de MTT tal
como se describe en material y métodos.
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Este hallazgo determind la seleccion de la linea K562 para futuros experimentos.
En concreto, se investigo el efecto del JKST6 tras una corta exposicion temporal (6 'y 3
horas), seguido de wash-out en la viabilidad de las células de LMC comparada con las
células HEL (eritroleucemia), 48 horas después del tratamiento. Los datos revelaron que
el JKST6 mantenia su potencia antitumoral tras una exposicién corta de 6 horas o incluso
de 3 horas en células K562. Lo mismo ocurrié con la doxorrubicina (DOXO), pero no
con el imatinib (IM), que vio reducido su efecto antitumoral a 6 y 3 horas de tratamiento.
Estos mismos ensayos en la linea HEL resultaron reveladores ya que el JKST6 conservé
su actividad antitumoral tras 6 horas de exposicion, pero se vio notablemente reducida

cuando la exposicion se redujo a 3 horas (Figura 41).
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Figura 41. Estudio de los efectos irreversibles del JKST6 en la viabilidad de células de LMC y de
eritroleucemia. Viabilidad celular medida en K562 (panel superior) y HEL (panel inferior) expuestas a
concentraciones crecientes (0.01-10 pM de JKST6, DOXO o IM) durante 6 o 3 horas seguido de pasos de
wash-out detallados en el apartado de material y métodos.

3. JKST6 causa baja toxicidad in vitro e in vivo

Para analizar la posible citotoxicidad del JKST6 in vitro se evalu6 su efecto sobre
la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) a distintas dosis.
Tal como se observa en la Tabla 25, la IC50 del JKST6 en PBMCs resultd 4 veces més
alta que en las células de LMC (K562). De hecho, como se muestra en la Figura 42,
concentraciones bajas del JKST6 (1 y 3 uM) no tuvieron un efecto significativo en la
viabilidad de PBMCs pero si en la de las células K562, mientras que la DOXO redujo la
viabilidad celular de K562 y de las PBMCs con una potencia similar (Figura 42).
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Figura 42. Efecto del JKST6 en la viabilidad celular determinada en K562 y PBMC. Las células fueron
incubadas con JKST6 0 DOXO (ambos a 1 y 3 uM) durante 24 horas. Se representa la media + SEM. Valor
estadistico calculado con ANOVA de una via y Bonferroni post hoc test. *p < 0.05; *** p < 0.001, **** p
< 0.0001 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

La baja toxicidad del JKST6 observada in vitro fue confirmada in vivo. Para ello,
el compuesto JKST6 se administrd en ratones mediante ensayos de toxicidad aguda
(durante 5 dias) y sub-crénica (durante 30 dias), y se analizaron sus efectos a nivel local
y sistémico.

El test de Irwin o test de toxicidad aguda fue realizado en la Universidad de La
Laguna (ULL). Este ensayo determind que los ratones macho de la cepa FVB
experimentaban una leve excitacion tras las administraciones del compuesto via oral (v.0)
(50mg/kg) e intraperitoneal (v.i) (10mg/kg). Sin embargo, no hubo alteraciones
significativas en el peso corporal total de los animales, ni hubo caracteristicas
morfoldgicas resefiables en las necropsias realizadas tras la finalizacién del experimento
(Anexo I. Resultados: test de Irwin), a excepcion de una tendencia al incremento de
peso hepatico en los ratones tratados con JKST6 por v.o. Para valorar este fendmeno se
realizd un estudio de hepatotoxicidad en el cual se aumentd el nimero de animales
tratados, y se demostrd que no se producia dicho efecto (Anexo I. Resultados: informe
de hepatotoxicidad).

El ensayo de toxicidad sub-crénica fue realizado en la Universidad de Las Palmas
de Gran Canaria (ULPGC). La administracion del JKST6 (10 mg/kg) por v.i confirmo la
ausencia de signos clinicos asociados al tratamiento (Anexo I. Resultados: registro de
signos clinicos). El peso y la composicidon corporal de los ratones macho no cambi6

significativamente durante el experimento, sin embargo, en el caso de las hembras, hubo
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un aumento significativo del peso corporal acompafado de un aumento en la masa magra
(Figura 43). Por otro lado, la formulacion del vehiculo (dimetilacetamida (DMA):
PEGA400: suero salino; 10:40:50) tuvo que ser revisada y cambiada por (dimetilsulféxido
(DMSO): PEG400: suero salino; 10:40:50), debido a la presencia de signos de excitacion

y dolor en el momento de la administracion en ambos grupos de tratamiento (vehiculo y
JKST6).
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Figura 43. Ensayo de toxicidad sub-crénica del JKST6 en ratones Balb/c. A. Ganancia de peso (%):
diferencia del peso corporal entre el dia final (dia 30 de experimento) y el inicial (dia O de experimento,
antes de la primera inyeccion). B. Composicion corporal (magra, grasa y fluido) expresadas como la
diferencia entre los valores finales e iniciales recogidos durante el procedimiento. C. Peso del bazo, el rifién
y el higado en el punto final del estudio (dia 30) expresado como porcentaje del peso corporal total. Los
datos se presentan como media + SEM de n= 4-5 animales por grupo. Para comparar grupos tratamiento
con grupos control en machos y hembras, se realizaron pruebas de t-Student no pareadas. * p < 0,05 con
respecto a los animales tratados con el vehiculo (VEH).

Tampoco se encontraron cambios significativos en las poblaciones celulares

sanguineas ni en los parametros bioquimicos estudiados en las muestras sanguineas de
los ratones (Tablas 26-27).
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Tabla 26. Valores de analisis bioquimicos analizados en ratones BALBI/c.

Parametros

TP (g/dI)
Glu (mg/dl)
BUN (mg/dl)

AST (GOT) (UL)
CK (U/L)
ALT (GPT) (U/L)
LDH (U/L)
ALP (U/L)
CRE (mg/dl)
BUN/CRE

Hembras (N=5; media % SD)
10 mg/Kg

Control JKST6 Control
547 £ 0,38 5,58 £ 0,22 5,92 £0,90
458,33 + 14,22 2975+ 123,75 327 + 125,54

16,13 £ 1 17,1 +4,88 16,72 + 4,64
56,67 £ 19,5 53,75+ 10,5 125 + 86,69
297,5+ 183,14 145,5 £ 73,55 191,5 £ 97,02
55,67 + 45,32 43,75 £ 15,63 113,6 £ 51,25

262 + 69,40 198,25 + 27,05 323,4 + 140,22

87,33+ 7,57 82,75+ 6,45 102 + 35,08

0,69 £ 0,32 0,87 £0,05 0,91+£0,3
20+4,24 19,75+ 6,08 21,4 £4,28

Machos (N=5; media % SD)

10 mg/Kg JKST6

5,26 + 1,40
386,60 + 73,23
15,96 + 3,36
115 £ 55,24
242,25 + 99,97
134 £ 43,57
372,2 + 146,42
75+ 19,44
0,75 +0,22
22+442

Valores de analisis bioquimicos para ratones BALB/c hembra (n=10) y macho (n=10) tratados (v.i.) con JKST6
(10mg/kg) o vehiculo (VEH; DMSO: PEG400: SALINO) cada 2 dias durante 30 dias. Los datos se presentan como
la media + SD de grupo tratado y vehiculo de hembras y machos. Abreviaturas: TP: proteina total; GLU: glucosa;
BUN: nitrégeno ureico en sangre; AST: aspartato aminotransferasa; CK: creatinina quinasa; ALT: alanina
aminotransferasa; LDH: lactato deshidrogenasa; ALP: fosfatasa alcalina; CRE: creatinina; BUN/CRE: nitrogeno
ureico en la sangre/creatinina
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Tabla 27. Valores hematoldgicos analizados en ratones BALB/c.

Parametros Hembras
medidos (N=5; media * SD) (N=5; media * SD)
Control 10 mg/Kg JKST6 Control 10 mg/Kg JKST6
Hto (%) 39,35 £ 5,05 39,56 + 4,36 39,88 £ 5,05 37,38 £ 7,64
Hgb (g/dl) 12,35+ 1,53 12,34 £ 1,13 12,86 £ 1,23 11,50 £ 1,87
RBC (x108/mm?) 7,42 £ 0,86 7,53 £0,49 7,22 £0,99 6,57 £ 1,43
MCV (fl) 53,10 £ 1,39 52,50 + 2,56 55,68 + 6,89 57,56 + 8,29
MCH (pg) 16,60 £ 0,45 16,32 £ 0,73 18,02 £ 3,03 17,86 £ 3,61
MCHC (g/dI) 31,35+ 0,42 31,24 £ 1,69 32,34 £ 2,05 30,94 £ 2,10
RDW 9,95 £ 0,24 10,82 £ 0,69* 11,16 £ 0,85 11,02 £ 0,96
WBC (m/mm3) 8,16 £4,19 472 £1,42 4,29 1,95 5,03 £243
LINF (%) 58,98 + 5,40 55,42 + 8,19 55,96 + 7,51 50,78 + 4,94
MON (%) 8,43 £0,99 9,28 £2,70 9,10£2,20 8,50 £ 3,42
GRA (%) 32,60 + 5,39 35,30 £ 7,43 34,94 + 6,48 40,72 £ 6,17
LINF (x10%/mm3) 4,68 £2,12 2,61+0,80 2,28 £0,84 2,46 £ 1,06
MON (x10%/mm3) 0,67 £0,34 0,43 £0,15 0,40 £ 0,26 0,43 £0,29
GRA (x10%/mm3) 2,82+1,75 1,68 £ 0,69 1,60 + 0,90 2,13+£1,22
Pct (%) 0,22 £0,16 0,26 £0,10 0,31£0,14 0,32 £0,23
PLT (m/mm3) 429,67 £ 263,39 = 488,50 £ 100,29 611,25 + 52,73 681,33 + 349,16
VPM (fl) 6,13+0,10 6,06 £ 0,22 6,06 £ 0,09 6,38 £0,13*
PDW 8,53 £1,37 8,22+ 1,00 7,22 £ 0,96 8,18 £ 0,91

Valores hematologicos de ratones BALB/c hembra y macho tratados (v.i) con JKST6 (10mg/Kg) durante 30 dias.
Los datos como media £ SD de grupo tratado y vehiculo de hembras y machos. Para comparar grupos tratamiento
con grupos control en machos y hembras, se realizaron pruebas t-Student no pareadas. * p < 0,05y ** p < 0,01
con respecto a los animales tratados con el vehiculo (VEH). Abreviaturas: Hto: hematocrito; Hgb: hemoglobina;
RBC: recuento de gldbulos rojos; MCV: volumen corpuscular medio; MCH: hemoglobina corpuscular media; MCHC:
concentracién de hemoglobina corpuscular media; RDW: amplitud de distribucion eritrocitaria; WBC: recuento de
glébulos blancos; Pct: plaquetocrito; PLT: contaje de plaquetas; VPM: volumen medio de plaquetas; PDW: amplitud
de distribucién de plaquetas.

4. JKST6 afecta a la proliferacion de células de LMC

Con el sistema Incucyte de adquisicion de microfotografias a tiempo real se
realizé un estudio detallado del efecto del JKST6 en el crecimiento y la viabilidad de las
células K562 en experimentos de larga exposicion (5 dias). En primer lugar, el ensayo
permitio distinguir las dosis a las que se producen efectos citostaticos (menores que 1

HMM) y citotdxicos (mayores que 3 uM) (Figura 44).
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Figura 44. Determinacion de la proliferacion y citotoxicidad de K562 expuestas a JKST6 120 horas.
Las células se trataron con vehiculo (VEH, DMSO 0,05%) o dosis crecientes (0,01-10uM) de JKST6
durante 5 dias. Panel superior: imagenes representativas de células K562 creciendo exponencialmente en
presencia de VEH o JKST6 durante 0, 24, 48, 72 y 120 horas. Panel inferior: grafica que representa el area
bajo la curva (AUC) de los parametros de confluencia en contraste de fase (proliferacion) o confluencia
verde fluorescente (citotoxicidad) respecto a las concentraciones del IM (control positivo, izquierda) y del
JKST6 (derecha). La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via
seguido del post hoc test de Bonferroni. **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 con respecto a las células
tratadas con VEH.

Ademas, con este sistema se analizo la cinética de los efectos antiproliferativos y
procitotdxicos del JKST6 en las células K562 en comparacion con el IM. En primer lugar,
se compararon y caracterizaron los efectos del JKST6 y el IM a las dosis seleccionadas

(1y 3 uM) alo largo del tiempo (Figura 45).
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Figura 45. Representacion comparativa de la accién anti-proliferativa y pro-citotdxica del JKST6 y
del IM en K562. Las células se trataron con 1 y 3uM de JKST6 o IM durante 120 horas. Se representan
las AUC de los parametros de confluencia en contraste de fase (proliferacién, panel izquierdo) o confluencia
verde fluorescente (citotoxicidad, panel derecho) respecto al tiempo. La significacion estadistica fue
calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguido del post hoc test de Bonferroni. * p < 0.05; **
p <0.001, *** p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

En segundo lugar, se realizaron analisis de la variacion de las curvas dosis-efecto
a distintos tiempos finales (12, 24 y 48 horas) (Figura 46), que proporcionaron
informacién valiosa sobre las dosis eficaces de ambos compuestos en células de LMC

que fueron utilizadas en los experimentos posteriores.
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Figura 46. Determinacion de la proliferacion y citotoxicidad de K562 tratadas con JKST6 a distintos
tiempos. Andlisis del area bajo la curva (AUC) registradas a 12, 24 y 48 horas. Se muestran los valores de
IC50y de EC50 de IM (panel izquierdo) y JKST6 (panel derecho). La significacion estadistica fue calculada
mediante una prueba ANOVA de una via seguido del post hoc test de Bonferroni. * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001, **** p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con el vehiculo (VEH).

140



V. RESULTADOS. SEGUNDA PARTE

Con el fin de recrear con mayor fidelidad las condiciones de un tumor real in vivo,
se realizaron cultivos en 3D con las células K562 y se analizé su crecimiento tumoral
(esferoide) en presencia de distintas dosis de JKST6 e IM. Como se observa en la Figura
47, el tratamiento con JKST6 produjo una reduccion significativa del crecimiento del

esferoide respecto al esferoide tratado con vehiculo.

24h 48h 72h

VEH

yn %0 ° %0 °  ym

e e (e )
239 %231 M. 3,32 e’ 2385231 mm. 5,30 mev 2301230 ™, 320 mer

JKST6
(3uM)

- 0
2381230 mm, 5.29 mev 230 % 2.30 men, 3.2 mat 2305230 e, 520 ma

IM
(0.5uM)

il = L)
2395230 mm, 5,79 me 230x 230 mm, 527 me 239 % 2.30 me, 3.38 et

Figura 47. Volumen del cultivo 3D de K562 expuestas
1504 a vehiculo (VEH), JKST6 (2,3,y 5 uM), 0 IM (0.5y 1

o 1251 UM) durante 5 dias. Microfotografias representativas
_g% 100- del experimento con esferoides crecidos en ausencia
] .

> £ (VEH) o presencia de compuestos (3 pM JKST6 y 0.5
g.g ] ko UM IM) a 24, 48 y 72 horas (panel izquierdo) y
P 507 cuantificacién del volumen tumoral calculado como
[= . .. .,
® 254 - porcentaje del control (panel derecho). La significacion

estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA
VEH 2 3 5 05 1 de una via seguido del post hoc test de Bonferroni. *p <

JKST6 (uM) IM (uM)  0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, **** p < 0.0001 con
respecto a células tratadas con VEH.
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Ademas, se analizo la confluencia verde a partir de las microfotografias de
fluorescencia para obtener informacién sobre la citotoxicidad provocada por los

compuestos (Figura 48).
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Figura 48. Citotoxicidad del cultivo 3D de K562 expuestas a vehiculo (VEH), JKST6 (2, 3,y 5 uM), 0
IM (0.5 y 1 uM) durante 5 dias. Microfotografias de fluorescencia representativas del experimento con
esferoides de células K562 mantenidos en ausencia (vehiculo, VEH) o presencia de compuestos (3 uM
JKST6 y 0.5 uM IM) durante 24, 48 y 72 horas, y tefiidos con el colorante YOYO-1 para visualizar la
citotoxicidad tal como se describe en material y métodos.

En concreto, el JKST6 afectd especialmente a las células periféricas del esferoide
atiempos cortos (48 h), mientras que el IM mostré un aumento de citotoxicidad apreciable
alas 72 h (Figura 48).

5. JKST6 inhibe la entrada en el ciclo celular de células de LMC

Para elucidar el mecanismo de accion por el cual el JKST6 inhibe el crecimiento
de las células K562, se procedio a estudiar los perfiles de ciclo celular por citometria de
flujo. Todas las dosis investigadas de JKST6 desencadenaron un incremento en la fase
subG1 del ciclo celular, que se vio acompafiado de una reduccion proporcional en las
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fases GO/G1, especialmente después de 24 y 48 horas de exposicién al producto (Figura

49).
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Figura 49. Estudio del ciclo celular en células K562 tratadas con vehiculo (VEH; 0.05% DMSO) o
distintas dosis de JKST6 (1, 1.5 y 2 uM) durante 12, 24 y 48 horas. En el panel superior se muestran
imagenes representativas de citometria de flujo donde se clasifican las células segun sus perfiles en las fases
subG1, GO/G1, S, y G2/M del ciclo celular. En el panel inferior se muestran las gréaficas de cuantificacion
de los porcentajes de células en las distintas subregiones a cada tiempo de tratamiento. La significacién
estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni.
*p < 0.05; **p < 0.01 con respecto a las células tratadas con VEH.

En linea con estos resultados, los ensayos de inmunodeteccion de proteinas

(inmunoblot) revelaron cambios en la expresion de proteinas implicadas en la regulacion

de la progresion del ciclo celular tras el tratamiento con JKST6 (Figura 50).
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Figura 50. Andlisis de la expresion de p

roteinas reguladoras del ciclo celular en K562 tratadas con
JKSTB6. Se realizaron ensayos de inmunoblot con extractos proteicos totales procedentes de células K562
tratadas con vehiculo (VEH; 0.05% DMSO) o JKST6 (2 uM) durante 6, 12, 24 y 48 horas. La proteina
calnexina fue utilizada como control de carga en estos ensayos.

Estos resultados muestran que el compuesto reduce marcadamente la fosforilacion
de la proteina RB tras 6 horas de tratamiento, lo cual provoca que esta proteina pase a su
estado activo y que pueda unirse al factor de transcripcion E2F, inhibiéndolo, y evitando
asi la progresion del ciclo celular (212). Ademas, el JKST6 incremento los niveles de la
ciclina E, asociada con la transicion entre las fases G1-S (213), a las 24 horas de

tratamiento para posteriormente, reducirlos a las 48 horas.
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Otras proteinas con funciones clave en las fases S y M (213) también resultaron
alteradas por el tratamiento con JKST6. Por ejemplo, se observo un incremento de las
ciclinas A'y B tras 48 horas de tratamiento. Por otro lado, el JKST6 produjo una induccion
rapida de la fosforilacion de Weel, una proteina especifica que controla negativamente
la entrada a la mitosis (214). Ademas, el producto redujo (de 6 a 48 horas) de manera
evidente la fosforilacion de la histona H3, la cual esta relacionada con la entrada en la
fase de mitosis del ciclo celular (215). Finalmente, cabe destacar que el compuesto indujo
la fosforilacion de otros reguladores negativos de la progresion del ciclo, como por
ejemplo Chk1, Chk2 y p21 (216) (Figura 50).

6. JKST6 induce apoptosis en células de LMC

Los resultados previos muestran que el tratamiento con JKST6 en células K562
provoca una reduccion en la viabilidad celular y un incremento en la fase subG1, la cual
esta representada fundamentalmente por células hipodiploides o muertas. Asi, con el fin
de identificar el mecanismo de muerte celular inducido por el producto, se estudio el
proceso de muerte celular programada o apoptosis mediante la determinacion de Anexina
V, usando las mismas condiciones experimentales utilizadas en los ensayos de ciclo
celular (Figura 51). Estos ensayos demostraron que el tratamiento con JKST6 provoca
un incremento significativo en células Anexina V positivas de manera dependiente de la

dosis y del tiempo.
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Figura 51. Estudio del proceso de muerte celular programada o apoptosis en células K562 tratadas
con vehiculo (VEH; 0.05% DMSO) o0 JKST6 (1, 1.5y 2 uM) durante 12 y 24 horas usando un kit de
deteccion de Anexina V- FITC y de yoduro de propidio (PI). Panel superior: imagenes representativas
de citometria de flujo (FACS) que miden la translocacion de la fosfatidilserina a la superficie de la célula
y el estado de la membrana celular. Panel inferior: cuantificacion del porcentaje de células viables y no
viables a cada tiempo experimental. La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba
ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05; *** p < 0.001, **** p < 0.0001 con
respecto a las células tratadas con VEH.
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En otra serie de experimentos llevados a cabo en el Incucyte, se midi6 la apoptosis
a tiempo real mediante la union de Anexina V a fosfatidil serina (PS) (medicién de la
externalizacion de la PS a la superficie extracelular). Como se observa en la Figura 52,
los resultados se expresaron en forma de indice de apoptosis que tienen en cuenta los
eventos detectados de Anexina V positivos respecto al total de eventos detectados

(ocupacion del pocillo).

2 = VEH Figura 52. Medicion de apoptosis a tiempo real
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Analizar este indicador de activacion de apoptosis a tiempo real permitié
distinguir la cinética de activacion de la Anexina V, que tiene un pico a las 40-48 horas
para el tratamiento con el JKST6, mientras que para el tratamiento con IM el punto
maximo se alcanza a las 72 horas postratamiento. Estos resultados respaldan las
diferencias en la velocidad de actuacién de ambos compuestos, detectadas en ensayos
previos.
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De forma adicional, se detectd un aumento significativo de ndcleos apoptdticos
24 horas después del tratamiento con JKST6 (1 y 2 uM) (Figura 53).
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Figura 53. Identificacion de nucleos apopt6ticos
tras la exposicion de células K562 a JKST6 (1 uM
y 2 pM) durante 24 horas. Panel izquierdo:
microfotografias de fluorescencia de células K562
tefiidas con bisbencimida tras el tratamiento con VEH
0 JKST6. Las flechas blancas marcan células
apoptéticas con cromatina condensada. Panel
derecho: Representacion en porcentaje de los ntcleos
apoptaticos. La significacion estadistica fue calculada
mediante una prueba ANOVA de una via seguida del
post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05; **p < 0.01 con
respecto a las células tratadas con VEH.

La activacion de la apoptosis puede ser dependiente de la actividad de distintas

caspasas. Por esta razon, se estudio el corte y la actividad de las diversas pro-caspasas

iniciadoras y efectoras, asi como de poly (ADP-ribose) polymerase (PARP). Como se

observa en las imagenes de inmunoblot de la Figura 54, el tratamiento con JKST6

desencadeno el corte y la activacién de las pro-caspasas 8 y 9 tras 12 horas de tratamiento,

mientras que el corte de la pro-caspasa 3 y de PARP se detect6 desde las 12 hasta las 48

horas de exposicion al compuesto. Ademas, se observé la fosforilacién de H2AX, un

marcador de dafio en la doble cadena de ADN, 6 horas despueés del tratamiento, lo cual,

junto con la activacion de Chkl y Chk2, indican la presencia de dafio en el material

genético celular. Por ultimo, Mcl-1, una proteina de antiapoptética de la familia de Bcl2,

fue inducida rapidamente tras el tratamiento con JKST6 (Figura 54).
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Figura 54. Inmunodeteccion de proteinas implicadas en la apoptosis realizados con extractos
proteicos totales y determinacion de la actividad de las caspasas 8, 9 y 3 en células K562 expuestas a
vehiculo (VEH) 0 JKST6 (2 uM) durante 6, 12, 24 y 48 horas. La proteina calnexina fue utilizada como
control de carga. Panel superior: imagenes representativas de dos experimentos independientes de
inmunoblot. Panel inferior: cuantificacion de la actividad de las caspasas -8, -9 y -3 realizada en células
K562 expuestas a VEH, JKST6 (2 uM) o etoposido (ETP) (30 uM) durante 6, 12 y 24 horas. Los resultados
se representan como incremento en fold de la actividad caspasa respecto a las células tratadas con el VEH.
La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc
test de Bonferroni. *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, con respecto a las células tratadas con VEH.
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7. JKST6 inhibe la via de sefializacién BCR-ABL1/STATS5 en células de LMC

Como se ha descrito anteriormente, las células de LMC poseen como
caracteristica fisiopatoldgica la presencia de una oncoquinasa (BCR-ABL1) que esta
constitutivamente activa, desencadenando sefiales downstream que promueven el
crecimiento celular descontrolado a través de la actividad transcripcional de STATS5 (59).
Por esta razdn, es de vital interés que un farmaco de uso potencial en la terapéutica de la
LMC inhiba eficazmente esta via de sefializacion.

En primer lugar, se realizaron estudios de dosis respuesta con el producto JKST6
para determinar la concentracion dptima capaz de modular eficazmente la expresion de

la oncoquinasa y sus principales dianas (Figura 55A-B).
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Figura 55-A. Ensayo dosis respuesta del JKST6 sobre proteinas de la ruta BCR-ABL1/STATS5 en
células K562. Las células se incubaron con vehiculo (VEH; 0.05% DMSO) o JKST6 (0,25, 0,5,1, 2, 3,y
5uM) durante 3 horas. A continuacidn, se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron utilizados para
realizar los ensayos de inmunodeteccién con anticuerpos especificos. La proteina B-actina fue utilizada
como control de carga.
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Figura 55-B. Ensayo dosis respuesta del JKST6 sobre proteinas de la ruta BCR-ABL1/STATS5 en
células K562. Las células se incubaron con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO) o JKST6 (0,25, 0,5, 1, 2,3,y
5uM) durante 3 horas. A continuacién, se obtuvieron extractos proteicos totales que fueron utilizados para
realizar los ensayos de inmunodeteccién con anticuerpos especificos. La proteina B-actina fue utilizada
como control de carga.

Los resultados mostraron que, a 3 horas de tratamiento, tiempo en que ya se
observa una actividad antiproliferativa del producto en estas células, las dosis de JKST6
utilizadas (1-5 uM) provocan una inhibicion significativa upstream (pY412/pY177 BCR-
ABL1) de la via, que desencadena cambios en proteinas diana de BCR-ABL1 como por
ejemplo STATS, y, a su vez, en otras cuya activacion depende de esta ultima, como c-
MYC y PIM1. Curiosamente, no se observo una alteracion apreciable de la fosforilacion
de CrkL en estas condiciones (Figura 55 A-B).

A partir de estos resultados, se decidi6 seleccionar la dosis de 3 uM de JKST6
para estudiar en profundidad el mecanismo molecular del compuesto en las células de
LMC. Paraello, se realizaron experimentos de dosis tiempo (Figura 56) que demostraron
que el compuesto JKST6 (3 uM) inhibe eficazmente la activacion constitutiva de BCR-
ABL1 (Y412 y Y177)y de STATS5 (Y694) desde las 3 horas de tratamiento.
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Figura 56. Ensayo dosis tiempo del JKST6 sobre proteinas de la ruta BCR-ABL1/STATS5 en células
K562. Deteccion por inmunoblot de las formas fosforiladas y totales de BCR-ABL (pY*?) /(pY'""), BCR,
c-ABL y STAT5 (pY694) (panel superior) o poli-ubiquitina (panel inferior) a partir de extractos proteicos
totales procedentes de células K562 incubadas con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO) 0 JKST6 (3 uM) durante
0,5, 1, 3,6 y 12 horas. La proteina -actina fue utilizada como control de carga.

Cabe destacar que la disminucion de los niveles de fosforilacion de BCR-ABL1
ocurre simultdneamente a la reduccion de la proteina quimérica total medida en los
dominios ABL y BCR, mientras que las proteinas wild type BCR y c-ABL no se ven
alteradas por el tratamiento con JKST6 (Figura 56, panel superior). Estos resultados
sugieren que la disminucion de los niveles de proteina fosforilada detectada es
consecuencia de la reduccidon concomitante de sus niveles proteicos totales.

Por otro lado, la inhibicién de la fosforilacion de STATS inducida por el

compuesto no afecta a sus niveles de proteina total. De esta forma, para explorar el
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mecanismo por medio del cual el producto reduce los niveles de BCR-ABLL1, se procedid
a estudiar los niveles de proteinas poliubiquitinadas mediante ensayos de inmunoblot
(Figura 56, panel inferior). Los resultados mostraron un incremento evidente de la
cantidad de estas proteinas tras tiempos cortos de tratamiento (0,5, 1 y 3 horas), en
comparacion con los niveles detectados en las células K562 tratadas con el vehiculo. Cabe
remarcar que el incremento de proteinas poliubiquitinadas antecedia a la desaparicion de
la proteina BCR-ABL1 total.

Con el objetivo de determinar la potencial implicacién del proteasoma en el efecto
postraduccional provocado por el JKST6, se utilizé el inhibidor MG132, un péptido
aldehido que bloguea, de manera potente y selectiva, la actividad proteolitica del
proteasoma (217). En estos experimentos, las células K562 se incubaron durante 2 horas
con MG132 antes de la adicion del tratamiento con JKST®, el cual se extendio durante 1,
3 0 6 horas. Ademas, se investigaron los efectos de ambos compuestos por separado
(Figura 57). Los resultados del tratamiento utilizando s6lo JKST6 vuelven a mostrar un
pico de ubiquitinacion tras 1 hora de tratamiento, como se habia observado anteriormente.
El péptido aldehido MG132 aumenta la cantidad de proteinas poliubiquitinadas a todos
los tiempos de tratamiento con respecto a las células tratadas con el vehiculo. Finalmente,
la pre-incubacion con MG132 seguida de la adicion del JKST6 impide parcialmente la
reduccion de los niveles proteicos de BCR-ABL1 tras 1 hora de exposicion al producto,

pero, sin embargo, los potencia tras 3 y 6 horas de exposicion al compuesto (Figura 57).
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Figura 57. Ensayo dosis tiempo del JKST6 tras la inhibicion del proteasoma sobre los niveles
proteicos de BCR-ABL1 en células K562. Deteccion por inmunoblot de las formas fosforiladas (pY**?) y
totales de BCR-ABLL, c-ABL, y de proteinas poliubiquitinadas realizada en extractos proteicos totales
obtenidos a partir de células K562 expuestas durante 2 horas al vehiculo (VEH) o al inhibidor del
proteasoma MG132, seguido del tratamiento con VEH 0 JKST6 (3 uM) durante los tiempos que se indican
en la figura.

A continuacion, se estudiaron los efectos del compuesto sobre otros componentes
clave en la via de sefializacion BCR-ABL1/STATS5. En concreto, se analizaron los
cambios en la fosforilacion (Y?%7) de la proteina CrkL, sustrato principal de la quinasa
BCR-ABLL1 (218), y las proteinas c-MYC y PIM1, cuya expresion depende de STATS
(59). Como se muestra en la Figura 58, el producto JKST6 redujo los niveles de todas
estas proteinas, lo que indica que el bloqueo de la via de sefializaciéon BCR-ABL1/STAT5

tiene un efecto persistente downstream.
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Figura 58. Ensayo dosis tiempo del JKST6 sobre proteinas relevantes downstream de la via de
sefializacion BCR-ABL1/STATS5 en células K562. Andlisis por inmunoblot de pY?-CrkL, CrkL, PIM1,
c-MYC realizados en extractos proteicos totales procedentes de cultivos de células K562 tratadas con
vehiculo (VEH), JKST6 o IM durante los tiempos indicados en la figura. La proteina p-actina fue usada
como control de carga.

Una vez confirmada la capacidad del JKST6 para modular los niveles proteicos
de componentes clave de la via BCR-ABLL1/STATS, se investig6 su potencial para
modular la actividad transcripcional dependiente de STAT. Para ello, se utilizaron
modelos celulares transfectados con el reporter gene de luciferasa. En concreto, en la
linea BaF3 que expresa luciferasa bajo un promotor de respuesta a STAT5 cuando es
estimulada por mIL-3, el JKST6 inhibio significativamente la sefial luciferasa (IC50 =
4,26 + 0,05 pM) sin alterar considerablemente la viabilidad celular (IC50 = 9,58 + 0,58
uM) (Figura 59).
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Figura 59. Efecto del JKST6 sobre la actividad transcripcional de STATS5. Panel izquierdo: actividad
transcripcional de STATS determinada en células BaF3, transfectadas establemente con el reporter gene
de luciferasa. Las células fueron expuestas a vehiculo (VEH; 0,05% DMSOQ) o a dosis crecientes de JKST6
(0,3-10 pM) durante 4 horas, seguido de la induccién de la actividad transcripcional de STAT5 con
interleucina 3 murina (mIL3, 30 ng/ml) durante 16 horas (rojo). Las células no estimuladas representan el
nivel basal de sefial (verde). Panel derecho: viabilidad celular medida por MTT en la linea BaF3 analizada
a las mismas dosis y tiempos que en el ensayo de luciferasa. La significacion estadistica fue calculada
mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni. "p < 0.05; ™p < 0.01;
“™p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con VEH y mIL3.

Ademas, el tratamiento con JKST6 también redujo, aunque de manera menos
potente (IC50 = 7,18 £ 1,48 uM), la actividad transcripcional mediada por STAT3 en la
linea HEK293 transfectada establemente con el reporter gene de luciferasa dependiente
de la estimulacion con hIL-6, sin causar una inhibicion apreciable de su viabilidad (IC50
> 10 uM) (Figura 60).
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Figura 60. Efecto del JKST6 sobre la actividad transcripcional de STAT3. Panel izquierdo: actividad
transcripcional de STAT3 determinada en la linea celular HEK293, transfectada establemente con el
reporter gene de luciferasa. Las células fueron expuestas a vehiculo (VEH; 0,05% DMSO) o a dosis
crecientes de JKST6 (0,3-10 pM) durante 4 horas, seguido de la induccidn de la actividad transcripcional
de STAT3 con interleucina humana-6 (hIL6, 10 ng/ml) durante 16 horas (rojo). Las células no estimuladas
representan el nivel basal de sefial (verde). Panel derecho: viabilidad celular medida por MTT de la linea
HEK293 analizada a las mismas dosis y tiempos que en el ensayo de luciferasa. La significacion estadistica
fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni.“p < 0.05;
*p < 0.01 con respecto a las células tratadas con VEH y hiIL6.
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Para investigar si el JKST6 provocaba también una modulacion de la expresion
génica de BCR-ABLL1 que explicase la reduccion de sus niveles proteicos, se utilizaron
dos pares de cebadores (primers) distintos que amplifican especificamente, el primero en
los exones 12 y 13 de BCR, y el segundo en la zona de unién (b3a2) del gen fusionado.

Ademas, se estudiaron dos genes diana de STAT5, como son MYC y PIM1 (Figura 61).
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Figura 61. Efecto del JKST6 sobre la expresién génica de oncogenes relevantes en la via de
sefializacion BCR-ABL1/STATS5. Andlisis de la expresion génica por PCR cuantitativa a tiempo real
(gPCR) de BCR, b3a2, PIM1, c-MYC realizado en células K562 tratadas con vehiculo (VEH; 0,05%
DMSO), JKST6 (3 uM) o IM (1 uM) durante los tiempos indicados. Se utilizé el gen GAPDH como
housekeeping para la normalizacion. Los datos se presentan como media + SEM de tres experimentos
independientes. La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida
del post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05; **p < 0.01; ****p < 0.0001 con respecto a las células tratadas
con el VEH.
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Estos ensayos demostraron que el JKST6 altera la expresion génica de BCR-
ABL1 con un patron temporal de inhibicion diferente del observado en los ensayos de
inmunoblot, destacando la reduccién anticipada de los niveles proteicos de BCR-ABL1
(3 horas post tratamiento) frente a la reduccion de los niveles de ARNm de BCR y b3a2
(12 horas post tratamiento). Por otro lado, el tratamiento con JKST6 reduce de forma
sostenida los niveles de ARNm de MYC, mientras que los niveles de PIM1 se vieron

reducidos a tiempos cortos y potenciados tras 12 horas de tratamiento.

8. JKST6 modula distintas vias de sefializacion implicadas en la supervivencia de
ceélulas de LMC.

Las células de LMC poseen vias alternativas de supervivencia que, en muchos
casos, son moduladas también por BCR-ABL1 (53,79). Estas vias de sefializacion
alternativas representan dianas terapéuticas interesantes, pues contribuyen a la evasion de
la muerte celular y tienen un papel importante en la recidiva de la enfermedad (79).

Teniendo esto en cuenta, se estudid el efecto modulador del JKST6 en los
componentes de estas vias de sefializacion. Tal como se observa en la Figura 62, el
producto JKST6 inhibe S6 tras 1 hora de tratamiento y la fosforilacién de Src y P38-
MAPK tras 12 horas de exposicion en células K562. Ademas, el compuesto induce un
aumento transitorio de la fosforilacion de AKT y de JNK con respecto a células K562 no
tratadas. En cambio, JKST6 produce una estimulacion estable de la fosforilacion de

ERK1/2 desde 30 minutos hasta 12 horas postratamiento (Figura 62).
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Figura 62. Efecto del JKST6 sobre vias de supervivencia alternativas alteradas en LMC. Analisis de
la expresion proteica analizada mediante ensayos de inmunoblot realizados sobre extractos proteicos totales
obtenidos a partir de células K562 tratadas con vehiculo (VEH; 0,05% DMSQO), JKST6 (3 uM) o IM (1
UM) durante los tiempos indicados. Panel superior: imagenes representativas de inmunoblot para pY*:-
Src, Src, pT/ Y- INK, INK1/3, pT?%?/Y24-ERK1/2, ERK1/2, pT*/Y182-p38-MAPK y p38-MAPK.
Panel inferior: imagenes representativas de inmunoblot para pT3%-AKT, AKT, pS*3-AKT, AKT, pS240/244.
S6 y S6. La proteina B-actina fue utilizada como control de carga.
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9. JKST6 potencia los efectos anti-proliferativos y la actividad inhibitoria de STAT5S
inducida por el IM

La combinacion de farmacos permite el uso de concentraciones mas bajas, lo cual
dificulta el desarrollo de resistencias y promueve la inhibicion de dianas terapéuticas de
forma mas efectiva (205). De esta forma, se investigo si el producto JKST6 es capaz de
actuar sinérgicamente con el 1M, potenciando los efectos antiproliferativos de este altimo,
mediante la realizacion de ensayos de combinacion de JKST6 e IM. Para estos estudios
se utilizaron células sensibles a IM que expresan GFP (K562-GFP+), y que se trataron
con distintas dosis de JKST6 y de IM siguiendo un ratio de combinacién constante
[7.5(JKST6):1(IM)] durante 24 o 48 horas (Figura 63).
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Figura 63. Ensayos de sinergia entre JKST6 e IM sobre la proliferacion de células de LMC. Imagen
representativa de la proliferacion celular medida en células K562-GFP+ expuestas a concentraciones
combinadas de JKST6 e IM (Mixture). Los datos se presentan como porcentaje de confluencia verde por
concentracion de IM a 24 horas (panel superior izquierdo) y 48 horas (panel inferior izquierdo). La
proliferacion de las células K562-GFP+ tratadas con JKST6 (8 dosis; 0 a 5 uM), IM (8 dosis; 0 a 1 uM) o
con la combinacion de ambos siguiendo un ratio constante (7.5 (JKST6):1 (IM)) durante 24 o 48 horas se
analizaron por medio del isobolograma (determinacién del indice de combinacién, ClI: combination index).
El efecto, que varid entre 0 (no existe inhibicion de la proliferacion) a 1 (100% de inhibicion de la
proliferacion celular), se analiz6 usando el programa informético Calcusyn®.
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Tal como se muestra en la Figura 63, estos ensayos demostraron que el JKST6
potencia la inhibicién de la viabilidad celular producida por el IM a los tiempos
examinados. Ademas, los datos de los estudios de proliferacion celular fueron analizados
mediante el calculo del indice de combinacion o combination Index (CI), el cual permite
saber si la combinacidn se comporta de manera sinérgica, aditiva o antagonica, utilizando
para ello el estudio del isobolograma mediante el método de Chou-Talalay (205). De esta
forma, se demostr6 que IM y JKST6 actlan sinérgicamente induciendo efectos

antiproliferativos a las 24 y 48 horas de tratamiento tal como se muestra en la Tabla 28.

Tabla 28. Representacion de indices de combinacion medios (Cl)

Efecto a 24 horas Cl (media * SEM) Resultado
ED50 042+0,10 Sinergismo
ED75 0,38 £ 0,11 Sinergismo
Efecto a 48 horas Cl (media * SEM) Resultado
ED50 0,55+0,16 Sinergismo
ED75 0,46 +0,13 Sinergismo

Representacion de la media de indices de combinacion (Cl) £ error estandar de la media (SEM) obtenidos a partir
de 4 experimentos independientes a 24h y 48 h en los que se investigd la proliferacion a tiempo real de células
K562 GFP+ expuestas a JKST6 (8 dosis; 0 a 5 uM), IM (8 dosis; de 0 a 1 uM) o a la combinacion de ambos,
siguiendo el ratio constante 7.5 (JKST6):1 (IM). Los valores de indices de combinacién o combination index (Cl)
representan segun su valor (menor que 1; igual que 1 o mayor que 1) sinergismo, adicién o antagonismo,
respectivamente. ED50: dosis eficaz 50. ED75: dosis eficaz 75.

Por otro lado, también se observé que la combinacion JKST6-1M induce efectos
sinérgicos en lo que se refiere a la inhibicion de la fosforilacion en tirosina de STAT5
(p7%% (Figura 64).
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Figura 64. Estudio de sinergia entre JKST6 e IM sobre la activacién de STATS5 en células de LMC.
Determinacion de la fosforilacion en tirosina (pY694) y de la expresion proteica total de STAT5 mediante
ensayos de inmunoblot realizado con extractos proteicos totales obtenidos de células K562 tratadas durante
3 horas con vehiculo (0,05% DMSO), JKST6 (0,5 o 1 uM), IM (0,03 o 0,05 uM), o la combinacion de
ambos compuestos. La proteina p-actina fue utilizada como control de carga.

En estos ensayos las células K562 fueron tratadas con distintas combinaciones de
dosis submaximas de IM (0,03 o0 0,05 uM) y JKST6 (0,5 0 1 uM) para posteriormente
determinar la pY®® de STAT5 mediante ensayos de inmunoblot con anticuerpos
especificos. De esta forma tal como muestra la Figura 64, las combinaciones de ambos
farmacos se comportan sinérgicamente a la hora de inhibir la fosforilacion en tirosina de

STATS5 con respecto a los farmacos por separado.

10. JKST6 mantiene su potencia antitumoral bajo la influencia del medio

condicionado y del nicho tumoral

El microambiente de la médula dsea es imprescindible para el mantenimiento a
largo plazo de la hematopoyesis y para la regulacién de las células madre y su progenie.
Por tanto, es una fuente rica en factores de crecimiento y citoquinas que actdan a nivel
paracrino y autocrino. Numerosos estudios han encontrado un efecto de dicho
microambiente en la generacion de resistencia a farmacos antileucémicos y
concretamente, a inhibidores de BCR-ABL1, clasificandose como factores extrinsecos de
resistencia a TKls (124). Por esta razon, se investigé si el JKST6 es capaz de mantener
su efectividad antitumoral en células de LMC bajo la influencia de medio condicionado

(CM) por celulas madre mesenquimales derivadas de médula 6sea (hnMSC-TERT).
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Inicialmente, se estudid la influencia del CM en los efectos del JKST6 sobre la
viabilidad celular, utilizando el IM como control. Para ello, el medio en el que se
crecieron exponencialmente las hMSC-TERT durante 48 horas fue recogido y utilizado
sin diluir (100 %) para la deteccion de cambios en los valores de IC50 de JKST6 e IM en
células K562. Como se observa en la Figura 65, las células expuestas a CM incubado
durante 48 horas no sufrieron cambios relevantes en lo que se refiere a la sensibilidad a

los tratamientos.
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Figura 65. Efecto del medio condicionado por MSC (100%b) en la viabilidad (1C50) de células de LMC
tratadas con JKST6. Viabilidad celular determinada por MTT en células K562 crecidas en medio normal
tratadas con diferentes concentraciones de IM (panel superior izquierdo) y de JKST6 (panel inferior
izquierdo), o en células K562 crecidas en 100% medio condicionado (CM) tratadas con diferentes
concentraciones de IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho). EI CM se generd por
incubacion durante 48 horas con hMSC-TERT.

Uno de los efectos reconocidos de la exposicién de las células de LMC a CM es
el incremento de la supervivencia clonogénica y la proliferacion celular (125, 214). En
este sentido, se estudio si el CM produce alguna ventaja proliferativa en las células de
LMC. Paraello, se realizé una curva de crecimiento en células K562 expuestas a distintos
porcentajes de CM (0-50%) incubado durante 24 horas para evitar el estrés generado por
la falta de suero y glucosa del medio (220) (Figura 66).
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Figura 66. Curva de crecimiento en células K562 crecidas en medio condicionado (CM) derivado de
células hMSC-TERT al 0, 20, 30 0 50%. Se analizé la viabilidad celular de las células K562 sembradas
a las densidades celulares (5E3, 7E3, 10E®, 15E3, 20E3, 30E®) mediante ensayo de MTT. Se calculd el tiempo
de duplicacion de cada condicién experimental. Debajo de cada gréfica se afiade el tiempo de duplicacion
(doubling time) de la densidad celular elegida por su rapidez en el crecimiento exponencial.

Segun la curva de crecimiento, la tasa de replicacion en células de LMC es menor
cuando se utiliza una densidad de siembra de 5000 células por pocillo y se exponen a un
50% de CM (Figura 66). Teniendo esto en cuenta, se gener6 el CM que propicia un
menor tiempo de duplicacion en las células de LMC y se repitio el experimento para

estudiar su influencia sobre la sensibilidad de las células K562 a los compuestos JKST6

e IM (Figura 67).
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Figura 67. Efecto del medio condicionado por MSC (50%o) en la viabilidad (1C50) de células de LMC
tratadas con JKST6. Viabilidad celular estudiada en células K562 crecidas en medio normal tratadas con
diferentes concentraciones de IM (panel superior izquierdo) y de JKST6 (panel inferior izquierdo), o en
células K562 crecidas en 50% medio condicionado (CM) tratadas con diferentes concentraciones de IM
(panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho). EI CM se generd por incubacion durante 24
horas con hMSC-TERT.

Los resultados revelan que no existen cambios notables en los valores de IC50 de
los farmacos en células K562 expuestas al CM seleccionado cuando se compara con los
valores de 1C50 de las células K562 crecidas con medio normal (Figura 67).

Posteriormente, para investigar si el nicho tumoral puede generar resistencia
parcial a los compuestos (JKST6 e IM) en células de LMC, se realizaron experimentos
de co-cultivo. En estos ensayos, las hMSC-TERT actuaron como sustrato sobre el cual se
sembraron las células de leucemia K562-GFP+, permitiendo hacer una estimacion precisa
(mediante medicion de fluorescencia) de su crecimiento en experimentos dosis-respuesta

de 5 dias de duracién (Figura 68).

165



V. RESULTADOS. SEGUNDA PARTE

K562 GFP+ K562 GFP+ hMSC-TERT

125- 125+

1C50=123nM

-
S
S
1
——i
—
(=
=]
1
—e—

ek 1C50=103nM

Cell proliferation
(AUC)

Cell proliferation
(AUC)

“/,, “\\“‘ _ 7 -6 -5 = —
\ ) Log [IM](M) Log [IM](M) L’ﬁ-%— )
S =
K562-GFP+ K562 GFP+ K562 GFP+ hMSC-TERT i
125- 125- K562-GFP+
g 19 ¢ Ic50=114pyM 5 1004}
= © =
S 75 S5 75 IC50=2.14uM
g0 53
= o
52 50 §< s0-
o™~ 5
3 257 O 25-
01— e r = 0-—
7 -6 -5 7 6 5
Log [JKSTE](M) Log [JKST6](M)

Figura 68. Efecto del co-cultivo con MSC en la proliferacion (IC50) de células de LMC tratadas con
JKST®. Proliferacion celular registrada durante 5 dias en células K562-GFP+ expuestas a dosis crecientes
de IM (panel superior izquierdo), o de JKST6 (panel inferior izquierdo), con respecto a la proliferacion
celular determinada en células K562 -GFP+ crecidas en co-cultivo con hMSCs-TERT tratadas con dosis
crecientes de IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho). La significacién estadistica
fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni. *** p <
0.001, **** p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con VEH.

Como se observa en la Figura 68, los valores de 1C50 calculados para el JKST6
y el IM aumentaron significativamente bajo la influencia del nicho (hMSC-TERT),

siendo este aumento notablemente mayor en las células tratadas con JKST6 (Tabla 29).

Tabla 29. Pruebas t test que comparan la media de IC50s de K562-GFP+ con respecto a la media
de IC50s del co-cultivo.

T -test comparison K562-GFP+ JKST6 IC50 K562-GFP+ IM IC50
P t test differences t test differences
K562-hMSC-TERT p=0,042 p=0,045

Tabla resumen de los valores p obtenidos para las pruebas t de student realizadas entre la IC50 media del JKST6
y del IM en el grupo experimental K562-GFP+ con respecto al grupo experimental K562-GFP+hMSC-TERT.

Por otro lado, se ha demostrado que las células tumorales producen mediadores

inflamatorios de forma continua, lo cual desencadena el reclutamiento de células
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inflamatorias y el establecimiento de un microambiente proinflamatorio. Las MSC
“naive” pueden desempefiar funciones bidireccionales con fenotipos pro- o anti-
inflamatorios y, por tanto, también pueden modificar la respuesta a los tratamientos
antitumorales (221).

Teniendo esto en cuenta, se decidié investigar si en un contexto de nicho pro-
inflamatorio, el JKST6 mantiene su efecto antitumoral en células de LMC. Mediante
ensayos de co-cultivo con células K562-GFP+ y hMSC-TERT en condiciones
inflamatorias (estimulacion con el agonista del receptor TLR-4, lipopolisacarido o LPS),
se estudiaron los efectos dependientes de la concentracion de los compuestos JKST6 e

IM sobre la proliferacién celular durante 5 dias (Figura 69).
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Figura 69. Efecto del estimulo proinflamatorio y el co-cultivo con MSC en la proliferacion (IC50) de
células de LMC tratadas con JKST6. Proliferacion celular registrada durante 5 dias en células K562-
GFP+ pre-estimuladas con LPS (10 ng/ml) durante 16 horas antes de ser expuestas a dosis crecientes de IM
(panel superior izquierdo) o de JKST6 (panel inferior izquierdo), respecto a la proliferacion celular
determinada en células K562-GFP+ crecidas en co-cultivo con hMSCs-TERT pre-estimuladas con LPS (10
ng/ml, 16h) y tratadas con dosis crecientes de IM (panel superior derecho) 0 JKST6 (panel inferior derecho).
La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc
test de Bonferroni. *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, **** p < 0.0001 con respecto a las células tratadas

con VEH.
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Los valores de 1C50 calculados en las células K562-GFP+ estimuladas con LPS
(10 ng/ml) y en las células K562-GFP+ sin estimular fueron practicamente iguales para
el JKST6 (p =0,326) y el IM (p = 0,561). Pero al comparar la sensibilidad de las células
K562-GFP+ sin nicho con la de las células K562-GFP+ en co-cultivo proinflamatorio, se
encontré un aumento de los valores de 1C50 de aproximadamente el doble para ambos
compuestos, aunque no resultaron estadisticamente significativos ni para el JKST6 (p =
0,109) ni para el IM (p = 0,402) (Tabla 30).

Tabla 30. Pruebas t-test que comparan la media de IC50s de K562-GFP+ respecto a la media de
IC50s de K562-GFP+ LPS (+) o co-cultivo LPS (+).

T -test comparison K562-GFP+ JKST6 IC50 K562-GFP+ IM IC50
P t test differences t test differences
K562-GFP+ LPS (+) N.S (p = 0,326) N.S (p = 0,561)
K562-hMSC-TERT +LPS N.S (p =0,109) N.S (p =0,402)

Tabla resumen de los valores p obtenidos para las pruebas t de student realizadas entre la IC50 media del JKST6
y el IM en el grupo experimental K562-GFP+ con respecto a K562-GFP+LPS (+) o K562-GFP+ hMSC-TERT LPS
(). NS: No significativo.

En resumen, los valores de IC50 de los compuestos JKST6 e IM experimentan
cambios detectables con la influencia del nicho (co-cultivo) o del nicho proinflamatorio
(co-cultivo + LPS), aunque ambos compuestos mantuvieron una potencia antitumoral
considerable (Figura 68-69, Tabla 29-30).

Al representar el efecto de los compuestos sobre la proliferacion de K562-GFP+
respecto al tiempo, se puede estudiar en detalle la cinética de accion del IM y JKST6. De
esta forma, se detectaron cambios en la proliferacién de K562-GFP+ en presencia de
hMSCs-TERT con estimulo proinflamatorio (Figura 70 y 71) que no eran detectables

con el estudio exclusivo de los valores de IC50.
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Figura 70. Efecto del estimulo proinflamatorio en el crecimiento de células de LMC en co-cultivo con
MSC tratadas con JKST6. Experimento representativo de determinacion de la proliferacion celular frente
al tiempo, analizada como confluencia verde de células K562-GFP+ expuestas a dosis crecientes de IM
(panel superior izquierdo) o de JKST6 (panel inferior izquierdo), respecto a la confluencia verde de células
K562-GFP+ en co-cultivo con hMSC-TERT y pre-estimuladas con LPS (10 ng/ml, 16 h) antes del
tratamiento con IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho).
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Figura 71. Gréfica dosis-tiempo de la proliferacion de células de LMC en co-cultivo tratadas con IM
0 JKST®6 con estimulo proinflamatorio. Estudio comparativo del efecto anti-proliferativo de las dosis (1
y 3uM) de IM y JKST6 en células K562-GFP+ (panel izquierdo) o del co-cultivo con estimulacién de LPS
(10 ng/ml) durante 16 horas previas al tratamiento con IM y JKST6 (1 y 3uM) (panel derecho), a lo largo
del experimento (0-120 horas).

Como se observa en las Figuras 70 y 71, se produce una inhibicion notable del

crecimiento de las células de LMC en todos los tratamientos estudiados bajo condiciones
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de co-cultivo proinflamatorio, destacando el hecho de que las células leucémicas tratadas
con vehiculo crecieron un 35% menos en estas condiciones (Figura 71).

Ademas, la secrecion del factor estimulante de colonias de granulocitos y
macrofagos (GM-CSF) ha sido atribuida a células progenitoras BCR-ABL1+ Yy a MSCs
activadas por LPS y se ha descrito como un elemento que contribuye a la resistencia a
TKIs in vitro e in vivo (3, 4). Por tanto, se investigd si la estimulacién con GM-CSF
generaba cambios en la sensibilidad de las células K562-GFP+ a los compuestos cuando

se crecian solas (Figura 72).
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Figura 72. Efecto del estimulo con GM-CSF en la proliferacién (IC50) de células de LMC tratadas
con JKST6. Proliferacion celular registrada durante 5 dias en células K562-GFP+ no pre-estimuladas
(VEH, 6h) antes de ser expuestas a dosis crecientes de IM (panel superior izquierdo) o de JKST6 (panel
inferior izquierdo, respecto a la proliferacion celular en células K562-GFP+ pre-estimuladas con GM-CSF
(10 ng/ml, 6 h) y tratadas con dosis crecientes de IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior
derecho). La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del
post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05, **** p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con VEH.

Como se observa en la Figura 72, la estimulacion de células K562-GFP+ con
GM-CSF no alterd significativamente la sensibilidad a los compuestos JKST6 o IM
(Tabla 31). A continuacién, se investigo si se producian cambios de sensibilidad a los
farmacos en presencia de las células hMSC-TERT estimuladas con GM-CSF (+) (Figura
73).
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Figura 73. Efecto del estimulo con GM-CSF en la proliferacion (IC50) de células de LMC crecidas
en co-cultivo con MSC y tratadas con JKST6. Proliferacion celular registrada durante 5 dias en células
K562-GFP+ no pre-estimuladas (VEH, 6h) antes de ser expuestas a dosis crecientes de IM (panel superior
izquierdo) o de JKST6 (panel inferior izquierdo), respecto a la proliferacion celular en células K562-GFP+
crecidas en co-cultivo con hMSCs-TERT pre-estimuladas con GM-CSF (10 ng/ml, 6 h) y tratadas con dosis
crecientes de IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho). La significacion estadistica
fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05,
**** 1 < 0.0001 con respecto a las células tratadas con VEH.

Si se comparan los valores de IC50 del co-cultivo estimulado con GM-CSF con
respecto a los valores de 1C50 de las células K562-GFP+ sin estimular, se observa un
aumento de 1,8 veces para el JKST6 y 1,6 veces para el IM. Estos resultados sugieren que
la estimulacion con GM-CSF no afecta sustancialmente a la sensibilidad de las células
leucémicas frente a los tratamientos en monocultivo, pero si lo hace cuando estas se
encuentran en co-cultivo con las hMSC-TERT, aunque como se aprecia en la Tabla 31,

los resultados no fueron significativos.
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Tabla 31. Pruebas t test que comparan la media de IC50s de K562-GFP+ vs. media de IC50s de
K562-GFP+ GM-CSF (+) o co-cultivo GM-CSF (+).

T -test comparison K562-GFP+ JKST6 IC50 K562-GFP+ IM IC50
t test differences t test differences
K562-GFP+ GM-CSF (+) N.S (p =0,347) N.S (p = 0,844)
K562-hMSC-TERT + GM-CSF (+) N.S (p=0,268) N.S (p=0,302)

Tabla resumen de los valores p obtenidos para las pruebas t de student realizadas entre la IC50 media del JKST6
y el IM en el grupo experimental K562-GFP+ versus K562-GFP+LPS (+); 0 K562-GFP+ hMSC-TERT LPS (+). NS:
No significativo.

Ademas, los estudios de cinética de proliferacion de las K562-GFP+ en estas
condiciones demuestran que no se produce inhibicion global del crecimiento de las
celulas cuando estas crecen en co-cultivo con hMSC-TERT estimulado con GM-CSF

(Figura 74), a diferencia de lo observado en el co-cultivo estimulado con LPS (Figura
70).
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Figura 74. Efecto del estimulo GM-CSF en el crecimiento de células de LMC en co-cultivo con MSC
tratadas con JKST6. Experimento representativo de determinacion de la proliferacion celular frente al
tiempo, analizada como confluencia verde de células K562-GFP+ expuestas a dosis crecientes de IM (panel
superior izquierdo) o JKST6 (panel inferior izquierdo), respecto a la confluencia verde de células K562-
GFP+ en co-cultivo con hMSC-TERT y pre-estimuladas con GM-CSF (10 ng/ml, 6 h) antes del tratamiento
con IM (panel superior derecho) o JKST6 (panel inferior derecho).
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11. JKST6 reduce la viabilidad y el crecimiento de células de LMC resistentes a IM

Un objetivo prioritario de esta investigacion consistid en estudiar si el JKST6
mantiene su capacidad antitumoral en células resistentes a IM. La resistencia a IM
detectada en LMC se ha asociado, entre otros mecanismos, a la aparicion de mutaciones
como BCR-ABL1™! la sobreexpresion de BCR-ABL1 o a la presencia de proteinas
transportadoras de farmacos (57). Por ello, en primer lugar, se estudid el efecto del
compuesto sobre la viabilidad de un conjunto de células con resistencia demostrada a IM
generada por distintas causas (Tabla 32) (117).

Tabla 32. Efecto del JKST6 y el IM sobre las células de leucemia mieloide cronica (LMC) sensibles
y resistentes a IM.

valores IC50 valores IC50
Linea Celular JKST6 IM
(MM; media * SEM) (MM; media * SEM)
K562 0,66 + 0,29 0,14 £ 0,05
K562-R 1,03+0,13 3,86+ 0,37
AR230 1,52 + 0,31 0,15+ 0,02
AR230-R 1,57 £ 0,49 1,89 £ 0,55
KmycBT315I 1,79 +0,25 15,13+ 1,72

Los datos representan viabilidad celular medida por ensayo de MTT, tal como se describe en material y métodos,
en células tratadas con vehiculo (0,05 % DMSO), JKST6 (0,01 a 10 uM) o IM (0,03-20 uM) durante 48 horas.

Las células K562 resistentes y sensibles a IM fueron tratadas con concentraciones
crecientes de IM o de JKST6 durante 48 horas. Como ya habiamos descrito previamente
(74), 1a IC50 del IM fue aproximadamente 20 veces mas alta en las células K562-R (3,86
+ 0,37 uM) que en las células K562 (0,14 £ 0,05 uM), mientras que el JKST6 mostrd una
eficacia antitumoral similar en ambos modelos celulares (IC50 = 1,03 + 0,11 uM e IC50
= 0,66 £ 0,09 uM en K562-R y K562, respectivamente) (Figura 75).
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Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que el JKST6 mantiene su eficacia
antitumoral en el clon K562 transfectado para expresar la mutacion BCR-ABL1™3%!
(117), un mecanismo de resistencia a IM ampliamente descrito en clinica (Tabla 32).
Ademas, se investigd la eficacia del compuesto sobre clones sensibles (AR230) y
resistentes (AR230-R) a IM, portadores de una variante de BCR-ABL1 de 230 KDa, cuya
sobreexpresion genera resistencia (103). Los resultados demostraron que AR230-R es 12
veces menos susceptible a la accion inhibitoria del IM que su respectivo clon sensible
AR230 (1,89 + 0,55 uM y 0,15 + 0,02 uM, respectivamente); en cambio el JKST6
mantuvo una potencia inhibitoria similar en ambos clones (1,52 £ 0,31 y 1,57 + 0,49)
(Tabla 32).

A continuacion, se investig6é si los efectos inhibitorios del JKST6 sobre la
viabilidad de células de LMC resistentes a IM son irreversibles. Con este objetivo, se
realizaron experimentos de wash-out que consisten en la exposicién a tiempos cortos (3
y 6 horas) de las células K562-R a los farmacos (JKST6, IM, y DOXO), seguido de la
retirada de los compuestos del medio durante 48 horas (Figura 76).
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Figura 76. Estudio de los efectos irreversibles del JKST6 sobre la viabilidad de células de LMC
resistentes a IM. Viabilidad celular determinada mediante MTT en cultivos de K562-R expuestos a
vehiculo (0,05% DMSO) o concentraciones crecientes (0,01-10 uM) de JKST6, DOXO o IM durante 6
horas (panel izquierdo) y 3 horas (panel derecho), seguido de pasos de wash-out segin se describe en
material y métodos.
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Tal como se preveia, el IM no resulté efectivo (IC50>5 pM) a ninguno de los dos
tiempos estudiados, mientras que el JKST6 y la DOXO mantuvieron la capacidad de
reducir significativamente la viabilidad de las células K562-R tras tiempos cortos de
exposicion (Figura 76).

El estudio de la proliferacion a tiempo real de las células K562-R durante tiempos
largos (5 dias) demostrd que el IM es menos potente en células K562-R (1C50 = 4,55 +
1,31 puM) que en las sensibles K562 (IC50 = 0,24 £+ 0,2 uM); mientras que el JKST6
siguio siendo efectivo en ambos casos (K562-R IC50 =1,07 + 0,19 uM versus K562 IC50
= 0,75+ 0,10 uM) (Figura 77).
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Figura 77. Proliferacion y citotoxicidad celular registradas en células K562-R tratadas con vehiculo
(0,05% DMSO), JKST6 (0,01-10 pM) o IM (0,01-5 pM) durante 5 dias. Panel superior:
microfotografias representativas de células K562-R proliferando en ausencia (vehiculo (0,05% DMSO):
VEH) o presencia de JKST6 (3 uM) o IM (3 uM) durante 24, 48 y 72 horas. Panel inferior: Los datos
representan valores de area bajo la curva (AUC) por concentracion de IM (panel izquierdo) o de JKST6
(panel derecho). Lasignificacién estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida
del post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001, **** p < 0.0001 con respecto a las
células tratadas con VEH.
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Para conocer el efecto del compuesto en un modelo similar al fisiopatolégico, se
examind el crecimiento en 3D de células AR230-R expuestas a JKST6 o IM durante 5
dias. Es conveniente destacar que el tratamiento con JKST6 provoca una reduccion del
volumen del esferoide dependiente de la dosis y del tiempo, mientras que el IM no altera
el volumen del agregado celular. Estos ensayos se realizaron también en el clon sensible

(AR230) para apreciar las diferencias entre ambas lineas (Figura 78).
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Figura 78. Volumen de cultivos 3D de células de LMC sensibles (AR230) y resistentes (AR230-R) a
IM tratadas con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO), JKST6 (2, 3y 5 uM) o IM (0,5 y 1 uM) durante 5
dias. Se muestran microfotografias representativas de los esferoides de AR230 (panel superior izquierda)
y AR230-R (panel superior derecha) en ausencia (VEH) o presencia de compuestos JKST6 (3 y 5 uM) o
IM (0.5 pM) durante 24, 48 o 72 horas. El volumen del esferoide fue calculado como porcentaje con
respecto al control tanto en AR230 (panel inferior izquierda) como en AR230-R (panel inferior derecha).
La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post hoc
test de Bonferroni. ****p < 0.0001 con respecto a las células tratadas con VEH.

Ademas, se analiz6 el marcaje con el colorante YOYO-1, que marca células con

la membrana plasmatica comprometida, en los esferoides de AR230 (Figura 79).
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Figura 79. Citotoxicidad de cultivos 3D de células de LMC sensibles (AR230) y resistentes (AR230-
R) a IM tratadas con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO), JKST6 (2, 3y 5 uM) o IM (0,5y 1 uM) durante
5 dias. La citotoxicidad del esferoide fue monitorizada usando el marcaje YOYO-1. Se muestran
microfotografias de fluorescencia verde representativas de los esferoides de AR230 (panel izquierdo) y
AR230-R (panel derecho) en ausencia (VEH) o presencia de compuestos JKST6 (3y 5 uM) o IM (0.5 uM)
durante 24, 48 0 72 horas.

De esta forma, se observo que el JKST6 provoca citotoxicidad de forma rapida en
células periféricas, mientras que el IM causa citotoxicidad visible a 24 y 48 horas, pero

es ineficaz a 72 horas en células AR230-R (Figura 79).

12. JKST6 inhibe la via BCR-ABL1/STATDS5 en células de LMC resistentes a IM

Con el fin de averiguar si el JKST6 mantiene su mecanismo de accién molecular
en células resistentes a 1M, se utilizé el modelo celular AR230-R y su respectivo clon
sensible (AR230) como control. Los resultados confirmaron que la concentracion 3 pM
del JKST6 reduce los niveles totales de BCR-ABL1, de manera simultanea a la inhibicion
de la fosforilacion (pY*’’, pY#'?) de la oncoquinasa, tras 3 horas de tratamiento en ambos

clones (Figura 80).
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Figura 80. Efecto del JKST6 sobre proteinas de la via BCR-ABL1/STATS5 en células de LMC
resistentes a IM (AR230-R). Deteccion de niveles de proteina fosforilada y total de BCR-ABL1, BCR,
STATS5, CrkL y de la presencia de c-MYC, PIM1 y yH2AX en extractos proteicos totales obtenidos de
células AR230 (panel izquierdo) y AR230-R (panel derecho) tratadas con vehiculo (VEH, 0,05% DMSO),
JKST6 (3 uM) o IM (0,3 0 0,7 uM) durante los tiempos indicados. La proteina B-actina se utiliz6 como
control de carga.

Ademas, se observd que el compuesto JKST6 inhibe la hiperfosforilacion de
STATS5 (superior en AR230-R) y reduce los niveles totales de c-MYC y PIM1 en ambos
clones (Figura 80). Sin embargo, el tratamiento con IM resulta considerablemente menos
eficaz a la hora de inhibir la activacion constitutiva de BCR-ABL1 y STATS5 en células
resistentes (Figura 80, panel derecho) que en el clon sensible (Figura 80, panel
izquierdo). El tratamiento con JKST6 induce ademéas el aumento de los niveles de
YH2AX, con picos a 3, 6 y 12 horas tras el tratamiento en ambas lineas, en cambio, el IM

no produce estos efectos en células resistentes (Figura 80).
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De estos resultados se deduce que el JKST6 modula la via BCR-ABL1/STAT5 de
una manera muy similar en células sensibles y resistentes a IM. Para corroborar este
efecto a nivel génico, se investigo el efecto del tratamiento con JKST6 en la expresion de

genes de interés para esta via de sefializacion en el clon resistente K562-R (Figura 81).
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Figura 81. Efecto del JKST6 sobre genes de la via BCR-ABL1/STATS en células resistentes a IM
(AR230-R). Analisis de la expresion génica realizado por PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) de
oncogenes de interés en la via de sefializacion BCR-ABL1/STATS (BCR, b3a2; PIM1, c-MYC) en células
resistentes a IM (K562-R) tratadas con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO), JKST6 (3 uM) o IM (1 uM) durante
los tiempos indicados. Se utiliz6 el gen GAPDH como housekeeping para la normalizacién. Los datos se
presentan en forma de media = SEM. La significacion estadistica fue calculada mediante una prueba
ANOVA de una via seguida del post hoc test de Bonferroni. *p < 0.05; **p < 0.01 con respecto a las células
tratadas con VEH.

Los resultados de expresidn génica desvelan que el tratamiento con JKST6 reduce
los niveles de ARNm de BCR-ABLL en células K562-R a tiempos mas largos, por lo que
no parece explicar la rapida desaparicion de la oncoproteina. Del mismo modo, el JKST6
redujo los niveles de ARNm de los genes dianade STATS5, c-MYC y PIM1, pero de nuevo,
de forma mas tardia que la disminucién de sus niveles proteicos tras la exposicién al

producto (Figura 81).
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Para completar los estudios de la expresion génica, se investigo si el compuesto
JKSTG6 provoca alguna alteracion en la expresion de SOCS2, relevante por su papel como
regulador negativo de la via JAK/STAT, que ademas se ha asociado con la progresion de
la enfermedad a fase blastica agresiva (222). Para ello se analizaron los niveles de ARNm

del gen en células de LMC sensibles y resistentes a IM (Figura 82).
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Figura 82. Efecto del JKST6 sobre el gen regulador negativo SOCS2 en células de LMC sensibles y
resistentes a IM. Analisis de la expresion génica realizado por PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) de
SOCS2 en células sensibles (K562, panel izquierdo) o resistentes (K562-R, panel derecho) a IM tratadas
con vehiculo (VEH; 0,05% DMSO), JKST6 (3 uM) o IM (1 uM) durante los tiempos indicados. Se utiliz6
el gen GAPDH como housekeeping para la normalizacion. Los datos se presentan en forma de media +
SEM. Lasignificacién estadistica fue calculada mediante una prueba ANOVA de una via seguida del post
hoc test de Bonferroni. *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 con respecto células tratadas con VEH.

Tal como se ha descrito previamente (223), los niveles basales de SOCS2 son mas
altos en las células resistentes a IM que en las sensibles y el tratamiento con IM reduce la
expresion genica de SOCS2 a 6 y 12 horas en ambos clones. Sin embargo, el tratamiento
con JKST6 produce un pico de induccion de la expresion génica de SOCS2 a las 6 horas
de tratamiento en ambas lineas celulares, recuperando sus niveles iniciales en las células
sensibles, y quedando por debajo del nivel del vehiculo en las células resistentes tras 12
horas de tratamiento.

En conjunto, todos estos hallazgos confirman que el producto JKST6 es capaz de
modular la via de sefializacibn BCR-ABL1/STATS5 de una manera muy similar en células
de LMC sensibles y resistentes a IM. Como se ha descrito anteriormente, la linea AR230-
R sobreexpresa BCR-ABL1 como mecanismo de resistencia a 1M, y dado que se ha
comprobado la capacidad del JKST6 de reducir los niveles de la oncoquinasa en esta
linea, se planted la hipotesis de que el tratamiento secuencial con JKST6 seguido de IM

podria inducir la recuperacion de la sensibilidad celular al TKI. Para comprobarlo, se pre-
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trataron las células AR230-R con la dosis 3uM de JKST6 durante 3 horas. Seguidamente,
se retird el compuesto del medio por wash-out y las células se expusieron a
concentraciones crecientes de IM durante 48 horas. Los resultados de la viabilidad celular

tras este tiempo se muestran en la Figura 83.
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De manera relevante, los resultados demostraron que en las células pre-tratadas
con JKSTG, el efecto del IM se potencia hasta unas 14 veces (IC50 = 0.175 = 0.003 pM)
con respecto a las no pretratadas (IC50 = 2.17 £ 0.17 uM), recuperando los niveles

detectados en células de LMC sensibles a IM (Figura 83).
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V1. DISCUSION

Las opciones terapéuticas en el contexto de las NH son diversas y han
evolucionado de forma réapida gracias a la aplicacién de avances cientificos en el area,
que han mejorado considerablemente el prondstico de los pacientes en la actualidad (14).
Sin embargo, la falta de tratamientos curativos y la generacion de resistencia (p. €j. en la
LMC) o la agresividad y el mal prondstico de la enfermedad (p. ej. LMA)(26) indican la
necesidad de encontrar nuevas moléculas con propiedades farmacoldgicas que ofrezcan
dianas o mecanismos de accion alternativos en las NH (59). Con este propdsito, y dado
que los productos naturales han supuesto y suponen la inspiracion principal para la
sintesis de nuevos farmacos (166,167), en la presente tesis doctoral se llevo a cabo la
busqueda de nuevas moléculas con actividad antitumoral sobre células humanas de NH a
partir del cribado basado en PDD de diversas quimiotecas de compuestos bio-inspirados
a partir de estructuras privilegiadas.

En primer lugar, se abordo el cribado de la quimioteca de compuestos metalicos
con chalconas y lapachol donde las moléculas bioactivas se fusionan con ligandos
metalicos para alterar las propiedades quimicas y biolégicas de los compuestos (209). El
primer subgrupo, cuenta con escasos compuestos citotdxicos, asi como limitados casos
de selectividad antileucémica. En el segundo subgrupo, si se encuentran compuestos con
IC50 potentes en el rango UM bajo en las células de NH, y de hecho, estos valores son 4—
18 veces mas potentes que los publicados para otros compuestos organometalicos
fusionados a lapachol estudiados en células leucémicas (208). Ademas, en ese mismo
estudio, los complejos metalicos fusionados al lapachol son mas eficaces contra células
de carcinoma ovérico o carcinoma de colon que contra células leucémicas. No obstante,
los valores de 1C50 obtenidos para esas lineas tumorales son menos potentes que las IC50
obtenidas para los complejos metalicos fusionados con chalconas y lapachol investigados
en la linea celular HEL en el presente trabajo (209). Precisamente, se ha descrito que los
compuestos metalicos de rodio tienen afinidad por JAK2, inhibiendo su actividad
quinasa, su autofosforilacion y generando citotoxicidad en las células HEL (210).
También se sabe que los complejos metalicos fusionados a lapachol pueden inducir
citotoxicidad mediante generacion de estrés oxidativo (209). La linea celular de
eritroleucemia (HEL) portadora de la mutacion JAK2V®'’F representa un objetivo
terapéutico valido para este tipo de compuestos hibridos novedosos. Este es un resultado
interesante porque la genesis de NH BCR-ABL1 negativas (p. €j. policitemia vera) se

asocia con la presencia de la mutacion JAK2V®'F 'y estas son enfermedades con escasas
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opciones terapéuticas selectivas, aplicaAndose quimioterapia convencional en la mayoria
de los casos (6).

En segundo lugar, la quimioteca compuesta por compuestos espirodimeros
incluye compuestos con actividad antileucémica poco eficaz, encontrandose las IC50 mas
potentes de nuevo en la linea HEL JAK2V51'F, Los compuestos con esqueletos tipo espiro
han sido utilizados con frecuencia en la quimica médica para variar la tendencia
predominante basada en el uso de estructuras planas, y asi mejorar la traslacion a la
clinica. Aunque supone un mayor esfuerzo sintético, la presencia de estructuras espiro se
relaciona con predicciones de potencia, selectividad, propiedades fisico-quimicas y
perfiles farmaco-cinéticos mejorados (224). Sin embargo, l10s compuestos espiro pueden
presentar limitaciones en la solubilidad o en la metabolizacion (224). En este sentido, es
posible que estas cuestiones hayan influido en la baja actividad antitumoral detectada en
el cribado de espirddimeros en células de NH. Ademas, los farmacos aprobados por la
FDA con estructura espiro actlan sobre dianas con actividad bioldgica tipo antagonista
del receptor de mineralocorticoides (spironolactona), antagonista del receptor de
androgenos (drospirenona) o agonista del receptor de glucocorticoides (amcinonide),
entre otras. Estas actividades biologicas son necesarias en situaciones fisioldgicas
diversas como hiperaldosteronismo, sindrome asociado a menopausia, 0 dermatosis que
responde a corticosteroides, que conllevan una importante desregulacion hormonal, algo
inusual en las NH (224). A pesar de ello, ciertos compuestos espiro conjugados con
cetonas o lactonas muestran actividades antitumorales (en el rango pM alto) sobre células
de LMC humanas, a la vez que inhiben la via de sefalizacion del factor nuclear kB (NF-
kB) (225). Esto sugiere que la asociacion con cetonas y lactonas podria mejorar la
selectividad antileucémica de los compuestos espiro.

El cribado de la serie de derivados de la embelina, y en concreto del primer
subgrupo cuyos compuestos estan fusionados a nucleos tipo pirazol, contiene gran
cantidad de productos activos frente a las células leucémicas analizadas, aunque con baja
selectividad. Las estructuras tipo heterociclo nitrogenado tienen alta representacion entre
los farmacos disponibles, representando un 59% de los farmacos aprobados por la FDA
(226). Por otro lado, los pirazoles también poseen actividades biolégicas muy
interesantes. Asi, estos complejos estructurales tienen eficacia antitumoral frente a células
de cancer de mama triple negativo MDA-MB-231 (227) y se consideran inhibidores
potentes del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) implicado en el

adenocarcinoma de pulmon (228). Los resultados obtenidos del cribado de esta serie
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quimica sobre las células humanas de NH se publicaron en un estudio méas amplio donde
también se investigo el efecto de los derivados de embelina con nucleo pirazolico en
células de cancer de mama (MCF7, SKBR o BT549) y su efecto citotoxico en células
sanas (Vero), distinguiendo los compuestos que presentan selectividad antitumoral (211).
En cambio, el cribado del segundo subgrupo de la serie quimica, que incluye derivados
de embelina fusionados a ndcleos de acridina, describe un grupo de compuestos con
limitados efectos citotoxicos en las células de leucemia, con excepcion de algunos
compuestos eficaces en la linea de LMC (K562). Otros estudios realizados con
compuestos tipo heterociclos fusionados a acridina muestran efectos citotoxicos limitados
frente a células de leucemia como K562 o HL60, pero en cambio son eficaces en lineas
de carcinoma de colon humano (HCT-116) (229). No obstante, también se han descrito
derivados de acridina que producen inhibicién de la viabilidad de células de leucemia
promielocitica aguda (HL60) y alteracion del ciclo celular de las mismas, mediante,
presumiblemente, la inhibicién de las topoisomerasas 1 y 11 (230).

El cribado de la ultima serie, formada por analogos del hibrido naftoquinona-
cumarina generd una diversidad de resultados que incluyen compuestos con mayor
eficacia antitumoral en ciertas lineas leucémicas que en otras (selectividad
antileucémica), asi como diferencias importantes en la relacion estructura-actividad de
los compuestos. Esto permitid realizar un estudio interdisciplinar para distinguir qué
alteraciones estructurales del compuesto lider conducian a actividades bioldgicas
anticancerigenas mejoradas. Ademas, los estudios computacionales de docking score o
modelado molecular permitieron comparar la prediccion de los valores de afinidad de
unién del compuesto preseleccionado (JKST6) y del compuesto lider (NPQ-C6) hacia
dianas relevantes en la patogenia de NH como son JAK2 o BCR-ABL1 (2, 17). Los
valores de docking score y la prediccion de los enlaces establecidos entre el JKST6 y
JAK2 son semejantes a los del compuesto lider de la serie (NPQ-C6). En cambio, la
prediccion del modo de union del JKST6 y BCR-ABL1 sugieren que la sustitucion
estructural del grupo cumarina del compuesto lider por el grupo pirona del JKST6 permite
una introduccion mas profunda del compuesto en el sitio catalitico de ABL1 y, de este
modo, se establecen mayor nimero de uniones enzima-ligando. Este fue un aspecto
relevante que reforzd la seleccion del hibrido naftoquinona-pirona JKST6 para la
continuacion de los siguientes estudios.

En las Gltimas décadas, la modelizacién in silico de la absorcion, distribucion,

metabolizacion y eliminacion de los farmacos (ADME) como herramienta para el disefio
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racional de farmacos ha captado la atencion de la industria y de la academia en el ambito
de la farmacologia. En concreto, suelen utilizarse en el cribado HTS reduciendo los costes
y permitiendo estudiar en paralelo la actividad de los compuestos, asi como su bio-
disponibilidad (198). De esta forma, se realizaron estudios ADME in silico del compuesto
JKST6 para conocer los valores predictivos de sus propiedades farmacocinéticas y
fisicoquimicas. Los resultados de este ensayo describen al compuesto JKST6 como un
compuesto con potenciales propiedades farmacocinéticas interesantes que incluyen alta
absorcion oral, alta permeabilidad intestinal, alta superficie disponible para solvatacion y
relativa solubilidad acuosa. El ensayo predice que el JKST6 sufriria 3 reacciones
metabolicas en el higado una vez administrado, en un rango de 1 a 8. En cuanto a la union
del JKST6 a la albimina sérica humana se encuentra un valor predictivo intermedio-bajo,
que sugiere una baja afinidad por dianas off-target y una alta cantidad de farmaco libre
en sangre, que histéricamente se ha definido como la fraccién del compuesto que
desarrolla las propiedades farmacoldgicas. No obstante, este es un tema controvertido ya
que otros estudios consideran que la unién de los farmacos a la albimina podria facilitar
su distribucion sistémica (231). De manera adicional, se investigaron los parametros de
solubilidad y permeabilidad recogidos en las conocidas reglas de Lipinski, que definen
moléculas con alta probabilidad de ser absorbidas por via oral (masa molecular < 500;
Coeficiente de particion octanol/agua (CLogP) < 5; nimero de donadores por puente de
hidrogeno < 5; numero de aceptores por puente de hidrogeno < 10). De nuevo, el
compuesto JKST6 cumple todos los valores de referencia que definen a una molécula con
caracteristicas prometedoras para la absorcion oral humana. En resumen, los resultados
obtenidos de la investigacion del JKST6 sobre la citotoxicidad en células humanas de
NH, los valores de modelado molecular y ADME in silico, impulsaron la seleccion del
hibrido naftoquinona-pirona JKST6 para el analisis en profundidad de sus dianas y
mecanismos de accion moleculares.

Los derivados e hibridos de naftoquinonas han generado un gran interés como
agentes terapéuticos prometedores contra el cancer en los Gltimos afios (170,176). En
concreto, nuestro grupo de investigaciéon ha descrito nuevos compuestos quimicos tipo
naftoquinona con alta eficacia antitumoral contra la LMC in vitro e in vivo (17, 22). Como
se ha comentado, la forma de obtener compuestos quimicos con actividades bioldgicas
mejoradas supone la reiteracion de estudios bioldgicos y computaciones (137), y en ese
sentido, el compuesto JKST6 surge como un potencial candidato mejorado del compuesto

lider naftoquinona-cumarina NPQ-C6 empleando esta estrategia.
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Para comenzar el analisis de las propiedades antitumorales del compuesto JKST6
se consideraron dos aspectos cruciales presentes en los farmacos anticancerigenos
eficaces: su capacidad antiproliferativa y su baja toxicidad. Por tanto, se investigaron los
efectos antiproliferativos del JKST6 en células de NH humanas y en células sanas. Los
resultados demostraron que el compuesto inhibe de manera eficaz el crecimiento de las
células de leucemia (con valores de 1C50 en el rango sub uM en el caso de K562 o de
MOLM-13) mientras que los valores de IC50 en células humanas de tumores solidos
como BT-549, MDA-MB-231 o MCF7, son considerablemente mas altos, confirmandose
una mayor actividad antitumoral contra NH en comparacion con otros tipos de tumores.
Entre las leucemias investigadas, las células de LMC (K562) son las células de NH mas
sensibles al tratamiento con JKST®6.

Ademas, el tratamiento con JKST6 no genera altos niveles de toxicidad en las
células no-tumorales investigadas in vitro, encontrandose valores de 1C50 en PBMC
aproximadamente 8 veces mas altos que en células de LMC (K562). Este resultado fue
corroborado por la baja toxicidad detectada en los ensayos de toxicidad aguda y toxicidad
sub-cronica del tratamiento con JKST6 in vivo. En el primer ensayo (toxicidad aguda) se
eligieron las vias de administracion oral e intraperitoneal, teniendo en cuenta los
resultados ADME, vy, ante la ausencia de diferencias significativas entre ambas, en el
ensayo de toxicidad sub-crénica se utiliz6 la via intraperitoneal para garantizar el acceso
rapido a la circulacién sistémica de manera directa (232).

Los resultados de los estudios de la viabilidad en células tumorales hematoldgicas
y no hematoldgicas, asi como de la toxicidad asociada al tratamiento con JKST6 sugieren
que el producto podria unirse a dianas moleculares presentes en células cancerigenas
derivadas del linaje mieloide, haciéndolas mas sensibles al compuesto que células de otras
leucemias o de cancer no hematoldgico.

En base a los experimentos de anélisis de imagenes a tiempo real y los ensayos de
wash-out en células de LMC se deduce que el JKST6 desencadena una rapida actividad
antiproliferativa y efectos antitumorales de larga duracion tras una exposicion corta, en
contraste con el IM, que necesita tiempos mas largos para desencadenar su actividad
antiproliferativa. Estos hallazgos indican que el JKST6 posee un mecanismo de accion
que provoca cambios duraderos en las células, que normalmente se asocian con uniones
covalentes entre el ligando y la diana, largo tiempo de residencia del farmaco en la diana

o efectos postraduccionales que ocurren tras la union farmaco-diana (233,234).
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Ademas, los estudios de fotomicroscopia a tiempo real revelaron que el JKST6
muestra un rango amplio entre las dosis que producen efectos citostaticos y las que
producen efectos citotdxicos, lo que coincide con estudios publicados sobre la actividad
antitumoral de las pironas, que poseen una actividad antiproliferativa superior a la
citotoxica (235). Asimismo, la eficacia antitumoral del JKST6 se valido en esferoides de
LMC. Este es un sistema de cultivo celular que trata de simular con mayor fidelidad la
biologia tumoral in vivo. De hecho, las diferencias entre los cultivos clasicos en monocapa
2D vy los cultivos en 3D se han estudiado en profundidad, destacando las alteraciones en
la transduccidn de sefiales, en la expresion de genes y proteinas, la diferenciacion celular
o la sensibilidad a los farmacos (146). También se ha observado que las células
leucémicas son metabdlicamente més estables en cultivos 3D que en los cultivos estandar
2D, donde tienden a sufrir cambios fenotipicos con los pases (236). Por lo tanto, el hecho
de que el compuesto JKST6 inhiba el crecimiento de los esferoides de LMC in vitro puede
considerarse una aproximacion efectiva para explorar su potencial accion antitumoral in
vivo (146).

Los derivados e hibridos de naftoquinonas inducen efectos antiproliferativos en
células de LMC a través de distintos mecanismos que incluyen estrés oxidativo, parada
del ciclo celular, induccidn de apoptosis, inhibicion de sefializacion BCR-ABL1/STAT5
y modulacion de otras vias de sefializacion implicadas en supervivencia (70,71,170). De
acuerdo con esto, nuestro grupo ha demostrado en trabajos previos que compuestos
enriquecidos en quinonas suprimen el crecimiento de células de LMC produciendo parada
del ciclo celular (73,74). Algunos ejemplos incluyen al derivado de naftoquinona CM363,
que produce parada del ciclo celular con un aumento de células en la fase S (73) y el
hibrido de naftoquinona-cumarina NPQ-C6, que produce un aumento de células en subG1
y una reduccion importante en las fases GO/G1 (74). En el presente trabajo, demostramos
que el compuesto JKST6 altera el ciclo celular de células de LMC aumentando la fase
subG1 y reduciendo las fases GO/G1 de una forma dependiente de la dosis y del tiempo,
con una mayor potencia que su precursor (NPQ-C6) (74). Es mas, estos efectos se vieron
asociados a cambios en la fosforilacidn o en la expresidn de varias proteinas relacionadas
con la progresion del ciclo celular. Asi, el JKST6 inhibe la fosforilacion de la proteina
del retinoblastoma (RB), impidiendo el avance del ciclo celular. Esta inhibicion también
suele relacionarse con la supresion del complejo ciclina D/Cdk4 (212). La reduccion de
la fosforilacion de RB también se ha relacionado con la inhibicion de la quinasa ABL1,

gue a su vez juega un papel en la progresion de la fase S del ciclo celular (213). Los
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complejos formados por ciclina E-CDK2, ciclina A-CDK2 y ciclina B-CDK1 regulan la
transicion de la fase G1/S, el avance de la fase S y la transicion de la fase G2/M,
respectivamente (213). En esta linea, el tratamiento con JKST6 modifica estas ciclinas
aumentando su expresion progresivamente y produce un incremento marcado de
pCDK1Y%® a 48 horas postratamiento. Esta fosforilacion lleva a una inactivacion de
CDK1, que es controlada por el equilibrio entre Weel y Cdc25 (213). Precisamente,
numerosos compuestos derivados de quinonas han sido descritos como inhibidores
potentes de Cdc25 (70, 231). La inhibicion de Cdc25 impide su actividad fosfatasa,
responsable de activar a CDK1 eliminando la fosforilacion bloqueante en Y*°. Ademas,
se ha demostrado que la fosforilacion de Weel en S%2 puede ser dependiente de AKT,
que en ese caso, conduce a un cambio en la localizacion de Weel hacia el citoplasma
impidiendo la inactivacion de CDK1 en el nucleo, e induciendo la progresion de G2/M
(237). No obstante, también se ha descrito que la proteina Chk1 controla los niveles de
Cdc25 y Weel en nicleo y citosol. En concreto, Chkl fosforila a Weel en S®%2
produciendo su traslocacion al nicleo y la consecuente retencion del ciclo en la fase G2
(238). En esta linea, el tratamiento con JKST6 induce la fosforilacion transitoria de Weel
en S®2 lo que sugiere una asociacion con los estados de CDK1 activos e inactivos
detectados en los estudios de inmunoblot. El tratamiento con JKST6 también produce la
inhibicion de la fosforilacion de la histona 3 en Serina 10 (pH 3°%°), que se considera
necesaria para una ejecucion correcta de la mitosis (215). En este grupo de experimentos,
se detectd la induccidn de un regulador negativo del avance de la fase G1 a G2, p21, tras
el tratamiento con JKSTG6. Este efecto ya ha sido descrito en experimentos realizados con
otras naftoquinonas como la shikonina o la plumbagina en células leucémicas (173,174).

Por otro lado, el compuesto estimuld6 marcadamente la fosforilacion de las
quinasas (pChk15%% y pChk2T%®) que acttian dowstream de la via ATM/ATR-dependent
DNA damage checkpoint poco tiempo después del tratamiento, lo que sugiere que el
tratamiento con JKST6 puede inducir dafio gendmico de forma temprana y potente (239).
Esta propiedad ha sido descrita con anterioridad en investigaciones con naftoquinonas y
con pironas como agentes antitumorales (170,240). Todos estos resultados apoyan la
hipétesis de que el compuesto JKST6 evita la progresion del ciclo celular produciendo
una parada en la fase subG1 y activando alteraciones en la mitosis, efectos que podrian
ser causados, al menos en parte, por dafio en el ADN celular.

Las células cancerigenas poseen la habilidad de evadir la induccidn de la apoptosis

para aumentar su supervivencia, por tanto, la regulacién de la apoptosis es un objetivo
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primordial en la busqueda de un farmaco antitumoral. En este sentido, el compuesto
JKST6 induce apoptosis en células K562 segun los resultados de medicidén de Anexina
V, de nucleos apoptdticos y de activacion de caspasas-8, 9y 3, asi como el corte de PARP.
También otros estudios describen la capacidad de los derivados e hibridos de
naftoquinona de inducir apoptosis en células de LMC a través de la activacion de la via
intrinseca dependiente de la mitocondria (73,74,173), que implica la activacion de las
caspasas 9y 3. Sin embargo, la activacion de la caspasa 8 o apoptosis extrinseca, también
se ha relacionado con la induccién de apoptosis por parte de naftoquinonas en células
leucémicas humanas (241). Un resultado a priori contradictorio fue el aumento de los
niveles de la proteina antiapoptética Mcl-1 tras el tratamiento con JKST6, sin embargo,
este es un efecto que se ha observado anteriormente en células de leucemia mieloide como
respuesta a ciertos quimioterapicos (242). La sobreexpresion de Mcl-1 también se ha
relacionado con la generacion de resistencia a farmacos antitumorales, considerandose
una diana de interés, pero conviene tener en cuenta que también posee funciones no
apoptéticas que participan en la homeostasis y en la funcion bioenergética mitocondrial,
en la autofagia o en el ciclo celular (243). Por otro lado, también se detectd un rapido
incremento de los niveles de YH2AX tras la exposicion a JKST6, lo que refuerza la
hipotesis de que el compuesto causa dafio al ADN que, al no ser reparado por las células
de LMC, lleva a la induccion de la apoptosis.

Debido a la importancia central que tiene la via de sefializacion BCR-
ABL1/STATS en la supervivencia de células de LMC, tiene sentido que los compuestos
derivados e hibridos de naftoquinonas capaces de alterar el ciclo celular y activar la
apoptosis en estas células, actien modulando esta ruta celular (73,74). Normalmente, esta
modulacion se trata de una inhibicion significativa de la via de sefializacion BCR-
ABL1/STATS. De igual modo, el compuesto JKST6 provoca una reduccion rapida de la
fosforilacion de BCR-ABL1 (p¥42y p"1"") en células de LMC, que puede explicarse por
una reduccion paralela de sus niveles proteicos totales. Estas respuestas rapidas suelen
asociarse con eventos postraduccionales, normalmente regulados por unién con
ubiquitina y la activacion del proteasoma (244). De hecho, un efecto comun frente a
farmacos que alteran el ciclo de la ubiquitina en la LMC es la reduccién rapida de los
niveles proteicos de BCR-ABL1 (245,246). En este sentido, la reduccion de los niveles
de proteina de BCR-ABL1 por el JKST6 es precedida de un aumento en los niveles de
proteinas poliubiquitinadas. Ademas, la inhibicién previa del proteasoma por MG132

(217) seguida del tratamiento con JKSTG6, evita de parcialmente la reduccién de los
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niveles de BCR-ABL1 inducida por el hibrido naftoquinona-pironay provoca un aumento
de proteinas poliubiquitinadas tras una hora de tratamiento. Estos hallazgos sugieren que
la activacion del proteasoma podria contribuir, al menos en parte, a los efectos inhibitorios
del JKST6 sobre BCR-ABL1 en células de LMC.

La reduccion de los niveles proteicos de BCR-ABLL tras la exposicion a JKST6
es anterior en el tiempo a la disminucion de los niveles de ARNm de BCR-ABL1, lo cual
sugiere que la degradacion proteica precede a la inhibicién de la transcripcion génica de
la oncoquinasa. Aungue serian necesarios mas experimentos para aclarar qué mecanismos
transcripcionales y postraduccionales estan implicados en los efectos observados, los
compuestos que causan alteraciones en el ciclo de la ubiquitina se consideran una
aproximacion eficaz para reducir los niveles de BCR-ABL1 y activar la muerte celular
incluso en células de LMC resistentes a IM (245).

La determinacion de los efectos funcionales del tratamiento con JKST6 en células
de LMC es de gran importancia porque revela si la inhibicion se limita a la oncoquinasa
o si es efectiva también en sus dianas downstream pro-tumorales. En concreto, la potente
inhibicion de pSTAT5Y%% es probablemente corresponsable de los efectos
antiproliferativos y pro-apoptoéticos que ejerce este compuesto, debido al papel vital del
factor de transcripcién en la trasformacion celular, la supervivencia y el crecimiento de
este tipo de cancer (59). ElI compuesto JKST6 también muestra efectos funcionales
importantes que se infieren de la inhibicion de pCrkLY?%"y de los genes diana de STATS5,
como PIM1y MYC. Este resultado es determinante ya que se ha descrito que c-MYC y
BCR-ABLL1 pueden activarse mutuamente; MYC participa en la transformacion celular,
la inestabilidad gendémica y el bloqueo de la diferenciacion celular, por lo tanto, favorece
una mala respuesta al tratamiento con IM y una mayor agresividad de la enfermedad
(71,115). Es mas, la inhibicién de c-MYC causada por derivados e hibridos de
naftoquinona se ha relacionado directamente con la activacion de la apoptosis en LMC
(73,74,247). Por su parte, PIM1 también es sobreactivada por la via de sefializacion BCR-
ABL1/STATS y tiene funciones cruciales en supervivencia, transformacién y proteccién
frente a la apoptosis causada por dafio en el ADN (248). De igual modo, la inhibicion de
PIML1 se ha descrito como un evento comun y determinante en las actividades anti-LMC
de los compuestos derivados e hibridos de naftoquinonas (70,71). Adicionalmente, se
investigo si el producto JKST6 podia modular la actividad transcripcional dependiente de
STAT utilizando células transfectadas con el reporter gene de luciferasa bajo promotores
dependientes de STAT5 y STATS3. Efectivamente, el tratamiento con JKST6 inhibe
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eficazmente la transcripcion dependiente de IL3/JAK2/STATS5, y con menor potencia de
IL6/JAK/STATS3. En conjunto, estos resultados apoyan la hipotesis de que el JKST6
inhibe la via de sefializacion BCR-ABL1/STAT5 como parte de sus propiedades anti-
LMC tanto a nivel transcripcional como proteico.

BCR-ABL.1 ejerce actividad pro-leucémica mediante la modulacion de otras vias
de sefializacion de supervivencia como son PISBK/AKT/mTOR, RAS/MAPK (51,56) y
también Hck (de la familia de quinasas Src) que fosforila a STAT5 en Y®4 en este
contexto tumoral (68). En nuestros experimentos, el tratamiento con JKST6 causa una

activacion transitoria de pSrcY416

a tiempos cortos para finalmente inhibir completamente
su fosforilacion tras 12 horas de tratamiento. Esta supresion es interesante por la
implicacion que tiene la sefializacién desregulada de Src en la progresion de la LMC y en
la resistencia a TKIs. De hecho, la quinasa Lyn muestra funciones reguladoras de la
sensibilidad a IM, y se ha encontrado constitutivamente activa en pacientes que no poseen
mutaciones en BCR-ABL1 (57). No obstante, también se ha descrito que las proteinas
Hck y v-Src retienen a STAT5A en el citoplasma de células BCR-ABL1+, evitando su
funcién activadora de la transcripcién oncogénica. Por esta razon, y por los escasos
resultados generados en clinica de otros inhibidores de las quinasas de la familia Src
(bosutinib y dasatinib), la inhibicién de las quinasas de la familia de Src sigue siendo
objeto de debate (60).

La modulacién farmacoldgica de la via RAS/MAPK en la LMC ha sido
extensamente estudiada. La activacion de la via ERK1/2 por BCR-ABLL1 se asocia a un
incremento de proliferacion y supervivencia celular, ademas de su participacion en la
autofagia y en la traduccion del ARNm (78). Ademas, se ha descrito la sobreexpresion de
ERK1/2 en células madre transformadas por BCR-ABL1+ (249). De hecho, la inhibicion
de ERK1/2 se ha asociado con una potenciacion de la induccion de apoptosis en células
K562 (250). En cambio, la induccion de JNK y de p38-MAPK se relaciona con efectos
pro-apoptoticos en células de LMC. En la mayoria de los casos BCR-ABL1 ejerce una
accion supresora de la actividad de p38-MAPK (78). No obstante, la relacion entre la
accion pro- y antiapoptotica de p38-MAPK depende del tipo celular y de los estimulos.
Ademas, p38-MAPK también participa en otras funciones como la diferenciacién y la
inflamacion celular (78). La relacion entre BCR-ABL1 y JNK no ha sido investigada en
tanta profundidad, pero se sabe que tal como ocurre con p38-MAPK, la activacion
constitutiva de BCR-ABLL1 inhibe la sefializacion de JNK. También se ha descrito que

JNK media en la sefializacion pro-apoptotica de farmacos como la shikonina, la ceramida
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0 el tridxido de arsénico en células BCR-ABL1+ (78). Los resultados del analisis de
RAS/MAPK en células de LMC expuestas a JKST6 revelan que el producto induce la
activacion transitoria de JNK, la inhibicion de la fosforilacion de p38-MAPK a tiempos
largos y la activacion estable de la fosforilacion de ERK1/2. La activacion de ERK1/2
por el compuesto hibrido naftoquinona-pirona fue un hallazgo inesperado, pues otros
derivados de naftoquinona inhiben la activacion de ERK1/2 de forma paralela a sus
acciones antiproliferativas en células de LMC (73,74,173). Sin embargo, también hay
estudios que relacionan la induccion de pERK1/27292/Y204 con |a activacion de apoptosis
en células de leucemia humanas, y ademas dicha activacién tiene un papel fundamental
en la respuesta pro-apoptoética (251). En este sentido, la activacion de ERK1/2 coincide
con nuestros resultados, aunque no podemos determinar si tiene una participacion directa
en la muerte celular provocada por JKST6. Por el contrario, la estimulacion transitoria de
INK y la inhibicién de pP38MAPKT Y182 son efectos anteriormente descritos en
asociacion a los efectos antiproliferativos de los derivados e hibridos de naftoquinonas en
LMC (73,74).

En células de LMC, el complejo BCR-ABL1/GRB-2 recluta y estimula a PI3K,
gue a continuacion activa a AKT y a mTOR, promoviendo el crecimiento y la
supervivencia celular (53). La sefializacion de mTOR controla la traduccion del ARNm
através de sus efectores downstream, como la proteina ribosomal S6 (53). La activacion
constitutiva de mTOR, que es frecuente en diversos tumores, puede reducir la
sefializacion upstream de receptores con actividad tirosina quinasa como por ejemplo
Insulin-like growth factor I receptor (IGF-IR), generando una reduccién de la actividad
de AKT como parte de este feedback negativo (252). En este contexto, el tratamiento de
las células de LMC con JKST6 inhibe de forma rapida y potente la fosforilacion de S6 y
aumenta los niveles de pAKTT3%/5472 de forma transitoria. Estos efectos podrian deberse
a que el compuesto bloquea la actividad de mTOR, por lo que se pierde dicho feedback o
mecanismo de control negativo, resultando en una activacion transitoria de AKT. La
inhibicién conjunta de mMTOR y BCR-ABL1 es una opcion de tratamiento que ha
generado un creciente interés. Se ha descrito que la rapamicina, un antibiético tipo
macrolido que inhibe el complejo | de mMTOR (MTORCL), produce sinergia con el IM in
vitro e in vivo potenciando la inhibicion de la traduccion proteica (53). No obstante, para
saber si el compuesto JKST6 ejerce efectos similares a la rapamicina en la LMC, y si es

importante en su mecanismo de accién molecular, se necesitan mas experimentos.
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Entre los principales obstaculos que afronta la terapia frente a la LMC basada en
TKI estd la imposibilidad de curacion, y por consiguiente, la necesidad de tomar el
tratamiento de forma cronica, lo que lleva a altos costes econémicos, intolerancia a los
TKIly resistencia (81). Por tanto, un objetivo principal de esta investigacion fue descubrir
si el JKSTG6 posee la capacidad de potenciar los efectos del IM y superar la resistencia al
tratamiento. En primer lugar, los estudios de combinacién de farmacos en células de LMC
(K562) revelaron que el compuesto JKST6 actla sinérgicamente con el IM en la
inhibicidn de la proliferacion celular y de la activacion de STATS. Este resultado es
prometedor porque supone una oportunidad para reducir las dosis efectivas del IM y, por
tanto, la posibilidad de desarrollar resistencia o toxicidad a largo plazo (205).

En segundo lugar, se analizé el efecto de factores extrinsecos que influyen en la
resistencia al IM para determinar si producian resistencia al JKST6 en células de LMC.
En concreto, se utilizaron células estromales componentes del nicho tumoral (MSC),
procedentes de médula 6sea e inmortalizadas con la subunidad catalitica de la telomerasa
(hMSC-TERT) (53,102,123). Las células de LMC no experimentaron cambios
apreciables cuando fueron expuestas al MC generado por hMSC-TERT, maés alla de una
moderada ventaja en el tiempo de duplicacién celular (doubling time). Esta exposicion,
tampoco gener6 cambios apreciables en la sensibilidad de las células de LMC al
tratamiento con JKST6 o IM. El hecho de que las células mesenquimales utilizadas
(hMSC-TERT) sean células de origen no-maligno (206), que no han estado previamente
en contacto con células leucémicas podria ser una explicacion a la falta de respuesta
protectora por parte del MC. En este sentido, varios estudios que describen el efecto
protector del MC frente al tratamiento con TKI utilizan MSC de pacientes de LMC (125).
Otros estudios han demostrado que la interaccion de las células leucémicas y las células
del estroma es necesaria para generar una sefializacion pro-oncogénica mediada por
factores (219,253). No obstante, también se han detectado lineas de MSC de la médula
Osea que, sin previa interaccion con las células leucémicas, son capaces de generar MC
protector (HS-5) frente al tratamiento de los TKI, y otras lineas de MSC (HS-23 o HS-
27a) cuyo MC no es protector (131). La diferencia observada entre las lineas MSC reside
en el tipo de factores secretados al medio, considerandose con propiedades protectoras al
tratamiento con TKI: IL-6, IL-8, IL-7, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-
CSF) o factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF)
(125,131). Por las razones comentadas anteriormente, se comprobd en primer lugar si la

interaccién entre las células hMSC-TERT vy las células de LMC ofrecia proteccion frente
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a los tratamientos con JKST6 e IM. En este caso, se produce un aumento de la IC50 del
JKSTG6 de aproximadamente el doble, mientras que el IM aumenta su IC50 de manera
limitada. No obstante, ambos compuestos mantienen un efecto antitumoral efectivo sobre
las células de LMC. Esta diferencia podria ser consecuencia de una limitacion por parte
del JKST6 para acceder a las células leucémicas. Se ha descrito que el propio soporte
fisico que proporcionan las células MSC dificulta el acceso de los farmacos a sus dianas
(254). En este sentido, ain no se han realizado experimentos de bio-disponibilidad y
farmacocinética del JKST6, por lo que su solubilidad y permeabilidad podria ser mejorada
en futuros estudios. Por otro lado, la estimulacion del co-cultivo entre h(MSC-TERT y las
células de LMC con un factor protector como GM-CSF produce un aumento en las IC50
del JKST6 y del IM de casi el doble, por tanto, se puede decir que genera una proteccion
moderada de las células de LMC ante ambos tratamientos, sin embargo, las 1C50
mantienen sus valores en un rango de concentracion eficaz. Investigaciones previas han
descrito que la citoquina GM-CSF evita la induccidon de apoptosis en células de leucemia
mieloide tratadas con quimioterdpicos convencionales (p. ej. vincristina, ciclohexamida
o0 adriamicina) (255). En otro estudio interesante identifican altos niveles de GM-CSF en
el medio de células de LMC resistentes a TKI, y la adicion de este medio condicionado a
células de LMC sensibles a IM genera proteccion frente a la muerte celular activada por
el tratamiento. En este caso, el incremento de GM-CSF conduce a la sefalizacion
exacerbada de JAK2/STATS5, y la inhibicion de JAK2 en combinacion con TKI revierte
el efecto protector de GM-CSF (126). El papel de las MSC sobre la progresion del tumor
sigue generando resultados controvertidos, ya que se ha identificado su influencia
promotora, pero también inhibitoria del crecimiento tumoral (221,256). En parte se debe
a que, en el microambiente tumoral, se generan mediadores proinflamatorios que
interfieren en la progresion del cancer, en ocasiones hacia un fenotipo pro-tumoral
(incremento de angiogénesis, evasion de la respuesta inmune, etc.) y en otras hacia un
fenotipo anti-tumoral (activacion de linfocitos T, reclutamiento de granulocitos, etc.)
(221). El estudio del efecto de la estimulacion proinflamatoria (LPS) sobre el co-cultivo
de células de LMC y hMSC-TERT generd resultados interesantes. En estas condiciones,
se produce un aumento de aproximadamente el doble en el valor de IC50 de los
tratamientos con IM y JKST6. Adicionalmente, a diferencia de los experimentos
anteriores, el crecimiento total de las células de LMC (confluencia) tratadas con vehiculo
se ve reducido en torno a un 35-40% en relacion con los experimentos de co-cultivo no

estimulado, lo que indica que existe algin mecanismo que altera el crecimiento de las
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células leucémicas en estas condiciones. En linea con esto, en un estudio que investiga el
efecto de MSC de pacientes de LMC en BP sobre el crecimiento y la sensibilidad de las
celulas K562 se describe una inhibicion del crecimiento leucémico, induccion de
resistencia parcial al tratamiento con daunorrubicina, que se relaciona con una parada del
ciclo celular en fase GO/G1 y reduccion de la fase S (256). Por tanto, los efectos
generadores de quiescencia y resistencia parcial en células de LMC deben de ser
considerados para evitar la generacion de la enfermedad minima residual, y segun lo
comentado, una posible solucion es la combinacion de farmacos con multiples dianas que
repriman la sefializacion pro-supervivencia activada de manera compensatoria en el nicho
tumoral.

Por altimo, se investigd la capacidad antitumoral del compuesto JKST6 frente a
células de LMC que presentan resistencia a IM mediante diversos mecanismos
moleculares descritos en la clinica. Los resultados mostraron que el JKST6 es muy
efectivo en células resistentes a IM como AR230-R y K562-R, donde la resistencia a IM
esta asociada a una mayor expresion de BCR-ABL1 (103) o a la sobreexpresion de la
familia de quinasas Src (115), respectivamente. Igualmente, el compuesto JKST6 es
eficiente en células K562mycT315l, cuya resistencia se debe a la conocida mutacion
puntual del residuo gatekeeper de BCR-ABL1 (101). Es importante destacar que esta
mutacién confiere resistencia también a otros inhibidores de BCR-ABL1 de segunda
generacion como dasatinib o nilotinib (257), lo cual sugiere que el JKST6 podria ser
también eficaz contra la resistencia frente a otros TKI.

Asimismo, se demostré que el compuesto JKST6 mantiene su mecanismo
modulador de la via de sefializacion BCR-ABL1/STATS5 cuya hiperactivacion es incluso
mas marcada en casos de resistencia y progresion de la enfermedad (18,36,128). Este
resultado sugiere que el tratamiento con JKST6 puede ser aplicado de manera eficiente
en contextos de resistencia a IM previamente establecidos. El tratamiento con JKST6 en
células de LMC resistentes a IM también produce efectos supresores en los niveles de
expresion de los oncogenes MYC y PIM1 (59). Este es un efecto destacable, ya que se ha
descrito que la sobreexpresion de MYC en pacientes de LMC se asocia con una mala
respuesta a IM y ademas, se sabe que MYC induce la replicacién aberrante de ADN
contribuyendo a la inestabilidad genética detectada en la progresion de la LMC (117). Es
mas, la trisomia del cromosoma 8 que conlleva sobreexpresion de MYC es una de las
aberraciones cromosdmicas considerada un factor de alto riesgo por su asociacion con

mala respuesta al tratamiento con TKI por la ELN (35).
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Por otro lado, SOCS2 es un conocido regulador negativo de la via JAK/STAT con
actividad ubiquitina ligasa (258). Segun experimentos in vitro, las lineas celulares que
expresan BCR-ABLL1 se asocian con niveles mas altos de expresién de SOCS2 que las
lineas celulares equivalentes BCR-ABL1(-). Esto ha sido confirmado también por la
deteccion de mayores niveles de SOCS2 en leucocitos y células CD34+ de pacientes de
LMC en comparacion con los niveles hallados en personas sanas, siendo incluso mas altos
en pacientes de LMC en BP (222,223). Con respecto a esto, se realizaron experimentos
para determinar el efecto del JKST6 sobre la expresion génica de SOCS2 en células de
LMC sensibles y resistentes a IM. Los resultados muestran mayores niveles basales de
SOCS2 en células de LMC resistentes que en células de LMC sensibles a IM. Esto
coincide con otros estudios que han encontrado niveles incrementados de SOCS2 en
pacientes con mala respuesta o recidiva al IM (259). Adicionalmente, encontramos que
el IM producia una reduccién de los niveles de expresion de SOCS2 en ambos clones,
sensible y resistente. Esto concuerda con los otros estudios que detectan una inhibicion
de la expresion de SOCS2 por parte del IM en presencia de BCR-ABL1, aunque la
reduccion en las células resistentes es menos evidente (223). En cambio, el JKST6
estimula la expresion de SOCS2 tras 6 horas de tratamiento en células K562-R y K562,
aunque sus niveles de ARNm vuelven al valor inicial tras 12 horas de tratamiento. Dicho
pico de expresion podria contribuir a regular negativamente la via de sefializacion BCR-
ABL1/STATS en estas células. De hecho, se ha demostrado que la expresion ectopica de
SOCS2 en células BCR-ABL1 + reduce la velocidad de crecimiento, la capacidad clonal
y mejora la sensibilidad al IM de las células leucémicas (223). El papel de SOCS2 en la
resistencia y progresion de la LMC sigue siendo objeto de investigacion por las incognitas
que siguen existiendo al respecto, pero se cree que los altos niveles de SOCS2
encontrados en células y pacientes con resistencia o mala respuesta al IM podrian deberse
a un mal funcionamiento de un feedback negativo activado para compensar las acciones
pro-oncogeénicas promovidas por BCR-ABL1. Por lo que, mas que un causante de un
fenotipo agresivo de la LMC, seria una consecuencia de un intento fallido de controlar
negativamente a BCR-ABL1 (222,223). Ademas, nosotros proponemos gque SOCS2
podria tener relacion con la ubiquitinacion de BCR-ABL1 detectada tras el tratamiento
con JKST6. De hecho, la familia SOCS participa activamente en la degradacion via
proteasoma de dianas proteicas como JAK2 y TEL-JAK2 (SOCS1) y los receptores de
eritropoyetina o de la hormona de crecimiento (SOCS2) (260). Esta es una posibilidad

que tendria que ser estudiada en mayor profundidad para ser comprobada.
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Por dltimo, una breve exposicion de las células resistentes a IM (AR230-R) al
JKST6 fue suficiente para restaurar la sensibilidad al tratamiento con IM. Este es un
hallazgo importante, ya que el mecanismo de resistencia de estas células se relaciona con
la sobreexpresion de BCR-ABL1, mecanismo observado en pacientes que muestran
resistencia y progresion de la LMC (18). Es probable que el efecto reductor de los niveles
de BCR-ABL1 dependiente de JKST6 contribuya a la efectividad del tratamiento
posterior con IM.

En resumen, el compuesto JKST6 relne una serie de propiedades que lo
convierten en un candidato interesante para superar las limitaciones actuales en la terapia
contra la LMC. En primer lugar, el JKST6 reduce BCR-ABL1, evitando no sélo su
activacion constitutiva sino su funcién como proteina de andamiaje, de la que depende la
activacion de numerosas vias de supervivencia alternativas. En segundo lugar, la eficacia
del JKST6 se mantiene en células resistentes al IM debido a mecanismos dependientes e
independientes de BCR-ABLL. En tercer lugar, el compuesto potencia los efectos
antitumorales del IM, lo que sugiere que podria ser utilizado en terapias combinadas con
TKIs en el tratamiento de la LMC (261) (Figura 84).
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JKST6, a novel multikinase modulator of the BCR-
ABL1/STATS signaling pathway in CML
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Figura 84. Mecanismo molecular del modulador multiquinasa JKST6 en la LMC. EIl hibrido
naftoquinona-pirona JKST6 reduce la viabilidad y proliferacion de células de LMC sensibles y resistentes
a IM, produce parada del ciclo celular e induccion de apoptosis, inhibe la via de sefializacion BCR-
ABL1/STAT5 mediante reduccion de la oncoproteina, modula vias de supervivencia alternativas, potencia
los efectos del Imatinib (IM) y restaura la sensibilidad al IM en células resistentes. Adaptada de Aranda
Tavio et al. 2021 (261).
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VIlI. CONCLUSIONES

El cribado fenotipico de aproximadamente 200 nuevos compuestos de pequefio
tamafio molecular permitié la seleccion de hibridos de naftoquinonas con una

relacion estructura-actividad antitumoral favorable.

La sustitucion de la cumarina por una pirona en la serie de analogos del hibrido
naftoquinona-cumarina generd el JKST6, un compuesto con elevada potencia

antitumoral en células de origen hematoldgico.

El estudio in silico ADME, indica que el JKST6 ofrece unas propiedades
fisicoquimicas y de biodisponibilidad, incluyendo la “regla de 5” de Lipinski,

Optimas para su evaluacién preclinica.

Los ensayos in silico de modelado molecular, indican que el JKST6 interacciona,
con unos valores de docking éptimos, con las proteinas BCR-ABL1 y JAK2, dos
tirosina quinasas muy relevantes en la carcinogénesis de las neoplasias
hematoldgicas, siendo la primera esencial en la aparicion de la leucemia mieloide
crénica (LMC).

Los estudios de citotoxicidad in vitro y de toxicidad aguda/sub-crdnica in vivo,
indican que el JKST6 es un compuesto inocuo en PBMC humanos y de ratones,
respectivamente. Ademas, no altera de forma apreciable el comportamiento y el

sistema nervioso de los ratones.

A diferencia del imatinib (IM), la exposicion corta al JKST6 provoca efectos
antiproliferativos rapidos y de larga duracién en células de LMC en crecimiento
2D.

El JKST6 inhibe el crecimiento de células de LMC en esferoides (3D). Esto
demuestra que la eficacia antitumoral del producto se mantiene en un contexto

bioldgico mas complejo, asimilable al de un tumor in vivo.

El mecanismo por el cual el JKST6 causa una inhibicion de la
proliferacion/crecimiento de células LMC conlleva una parada del ciclo celular

en fase GO/G1, un incremento del nivel de células en fase sub-G1, unido a la
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activacion de supresores tumorales que actian en G1 (RB y p21) y a cambios en
proteinas relevantes para la mitosis (H3 S'°, Weel S%2, pCDK1 Y?%).

La potente activacion de las quinasas encargadas de parar el ciclo celular para
facilitar la reparacion del ADN (Chk1y Chk?2), y la fosforilacion del marcador de
rotura del ADN (histona H2AX) en células de LMC tratadas con JKST6, sugieren

que el dafio gendmico es parte relevante del mecanismo antitumoral del producto.

10) La apoptosis contribuye al mecanismo antitumoral del JKST6 en células de LMC.

Esto se evidencio por el aumento de la protedlisis de PARP, de la actividad de la
Anexina V 'y de los cuerpos apoptoéticos. El incremento de la fragmentacion y de
las actividades de las caspasas demuestra que el JKST6 desencadena la muerte de
la célula tumoral tanto por via intrinseca (caspasas 9 y 3), como extrinseca

(caspasas 8 y 3).

11) EI JKST6 induce una poliubiquitinacion rapida y transitoria, junto a la reduccién

del nivel de BCR-ABL1, seguido de una inhibicién de sus niveles de ARNm.
Ademas, en contraste con el IM, el JKST6 induce un aumento de los niveles de
expresion del gen SOCS2, regulador negativo de BCR-ABL1/STAT5 con
actividad ubiquitina ligasa. Estas observaciones sugieren que, desde tiempos
cortos, la actividad proteolitica del proteasoma podria estar implicada en el

mecanismo de accion antitumoral del JKST6.

12)El JKST6 provoca una inhibicion de la actividad constitutiva de BCR-

ABL1/STATS, y del nivel de expresion de proteinas diana de esta via de
sefializacion (CrkL, c-MYC, PIM1), esenciales para la supervivencia y progresion

maligna de las células tumorales.

13) El JKST6 inhibe la transcripcion dependiente de STAT5 y STAT3 inducida por

las citoquinas IL-3 e IL-6, respectivamente. Esto indica que la inhibicién de la
expresion de genes regulados por STAT5 y STAT3 es un elemento importante del
mecanismo de accion antitumoral del JKST6, potencialmente eficaz para prevenir

la resistencia y el fenotipo agresivo en la LMC.
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14) El microambiente celular enriquecido en celulas mesenquimales de médula 6sea
(MSC) y citoquinas tipo GM-CSF reduce moderadamente la potencia
antiproliferativa del IMy del JKST6. Esto sugiere que un aumento de la activacion
de STATS podria contribuir a la resistencia celular al tratamiento. Por el contrario,
la activacion de receptores TLR4 inhibe el crecimiento de las células de LMC en
presencia de MSC, lo cual sugiere la activacion de un fenotipo “quiescente” o

diferenciado que retarda la proliferacion de las células leucémicas.

15) El JKST6 es un modulador multiquinasa como se refleja en su capacidad para
afectar a otras vias de sefializacion que, como BCR-ABL1/STATS, influyen en la
supervivencia (ERK1/2, AKT, JNK, p38-MAPK) o la sintesis de proteinas (S6)

en las células de LMC.

16) La actividad multiquinasa del JKST6 permite desarrollar estrategias terapéuticas
combinatorias como demuestra su capacidad para potenciar la actividad

antitumoral del IM.

17) El JKST6 mantiene su eficacia antitumoral en células de LMC resistentes al 1M.
Concretamente, en resistencias asociadas a la sobreexpresion de las proteinas
tirosina quinasa Lyn (K562-R) o BCR-ABL1 (AR230-R), o la mutacion BCR-
ABL1 (KmycBT315I) que impide la unién del IM.

18) El JKST6 recupera la potencia antitumoral del IM en células con resistencia
asociada a la sobreexpresion de BCR-ABL1 (AR230-R), probablemente por una
reduccidn de los niveles de la oncoproteina. Esa propiedad permitiria recuperar el
tratamiento convencional en aquellos pacientes que hayan desarrollado resistencia
al IM u otros inhibidores directos de BCR-ABLL.

En resumen, esta tesis proporciona maultiples evidencias preclinicas para el

desarrollo racional de compuestos de pequefio tamafio molecular, alternativas o

complementarias a la terapia convencional en LMC. Ademas, pone de manifiesto que la

reduccion de la oncoquinasa BCR-ABL1, que modula diversas vias pro-oncogénicas,

puede ser una estrategia altamente eficaz como variante a la inhibicion especifica de su
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dominio catalitico. Especialmente en aquellos pacientes que hayan desarrollado

intolerancia o resistencia al 1M, situacion que imposibilita la remision de la enfermedad.
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The phenotypic screening of approximately 200 new compounds of small
molecular size allowed the selection of naphthoquinone-hybrids with

advantageous structure-activity relationship.

The substitution of the coumarin group by a pyrone in the chemical library of
naphthoquinone-coumarin hybrid analogues produced the JKST6, a compound
with high antitumor potency in hematological cells.

The in silico ADME study indicates that JKST6 offers optimal physicochemical
and bioavailability properties, including the Lipinski's rule of five, to be

preclinically evaluated.

The in silico molecular docking assays indicate that JKST6 interacts with
appropriate docking score values with BCR-ABL1 and JAK2 proteins, two
relevant tyrosine kinases in the carcinogenesis of hematological neoplasms, the

former being essential in the generation of chronic myeloid leukemia (CML).

The in vitro (cytotoxicity) and the in vivo (acute/sub-chronic toxicity) assays
indicate that JKST6 is a harmless compound in human and mice PBMCs,
respectively. Furthermore, it does not appreciably alter the behavior and nervous

system of the mice.

In contrast to IM, the short exposition to JKST6 provokes rapid and long-lasting

antiproliferative effects in CML cells grown in 2D cultures.

JKST®6 inhibits the growth of CML cells in spheroids (3D). This demonstrates the
antitumoral efficacy of the product is maintained in a more complex biological

context, resembling a tumor in vivo.

The mechanism by which JKST6 causes inhibition of CML cell
proliferation/growth involves cell cycle arrest in GO/G1 phase, an increase in the
level of cells in sub-G1 phase, together with activation of Gl-acting tumor
suppressors such as RB and p21, and changes in mitosis-relevant proteins (e.g.,
H3 S0, Weel S%? pCDK1 Y™9).
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9) The potent activation of kinases engaged in cell cycle control to facilitate DNA
repair (Chkl and Chk2), and the phosphorylation of the DNA breakage marker
(histone H2AX) observed in CML treated cells, suggest that genomic damage is

a relevant part of the anti-tumor mechanism of JKST®6.

10) Apoptosis contributes to the anti-tumor mechanism of JKST6 in CML cells. This
was evidenced by increased PARP proteolysis, annexin V activity, and apoptotic
nuclei. Increased fragmentation and activities of caspases prove that JKST6
triggers tumor cell death by both intrinsic (caspases 9 and 3) and extrinsic

(caspases 8 and 3) pathways.

11) JKST6 induces a rapid and transient polyubiquitination, together with BCR-ABL1
downregulation, followed by an inhibition of its MRNA levels. Furthermore, in
contrast to IM, JKST6 increases expression levels of the SOCS2 gene, a negative
regulator of BCR-ABL1/STATS5 with ubiquitin ligase activity. These
observations suggest that, from short timepoints, the proteolytic activity of the

proteasome may be involved in the antitumor mechanism of action of JKST6.

12) JKST6 inhibits constitutive BCR-ABLL1/STATS activity and reduces the
expression levels of this signaling pathway target proteins (CrkL, c-MYC, PIM1),

essential for the survival and malignant progression of tumor cells.

13) JKST6 inhibits STAT5- and STAT3-dependent transcription induced by IL-3 and
IL-6 cytokines, respectively. This indicates that inhibition of STAT5- and
STAT3-regulated gene expression is an important element in the antitumor
mechanism of action of JKST6, potentially effective in preventing resistance and

aggressive phenotype in CML.

14) The cellular microenvironment enriched in bone marrow mesenchymal cells
(MSCs) and GM-CSF-like cytokines moderately reduces the antiproliferative
potency of IM and JKST6. This suggests that increased STATS5 activation may
contribute to cellular resistance to treatment. In contrast, TLR4 receptor activation
inhibits CML cell growth in the presence of MSC, suggesting activation of a

"guiescent™ or differentiated phenotype that retards leukemic cell proliferation.
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15) JKST6 is a multikinase modulator as evidenced by its ability to affect other
signaling pathways that, as BCR-ABL1/STATS, influence survival (ERK1/2,
AKT, JNK, p38-MAPK) or protein synthesis (S6) in CML cells.

16) The multikinase activity of JKST6 allows developing combinatory therapeutic
strategies, as demonstrated by its ability to potentiate the antitumoral activity of
IM.

17) JKST6 keeps its antitumor efficacy in IM-resistant CML cells. Specifically, in the
resistance associated with the overexpression of the tyrosine kinase proteins Lyn
(K562-R) or BCR-ABL1 (AR230-R), or the BCR-ABL1 mutation
(KmycBT315I) that prevents IM binding.

18) JKST6 restores the anti-tumor potency of IM in cells whose resistance is
associated with overexpression of BCR-ABL1 (AR230-R), probably by reducing
the oncoprotein levels. This property might allow the recovery of conventional
treatment in patients who have developed resistance to IM or other direct BCR-
ABL1 inhibitors.

In summary, this thesis provides multiple preclinical evidence for the rational
development of small-molecule compounds as alternative or complementary treatment to
conventional CML therapies. Furthermore, it shows that the reduction of the oncokinase
BCR-ABL1, which modulates several pro-oncogenic pathways, may be a highly effective
strategy as a variant to the specific inhibition of its catalytic domain. Especially in patients
who have developed intolerance or resistance to IM, a situation that makes disease

remission impossible.
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Objectivo 1: Obtener una formulacion (IP, Img/ml) que es una solucion neutral, y con la mas
cantidad de agua posible.

Tres formulaciones fueron probadas inicialmente.
F1: DMA/PEG400/Salino (10:20:70); 1 mg /ml

F2: DMA/PEG400/Salino (10:40:50); 1 mg /ml
F3: DMA/PEG400/Salino (10:30:60); 1 mg /ml

Formulacion 1 minutos 15 minutos 30 minutos
F1 Slightly cloudy ppt ppt
F2 Clear solution Clear solution Clear solution
F3 Clear solution Slightly cloudy Slightly cloudy

Resultado: La formulacién F2 cumple con los requisitos necesarios.

Objectivo 2: Obtener una formulacion (PO, Smg/ml) que es homogéneo, y con la mas cantidad de

agua posible.

F1PO: DMA/0.5%MC (10:90); 5 mg /ml
F2PO: DMA/0.5%MC (20:80); 5 mg /ml

Formulacién 1 minutos 15 minutos 30 minutos
F1PO ppt homogéneo ppt homogéneo ppt homogéneo
F2PO ppt homogéneo ppt homogéneo ppt homogéneo

Resultado: Las dos formulaciones cumplen con los requisitos necesarios. Entonces, vamos a
seleccionar la con la més cantidad de agua, la F1PO.
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1. Introduccién

El test de Irwin (Irwin, S. Psychopharmacoly, 1968, 13, 22-257) es un método sistemético de
observacion desarrollado para ensayar el efecto de la administracion de determinados compuestos en
roedores. Esta prueba esté entre los procedimientos mas ampliamente utilizados dentro del contexto
de la farmacologia de seguridad.

Permite determinar los efectos primarios en el comportamiento o en las funciones fisioldgicas,
pudiendo utilizarse también para determinar la dosis letal minima de un compuesto o su rango de
dosis para inducir respuestas en el sistema nervioso central. Por tanto, representa una poderosa
herramienta para detectar problemas potenciales de seguridad, incluyendo problemas de sedacion,
problemas del aparato locomotor y potencial convulsivo entre otros.

2. Descripcion del proceso

El test de Irwin se realizd durante 5 dias consecutivos, administrando el compuesto via
intraperitoneal (10mg/kg) y via oral (50mg/kg). Para ello se prepararon las formulaciones de
compuesto necesario cada dia del test. Para cada via de administracion se utilizaron 6 ratones macho
consanguineos de la cepa FVB: 3 ratones para la administracién del compuesto JKST6 y 3 ratones
para la administracién del vehiculo.

Para la realizacion del test los animales se separaron en tres jaulas JKST6 IP, JKST6 VO y
vehiculo. Durante 5 dias los animales fueron pesados y administrados con compuesto o vehiculo y
observados durante 90 minutos por dos personas de manera independiente. Cada persona recogio la
sintomatologia observada en una tabla que se muestra en el anexo (excitabilidad, sedacion,
alteraciones del movimiento o conducta, pérdida de peso, etc.). El dia 5 se sacrificaron los animales
con diéxido de carbono para valoracion de 6rganos vitales. Los datos observados en el test de
toxicidad aguda se detallan a continuacion.
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3. Resultados test de toxicidad aguda intraperitoneal (1P)

Se observaron algunos sintomas de toxicidad aguda durante los 5 dias de administracion via
intraperitoneal del compuesto JKST6 (10mg/kg) en comparacion con el vehiculo (DMA: PEG400:
SALINO; 10:40:50). Concretamente se observa: excitacion marcada (también se observa en uno de
los vehiculos), rascado en la zona de administracion del compuesto (sélo en el segundo dia del test)
y piloereccion (Bloque de “autonomia”). Para mas detalle consultar las tablas de los anexos | y II.
Durante los dias de tratamiento no se observan diferencias significativas en el peso de los animales
tratados con vehiculo (Figura 1A) o compuesto (Figura 1C).
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Figura 1. (A) Peso corporal animales tratados con vehiculo IP (DMA:PEG400:SALINO; 10:40:50). One-
way ANOVA, Bonferroni post-test; n=3. (B) Variacion del peso de cada individuo tratado con vehiculo IP
(DMA:PEG400:SALINO; 10:40:50). (C) Peso corporal animales tratados con JKST6 IP (10mg/kg). One-
way ANOVA, Bonferroni post-test; n=3. (D) Variacion del peso de cada individuo tratado con compuesto
JKST6 IP (10mg/kQg).
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4. Resultados autopsia administracion via intraperitoneal

Tras 5 dias de administracion de compuesto (JKST6 10mg/kg) o vehiculo
(DMA:PEG400:SALINO; 10:40:50) los animales se eutanasiaron utilizando didxido de carbono y se
procede a la valoracion y pesado de los érganos vitales. A simple vista no se observan diferencias en
los 6rganos vitales (bazo, pancreas, rifiones, higado y corazon) entre vehiculo y animales tratados con
JKST6 (Figura 2A). Asimismo, no existen diferencias significativas en el peso de los 6rganos
normalizado con el peso corporal de cada individuo (Figura 2B).
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Figura 2. (A) Imagenes representativas de la autopsia tras 5 dias de tratamiento con vehiculo 0 JKST6
administrados via IP. (B) Peso de los 6rganos normalizado con el peso corporal (Unpaired t test
p<0.05, con correccion de Welch en los datos correspondientes a corazén, puesto que las varianzas
son significativamente diferentes).
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5. Resultados test de toxicidad aguda via oral (VO)

No se observaron sintomas de toxicidad aguda durante los 5 dias de administracion via oral del
compuesto JKST6 (50mg/kg) en comparacion con el vehiculo (DMA:0.5%MC; 10:90). Para mas
detalle consultar las tablas de los anexos Il y IV. Asimismo, no se observan diferencias significativas
en el peso de los animales tratados con vehiculo (Figura 3A) o compuesto (Figura 3C).
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Figura 3. (A) Peso corporal animales tratados con vehiculo VO (DMA:0.5%MC; 10:90). One-way
ANOVA, Bonferroni post-test, n=3. (B) Variacion del peso de cada individuo tratado con vehiculo VO
(DMA:0.5%MC; 10:90). (C) Peso corporal animales tratados con JKST6 VO (50mg/kg). One-way ANOVA,
Bonferroni post-test, n=3. (D) Variacion del peso de cada individuo tratado con compuesto JKST6 VO
(50mg/kg).
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6. Resultados autopsia administracion via oral

Tras 5 dias de administracion de compuesto (JKST6 50mg/kg) o vehiculo (DMA:0.5%MC;
10:90) los animales se eutanasiaron utilizando dioxido de carbono y se procede a la valoracion y
pesado de los 6rganos vitales. Durante la autopsia se observo compuesto en la porcion terminal del
intestino delgado de los tres individuos tratados.

A simple vista no se observan diferencias en los 6rganos vitales (bazo, pancreas, rifiones, higado
y corazon) entre vehiculo y animales tratados con JKST6 (Figura 4A), asimismo no existen
diferencias significativas en el peso de los 6rganos normalizado con el peso corporal de cada
individuo (Figura 4B). Sin embargo, existe una tendencia hacia el incremento de peso del higado en
los animales tratados con JKST6 VO. Puesto que la varianza en estos datos es significativamente
diferente a la observada en el grupo tratado con vehiculo, hemos realizado un test de Grubbs para
determinar si alguno de los datos ha de excluirse del andlisis. Los resultados de este test nos indican
que hay un valor que se aleja de los otros dos pero no constituye un outlier significativo (Figura 4C).
Si excluyésemos este dato del analisis la diferencia de peso del higado entre animales tratados con
vehiculo y tratados con JKST6 seria estadisticamente significativa. Al representar todos los datos
relativos al tamafio del higado juntos (IP y VO; vehiculos y JKST6) tampoco encontramos diferencias
estadisticamente significativas entre los cuatro grupos (Figura 4D).
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Figura 4. (A) Imagenes representativas de la autopsia tras 5 dias de tratamiento con vehiculo 0 JKST6
administrados via oral (VO). (B) Peso de los 6rganos normalizado con el peso corporal (Unpaired t test
p<0.05, con correccion de Welch en los datos correspondientes a higado, puesto que las varianzas son
significativamente diferentes). (C) Test de Grubbs 0 método ESD (extreme studentized deviate) para la
determinacion de outliers. (D) Peso del higado normalizado con el peso corporal en animales vehiculo
(IPy VO) y tratados con JKST6 (IP y VO) (One-way ANOVA, Bonferroni post-test, n=3)
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7. Conclusiones y recomendaciones

La agrupacion de los diversos signos evaluados en el Test de Irwin en bloques nos facilita la
identificacion de los efectos principales del compuesto. Asimismo permite identificar el ruido de
fondo de la prueba, es decir, los signos ocasionales en animales individuales que no estan relacionados
con la agrupacion mas sistematica que indica un efecto real. En el anexo V podemos observar los
efectos principales de algunos compuestos conocidos. Por ejemplo, los efectos principales del
diazepan son afectacion del aparato locomotor y sedacion y excitacion en el caso de la cafeina.

En el caso del compuesto JKST6 administrado IP (10mg/kg) podemos determinar que los
efectos principales son excitacion y piloereccion. Aqui debemos indicar que uno de los animales
tratados con vehiculo también presentd excitacion y que los otros dos animales tratados con vehiculo
gue no presentaron excitacion procedian de una camada diferente; por ello este efecto podria no
deberse estrictamente al farmaco, sino a una mayor susceptibilidad a la excitacion a la que se suma
la producida por el estrés de la reiteracion de las inyecciones. Para poder asegurar este hecho habria
que aumentar el numero de animales a analizar. En este grupo de animales la autopsia no revelo
cambios en los 6rganos vitales con el tratamiento con JKST®.

Por otra parte, en la administracion VO del compuesto JKST6 (50mg/kg) no se registré ningln
signo de toxicidad en el desarrollo del test de Irwin. Sin embargo, se observa una tendencia de
aumento de tamafio del higado en los animales tratados con compuesto. No obstante, el test de Irwin
per se no contempla la autopsia de los animales y no se observd cambio aparente a simple vista en el
aspecto de este 6rgano durante la autopsia. Para saber si esta diferencia tiene repercusion fisioldgica
habria que realizar un estudio histoldgico de este tejido y aumentar el nimero de animales a analizar.

Podemos concluir determinando que el compuesto JKST6 supera las pruebas de toxicidad aguda
cuando se administra via intraperitoneal a una dosis de 10mg/kg y via oral a una dosis de 50mg/kg.

Recomendamos la realizacion de un estudio de dosis letal y/o un estudio més a largo plazo, para
poder determinar los posibles efectos cronicos del compuesto.



EETER

opedsey

ewajodiH

e padiH

uoidelidsal e| ap ugldNUILISIA

uoioelidsal | ap ojuawny

06|09|0€|ST|ST-0|4YvZ|06|09|0€|ST|ST-0|YvZ|06|09|0€|ST|ST-0|U¥Z|06|09|0€|ST|ST-0|U¥T|06(09|0E[ST|ST-0

38204 La Laguna

Avda Trinidad 61

SALINO

N.LF.: A-38857595
Tfno. : 822 102 653
www.ceamedsa.com

72 Planta Torre Agustin Arévalo

PEG400

X X X X X uoldewoe]

X X X X X uoioeAles
X X X X X

U0I23190]Id

e|idnd e| ap ugIdeIe|IQ SISeHpI

ejdnd e| ap 9juauew.ad uQIDILIUOD SISOl

X X X X X (esonye ejdey sofo) ewujeljoxy

X X X X X salouadns sopedied so| ap epied SISold

06|09|0€|ST|ST-0|4iZ|06|09|0€|ST|ST-0|U¥Z|06|09|0€|ST|ST-0|Y¥7|06|09|0€|ST|ST-0|U¥?|06(09|0€|ST|ST-0

Centro Atldntico del Medicamento, S.A.

X X X X X eisabjeuy

[SVEBISEY]

06|09|0€|ST|ST-0|Y¥?|06|09|0€E|ST|ST-0|Y¥Z|06(09|0€|ST|ST-0|U¥T|06|09|0€|ST|ST-0|Y¥Z|06|/09|0€|ST|ST-0

lo (DMA

ICU

s

veh

X X X X X Opall [9p UQIDNUILSI]
X X X X X 0led0] |B pepiAIdeal B 8p UoIdNUIWISI]
X X X X X 1e|NdsSnwW ouo} [3p ugIdNUILISIQ w
X X X X X e126]] uoIoepas Wl
X X X X X epelapow uoidepas Q
X X X X X epeoIeW UgIoepas o,
X X X X X eueld odiand |9p LIN3SOd (=]
X X X X X |eautod ofajyas ap epipiad S
X X X X X so[a|y21 ap epipidd
06|09|0€|ST|ST-0|UrZ|06|09|0€(ST|ST-0|UY¥Z|06(09|0€[ST|ST-0|Y¥PC|06(0%|0€(ST|ST-0|U¥Z|06(09|0€|ST|ST-0
X X X X X awebe ap epipiad e ap ugIdNULUSI]

X X X X X UQI5e13 9P epIpIad

oUqIIND3 [9p epIpIDd

seund Jeuwe)

Jepue |e asuell}sy

9sleajequie) BYDJeW B 9P SOUI0ISe)

X X X X X S03UBILLIAOW 3P epipipd eisauInby|

eisdajeied

06| 09| 0€|ST|ST-0|Y¥Z|06|09|0€E|ST|ST-0|U¥Z|06(09|0E|ST|[ST-0|4Y¥C|06|09|0€E|ST|ST-0|U¥Z|06[/09|0€|ST|ST-0

J9)0 eidijolalsy

Jedisew eidijosaisy

©z35GeD €| 9p SOJUSNLIAOW eidi30193s3

©73ged B| 9P SESOIAI3U SaUOIDDRIIU0D

selajuejap sejed aslesld

06|09|0€|ST|ST-0|4YZ|06|09|0€|ST|ST-0|YvZ|06|09|0€|ST|ST-0|Y¥Z|06|09|0€|ST|ST-0|Uy?|06(09|0€|ST|ST-0

50)

40

10

uolsalby

X X X X X J4e[nosnw ouoj ojuswny
X X X X X OpalW |ap ojuaWNY
X X X X X 1B20] |B PEPIAIIDRAI ] 9P 0jUAWAIOU]
sojes

X X X X X BETHTEREE]
X X X X X epelspow :ugideyox3
X X X X X epedJew uQIde}IOXg
qnel3s ej0)

Jowal ]

3

8. Anexo |. Tabla Test de Irwin via intraperitoneal
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9. Anexo Il. Tabla Test de Irwin via intraperitoneal
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11. Anexo IV. Tabla test de Irwin via oral
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12. Anexo V. Test de Irwin de compuestos conocidos
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13. Anexo VI. Terminologia tablas

Centro Atldntico del Medicamento, S.A.
N.LF.: A-38857595

Avda Trinidad 61

72 Planta Torre Agustin Arévalo

38204 La Laguna

Tfno. : 822 102 653
www.ceamedsa.com

CONVULSIONES

TREMOR

COLA STRAUB

EXCITACION: MARCADA
EXCITACION:MODERADA
EXCITACION:LIGERA

SALTOS

INCREMENTO REACTIVIDAD AL
TOCAR

AUMENTO DEL MIEDO
AUMENTO TONO MUSCULAR
AGRESIVIDAD

PISARSE PATAS DELANTERAS
CONTRACCIONES NERVIOSAS CABEZA

ESTEROTIPIA MOVIMIENTO CABEZA
ESTEROTIPIA MASTICAR
ESTEROTIPIA OLER

CATALEPSIA

AQUINESIA

TAMBALEARSE

CAMINAR DE PUNTILLAS
PERDIDA EQUILIBRIO
PERDIDA TRACCION
DISMINUCION AGARRE
PERDIDA REFLEJOS
PERDIDA REFLEJO CORNEAL

POSTURA DEL CUERPO PLANA
SEDACION MARCADA

SEDACION MODERADA

SEDACION LIGERA

DISMUNUCION DEL TONO MUSCULAR
DISMINUCION REACTIVIDAD AL
TOCAR

DISMINUCION MIEDO
RETORCIMIENTO

ANALGESIA
PTOSIS

EXOFTALMIA

MIOSIS

MIDRIASIS

PILOERECCION
DEFECACION/DIARREA
SALIVACION

LACRIMACION

AUMENTO DE LA RESPIRACION
DISMINUCION DE LA RESPIRACION
HIPERTERMIA

HIPOTERMIA

RASCADO

MUERTE

Movimientos alternados de flexion y estiramiento
Temblores de las extremidades

Levantamiento persistente de la cola, la cual toma forma de J
Movimientos muy rapidos sin pausa

Movimientos muy rapidos con pausa

Movimientos ligeramente mas rapidos que los controles
Presencia

Aumento reaccién al tocar

Aumento del miedo ante estimulos externos (sonoros)
Aumento de la dureza muscular que se percibe al tacto
Aumento agresion ante experimentador

Movimiento repetitivo de pisarse patas delanteras
Movimiento repetitivo de sacudidas bruscas y repentinas de
cabeza

Movimiento repetitivo de cabeza sin propdésito aparente
Movimiento repetitivo de masticacion sin propdésito aparente
Movimiento repetitivo de olfaccion sin proposito aparente
Trastorno nervioso repentino con inmovilidad y rigidez del
cuerpo y pérdida de la sensibilidad y capacidad de contraer los
musculos voluntariamente.

Falta, perdida o ausencia de movimiento

Trastorno de la marcha, tambalearse al andar

Trastorno de la marcha, caminar de puntillas

Trastorno de la marcha, pérdida de equilibrio

Disminucién agarre patas traseras en comparacion control
Disminucidn agarre patas delanteras en comparacion control
Presencia de pérdida de reflejos

Pérdida de parpadeo involuntario producido por la estimulacion
de la cornea

Presencia

Ausencia de movimiento

Movimientos muy lentos

Movimiento mas lento que el control

Disminucién de la dureza muscular que se percibe al tacto
Disminucién reaccion al tocar

Disminucién del miedo ante estimulos externos (sonoros)
Dolor abdominal severo y contraccién de la musculatura
abdominal

Desaparicion de cualquier sensacién de dolor

Descenso permanente de los parpados superiores

Posicion anormalmente saliente del globo ocular

Contraccion anormal permanente de la pupila

Dilatacion anormal de la pupila con inmovilidad del iris
Ereccion del pelo

Aumento defecacion/defecacion liquida

Presencia de secreciones alrededor del hocico

Presencia de secreciones sobre el globo ocular y en los parpados
Presencia

Presencia

Aumento temperatura corporal por encima de lo normal
Disminucién temperatura corporal por debajo de lo normal
Rascarse con patas delanteras o traseras en cualquier parte del
cuerpo

Presencia

15
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1. Antecedentes
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El pasado 30 de agosto se analizaron los datos obtenidos durante la realizacion del Test de Irwin
para el compuesto JKST6 administrado tanto via oral como intraperitoneal.

En la administracion VO del compuesto JKST6 (50mg/kg) no se registrdé ningun signo de
toxicidad en el desarrollo del test de Irwin. Sin embargo, se observé una tendencia de aumento de
tamafio del higado en los animales tratados con compuesto. No obstante, no se observé cambio
aparente a simple vista en el aspecto de este 6rgano durante la autopsia. Para saber si esta diferencia
tiene repercusion fisioldgica se recomendd la realizacion de un estudio histoldgico de este tejido y

aumentar el nUmero de animales a analizar.

A B
Media: 0.0635
$D:0.0098
Valor critico de Z: 1.1543
@ 0.08+
© @ Valor Z Outlier significativo?
2 0.07 —_—
g 0.0562 | 0.7422
(@]
g)— 0.064 _.L
,; 0.0596 | 0.3949
\o/ 0.054
T #
g 0.0746 1.1372 Lejano del resto, pero no
T 004 : : significativo (p>0.05)
VEHICULO JKST6

studentized deviate) para la determinacién de outliers

Figura 1. (A) Peso del higado normalizado con el peso corporal de animales tratados con vehiculo
(DMA:0.5%MC; 10:90) o JKST6 (50mg/kg) VO (Unpaired t test p<0.05, con correccién de Welch,
puesto que las varianzas son significativamente diferentes). (B) Test de Grubbs 0 método ESD (extreme
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2. Descripcidn del proceso

Durante 5 dias se administré vehiculo (DMA: 0,5%MC; 10:90) o compuesto (JKST6 50mg/kg) a
8 ratones FVB macho via oral. Los animales fueron pesados cada dia, no observandose cambios en
el peso de los mismos con el vehiculo (Figura 2A) o el compuesto (Figura 2B).

A B

Dial Dia2 Dia3 Dia4 Diab Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5s

Figura 2. (A) Peso corporal animales tratados con vehiculo VO (DMA:0.5%MC; 10:90). One-way
ANOVA, Bonferroni post-test, n=8. (B) Peso corporal animales tratados con JKST6 VO (50mg/kg). One-
way ANOVA, Bonferroni post-test, n=8.

Tras 5 dias de administracion de compuesto o vehiculo los animales se anestesiaron en camara
inhalatoria de isofluorano. Una vez anestesiados se procedid a la apertura de los mismos para
extraccion sanguinea por puncion cardiaca utilizando una aguja de calibre 23G. La sangre obtenida
se recolectd en tubos Sarstedt Li-Heparina. Posteriormente se centrifugd a 1,500 rpm durante 20
minutos. El sobrenadante (plasma) se recogio6 en tubos de 1,5ml y se congeld en nitrégeno liquido
para posteriormente conservar a -80°C.

Posteriormente se procede a la valoracion de los érganos vitales (bazo, pancreas, rifiones, higado
y corazon), no observandose diferencias a simple vista entre los animales tratados con vehiculo y
tratados con JKST6. Durante la autopsia se observd compuesto en la porcion terminal del intestino
delgado de los individuos tratados con JKST®6.

A continuacion se extrajo el higado, se lavo en solucidn salina fria y se secé en una gasa estéril.
Posteriormente se pesd este 6rgano. El I6bulo mayor del higado se fijo durante 24h en buffer de
formol al 4% (VWR). Tras 24h de fijacion las muestras se conservan en etanol al 70% separadas en
casetes para inclusion en parafina. El resto del higado se dividié en dos tubos de 1,5ml y se congelo
en nitrogeno liquido, las muestras se conservan a -80°C para analisis de RNA o proteinas.
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3. Resultados estudio hepatotoxicidad

A continuacion se muestran los datos obtenidos para el peso del higado normalizado con el peso
corporal de cada individuo. Se muestran los valores obtenidos en este estudio junto a los obtenidos
previamente en el Test de Irwin (Figura 3A y tabla 1). Hemos realizado un test de Grubbs para
determinar si alguno de los datos de animales tratados con JKST6 ha de excluirse del andlisis. Los
resultados de este test nos indican que hay un valor que constituye un outlier significativo (Figura
3B).

De esta manera podemos concluir afirmando que no existen cambios significativos en el peso del
higado cuando los animales son tratados con JKST6 (50mg/kg) via oral durante 5 dias en comparacion
con los animales tratados con vehiculo.

A B
Media: 0.0538

S 0.087 SD: 0.0065
‘_m’ @ Valor critico de Z: 2.7338
2 0.071
S Valor Z Outlier significativo?
2 0.06- o n
2 0 -
3 % i— 0.0746 | 3.2322 | Outlier significativo P<0.05
~ 0.05- e
o o u
] a® m
o
T 004 - r

VEHICULO JKST6

Figura 3. Peso del higado normalizado con el peso corporal de animales tratados con vehiculo VO
(DMA:0.5%MC; 10:90) o JKST6 (50mg/kg) durante 5 dias VO. (Unpaired t test p<0.05, n=11 para
vehiculo y N=10 para JKST6). (B) Test de Grubbs o método ESD (extreme studentized deviate) para la
determinacion de outliers.
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Peso corporal

Raton Tratamiento (g) Higado(g) |Higado/BW(g)
1 28 1,45 0,052
2 22 1,23 0,056
3 28 1,71 0,061
4 28 1,51 0,054
5 24 1,37 0,057
6 24 1,33 0,055
7 VEHicuLO 24 1,38 0,058
8 VO 26 1,34 0,052
1(IRWIN) 26 1,19 0,046
2(IRWIN) | vEHicuLO 30 1,44 0,048
3(IRWIN) Vo 20 0,95 0,048
1 26 1,41 0,054
2 28 1,27 0,045
3 32 1,57 0,049
4 24 1,2 0,050
5 26 1,31 0,050
6 26 1,39 0,053

7 24
8 JKST6 VO 26 1,32 0,051
1(IRWIN) 26 1,46 0,056
2(IRWIN) 24 1,43 0,060
3(IRWIN) JKST6 VO 28 2,09 0,075

Tabla 1. Valores de peso corporal y peso del higado de animales tratados con
(DMA:0.5%MC; 10:90) 0 JKST6 (50mg/kg) durante 5 dias.

vehiculo VO

En La Laguna a 24 de Septiembre de 2018,

Firmado: Catalina Sierra Ramos PhD




Test de toxicidad sub-cronica del JKST6 en
Balb/c.

Signos clinicos y seguimiento de consumo de agua Yy
alimento.
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Tabla del test de tox

10:40:50).

PEG400:SALINO;

CODIGO COLOR  |CADA GRUPO EXPERIMENTAL SON 5 INDIVIDUOS

CERO RATONES

1RATON

2-3 RATONES

4-5 RATONES

ESCALA DE GRIMACE

0: UNIDAD DE ACCION NO PRESENTE

1: U.A MODERADAMENTE VISIBLE

2: U.A SEVERO

fecha

Dia 1 Intervencio

n 24 JUNIO 2020

fecha

Dia 2 Observacion 25 JUNIO 2020

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POSTIN]

60 MIN POST INTE|

5 HORAS POST INT|

24H POST INTERV.

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacion

Conwulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacidn: marcada

Excitacién: moderada

Excitacion: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresisn

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia perdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccion

Disminucién de |a pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacion

Pérdida de reflej

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plara

Sedacion marcada

Sedacion moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucion de |a reactividad al tocarlo

Disminucion del miedo

Autonomia

Ptosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccion permanente de la pupila

Midriasis Dilatacidn de Ia pupila

Piloerecc

Lacrimacion

Otras medidas

Aumento de la respiracian

Disminucion de la

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolor:

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Posicidn de orejas

5)Cambio en los bigotes

BEEEE

BEEEEE

EEEEE

EBEEEE

EBEEEE

EEREEE

BRRRE




fecha

Dia 3 Intervencién 26 JUNIO 2020

_qmn:m

Dia 4 Observacién 27 JUNIO 2020

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

muestra

JAULA 1 VE!

fecha

Dia 5 Observacién 28 JUNIO 2020

H MACHOS

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P

Tiempo (m

in)

09:00h INTERV. 16,30 HORAS P

Excitacién

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movil Nntos

trastornes de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del eguilibrio

Pérdida de traccidn

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de pun

Sedaci6n

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del do

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de |a pupila

Piloereccidn

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolor:

Escala de Grimace

etorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Pasicidn de orejas

5)Cambio enlos bigotes

S = [=[= [~

IR
IR




fecha Dfa 6 Intervencién 29 JUNIO 2020 _qmnrm Dia 7 Observacién 30 JUNIO 2020 fecha Dia 8 Intervencién 01 JULIO 2020

muestra JAULA 1VEH MACHOS _me:m JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST Il 5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min) |09:00h 16,30 HORAS P Tiempo (min) |0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién Excitaci6n: ligera

Saltos

Incremento de la reacti
Aumento del miedo
Aumento tono muscular
Agresién

Pisarse patas delanteras
Contracciones nerviosas de la cabeza
Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza
Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos I

trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccidn

Disminucidn de la pérdida de agarme
Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpe plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacidn moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular
Disminucién de la reactividad al tocarle
Disminucidn del miedo

Ptosis Caida de los parpados superiores
Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pug
Midriasis Dilatacién de la pupila

Autonomia oereccién I
Defecacidn/diarrea
Salivacién
Lacrimacién
Aumento de la respiracién
Disminucién de la respiracién
Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento I

Dolor: Analgesia

Escalade Grimace |1} Estrechamiento ojos 2 1 1 1] 2 1 1 1] 2 2 0
2)Abut i » hariz 2 1 1 0 2 1 1 1 2 2 0,5
3)AbL i » de mejillas 0 1 1 0,5 1] 1 1 1 2 2 0,5
4)Posicidn de orejas 0 1] 1] 0,5 0 0 0 0,5 2 1 0,5
5)Cambio en los bigotes 0 1] 1] [1] 0 0 0 1] 2 1 0




fecha Dia 9 Observacién 02 JULIO 2020 _qmn:m Dfa 10 Intervencién 03 JULIO 2020 fecha Dfa 11 Observacién 04JULIO 2020

muestra JAULA 1 VEH MACHOS _me:m JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS
Tiempo (min) [09:00h (= que 24h) 16,30 HORAS Tiempo (min) [0-30 MIN POST60 MIN POST 115 HORAS POST| 24H POST INTE Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P
Convulsiones
Tremor
Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterofipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos I

trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccidn

Disminucién de la pérdida de agarme

Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacidn moderada

Sedacidn

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Prosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la puj

Mlidriasis Dilatacién de |a pupila

Autonomia loereccién I
Defecacidn/diarrea
Salivacién
Lacrimacién
Aumento de la respiracion
Disminucién de la respiracién
Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escalade Gimace |1} Estrechamiento ojos 0 0,5 2 2 15 0,5
2)Abultamiento nariz 0,5 05 2 2 1 1
3)Abultamiento de mejillas 0,5 0,5 2 2 1 1
4)Posicién de orejas 0,5 0,5 2 1 1 0,5
5)Cambio en los r,‘ma—mm 0 0 0.5 0.5 1 0,5




_qmnrm Dia 12 Observacién 05 JULIO 2020 fecha Dfa 13 Intervencién 06 JULIO 2020 fecha Dfa 14 Observacién 07 JULIO 2020

E_._mwzm JAULA 1VEH MACHQS muestra JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS
Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P Tiempo (min) |0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST| 24H POST INTE Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P|24h
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada I

Excitacién: moderada

Excitacién Excitaci6n

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Ptosis Calida de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidn permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

autonomta  [plosrecon — —

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Dolo

Analgesia

Escala de Grimace  |1) Estrechamiento ojos 1 0,5 05 0 1] 0,5 0,5

2)Abultamiento nariz 1 0,5 05 05 05 0,5 0,5

3)Abultamiento de mejillas 1 0,5 0,5 0,5 05 0,5 0,5

4)Posicién de orejas 0,5 0,5 05 0,5 05 0,5 0,5

5)Cambio en los bigotes 0,5 0,5 0.5 0 1] 0,5 0,5




_qmnrm Dfa 15 Intervencién 08 JULIO 2020 fecha Dfa 16 Observacién 09 JULIO 2020 fecha Dfa 17 Intervencién 10 JULIO 2020

E_._mwzm JAULA 1VEH MACHQS muestra JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempao (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST I| 5 HORAS POST|24H POST INTETiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P| 24h Tiempao (min) |0-30 MIN PO5T60 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada
Excitacién: moderada
Excitacién Excitaci6n

Saltes

Incremento de la reactividad al tocar
Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Pisarse patas delanteras
Contracciones nerviosas de la cabeza
Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza
Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia
Aguinesia pérdida de movimientos
trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agame
Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular
Disminucidn de la reactividad al tocarlo
Disminucién del miedo

Ptosis Calida de los pdrpados superiores
Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidn permanente de la pupila
Midriasis Dilatacién de la pupila
Autonomfa Piloereccidn I
Defecacién/diarrea
Salivacién

Lacrimaci6n

Aumento de la respiracién
Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento

Dolo Analgesia

Escala de Grimace  |1) Estrechamiento ojos 05 05 05 descansan 0 1 1 descansan
2)Abultamiento nariz 1 1 05 descansan 0.5 1 05 descansan
3)Abultamiento de mejillas 1 1 05 descansan 0.5 1 05 descansan
4)Posicién de orejas 05 05 05 descansan 0 1 05 descansan
5)Cambio en los bigotes 0,5 0,5 1] descansan 0 1 05 descansan




_qmnrm

Dfa 18 Observacién 11 JULIO 2020

E_._mwzm

fecha

Dia 19 Observacién 12 JULIO 2020

fecha

Dia 20 Intervencién 13 JULIO 2020

JAULA 1 VEH MACHQS

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|24h

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P| 24h

Tiempo (min)

0-30 MIN PO5760 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidn permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

05

2)Abultamiento nariz

05

05

3)Abultamiento de mejillas

05

05

4)Posicién de orejas

05

05

5)Cambio en los bigotes

e ===

EIEEEE

05




fecha Dia 21 Observacién 14 JULIO 2020 fecha Dia 22 Intervencién 15 JULIO 2020 fecha Dfa 23 Observacién 16 JULIO 2020

muestra JAULA 1VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempao (min) |09:00h INTERV. 19,30 HORAS P|24h Tiempo (min) |0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST| 24H POST INTE Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P|24h 9.30h
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitaci6n: moderada

Excitacién Excitacién
Saltos
Incremento de la reactividad al tocar
Aumento del miedo N
Aumento tono muscular

Agresidn

Pisarse patas delanteras
Contracciones nerviosas de la cabeza
Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza
Esterotipia masticar

Esterotipia oler I

Catalepsia
Aguinesia pérdida de movimientos I
trastornos de la marcha tambalearse
Moter Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre
Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacidn moderada
Sedacidn ligera
Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Ptosis Calda de los pdrpados superiores
Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraceién permanente de la pupila
Midriasis Dilatacién de la pupila
Defecacibn/diarrea
Salivacién

Autonomfa

Lacrimacién

Aumento de la respiracién
Disminucién de la respiracién
Hipertermia

Otras medidas Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento
Analgesia

Dolo

n
n

0,5 05 05
0,5 05 0,5
0,5 05 05
0.5 0 o
0.5 0 1]

Escala de Grimace 1) Estrechamiento ojos
2)Abultamiento nariz
3)Abultamiento de mejillas
4)Posicién de orejas

5)Cambio en los bigotes

EIEEREE
EICIEIEIE]
EIEIBEE
R
BIEEEE




fecha
muestra

JAULA 1 VE

a 24 Intervencién 17 julio 2020

fecha

Dfa 25 Observacién 18 JULIO 2020

fecha

Dfa 26 Observacién 19 JULIO 2020

H MACHOS

muestra

JAULA 1VEH MACHOS

muestra

JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS760 MIN POST I

5 HORAS POST)

24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|

24h

Tiempo (min)

Excitacién

Convulsiones

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P

24h9.30

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacié

igera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tone muscular

Agresidn

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

|Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Pastura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midria sis Dilatacién de la pupila

oereccién

Defecacidn/diarrea

Salivaci6n

Lacrimacién

Aumento de |a respiracién

Disminucién de la respiracidn

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado I
Muerte
Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escala de Grimace 1) Estrechamiento ojos 0,5 0 descansa 0,5
2)Abultamiento nariz 0,5 0 descansa 0,5
3)Abultamiento de mejillas 05 0 descansa 0,5

o] o descansa 0,5

5)Cambio en los bigotes 1] 0 descansa 0,5




Excitacién

fecha Dfa 27 Intervencién 20 JULIO 2020 fecha Dia 28 Observacién 21JULIO 2020 fecha Dfa 29 Interven cién 22 JULIO 2020

muestra JAULA 1 VEH MACHOS muestra JAULA 1VEH MACHOS muestra JAULA 1 VEH MACHOS

Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST || 5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P 24H POST INTH Tiempo {min) |0-30 MIN POST 60 MIN POST ||5 HORAS POST|24H POST INTI
Convulsiones pendiente
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

igera

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tone muscular

Agresidn

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre

Carminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de |a reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de |a respiracién

Disminucidn de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento

Dolol Analgesia

Escala de Grimace 1) Estrechamiento ojos 05 0 0 1] 05 DESCANSO 0,5
2)Abultamiento nariz 1 05 0 1] 0 0,5
3)Abultamiento de mejillas 1 05 0 1] 0 0.5
4)Posicién de arejas 05 05 0 1] 0 0,5
5)Cambio en los bigotes 0 05 0 1] 0 0,5




toneal

la Intraperi

Ve

-crénica v

7

dad sub

Balb/c hembras JKST6 (10mg/kg)

ici

Tabla del test de tox

CODIGO COLOR | CADA GRUPO EXPERIMENTAL SON 5 INDIVIDUOS
CERO RATONES
1RATON
2-3 RATONES
4-5 RATONES

ESCALA DE GRIMACE

fecha Dia 1 Intervencién 24 JUNIO 2020 fecha Dia 2 O bservacion 25 JUNIO 2020
muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS
Tiempo (min 0-30 MIN POST IN|60 MIN POST INTE|5 HORAS POST INT|24H POST INTERV ) Tiempo {min] 09:00h_INTERV. 16,30 HORAS P

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién Excitacién:

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia Esterotipia movimientos de |a cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos I

trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarmre

Caminar de pun

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

n de la reactividad al tocarle

n del miedo

Ptosis Calda de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacidn de la pupila

Autonomfa oereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracion

Disminucitn de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia

Muerte

Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escala de Gimace 1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)abultamiento de mejillas

4)Posicidn de orejas

EIEEEE
clolola|o
EIEEEE

5)Cambio en los bigotes




fecha

Dfa 3 Intervencién 26 JUNIO 2020

fecha

Dia 4 Observacién 27 JUNIO 2020

fecha

Dfa 5 Observacién 28 JUNIO 2020

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HE MBRAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST I

5 HORAS POST|

24H POST INTH

Tiempo (min}

Excitacién

Convulsiones

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P

Tiempo (min)

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién: ligera

Saltos

Incremento de |3 reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tone museular

Agresidn

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de |a cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catal

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tone muscular

Disminucién de |a reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomla

Ptosis Cafda de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Migsis contraccién permanente de la pu

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccién

Defecacion/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracidén

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolor:

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)abultamiento de mejillas

4)Posicién de orejas

5)Canbio en los bigotes

ole|e|e|e

BRRERE




fecha

Dia 6 Intervencién 29 JUNIO 2020

_qmn:m

Dia 7 Observacién 30 JUNIO 2020

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

fecha

Dia 8 OBSERVACION 01 JULIO 2020

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HE MBRAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST I| 5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo {min)

09:00h .

16,30 HORAS

Tiempo (min)

0-30 MIN va.__s MIN POST I

5 HORAS POST|

24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reacti

Aumento del miedo

]
=

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipla

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccibn permanente de la pug

Midriasis Dilatacién de |a pupila

oereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Muerte

Dolor: Analgesia

Escala de Grimace 1) Estrechamiento ojos 2 1 1 05 2 1 1 1] 2 2 0,5
2)Abultamiento nariz 2 1 1 05 2 1 1 1 2 2 0,5
3)Abultamiento de mejillas 2 1 1 0,5 2 1 1 1 2 2 0,5
4)Posicién de orejas 2 1 1 05 2 1 1 0,5 2 2 0,5
5)Cambio en los bigotes 1 1] 1] 0 1 0 0 0 2 2 0




fecha
muestra

Dia 9 Observacién 02 JULIO 2020 _

fecha

Dia 10 Intervencién 03 JULIO 2020

fecha

Dia 11 Observacién 04JULIO 2020

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HE MBRAS

Tiempo (min)

09:00h .

16,30 HORAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POST)

60 MIN POST i

5 HORAS POST|

24H POSTINTE

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccidn

Disminucién de la pérdida de agarme

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacign moderada

Sedacién

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la puy

Midriasis Dilatacién de |a pupila

loereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

05

05

2)Abultamiento nariz

0.5

0,5

3)Abultamiento de mejillas

0.5

0,5

4)Posicién de orejas

0.5

0,5

5)Cambio en los bigotes

oo~~~

BB

= [ [re [ [

== [ e




fecha

Dfa 12 Observacién 05 JULIO 2020

fecha

Dia 13 Intervencién 06 JULIO 2020

fecha

Dfa 14 Observacién 07 JULIO 2020

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

Tiempo (min)

09:00h INTERV. 16,30 HORAS P

Tiempo (min)

0-30 MIN PO5T60 MIN POST 1|5 HORAS P OST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV.=24h 16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la react|

Aumento del miedo

Aumento tone muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucitn del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de |a respiracidén

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

0.5 05

descansan

2)Abultamiento nariz

descansan

3)Abultamiento de mejillas

05

descansan

4)Posicién de orejas

0,5 05

descansan

5)Cambio en los bigotes

REREREE
=

0,5 1]

descansan




fecha
muestra

Dia 15 Intervencién 08 JULIO 2020

_qmn:m

Dia 16 Observacién 09 JULIO 2020

fecha

Dia 17 Intervencién 10 JULIO 2020

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HE MBRAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST I| 5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo {min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P 24h

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipla

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarme

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccibn permanente de la pug

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacidn

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 2 1 0,5 descansan ] 2 0,5 descansan
2)Abultamiento nariz 2 1 05 descansan 05 2 05 descansan
3)Abultal 2 1 0,5 descansan 0,5 2 0,5 descansan
4)Posicién de orejas 2 1 0,5 descansan ] 1 0,5 descansan
5)Cambio en los bigotes 2 1 0 descansan 1] 1 0,5 descansan




_qmnrm

Dfa 18 Observacién 11 JULIO 2020

E_._mwzm

fecha

Dia 19 Observacién 12 JULIO 2020

fecha

Dia 20 Intervencién 13 JULIO 2020

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|24h

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P| 24h

Tiempo (min)

0-30 MIN PO5760 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 0,5 2 1 0,5
2)Abultamiento nariz 05 2 1 0,5
3)Abultamiento de mejillas 0,5 2 1 0,5
4)Posicién de orejas 0,5 2 05 0,5
5)Cambio en los Emo—mw 05 1 05 0.5




fecha | Dia 21 Observacién 14 JULIO 2020 Jtecha | Dia 22 Intervencién 15 JULIO 2020 [techa Dia 23 Observacién 16 JULIO 2020
riuestra | JAULA 2 TTO HEMBRAS |muestra | JAULA 2 TTO HEMBRAS | muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS
Tiempe [min) |09:00n INTERV. 19,30 HORAS P|2ah

09:00h INTERV. 16,30 HORAS P|24ah 9.30h

Excitacién

Incremento de la reactividad al tocar
| Aumento del miedo

Aumento tono muscular
Agresién

Pisarse patas delanteras
C iones nerviosas de la cabeza
B virmi de la cabeza

_owi_ins.. de |a pérdida de agame
Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidn marcada

Sedacién

Disminucién del tond muscular
Disminucién de la reactividad al tocarko
Disminucién del miedo
Ptosis Caida de los pérpados superiores
[Exoftalmia {ojos hacia afuera

de la respiracién
ibn de la respiracién
Hi ermia
Otras medidas Hipotermia

Muerte

0 05 0 15 0.5 0.5 05 0.5 descanso 0
0 05 0 1 0 0.5 0.5 0.5 descanso 0
0 05 0 1 0 0.5 0.5 0.5 descanso 0
0 0.5 0 1 0 0.5 0.5 0.5 descanso 0
0 0.5 0 0 0 0.5 0.5 0.5 descanso 0




fecha

a 24 Intervencién 17 julio 2020

fecha

Dia 25 Observacién 18 JULIO 2020

muestra

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

fecha

Dfa 26 Observacién 19 JULIO 2020

JAULA 2 TTO HEMBRAS

muestra

JAULA 2 TTO HE MBRAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS1

60 MIN POST I| 5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempao (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|

24h

Tiempo (min)

09:00h INTERV

16,30 HORAS P|24h

Excitacién

Convulsiones

[ Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacion: ligera

Saltos

Incremento de |a reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esteratipia oler

Motor

Catalepsia

[Aquinesia pérdida de mavimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccidn

Disminucién de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Ptosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pul

Midriasis Dilatacién de la pupila

loereccidn

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

[Aumento de la respiracién

Disminucitn de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 2 0,5 0,5 1]
2)Abul i » hariz 2 0,5 1 1]
3)Abt i y de mejillas 2 0,5 1 0
[4)Posicién de orejas 2 0,5 1 1]
5)Cambio en los bigotes 2 0,5 1] 1]




fecha Difa 27 Intervencién 20 JULIO 2020 fecha Dfa 28 Observacién 21 JULIO 2020 fecha Dfa 29 Intervencién 22 JULIO 2020
muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS muestra JAULA 2 TTO HEMBRAS
Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min) [0-30 MIN POS160 MIN POST 115 HORAS POST| 24H POST INTE Tiempo (min) [0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTI

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

COMEN NERVIOSAS

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Motor

Catalepsia

Aauinesia pérdida de movimientos

trastornes de |a marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Prosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Mlidria sis Dilatacién de |a pupila

Piloereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado I
Muerte
Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escalade Grimace  |1) Estrechamiento ojos 2 1 1 [1] descanso 2 1 DESCANSO
2)Abultamiento nariz 2 1 1 0 descanso 2 1 1]
3)Abultamiento de mejillas 2 1 1 0 descanso 2 1 1]
4)Posicién de orejas 1 1 1 1] descanso 2 1 1]
5)Cambio enlos bigotes 1 1 1 0 descanso 2 1 (1]
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SALINO

CODIGO COLOR

CADA GRUPO EXPERIMENTAL SON 5 INDIVIDUOS

CERO RATONES

1RATON

2-3RATONES

4-5 RATONES

ESCALA DE GRIMACE

fecha

Dia 1 Intervencién 24 JUNIQ 2020

fecha

Dia 2 Observacion 25 JUNIO 2020

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

Tiempo (min)

0-30 MIN POST IN

60 MIN POST INTE[5 HORAS POST INT|

24H POST INTERV.

Tiempo (min)

09:00h _INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién: ligera

Saltos

Incremento de |a reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarmre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomla

Prosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pu

Piloereccién

Defecacién/diarrea

Salivacidn

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracion

Disminucitn de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dalor:

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)&bultamiento nariz

3)abultamiento de mejillas

4)Posicién de orejas

5)Cambic en los bigotes
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fecha

Dia 3 Intervencién 26 JUNIO 2020

fecha

Dia 4 Observacién 27 JUNIO 2020

fecha

Dia & Observacién 28 JUNIO 2020

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

jmﬂmc min} |0-30 MIN POST60 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTE

Tiempo (min)

09:00h_INTERV. 16,30 HORAS P

Tiempo (min)

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn

igera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

entre ellos

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del eguilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidn marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracidn

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Posicidn de orejas

5)Cambio enlos bigotes




fecha Dfa 6 Intervencién 29 JUNIO 2020 _ﬂmn:m Dia 7 Observacién 30 JUNIO 2020 fecha Dia 8 OBSERVACION 01 JULIO 2020

muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS _meQm JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS

Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST I{5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min) |09:00h . 16,30 HORAS mpo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTH
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada I

Excitacién Excitacién
Saltos

Incremento de la reactividad al tocar
Aumento del miedo I
Aumento tono muscular

Agresidn

Pisarse patas delanteras
Contracciones nerviosas de la cabeza
Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza
|Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos
trastornos de la marcha tambalearse
Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disrinucién de la pérdida de agarre
Carinar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacién moderada

Sedacién ligera I
Disminucién del tone muscular
Disminucién de la reactividad al tocarlo
Disminucién del miedo

Ptosis Calda de los pArpados superiores
|Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila
Midriasis Dilatacién de |a pupila

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracidn

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia

Rascado

Autonomfa

Muerte

Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escala de Grimace 0.5

05

2)Abultamiento hariz
3)Abultamiento de mejillas
4)Posicién de orejas
5)Carbio en los bigotes

15 0,5
05 15 15 15 05

05
0,5

05 05

0,5
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?mnjm Dia 9 Observacion 02 JULIO 2020 fecha Dia 10 Intervencién 03 JULIO 2020 fecha Dia 11 Observacién 04 JULIO 2020

Ecmﬂam JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS
Tiempo (min) |09:00h . 16,30 HORAS |24h Tiempo (min) |0-30 MIN POST60 MIN POST 15 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién Excitaci6n

igera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

umento del miedo I 00

Aumento tono muscular

Agresién

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de la cabeza

Esterotipia Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Catalepsia

Aquinesia pérdida de mo ientos

trastornos de la marcha tambalearse

Motor Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién Sedacidn moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de |a reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Ptosis Calda de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Autonomfa

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucidn de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escalade Grimace |1) Estrechamiento ojos 0,5 05 2 15 1 1

2)Abultamiento nariz 0,5 05 2 1 1 1

3)Abultamiento de mejillas 0,5 0,5 2 1 1 1

4)Posicién de orejas 0,5 0 05 0,5 0,5 0,5

5)Cambio en los bigotes 0 0 0,5 0 0 0




fecha

Dia 12 Observacion 05 JULIO 2020

fecha

Dia 13 Intervencién 06 JULIO 2020

fecha

Dia 14 Observacién 07 JULIO 2020

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

Tiempo (min

Excitacién

Convulsiones

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I15 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV. =24 h

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién

igera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

entre ellos

Esterotipia

Pisarse patasdelanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de |3 reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los pérpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de |a respiracidn

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

05 05 0,5

0,5

2)Abultamiento nariz

1 1 05

0,5

3)Abultamiento de mejillas

1 1 05

0,5

4)Posicién de orejas

0,5 0,5 05

0,5

5)Cambio enlos bigotes

N A

0,5

16,30 HORAS P|24h




Excitacién

fecha Dia 15 Intervencién 08 JULIO 2020 fecha Dia 16 Observacién 09 JULIO 2020 fecha Dia 17 Intervencién 10 JULIO 2020

muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS

jmﬂmc min) |0-30 MIN POST60 MIN POST I{5 HORAS POST|24H —uOmﬂ_Zﬂmﬂlﬂmun_.ii 09:00h_INTERV. 16,30 HORAS Pj24h ijﬂQ_E 0-30 MIN POST60 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH
Convulsiones
Tremor
Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn

igera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del eguilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidn marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracidn

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento

Dolo Analgesia

Escalade Grimace  |1) Estrechamiento ojos 15 1 1 descansan 0 2 1 descansan
2)Abultamiento nariz 1 1 1 descansan 05 2 1 descansan
3)Abultamiento de mejillas 1 1 descansan 0,5 2 1 descansan
4)Posicidn de orejas 1 05 descansan 05 0,5 1 descansan
5)Cambio enlos bigotes 0,5 0,5 0,5 descansan 0 0 0 descansan




fecha Dia 18 Observacién 11 JULIO 2020 fecha Dfa 19 Observacién 12 JULIO 2020 fecha Dia 20 Intervencién 13 JULIO 2020
muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS
Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P|24h Tiempo (min) [09:00h INTERV. 16,30 HORAS P 24h Tiempo (min) |0-30 MIN POST 60 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Motor

Catalepsia

Aauinesia pérdida de movimientos

trastornes de |a marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Prosis Calda de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Mlidria sis Dilatacién de |a pupila

Piloereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento

Dolor: Analgesia

Escalade Grimace  |1) Estrechamiento ojos 0.5 2 05 descansan
2)Abultamiento nariz 0,5 2 0,5 descansan
3)Abultamiento de mejillas 0,5 2 0.5 descansan
4)Posicién de orejas 0,5 05 1 descansan
5)Cambio enlos bigotes 1] 0 0,5 descansan




_ﬂmn:m

Dfa 21 Observacién 14 JULIO 2020

fecha

Dia 22 Intervencién 15 JULIO 2020

fecha

Dia 23 Observacién 16 JULIO 2020

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

muestra

JAULA 3 VEH HEMBRAS

Tiempo (min)

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P|24h

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST)|

24H POST INTHTiempo (min) | 09:00h INTERV.

16,30 HORAS H

24h 9.30h

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patasdelanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterofipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aauinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarmre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Calda de los pérpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidn permanente de la pupila

Midria sis Dilatacién de la pupila

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

0.5

05

0,5

descansa

2)Abultamiento nariz

0,5

0.5

0,5

0,5

descansa

3)Abultamiento de mejillas

0,5

05

0,5

0,5

descansa

4)Posicién de orejas

0,5

05

0,5

0,5

descansa

5)Cambio en los bigotes

0.5

05

0,5

0,5

descansa

BEEREREE




Excitacién

_ﬂmn:m Dia 24 Intervencién 17 julie 2020 fecha Dia 25 Observacién 18 JULIO 2020 fecha Dia 26 Observacién 19 JULIO 2020
_ES JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS
Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTE Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P 24h Tiempo (min) |09:00h INTERV. 16,30 HORAS P|24h

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patasdelanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterofipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aauinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarmre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Calda de los pérpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidn permanente de la pupila

Midria sis Dilatacién de la pupila

loereccién

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Posicién de orejas

5)Cambio en los bigotes

BIEREREEE
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_wmn:m Dla 27 Intervencién 20 JULIO 2020 fecha Dfa 28 Observacién 21 JULIO 2020 fecha Dfa 29 Intervencién 22 JULIO 2020 _
muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS muestra JAULA 3 VEH HEMBRAS
Tiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTETiempo (min) |0-30 MIN POS160 MIN POST 115 HORAS POST| 24H POST INTE Tiempo (min) [0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTE

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacién: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patasdelanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterofipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aauinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucidn de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Calda de los pérpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midria sis Dilatacién de la pupila

loereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de |a respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado I
Muerte
Retorcimiento

Dolol Analgesia

Escalade Grimace  |1) Estrechamiento ojos 05 DESCANSA 0 descanso 05 05 DESCANSO
2) iento nariz 0.5 DESCANSA 0 descanso 1 05 DESCANSO
3)Abultamiento de mejillas 0.5 DESCANSA 0 descanso 1 05 DESCANSO
4)Posicién de orejas 0,5 DESCANSA 0 descanso 1 05 DESCANSO
5)Cambio enlos bigotes 0,5 DESCANSA 0 descanso 05 0.5 DESCANSO




toneal

la Intraperi

Ve

-crénica v

dad sub-cro

Balb/c machos JKST6 (10mg/kg)

ici

Tabla del test de tox

CODIGO COLOR

CADA GRUPO EXPERIMENTAL SON 5 INDIVIDUOS

CERD RATONES
1RATON

2-3 RATONES

4-5 RATONES

2: ULA SEVERD

oo cer

0: UNIDAD DE ACCION NO PRESENTE
1: U.A MODERADAMENTE VISIBLE

fecha

Dia 1 Intervencién 24 JUNIO 2020

fecha

Dia 2 Observacién 25 JUNIO 2020

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POST IN]60 MIN POST INTE|S HORAS POST INT|

24H POST INTERV.

Tiempo [min)

09:00h_INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacidn: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tone muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomia

Ptosis Calda de los pdrpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis tacién de la pupila

Piloereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracion

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Dolor:

Escala de Grimace

Muerte

Analgesia

1) Estrechami ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Posicién de orejas

5)Cambio en los bigotes
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fecha

Dia 3 Intervencién 26 JUNIO 2020

_qmn:m

Dia 4 Observacién 27 JUNIO 2020

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

fecha

Dia 5 Observacién 28 JUNIO 2020

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTHTiempo (min)

09:00h INTERV. 16,30 HORAS P

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P

Excitacién

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movil Ntos

trastornes de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del eguilibrio

Pérdida de traccidn

Disminucién de la pérdida de agarmre

Caminar de pun

Sedaci6n

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del do

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de |a pupila

Piloereccidn

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Dolor:

Escala de Grimace

Muerte

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

2)Abultamiento nariz

3)Abultamiento de mejillas

4)Posicidn de orejas

5)Cambio enlos bigotes

IR

G




_qmnrm

Dia 6 Intervencién 29 JUNIO 2020

fecha

Dfa 7 Observacién 30 JUNIO 2020

fecha

Dia 8 OBSERVACION 01JULIO 2020

E_._mwzm

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST Il 5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h . 16,30 HORAS

Tiempo (min)

0-30 MIN PO5760 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccién

efecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 2 2 1 1 2 2 1 0,5 2 2 1
bultami nariz 2 2 1 1 2 2 1 1 2 2 0,5

)4 i de mejillas 2 2 1 0,5 2 2 1 1 2 2 0.5

4)Posicién de orejas 2 1 1 1 2 1 1 0,5 2 1 0,5

5)Cambio en los bigotes 2 1] 1] 1] 2 1] 1] 0 2 1 1]




_qmnrm

Dfa 9 Observacién 02 JULIO 2020

fecha

Dia 10 Intervencién 03 JULIO 2020

fecha

Dia 11 Observacién 04JULIO 2020

E_._mwzm

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

09:00h .

16,30 HORAS |24h

Tiempo (min)

0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV 16,30 HORAS P

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

0.5 0.5

2)Abultamiento nariz

05

0,5 0,5

3)Abultamiento de mejillas

05

0,5 0,5

4)Posicién de orejas

05

0.5 0.5

5)Cambio en los bigotes

BEEREAE
e ===
e == e




fecha

Dfa 12 Observacién 05 JULIO 2020

fecha

Dia 13 Intervencién 06 JULIO 2020

fecha

Dia 14 Observacién 07 JULIO 2020

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

Tiempo (min)

09:00h INTERV. 16,30 HORAS P

Tiempo (min)

0-30 MIN POST/60 MIN POST 1|5 HORAS POST| 24H POST INTH

Tiempo (min}

Excitacién

Convul

onhes

09:00h INTERV. =24 h 16,30 HORAS P

Tremor

Cola Straub

Excitacidn: marcada

|Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresidn

Esterotipia

Pisarse patasdelanteras

Contracciones nerviosas de la cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterofipia masticar

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agame

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacién ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarlo

isminucién del miedo

Autonomfa

Prosis Calda de los pérpados superiores

Exoftalmia (0jos hacia afuera)

Miosis contraccién permanente de la pupila

Midria sis Dilatacién de |a pupila

Piloereccidn

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacién

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Otras medidas Hipotermia
Rascado
Muerte

Dolo Analgesia

Escala de Grimace |1} Estrechamiento ojos 05 2 0,5 0,5 1] descansan
2)Abultamiento nariz 1 2 1 05 0,5 descansan
3)Abultamiento de mejillas 1 2 1 0.5 05 descansan
4)Pasicién de orejas 1 05 0.5 0.5 05 descansan

1 05 0,5 0,5 05 descansan

5)Cambio en los bigotes




_qmnrm

Dia 15 Intervencién 08 JULIO 2020

fecha

Dia 16 Observacién 09 JULIO 2020

fecha

Dia 17 Intervencién 10 JULIO 2020

E_._mwzm

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST Il 5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P| 24h

Tiempo (min)

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

0-30 MIN PO5760 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado I

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 2 05 1] 1 descansan 0,5 15 05 descansan
2)Abultamiento nariz 2 05 05 05 descansan 05 2 05 descansan
3)Abultamiento de mejillas 2 05 05 05 descansan 0,5 2 05 descansan
4)Posicién de orejas 2 05 05 05 descansan 0,5 2 05 descansan
5)Cambio en los bigotes 2 0.5 1] 0.5 descansan 0,5 2 0,5 descansan




_qmnrm

Dfa 18 Observacién 11 JULIO 2020

E_._mwzm

fecha

Dia 19 Observacién 12 JULIO 2020

fecha

Dia 20 Intervencién 13 JULIO 2020

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|24h

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P| 24h

Tiempo (min)

0-30 MIN PO5760 MIN POST 1|5 HORAS POST|24H POST INTH

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 0,5 2 1 0,5
2)Abultamiento nariz 05 2 1 0,5
3)Abultamiento de mejillas 0,5 2 1 0,5
4)Posicién de orejas 0,5 2 05 0,5
5)Cambio en los Emo—mw 0 2 05 0.5




fecha

Dia 21 Observacién 14 JULIO 2020

_qmn:m

Dfa 22 Intervencién 15 JULIO 2020

fecha

Dia 23 Observacién 16 JULIO 2020

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P|24h

Tiempo (min)

0-30 MIN POST)

60 MIN POST i

5 HORAS P OST)|

24H POST INTE

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS H

24h 9.30h

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipla

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarme

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccibn permanente de la pug

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacidn

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Dolo

Escala de Grimace

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos

05

05

0.5

0.5

descanso

0,5

2)Abultamiento nariz

0.5

0,5

0,5

0,5

descanso

0,5

3)Abultal

0.5

0,5

0,5

0,5

descanso

0,5

4)Posicién de orejas

0.5

0,5

0.5

0,5

descanso

0,5

5)Cambio en los bigotes

BREGE

REEERE

BRI

0.5

0.5

descanso




_qmnrm

Dia 24 Intervencién 17 julio 2020

fecha

Dia 25 Observacién 18 JULIO 2020

fecha

Dia 26 Observacién 19 JULIO 2020

E_._mwzm

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4TTO MACHOS

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST Il 5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P| 24h

Tiempo (min)

09:00h INTERV

16,30 HORAS P|24h

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola Straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipia

Pisarse patas delanteras

Contraceiones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aguinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibric

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agamre

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacidén marcada

Sedacién moderada

Disminucién del tono muscular

Disminucidn de la reactividad al tocarlo

Disminucién del miedo

Autonomfa

Ptosis Calida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccidén permanente de la pupila

Midriasis Dilatacién de la pupila

Piloereccidn

Defecacién/diarrea

Salivacién

Lacrimaci6n

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia

Hipotermia

Rascado

Muerte

Retorcimiento

Analgesia

1) Estrechamiento ojos 2 1 descansa 0,5
2)Abultamiento nariz 2 1 descansa 0,5
3)Abultamiento de mejillas 2 1 descansa 0,5
4)Posicién de orejas 2 1 descansa 0,5
5)Cambio en los bigotes 2 1 descansa 0,5




fecha

Dia 27 Intervencién 20 JULIO 2020

_qmn:m

Dia 28 Observacién 21 JULIO 2020

fecha

Dia 29 Intervencién 22 JULIO 2020

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

JAULA 4 TTO MACHOS

muestra

Tiempo (min)

0-30 MIN POS160 MIN POST Il 5 HORAS POST|24H POST INTH

Tiempo (min)

09:00h INTERV.

16,30 HORAS P 24H POST INTE

Tiempo (min)

._>=_|>b._.._.O—S>n=Dm _
0-30 MIN POST60 MIN POST I|5 HORAS POST|24H POST INTE

Excitacién

Convulsiones

Tremor

Cola straub

Excitacién: marcada

Excitacién: moderada

Excitacidn: ligera

Saltos

Incremento de la reactividad al tocar

Aumento del miedo

Aumento tono muscular

Agresién

Esterotipla

Pisarse patas delanteras

Contracciones nerviosas de |a cabeza

Esterotipia movimientos de la cabeza

Esterotipia masticar

Esterotipia oler

Motor

Catalepsia

Aquinesia pérdida de movimientos

trastornos de la marcha tambalearse

Estirarse al andar

Pérdida del equilibrio

Pérdida de traccién

Disminucién de la pérdida de agarme

Caminar de puntillas

Sedacién

Pérdida de reflejos

Pérdida de reflejo corneal

Postura del cuerpo plana

Sedacién marcada

Sedacién moderada

Sedacidn ligera

Disminucién del tono muscular

Disminucién de la reactividad al tocarle

Disminucién del miedo

Autonomia

Prosis Caida de los parpados superiores

Exoftalmia (ojos hacia afuera)

Miosis contraccibn permanente de la pug

Midriasis Dilatacién de la pu

loereccién

Defecacidn/diarrea

Salivacién

Lacrimacidn

Otras medidas

Aumento de la respiracién

Disminucién de la respiracién

Dolo

Escala de Grimace

Hipertermia
Hipotermia
Rascado
Muerte
Retorcimiento
Analgesia

descansan
1) Estrechamiento ojos 2 1 DESCANSO DESCANSO descanso 2 1 descansan
2)Abultamiento nariz 2 1 DESCANSO DESCANSO descanso 2 1 descansan
3)Abultal 2 1 DESCANSO DESCANSO descanso 2 1 descansan
4)Posicién de orejas 2 1 DESCANSO DESCANSO descanso 2 1 descansan
5)Cambio en los bigotes 2 1 DESCANSO DESCANSO descanso 2 1 descansan




Test de toxicidad sub-cronica.

Consumo de agua y comida durante el experimento.

estimated water intake estimated water intake

per mouse per mouse
104 -= Male VEH 104 -o- Female VEH
= 8- - Male JKST6 10mg/Kg = g- -e- Female JKST6 10mg/Kg
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Figura 85. Registro del consumo de agua y comida de los ratones Balb/c en el ensayo de toxicidad
sub-cronica. Se midié el consumo por jaula (grupo experimental) en los dias de intervencion (cada dos
dias) y se realiz6 una estimacién del consumo por ratén al dia a partir de las diferencias de peso de comida
(gramos) o volumen de agua (mililitros) obtenidas entre los registros.
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ANEXO II. FINANCIACION

La presente tesis doctoral ha sido realizada gracias a la financiacion proporcionada por:

Proyectos competitivos nacionales:

-Ministerio Espafiol de Economia y Competitividad (MINECO). Retos
Investigacion. “Busqueda e identificacion de nuevas moléculas moduladoras de
dianas terapéuticas en cancer”. RT12018-094356-B-C21. IP: Ana Estévez-Braun
(Instituto Universitario de Bio-Organica (IUBO - QUIBIONAT) de la
Universidad de La Laguna). 2019 - 2022.

-SAF2015-65113-C2-2, SAF 2015-65113-C2-1-R. Desarrollo preclinico de
nuevas estructuras bioactivas moduladoras de las actividades oncogénicas de
STAT3/5 o de los Receptores de Estrogenos. Ministerio Espafiol de Economia y
Competitividad co-financiado por el Fondo Europeo para el Desarrollo Regional
(MINECO-FEDER). IP: Leandro Fernandez Pérez (ULPGC -IUIBS) y Ana
Estévez Braun (Instituto Universitario de Biorganica (IUBO - QUIBIONAT) de
la Universidad de La Laguna). Proyecto coordinado. 2016 - 2019.

Proyectos competitivos regionales:

-Agencia Canaria de Investigacion Innovacion y Sociedad de la Informacion del
Gobierno de Canarias. ProlD2021010037. Busqueda, sintesis y evaluacion
preclinica de nuevas moléculas moduladoras de la ruta JAK/STAT como
agentes antitumorales y/o antiinflamatorios. Instituto Universitario de
Biorgénica (IJUBO - QUIBIONAT) de la Universidad de La Laguna con
participacion de los investigadores del grupo BIOPharm del Instituto
Universitario de Investigaciones Biomédicas y Sanitarias (IUIBS-ULPGC). IP:
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Abstract:

Background and Purpose: Bruton's tyrosine kinase (BTK) is a non-receptor kinase best
known for its role in B lymphocyte development that is critical for proliferation, and survival
of leukemic cells in B cell malignancies. However, BTK is expressed in myeloid cells,
particularly neutrophils, monocytes and macrophages where its inhibition has been reported to
exhibit anti-inflammatory properties.

Experimental Approach: We explored the role of BTK on the migration of myeloid cells
(neutrophils, monocytes and macrophages); in vitro using chemotaxis assays and in vivo using
zymosan induced peritonitis as model systems.

Key Results: Using the zymosan induced peritonitis model of sterile inflammation we
demonstrated that acute inhibition of BTK prior to zymosan challenge reduced phosphorylation
of BTK in circulating neutrophils and monocytes. Moreover, we demonstrated that
pharmacological inhibition of BTK with ibrutinib specifically inhibits neutrophil and Ly6C"
monocytes, but not Ly6C'® monocyte recruitment to the peritoneum. XID mice, which have a
point mutation in the Btk gene had reduced neutrophil and monocyte recruitment to the
peritoneum following zymosan challenge. To better understand the role of BTK in myeloid
cell recruitment we investigated both chemotaxis and chemokine production in macrophages.
Pharmacological or genetic inhibition of BTK signalling substantially reduced human
monocyte. and murine macrophage chemotaxis, to a range of clinically relevant
chemoattractants (C5a and CCL2). We also demonstrated that inhibition of BTK in tissue
resident macrophages significantly decreases chemokine secretion by reducing NF-kB activity
and Akt signalling.

Conclusion and Implications: Our work has identified a new role of BTK in regulating
myeloid cell recruitment via two mechanisms, 1) reducing monocyte/macrophages’ ability to
undergo chemotaxis, and 2) reducing chemokine secretion, via reduced NF-kB and Akt activity
in tissue resident macrophages.

This article has been accepted for publication and undergone full peer review but has not been
through the copyediting, typesetting, pagination and proofreading process which may lead to
differences between this version and the Version of Record. Please cite this article as doi:
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Chronic myelogenous leukemia (CML) is a hematological malignancy that highly depends on the BCR-ABL1/
Chronic myelogenous leukemia STATS5 signaling pathway for cell survival. First-line treatments for CML consist of tyrosine kinase inhibitors
]:CR'A]?H that efficiently target BCR-ABL1 activity. However, drug resistance and intolerance are still therapeutic limita-
ynergism

tions in Ph+ cells. Therefore, the development of new anti-CML drugs that exhibit alternative mechanisms to
overcome these limitations is a desirable goal. In this work, the antitumoral activity of JKST6, a naphthoquinone-
pyrone hybrid, was assessed in imatinib-sensitive and imatinib-resistant human CML cells. Live-cell imaging
analysis revealed JKST6 potent antiproliferative activity in 2D and 3D CML cultures. JKST6 provoked cell in-
crease in the subG1 phase along with a reduction in the GO/G1 phase and altered the expression of key proteins
involved in the control of mitosis and DNA damage. Rapid increases in Annexin V staining and activation/
cleavage of caspases 8, 9 and 3 were observed after JKST6 treatment in CML cells. Of interest, JKST6 inhibited
BCR-ABL1/STATS5 signaling through oncokinase downregulation that was preceded by rapid polyubiquitination.
In addition, JKST6 caused a transient increase in JNK and AKT phosphorylation, whereas the phosphorylation of
P38-MAPK and Src was reduced. Combinatory treatment unveiled synergistic effects between imatinib and
JKST6. Notably, JKST6 maintained its antitumor efficacy in BCR-ABL1-T315I-positive cells and CML cells that
overexpress BCR-ABL and even restored imatinib efficacy after a short exposure time. These findings, together
with the observed low toxicity of JKST6, reveal a novel multikinase modulator that might overcome the limi-
tations of BCR-ABL1 inhibitors in CML therapy.

Imatinib resistance

1. Introduction myelogenous lineage [1]. This malignant myeloproliferative disorder is
characterized by a chromosomal translocation t(9;22)(q34;q11) that

Chronic myelogenous leukemia (CML) is a hematopoietic stem cell provokes Philadelphia (Ph) chromosome emergence, a hallmark present
disease associated with abnormal proliferation of clonal cells of the in 95% of CML cases but also at lower frequencies in acute lymphoblastic
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The Mevalonate Pathway, a
Metabolic Target in Cancer Therapy

Borja Guerra * Carlota Recio, Haidée Aranda-Tavio, Miguel Guerra-Rodriguez,
José M. Garcia-Castellano and Leandro Fernandez-Pérez”*

Molecular and Translational Pharmacology Lab, Institute for Biomedical and Health Research (IUIBS), University of Las
Palmas de Gran Canaria, Las Palmas de Gran Canaria, Spain

A hallmark of cancer cells includes a metabolic reprograming that provides energy, the
essential building blocks, and signaling required to maintain survival, rapid growth,
metastasis, and drug resistance of many cancers. The influence of tumor
microenviroment on cancer cells also results an essential driving force for cancer
progression and drug resistance. Lipid-related enzymes, lipid-derived metabolites and/
or signaling pathways linked to critical regulators of lipid metabolism can influence gene
expression and chromatin remodeling, cellular differentiation, stress response pathways,
or tumor microenviroment, and, collectively, drive tumor development. Reprograming of
lipid metabolism includes a deregulated activity of mevalonate (MVA)/cholesterol
biosynthetic pathway in specific cancer cells which, in comparison with normal cell
counterparts, are dependent of the continuous availability of MVA/cholesterol-derived
metabolites (i.e., sterols and non-sterol intermediates) for tumor development.
Accordingly, there are increasing amount of data, from preclinical and epidemiological
studies, that support an inverse association between the use of statins, potent inhibitors of
MVA biosynthetic pathway, and mortality rate in specific cancers (e.g., colon, prostate,
liver, breast, hematological malignances). In contrast, despite the tolerance and
therapeutic efficacy shown by statins in cardiovascular disease, cancer treatment
demands the use of relatively high doses of single statins for a prolonged period,
thereby limiting this therapeutic strategy due to adverse effects. Clinically relevant,
synergistic effects of tolerable doses of statins with conventional chemotherapy might
enhance efficacy with lower doses of each drug and, probably, reduce adverse effects
and resistance. In spite of that, clinical trials to identify combinatory therapies that improve
therapeutic window are still a challenge. In the present review, we revisit molecular
evidences showing that deregulated activity of MVA biosynthetic pathway has an essential
role in oncogenesis and drug resistance, and the potential use of MVA pathway inhibitors
to improve therapeutic window in cancer.

Keywords: mevalonate, cholesterol, oxysterols, isoprenoids, sterol regulatory element binding protein,
cancer, statins
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Background and Purpose: There are no medications currently available to treat met-
abolic inflammation. Bruton's tyrosine kinase (BTK) is highly expressed in monocytes
and macrophages and regulates NF-kB and NLRP3 inflammasome activity; both
propagate metabolic inflammation in diet-induced obesity.

Experimental Approach: Using an in vivo model of chronic inflammation, high-fat diet
(HFD) feeding, in male C57BL/6J mice and in vitro assays in primary murine and
human macrophages, we investigated if ibrutinib, an FDA approved BTK inhibitor,
may represent a novel anti-inflammatory medication to treat metabolic inflammation.
Key Results: HFD-feeding was associated with increased BTK expression and activa-
tion, which was significantly correlated with monocyte/macrophage accumulation in
the liver, adipose tissue, and kidney. Ibrutinib treatment to HFD-fed mice inhibited the
activation of BTK and reduced monocyte/macrophage recruitment to the liver, adi-
pose tissue, and kidney. Ibrutinib treatment to HFD-fed mice decreased the activation
of NF-xB and the NLRP3 inflammasome. As a result, ibrutinib treated mice fed HFD
had improved glycaemic control through restored signalling by the IRS-1/Akt/GSK-3p
pathway, protecting mice against the development of hepatosteatosis and proteinuria.
We show that BTK regulates NF-kB and the NLRP3 inflammasome specifically in pri-
mary murine and human macrophages, the in vivo cellular target of ibrutinib.
Conclusion and Implications: We provide “proof of concept” evidence that BTK is a
novel therapeutic target for the treatment of diet-induced metabolic inflammation
and ibrutinib may be a candidate for drug repurposing as an anti-inflammatory agent

for the treatment of metabolic inflammation in T2D and microvascular disease.

Abbreviations: ACR, albumin to creatinine ration; BMDM, bone marrow derived macrophage; BTK, Bruton's tyrosine kinase; CLL, chronic lymphatic leukaemia; EMA, European Medicines
Agency; FDA, U.S. Food and Drug Administration; HFD, high fat diet; hMoDM, human monocyte derived macrophage; NLPR3, NLR family pyrin domain containing 3; OGTT, oral glucose

tolerance test; T2D, Type 2 diabetes; TLR, toll-like receptor.
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Abstract

The signal transducer and activator of transcription (STAT) are transcription factors that work via JAK/STAT pathway
regulating the expression of genes involved in cell survival, proliferation, differentiation, development, immune response,
and, among other essential biological functions, hematopoiesis. JAK/STAT signaling is strictly regulated under normal
physiological conditions. However, a large group of diverse diseases has been associated to an aberrant regulation of STAT
factors. Erroneous modulation of the pathway leads to constitutive STAT activation, thereby driving proliferation,
inflammation, and an uncontrolled immune response. Deregulated STATS activation has been found in the development of
many hematopoietic tumors, including chronic and acute leukemias, polycythemia vera, and lymphoma. Mutations in the
kinases that phosphorylate STATS, and/or overexpression of the upstream receptor-associated tyrosine kinases have been
suggested as the main drivers of constitutive STATS activation. Hyper-activated STATS5 leads to the aberrant expression of
its target genes including antiapoptotic, proliferative, and pro-inflammatory genes, favouring tumorigenesis. In this review,
we intent to discuss the biology of JAK/STAT pathway, with particular focus on STATS and its crucial role in the
development and progression of hematologic malignancies. Furthermore, we provide a synopsis of potential therapeutic
strategies based on STATS activity inhibition that may represent an excellent opportunity for drug development in
oncohematology.

Introduction

The Janus kinase (JAK) signal transducer and activator of
transcription (STAT) pathway is an intracellular mechanism
which connects the extracellular signaling from cytokines,
growth factors, and hormones, with the transcriptional
machinery in the nucleus [1]. It is an evolutionarily highly
conserved cellular cascade that includes the tyrosine kinase
JAK, the transcription factor STAT, and different regulatory
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proteins. In mammals, four JAKs and seven STATSs have
been identified [2]. Numerous essential cellular responses
are mediated by JAK/STAT signaling, including cell pro-
liferation, differentiation and migration, apoptosis, and cell
survival. These cellular events are critical to a variety of
biological functions like mammary gland development and
lactation, sexually dimorphic growth, adipogenesis, angio-
genesis, immune development, inflammatory response, and
hematopoiesis [2, 3]. Under physiological conditions, JAK/
STAT pathway activation—deactivation is tightly regulated.
However, aberrant regulation of JAK/STAT has been
identified in different pathological conditions such as can-
cer, atherosclerosis, and rheumatoid arthritis [3]. Dysregu-
lation is commonly associated to permanent STAT
activation, which has been reported to promote tumor-
igenesis, high-grade inflammation, and hyper-growing,
among other processes, depending on the STAT family
member [4]. Notably, among STAT proteins, STATS has
emerged as a key activated transcription factor in many
cancers [5]. Chiefly in hematologic cancers (HCs), STATS
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Mixed ligand complexes [Cu(phen)(Lap),] (1) and [Co(dppeO)(Lap),] (2) were synthesized from the reac-
tion of lapachol (Lap) with [Cu(phen)Cl;] or [Co(dppe)Cl,] in the presence of EtsN. Complexes (1) and (2)
were fully characterized by X-ray crystallography, elemental analyses, and infrared spectroscopy.
Antiproliferative activities of complexes (1) and (2) against several tumor cell lines were also determined
alongside those of [Cu(Lap),(EtOH);] (3) and [Co(Lap),(EtOH),] (4).

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Lapachol, 2-hydroxy-3-(3’-methyl-2-butenyl)-1,4-naphtho-
quinone (Lap, Fig. 1), is a natural product obtained from the bark
of various trees of the Bignoniaceae family. Several reports about
the antitumor [1], antibiotic [2], antimalarial [3,4], trypanocidal
[5] and leishmanicidal [6,7] activities of lapachol have been
reported. Lapachol derivatives with pharmacological activities
have also been studied [8,9], which shows the potential of lapachol
functionalization to find new bioactive compounds. In general, the
activity of the lapachol derivatives is related to the generation of
reactive oxygen species (ROS) by redox cycling or intercalation
between DNA base pairs [10]. Hence, the study of redox properties
of these species is fundamental to understand the mechanism of
bioactivity [11]. Electrochemical studies of the reduction of lapa-
chol in DMF/TBAP 0.1 mol 1! on Hg and glassy carbon electrode

* Corresponding authors at: Departamento de Quimica, Unidad Departamental de
Quimica Inorgdnica, Universidad de La Laguna 38200, La Laguna, Tenerife, Spain.
E-mail address: abramov@niic.nsc.ru (P.A. Abramov).
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have been published, and the potential of the first well-defined
wave, at v=0.100 V s~'was determined as —0.715 [12]. The intro-
duction of electron-withdrawing or electron-donating groups can
modulate the properties of this type of compound and represents
an important strategy to obtain new active compounds [13]. A
way to modulate the activity of naphthoquinones, such as lapachol,
is the formation of metal complexes. Several metal complexes with
lapachol as ligand are known [14-18]. In particular [Cu(Lap)(bpy)]
which is similar to presented complexes has been reported [17]. A
manganese(Il) lapacholate polymer has been described [19], where
lapachol acts as a tridentate ligand, with two adjacent oxygen
atoms chelating the metal and the remaining trans-quinonic oxy-
gen bounds to adjacent metal center. Correlation between the
ROS and the cytotoxicity has been studied [19]. A series of naptho-
quinones alongside a series of metal complexes derived from
hydroxynaphthoquinones, such as lawsone, bis-lawsone, lapachol,
plumbagin and juglone have been prepared [20]. Crystal structure,
spectroscopic and thermal properties of [Zn(Lap),(DMF)(H,0)]
and isomorphous [M(Lap),], (M: Cd, Mn) complexes have been
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BCR-ABL1-STAT5 is an oncogenic signaling pathway in human chronic myelogenous
leukemia (CML) and it represents a valid target for anti-CML drug design. Resistance
to direct BCR-ABL1 inhibitors is a common clinical issue, so STATS inhibition
has become an interesting alternative target. In this study, the effects of NPQ-
C6, a novel naphtoquinone-coumarin conjugate, were evaluated on human CML-
derived K562 cells. Live-Cell Imaging analysis revealed that NPQ-C6 inhibited 2D
(IC50ayc = 1.4 £ 0.6 wM) growth of CML cells. NPQ-C6 increased sub-G1 and reduced
GO/G1 cell cycle phases in a dose- and time-dependent manner. This effect on cell cycle
was related to increased levels of apoptotic nuclei, cleavage of caspase-3, -9, and PARP
and annexin V-positive cells. NPQ-C6 increased yH2AX, a double-strand DNA break
marker. NPQ-C6 showed a wide range of modulatory effects on cell signaling through
an early increased phosphorylation of JNK, P38-MAPK and AKT, and decreased
phosphorylation of ERK1/2, BCR-ABL1, and STAT5. NPQ-C6 inhibited expression
of c-MYC and PYM-1, two target gene products of BCR-ABL1/STAT5 signaling
pathway. Cytokine-induced activation of STAT5/STAT3-dependent transcriptional and
DNA binding activities were also inhibited by NPQ-C6. Notably, NPQ-C6 maintained
its activity on BCR-ABL1/STAT5/c-MYC/PIM-1 oncogenic pathway in imatinib-resistant
cells. Molecular modeling suggested BCR-ABL1 and JAK2 proteins as NPQ-C6 targets.
In summary, our data show a novel multikinase modulator that might be therapeutically
effective in BCR-ABL1-STAT5-related malignancies.

Keywords: leukemia, imatinib, BCR-ABL1, drug resistance, naphthoquinone, coumarin
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Abstract

Janus kinases (JAKs) play an essential role in the regulation of cytokine signal-
ing. They control cell survival, proliferation, differentiation, immune response, and
hematopoiesis. Deregulation of JAK signaling has been associated to the pathogen-
esis of numerous immune-inflammatory diseases, hematological malignancies, and
solid tumors. Thus, JAK proteins have emerged as attractive therapeutic targets in
the last decade. The discovery of the gain-of-function JAK2 mutation (JAK2 V617F)
as the main cause of polycythemia vera—a chronic myeloproliferative syndrome—
led to the development of the JAK inhibitor ruxolitinib. This key finding opened
the door to the search for new therapeutic agents able to suppress the constitutive
activation of JAK signaling in hematological cancers and other tumors. However,
given the conserved nature of the kinase domain among JAK family members, and
the interrelated roles of JAK kinases in many physiological processes, including
hematopoiesis and immunity, the broad usage of JAK inhibitors in hematology is
challenged by their narrow therapeutic window. Novel therapies are, therefore,
needed. This chapter focuses on the understanding of the complex signaling of
JAK proteins in cancerous cells, the various JAK aberrations implicated in myelo-
proliferative neoplasms, leukemia, and lymphoma, and the clinically available JAK
inhibitors in cancer therapy.

Keywords: blood cancer, hematological tumor, JAK, STAT, mutation, JAK2 V617F

1. Introduction

The Janus kinase (JAK) signal transducer and activators of transcription
(STAT) intracellular pathway connects the signaling from extracellular cyto-
kines, hormones, and growth factors, with the nuclear transcriptional machinery
[1]. It is expressed in animals from flies to humans, being highly evolutionarily
conserved [2]. The cascade consists of the tyrosine kinase JAK, the transcription
factor STAT, and different regulatory proteins. In mammals, four JAKs and seven
STATS have been identified [3]. JAK/STAT signaling controls numerous essential
cellular responses, including cell proliferation, differentiation, migration, immune
response, apoptosis, and cell survival, according to the signal, cell context, and
tissue [4, 5]. These cellular events are crucial to a wide range of biological functions
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