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Reza como si todo dependiera de Dios.
Trabaja como si todo dependiera de ti.

San Agustin
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ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A:

AB:
ABC:
AcOEt:
AcOH:
ACOX:
AKR:
Ala:

AMACR:

Arg:
ASBT:
Asn:
Asp:
AST:
BAAT:
BATKI
BCRP:
Boc:
BSA:
BSEP:
C24:.
C27:
CA:
CDCA:
CoA:
COSsY:
Ct:
CYP:

CYP7AL:

d:
DCA:
DCC:
dd:
DHCA:
DMAP:

Angstrom

Acido biliar

ATP Binding Cassette

Acetato de etilo

Acido acético

Acil-CoA oxidasa

Aldo-Keto Reductase

Alanina

a-Metilacil-CoA racemasa

Arginina

Apical Sodium-Bile Acid Transporter
Asparagina

Acido aspartico
Aspartato-aminotransferasa

Acido biliar-CoA: aminoéacido N-aciltransferasa
Bile Acid-Tyrosine Kinase Inhibitor
Breast Cancer Resistance Protein
tert-butyloxycarbonyl (terc-butoxicarbonil)
Albdmina sérica bovina

Bile Salt Export Pump

Esteroides de 24 atomos de carbono
Esteroides de 27 atomos de carbono
Acido célico

Acido quenodesoxicdlico

Coenzima A

Correlation spectroscopy (espectroscopia de correlacion)
Ciclo umbral.

Citocromo P45

Colesterol 7a-hidroxilasa

Doblete

Acido desoxicdlico
Diciclohexilcarbodiimida

Doble doblete

Acido 3a, 7a-dihidroxicolestanoico.

Dimetilaminopiridina
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DMEM:
DMF:
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DNA:
dNTP:
dt:
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EEM:

El
eg/equiv:
ER:
ERK:
ESI:
FAD:
FBS:
FXR:
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1.0BJETIVOS GENERALES







Objetivos Generales

Una de las estrategias utilizadas en el disefio de farmacos consiste en vectorizar un
compuesto de conocida actividad farmacologica o de diagnostico mediante conjugacién
con otra molécula que le facilite su acceso de la forma mas selectiva posible al tejido-diana.
De esta manera, en el caso de la terapia antitumoral se pretende aumentar la llegada del
farmaco al interior de las células cancerosas, limitando al maximo su acumulacion en
tejidos sanos y con ello reduciendo sus efectos secundarios. En este sentido, distintos
transportadores de membrana implicados en la captacion de &cidos biliares (ABs), como
son el NTCP (Sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptide), y varios miembros de la
familia de OATP (Organic Anion Transporting Polypeptides) presentes en las células
enterohepéticas constituyen excelentes dianas para el desarrollo de nuevos compuestos
con caracter organotrépico hacia el higado y el intestino. Por otra parte, los inhibidores de
receptores con actividad tirosina quinasa (TKI, del inglés Tyrosine Kinase Inhibitor)
representan una de las mas innovadoras clases de agentes antitumorales para el
tratamiento de distintos tipos de cancer, incluidos los hepéticos y gastrointestinales, ya que
actian inhibiendo tanto la proliferaciéon de las células tumorales como los procesos
angiogénicos del tejido hospedador. Entre las ventajas que presentan los TKIs cabe
destacar que gran parte de ellos son activos por via oral y presentan un perfil de seguridad
que los hace buenos candidatos para ser combinados con otras formas de quimioterapia o
radioterapia. Algunos de ellos han sido aprobados o estan en fase clinica de ensayo para
el tratamiento del hepatocarcinoma (HCC) y del colangiocarcinoma (CCA), como son el
erlotinib y el sorafenib. El erlotinib presenta un buen perfil de tolerabilidad, pero su actividad
clinica es limitada para este tipo de pacientes, mientras que el sorafenib, empleado como
tratamiento de primera linea de HCC, es el mas efectivo y con un buen margen de

tolerabilidad.

Sin embargo, a pesar de los avances en la obtencion de nuevos farmacos, la
supervivencia en algunos pacientes es escasa debido al desarrollo de mecanismos de
farmacorresistencia (MPRSs) en las células tumorales. De entre los 7 grupos de MPRs que
se han descrito, los MPR-1a y MPR-1b que incluyen una reduccion en la captacién del
farmaco por las células tumorales y una potenciacion de los procesos de expulsiéon del
agente citostatico respectivamente, consiguen reducir la concentracién de farmaco en el

interior celular, por lo que los agentes citostaticos ven reducida su eficacia.
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Por otro lado, en la practica clinica actual, para el diagnéstico de enfermedades
hepatobiliares en el paciente se utiliza la resonancia magnética con gadoxetato y
colescintigrafia con derivados del acido iminodiacético que, ademas de poseer la
caracteristica de una marcada vectorialidad especifica hacia los hepatocitos, colangiocitos
e ileocitos, puedan ser utilizadas como marcadores para el estudio de la funcionalidad

hepéatica.

Debido a la estructura que poseen los ABs, se pueden considerar como moléculas
ideales para la sintesis de una gran cantidad de sustancias farmacol6gicas que podrian
unirse a diferentes posiciones del esqueleto esteroideo o de la cadena lateral. En este
aspecto, podemos encontrar en bibliografia una gran cantidad de derivados de ABs unidos
a aminoacidos, péptidos, heparina, insulina, farmacos antivirales y antitumorales, para el
tratamiento de diversas patologias hepaticas. Empleando estas técnicas de vectorizacion
de farmacos, que utiliza a los ABs como “caballos de Troya” se planted la posibilidad de

vectorizar TKIs, o un agente que pudiera ser empleado para el radiodiagnostico.

El trabajo que se presenta en esta Tesis Doctoral tiene como objetivo global
desarrollar nuevas estrategias vectorizadas para el tratamiento y la deteccion de tumores
hepaticos, haciendo uso de las reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar, para obtener
derivados de ABs que posean caracteristicas hepatotrdpicas, ademas de propiedades

citostaticas o fluorescentes.

Para lograr el objetivo global se plantearon los siguientes objetivos parciales que se

encuentran desarrollados en los capitulos 1y 2.

Objetivo 1: Obtencién y evaluacién in vitro de una familia de compuestos
denominados BATKIs (Bile Acid-Tyrosine Kinase Inhibitor) con propiedades

organotrépicas y antitumorales.

Objetivo 2: Obtencién y evaluacion in vitro e in vivo de moléculas con vectorizacion
hepatobiliar mediante ABs y portadores de un grupo con caracteristica de fluorescencia en
el infrarrojo cercano que denominaremos NIRBAD (Near Infrared Radiation Bile Acid

Derivative)
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2.1. CIRCUITO ENTEROHEPATICO

2.1.1. Higado

El higado es uno de los 6rganos de mayor tamafio del organismo, constituyendo

aproximadamente el 2,5% del peso corporal en adultos sanos y un 5% en el recién nacido.

Es uno de los 6rganos que posee una mayor actividad metabdlica; para ello, recibe sangre

oxigenada a través de la arteria hepatica, mientras que a través de la vena porta, recibe

nutrientes y metabolitos procedentes del tracto gastrointestinal y del bazo (Abdel-Misih and

Bloomston, 2010). La sangre, una vez filtrada, abandona el higado a través de la vena

hepatica, volviendo a la circulacion sistémica. Tiene mdltiples funciones biolégicas,

habiéndose identificado mas de 1.500 funciones vitales. Algunas de ellas son:

R/
0.0
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Metabolismo de lipidos: A nivel hepéatico se sintetizan multitud de moléculas lipidicas
como son el colesterol, triglicéridos y acidos grasos. También se lleva a cabo la
sintesis y metabolismo de lipoproteinas plasmaticas, B-oxidacion de acidos grasos y
produccion de cuerpos cetdnicos durante el ayuno.

Metabolismo de proteinas: Se lleva a cabo la biosintesis de algunas proteinas como

son la albumina o proteinas de unién a hormonas.

El higado posee la capacidad de regular la biodisponibilidad de amino&cidos en la
circulacion general. Asimismo, se encarga de la sintesis de varias proteinas, entre
ellas la albumina, proteinas de union a hormonas y lleva a cabo reacciones de
transformacién del amonio en urea, catabolismo de bases puricas y pirimidinicas e

interconversion de aminoacidos no esenciales.

Metabolismo de hidratos de carbono: El tejido hepatico esta implicado en la
homeostasis de la glucosa, ya que el higado es el encargado de suministrar glucosa
al organismo. La glucosa se sintetiza en los hepatocitos a partir de glicerol,
aminoacidos vy lactato, llevandose a cabo la ruta de gluconeogénesis. El higado es
también el encargado de realizar la sintesis, almacenamiento y degradacion de

glucégeno a través de procesos de glucogendlisis y glucogénesis.

Produccion de bilis: El higado secreta la bilis al duodeno, donde desempefia un papel

fundamental en la digestion y absorcion de grasas y vitaminas liposolubles.

Sintesis de diferentes factores: Entre los que destacan los factores de coagulacion
como el fibrinégeno, factores Ill, V, VII, IX 'y XI. Ademas, tiene lugar en el higado la

sintesis del grupo hemo y del factor de crecimiento IGF-1.
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< Almacén de multiples sustancias: En el higado se almacenan biomoléculas como

glucosa en forma de glucégeno, vitamina B12, hierro y cobre.

+«» Destoxificacion: El higado es un érgano que lleva a cabo la eliminacion de numerosos
compuesto enddgenos y exdégenos por medio de una serie de reacciones quimicas
como oxidacién, reduccién, glucoronidacién, entre otras, que transforman algunos
compuestos téxicos, farmacos, hormonas y esteroides en productos de facil

eliminacion gracias a su aumento de hidrosolubilidad.

7
0.0

Funcion inmunitaria: El higado es el 6rgano donde se ubican las células de Kupffer.
Dichas células son macrofagos que se localizan en las paredes de los sinusoides,
formando parte del sistema reticuloendotelial.

La unidad estructural y funcional del parénquima hepatico es el acino hepético,
formado por la porcién de tejido asociada a las ramas terminales de la vena porta y la
arteria hepatica y a un conducto biliar, siendo asi el espacio porta el organizador central
del funcionamiento de este 6rgano. En el acino, tanto el aporte sanguineo que procede de
la arteria hepética como de la vena porta se mezcla en la zona de los sinusoides hepéticos,
definidos como los espacios vasculares entre las laminas de los hepatocitos,
posteriormente, este aporte sanguineo, es drenado por las venas centrolobulillares, que a
su vez convergen formando la vena suprahepatica. Los hepatocitos, que son las células
mas abundantes en el higado, se disponen formando cordones o vias que conducen desde
la entrada sanguinea portal hasta la salida venosa, repitiéndose por todo el parénquima.
Por lo que respecta a la vena porta, esta formada por la unién de las venas esplénica y
mesentérica superior, ya que la vena mesentérica inferior drena en la vena esplénica que
también recibe sangre de la vena gastrica y la vena pancreatica (Sibulesky, 2013). Por otro
lado, en cuanto a la arteria hepatica comdn es una rama del tronco celiaco, junto con las

arterias esplénica y gastrica izquierda (Figura 2.1).
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Figura 2.1: (A): Esquema del flujo sanguineo a nivel hepatico; (B): Esquema de un acino hepatico
en el que se indica con flechas el sentido de la circulacién de la sangre partiendo de las ramas de
la vena porta y arteria hepatica hacia la vena centrolobulillar.

A nivel externo, el higado esta dividido por el ligamento falciforme, que forma un
l6bulo derecho mayor y un lébulo izquierdo méas pequefio. El ligamento falciforme une el
higado con la pared abdominal anterior. En su base se encuentra el ligamento redondo,
que es un remanente de la vena umbilical vestigial. En el higado, a nivel subtisular,
podemos encontrar diferentes tipos celulares, cuyas funciones varian de un tipo a otro, tal

como se resume a continuacion:

% Hepatocitos: Son las células mas abundantes, agrupandose en hileras de una o dos
células de espesor. Los hepatocitos representan alrededor del 80% de las células del
higado formando su parénquima. Llevan a cabo la mayoria de las funciones
hepaticas. Tienen una estructura mas o menos regular, conformando un poliedro de
ocho o mas caras y con un didmetro de entre 13 y 30 um, siendo la media de 25 pm.
Los hepatocitos son células que presentan una polaridad muy marcada,
determinando su orientacién con respecto al sinusoide. Su membrana celular posee
tres regiones de distinta especificidad morfolégica y funcional (Evans, 1980). La
membrana sinusoidal se encuentra orientada hacia el flujo sanguineo (espacio de
Disse). Dicha membrana, posee microvellosidades que aumentan la superficie de
intercambio y su caracteristica principal es que la actividad Na*/K*-ATPasa se
localiza fundamentalmente en esta region de la membrana plasmatica de los
hepatocitos (Sellinger et al., 1990). La membrana lateral es la membrana situada
entre hepatocitos adyacentes y presenta un nimero menor de microvellosidades.
Entre sus funciones, destacan las de mantener la adhesién mecéanica y la conexién
funcional entre los hepatocitos adyacentes. Por Ultimo, la membrana canalicular se

caracteriza por ser una invaginacion de la superficie de la membrana celular del
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hepatocito, formando el canaliculo biliar al unirse a la membrana del hepatocito
contiguo. Esta membrana también presenta numerosas microvellosidades hacia la
luz canalicular (Meier, 1988), (Watanabe et al., 1991).

Colangiocitos: Son células epiteliales del conducto biliar que recubren la red
tridimensional de conductos biliares conocida como arbol biliar (Gaudio et al., 2009).
Constituyen en torno al 5% de la poblacion total de células hepaticas, cuya principal
funcién consiste en modificar los componentes y la concentracion de la bilis
canalicular hepatica a medida que ésta se transporta a lo largo del arbol biliar. Para
ello, llevan a cabo procesos complejos de 6smosis dependientes de la secrecion y/o
absorcion de electrolitos y solutos organicos (Irwin M. Arias, 2009). Ademas, si se
produce un dafio hepatico, los colangiocitos son capaces de actuar como células
hepaticas progenitoras, participando en la regeneracion del higado (Sell, 2001).

Células endoteliales fenestradas: Células que se encuentran ubicadas en los
sinusoides a ambos lados de las hileras que forman los hepatocitos. Permiten un
intercambio directo de particulas de tamafio medio, como lipoproteinas, entre la
sangre y los hepatocitos.

Células de Kupffer: Son macréfagos residentes del higado o histiocitos hepéaticos.
Son células gue se encargan de la fagocitosis de bacterias y sustancias extrafias, asi
como de la produccion de citoquinas y de patrticipar en la respuesta inflamatoria (Hall,
2016).

Células estrelladas: También denominadas como células de Ito, se encuentran en
el espacio perisinusoidal de Disse. Entre sus funciones se encuentran la de
almacenar vitamina A, sintetizar diferentes proteinas de la matriz extracelular y
colageno de tipo lll, ademas de segregar factores de crecimiento, por lo que juegan

un papel fundamental en los procesos de regeneracion y fibrogénesis.

2.1.2. Funcién del sistema enterohepatico

La circulacion enterohepatica consiste en un proceso de secrecion y recaptacion de

compuestos por un conjunto de conductos intra y extrahepaticos por los cuales circula la

bilis que se produce en el higado hasta desembocar en el duodeno. El sistema biliar (Figura

2.2) consta del parénquima hepatico y el arbol biliar, formado a su vez por los ductulos

biliares o canales de Hering, los ductos biliares intrahepéticos y extrahepaticos, el conducto

hepatico comun, el conducto cistico y el conducto biliar comidn. También forma parte del

sistema biliar la vesicula biliar, que sirve de lugar de almacenamiento de la bilis.
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Figura 2.2: Esquema de la circulacién entereohepética en la que participan componentes de la bilis.

La formacion de la bilis comienza en los hepatocitos, secretando los componentes
biliares a los canaliculos hepaticos a través de un complejo sistema de transporte activo y
pasivo que permite variar las concentraciones de los componentes que forman la bilis, de
los cuales se hablara mas adelante. Este proceso tiene lugar en el canaliculo biliar, en el
cual se vierte la bilis primaria o canalicular. Posteriormente, la bilis pasa a los conductos
biliares, lugar donde los colangiocitos alcalinizan (Kanno et al., 2001) y diluyen la bilis
(Lazaridis and LaRusso, 2015). Este proceso estd facilitado por hormonas como la
secretina, somatostatina, gastrina, insulina y acetilcolina; y es debido a transportadores
que se encuentran en los colangiocitos y que se expresan en la membrana apical o en la
basolateral de los mismos, modificando asi el volumen y las concentraciones finales de la
bilis. El higado se divide en una porcion hepatica derecha e izquierda, que poseen sus
propios conductos biliares que confluyen en un conducto hepatico comun, el cual se une al
conducto cistico, conducto procedente de la vesicula biliar. Finalmente, la bilis ya formada,
se secreta al duodeno durante el proceso de digestion. En los periodos en los que la bilis
no es necesaria, como son los periodos entre ingesta de alimentos, se almacena en la
vesicula biliar, desde la que, tras un estimulo externo por contraccion de la vesicula y
relajacion del esfinter de Oddi, se expulsa hacia el duodeno (Ludwig, 1987), (Hundt et al.,
2020), (Espinosa, 2006).
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Este complejo sistema biliar funciona gracias a la estructura que posee, que bien se
puede asemejar a la forma de un é&rbol, donde los conductos comln y extrahepatico
corresponderian al tronco, en donde convergen los conductos biliares intrahepaticos que

corresponderian a las ramas mas grandes (Masyuk et al., 2001).

Por ultimo, la bilis llega al conducto colédoco, encargado de llevar la bilis hasta la

porcion descendente del duodeno.

En cuanto a la vesicula biliar, no todos los vertebrados la poseen. En el caso de los
seres humanos, esté alojada en la fosa de la vesicula biliar, en la cara visceral del higado.
Consta de fondo, cuerpo, infundibulo y cuello que se continta con el conducto cistico. La
funcion de la vesicula biliar en la circulacién enterohepatica de la bilis es doble, pues
interviene tanto almacenando la bilis hasta que un estimulo externo provoca su liberacion

hacia el duodeno como concentrando y modificando su composicion (Housset et al., 2016).

2.1.3. Bilis

Una de las funciones del higado es la produccién de bilis, proceso estimulado por
sefales nerviosas y hormonas. La bilis es una soluciéon compleja que esta constituida en
torno a un 97 % de agua, ademas de sales biliares, fosfolipidos, principalmente
fosfatidilcolina y lecitina, colesterol, conjugados de bilirrubina y biliverdina que son las
responsables del color amarillo-verdoso y electrolitos (sodio, potasio, calcio y cloruro). La
bilis posee varias funciones, debido a la gran cantidad de componentes que la forman,
destacando la capacidad surfactante que ayuda a emulsionar los lipidos. Esta capacidad
surfactante se debe en parte a los acidos biliares (ABs) ya que, gracias a su estructura
anfétera, tienden a agregarse alrededor de gotas de lipidos, como son los triglicéridos y
fosfolipidos. Los ABs se colocan de manera que su parte anionica quede hacia el exterior
de la micela (Figura 2.3), confiriendo una carga electrostatica que evita que las micelas
mixtas se puedan agregar entre si nuevamente, otorgandoles un diametro méximo de 50

pm en humanos (Macierzanka et al., 2019).

La formacion de micelas mixtas mediante la emulsion producida por la bilis
proporciona un aumento considerable de area de superficie para la accion de la enzima
lipasa pancreética, cuya funcion es la hidrdlisis de los triglicéridos, dando como productos
dos acidos grasos y un monoglicérido, que son facilmente absorbidos por las vellosidades
del epitelio intestinal. Sin la acciébn emulsionante de los ABs, la mayoria de los lipidos en
los alimentos se perderian en las heces. Por otro lado, al facilitar la absorcion de los &cidos

grasos, también facilita la absorcidn de las sustancias liposolubles, como las vitaminas A,
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D, E y K. Entre otras funciones, cabe destacar la capacidad que tiene de actuar como
vehiculo de eliminacién de sustancias que de otra manera no se podrian eliminar del
organismo, como la bilirrubina, un subproducto del catabolismo del grupo hemo. También
destaca la capacidad neutralizadora que posee la bilis, ya que su pH es alcalino, lo que es
crucial, ya que, al interaccionar con los jugos provenientes del estdbmago, es capaz de
neutralizar el &cido clorhidrico estomacal al llegar al duodeno. Por otro lado, la bilis posee
funcién bactericida gracias a la presencia de los ABs, que también actian destruyendo

muchos de los microbios que pueden estar presentes en los alimentos (lacob et al., 2018).
| '{)g g)

Micela del Micela mixta: Estructura micelar
“acido colico™ “acido cdlicoy tridimensional
acidos grasos™

Hidrofébico
021]1301pIH

Figura 2.3: Ejemplo de la formacion de micelas en presencia de acidos biliares (ABs). (A): Estructura
del &cido cdlico (CA), uno de los ABs mas abundante; (B): Representacién grafica de las zonas
hidrofébicas e hidrofilicas del CA; en rojo los grupos hidroxilos, en azul el &cido carboxilico que a pH
fisiolégico estard en forma de carboxilato; (C): Esquema de la formacion de micelas del CA junto
con acidos grasos, extrapolable a otros ABs.

2.2. ACIDOS BILIARES

2.2.1. Estructuray propiedades

Los ABs son esteroides que poseen una funcion &cido carboxilico y que se
biosintetizan en el higado mediante rutas metabdlicas que emplean el colesterol como
material de partida, llevandose a cabo reacciones de reduccion e hidroxilacion del nacleo
esteroideo y ruptura oxidativa de su cadena lateral. Como resultado de esta biosintesis, se
obtienen moléculas con caracteristicas hidrosolubles, faciimente excretables y con utilidad,
ente otros, en los procesos digestivos. La estructura de los ABs es propia de una molécula
anfipatica, poseyendo una parte hidrofébica, propia del esqueleto esteroideo y una regiéon
hidrdfila, gracias a la presencia de grupos hidroxilo, confiriéndoles propiedades detergentes
(Monte et al., 2009). Ademas, en la estructura de cualquier AB se distinguen dos partes,

por un lado, el ndcleo esteroideo y por otro la cadena lateral.
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El nacleo esteroide de los ABs parte de un ndcleo denominado esterano o gonano,
que esta formado por un fenantreno totalmente hidrogenado, dando lugar a tres
ciclohexanos fusionados (A, B y C), y un ciclopentano (D) (Figura 2.4). Dicho nucleo, posee
distintas funciones y sustituyentes, dando lugar a una gran variedad de estructuras
gquimicas. Una caracteristica que cabe destacar es la estructural comin a todos los ABs y
que conservan de su precursor, el colesterol, y es la presencia de dos grupos metilos,
situados en los carbonos C10 (unién de los anillos A-B) y C13 (unién de los anillos C-D)
que se conservan de las unidades de isopreno durante la biosintesis del colesterol
(Cerqueira et al., 2016).

Tl

s NITINED)

>

Figura 2.4: Nucleo esteroideo funcionalizado con los metilos en C10 y C13. (A): Estructura plana
con la estereoquimica; (B): Conformacién espacial del esqueleto esteroideo.

Los grupos funcionales mas comunes de los ABs son hidroxilaciones que varian en
el nimero y posicion a lo largo del nacleo esteroideo (Hofmann and Hagey, 2008)y en
algunos casos, también por la presencia de dobles enlaces. En la mayoria de los mamiferos
las hidroxilaciones mas frecuentes suelen tener lugar en los carbonos C3, C6, C7 o C12,
siendo en lo que se denomina disposicion a, aunque también se pueden producir dichas
hidroxilaciones en la disposicién B, considerandose a la parte inferior del plano que forma
el esqueleto esteroideo y B la superior (Monte et al., 2009). En la mayoria de los
vertebrados, incluido el ser humano, la configuracion correspondiente al carbono 5 hace
que el hidrégeno se situe en disposiciéon 3. Esta configuracion se denomina “AB-58", pero
no es la Unica, puesto que en algunaos vertebrados los anillos A y B se encuentran unidos
con configuracién trans (Figura 2.5B), dando lugar a los denominados “AB-5a o allo-AB”
en los que el atomo de hidroégeno del C5 se encuentra en posicion a. Un ejemplo de este
tipo de acidos es el acido allo-cdlico (Elliott, 1971). Otra variacién que pueden presentar
algunos ABs es la presencia de insaturaciones a lo largo del nacleo esteroideo. La mas
caracteristica, es la presencia de insaturaciones entre los carbonos C4 y C5 o entre los C5
y C6, dando lugar a rigidez en los anillos, debido a la tension generada por el doble enlace
por el solapamiento de los orbitales 1. Debido a esta tension, adquieren una cierta
planaridad, siendo su disposicion espacial similar a la de los allo-AB. Estos ABs son

frecuentes en fetos humanos sanos, aunque también pueden encontrarse en humanos
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adultos que presenten algun tipo de mutacion genética cuya consecuencia sea errores en
el metabolismo de los ABs o asociados a ciertas patologias hepaticas. Un ejemplo es la
presencia sérica de ABs con insaturaciones entre C4 y C5 en pacientes con un cuadro
clinico de hepatocarcinoma. También se ha descrito la aparicion de los allo-AB durante la
hepatocarcinogénesis experimental, llegando a tener altas concentraciones durante la

formacion de adenomas y carcinomas (Carnicero, 1988).

Figura 2.5: (A): Acido biliar (AB) hidroxilado en posiciones alfa en los carbonos 3, 7 y 12; los anillos
Ay B tienen unidn cis; (B): Estructura de un allo-4cido biliar, en el que la fusién entre los anillos Ay
B estan con conformacion trans debido a la estereoquimica del carbono 5; (C): Estructura de un AB
con doble enlace entre C4 y C5; (D): Estructura modelizada de A en el que los hidroxilos quedan en
el plano a, inferior al plano del esqueleto. E: Estructura modelizada de B.

En cuanto a la cadena lateral, por lo general presenta 5 &tomos de carbono unidos
al anillo D por el carbono C17. La conformacion que adopta respecto al nacleo esteroideo
es B3, presentando un metilo en la posicion 20, que al igual que el resto de metilos, se
conserva de los bloques de isopreno que conforman el colesterol y es caracteristico de
todos los ABs (Figura 2.6). Junto con la cadena lateral, el nUmero total de carbonos en los
ABs suele ser 24 (Hofmann et al., 2010), aunque también son frecuentes las modificaciones
mediante la funcionalizacién del acido carboxilico, gracias a la conjugacion con glicina o
con taurina, alargando la cadena lateral, como son el &cido glicocdlico (GCA) o el
taurocolico (TCA), respectivamente. En algunas ocasiones, y debido a patologias, se han
descrito la presencia de ABs con un numero diferente de carbonos, como es el caso del
sindrome de Zellweger, en el que la cadena lateral presenta hasta 8 atomos de carbono en
total, o en algunas situaciones que cursan con colestasis, donde se han detectado ABs con
C23, denominandose estos ultimos como “nor-ABs”, y a los que presentan C25 se les

denomina “homo-ABs”.
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Nombre de &cido Sustituyente y estereoquimica
biliar 3(R1) | 6(R2) | 7(R3) | 12 (R4) 24 (R5)
Colanoico H H H H OH
Cdlico (CA) OH (a) H OH (a) | OH (a) OH
Q“e”?gg%"/;‘)i‘:é'ico OH@ | H | OH(@) | H OH
Urso{’lfsgﬁ‘;o"co OH@ | H |OH@ | H OH
Litocolico (LCA) OH (a) H H H OH
Hiocolico OH (a) | OH(a) | OH (a) H OH
Desoxicélico (DCA) | OH (a) H H OH (a) OH
Glicocélico (GCA) OH (a) H H OH (a) NHCH2COOH
Taurocdlico
OH (a) H OH (a) | OH (a) | NHCH2CH2SOzH
(TCA)

Figura 2.6: Principales &cidos biliares (ABs) con hidroxilos en distintas posiciones y con diferente
configuracién. (A): Estructura general de los principales ABs. Imagen adaptada de (Monte et al.,
2009).

2.2.2. Biosintesis

La mayoria de los ABs presentes en el organismo provienen de la circulacion
enterohepética, ya que la gran selectividad de los transportadores especificos de los ABs
hace que se recirculen hasta el 95%, perdiéndose solo un 5% al dia en heces. Esto
determina que el tiempo de vida media de un AB en el organismo sea, por término medio,
de 2 a 3 dias, pudiendo realizar entre 10 a 20 veces el circuito enterohepatico (Hofmann,
1994). Su biosintesis se lleva a cabo Unicamente en los hepatocitos. De esta manera, el
colesterol se transforma en otro tipo de compuestos que poseen mayor polaridad y, por
ende, una mayor hidrosolubilidad, facilitando su eliminacién ya que se pueden excretar

facilmente a través de la bilis.
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Como se ha mencionado en el apartado anterior, en el ser humano, los ABs
biosintetizados poseen, por lo general, un total de 24 atomos de carbono (C24). Partiendo
del colesterol, siendo una molécula de 27 carbonos, para la sintesis de los ABs de 24
carbonos se requiere de varias etapas como son la hidroxilacion, la oxidacion del doble
enlace entre los carbonos de las posiciones 5 y 6, la epimerizacién del hidroxilo de la
posicion 3 y la ruptura de la cadena lateral del colesterol mediante oxidacion (Chiang,
2013). Para ello, se requiere por lo menos, la intervencion de 17 enzimas que se distribuyen
en los distintos compartimientos celulares, como son citosol, reticulo endoplasmico,
mitocondria y peroxisoma. La modificacion de las posiciones de los grupos hidroxilos, la
estereoquimica, o la posibilidad de funcionalizar el &cido carboxilico, hace posible que se
puedan sintetizar una gran variedad de ABs. Se denominan ABs primarios a aquellos que
son sintetizados en los hepatocitos, como son el acido célico (acido 3a,7a,12a-trihidroxi-
5B-colanoico, CA) y el acido quenodesoxicélico (acido 3a,7a-dihidroxi-5p-colanoico,
CDCA) (Hofmann et al., 2010), (Hofmann, 1977); ademas, también se biosintetizan
conjugados con taurina y glicina, como se ha indicado anteriormente, dando lugar a los
ABs GCA y TCA, mediante la formacion de una amida por reaccién del &cido carboxilico

presente en la cadena lateral (Figura 2.7) (Di Ciaula et al., 2017).

Acido Taurocélico

Figura 2.7: Ejemplos de estructuras de varios ABs en los que se puede ver la enumeracion de los
carbonos. En los acidos glicocolico y taurocélico se puede observar la funcionalizacién en la cadena
lateral formando una amida a partir del acido carboxilico con la glicina o la taurina, espectivamente.
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AUln no se conocen con exactitud todas las rutas metabolicas implicadas en la sintesis
de ABs, ni el orden exacto de las reacciones, ya que varios intermediarios de la ruta pueden
ser sustratos de mas de una enzima, ademas de que no se conocen con detalle los
mecanismos de transporte involucrados entre los intermediarios de la ruta de sintesis y los
distintos compartimentos celulares. Sin embargo, se ha conseguido realizar una
clasificacion y una descripcion de un total de cuatro rutas implicadas en la sintesis de ABs
primarios como son el CA y CDCA. Estas rutas se denominan ruta clasica o neutra, ruta

alternativa o acida, ruta de Yamasaki y ruta de 25-hidroxilacion (Figura 2.8) (Russell, 2003).

En cuanto a la via clasica o via neutra, se denomina asi debido a que los compuestos
intermediarios son esteroles neutros. Sus productos principales son el CA y el CDCA,
siendo el paso limitante la hidroxilacion en el C7 del nucleo esteroideo, llevada a cabo por
la enzima microsomal colesterol 7a-hidroxilasa (gen CYP7A1). La ruta de biosintesis
comienza en el reticulo endoplasmico, llevandose a cabo, primeramente, modificaciones
en el nacleo esteroideo y posteriormente el acortamiento de la cadena lateral, pasando de
C27 a C24. El primer paso de la via neutra consiste en la intervencién de la enzima
CYP7AL, que cataliza la reaccion de hidroxilacion del colesterol en el carbono C7 de su
nuicleo esteroide para formar 7a-hidroxicolesterol mediante oxigeno molecular vy
NADPH+H*. Posteriormente, el grupo hidroxilo en la posicién 3 debe ser epimerizado ya
que se encuentra en orientacion 3 y debe poseer diposicion a. Esta epimerizacion se inicia
mediante la conversién del 3B-hidroxilo en un carbonilo, generando la cetona
correspondiente, catalizado por la 3B-hidroxi-AS-C,7-esteroide oxidorreductasa (HSD3B7),
generando el 3-oxo-A* Esta reacciéon estd favorecida entélpicamente mediante la
isomerizacion alilica al pasar el doble enlace de la posicion 5,6 a la posicion 4,5 ganando
asi energia de conjugacién entre el carbonilo y el doble enlace. Esta reaccién es critica
para la sintesis y funcién de los ABs, ya que se ha demostrado que en nifios que albergan
mutaciones en el gen HSD3B7 desarrollan una enfermedad hepatica progresiva que se

caracteriza por ictericia colestatica.

El siguiente paso es la posible hidroxilacion del carbono C12 por la enzima esterol
12-hidroxilasa (CYP8B1). Si se realiza la hidroxilacién, se generara CA, mientras que, Si
no interviene esta enzima, se quedara como CDCA. La generacion de estos dos ABs esta
determinada por la actividad del gen CYP8BL1, que seré el responsable de la proporcion de
CA a CDCA (Chiang, 2013).

Tanto si ha intervenido la CYP8B1 como si no, los intermedios de la biosintesis pasan
al citosol, lugar donde se continua la ruta de sintesis. Se produce en este punto la reduccion

del doble enlace, gracias a la A*-3-oxoesteroide-5B-reductasa (AKR1D1) para generar un
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enlace sencillo, debido a que la reduccion transcurre mediante la adicion de un protén en
posicién B en el carbono C5 y un hidruro en el carbono C4. Como resultado se obtiene un
esqueleto esteroideo en el que la unién entre los anillos Ay B es cis, formando los “58-
ABs”. La ausencia o la presencia de mutaciones en AKR1D1 podrian dar lugar a los “5a-
ABs o0 alo-ABs” en los que el atomo de hidrogeno del C5 se encuentra en posicién a.
También se ha encontrado que en hepatocarcinoma existen ABs que presentan
insaturaciones entre los carbonos C4 y C5, lo que podria indicar una inactividad por parte
de AKR1D1, generando esqueletos rigidos similares a los “5a-ABs”. El paso siguiente
corresponde con la reduccién del carbonilo en posicion 3, generando un hidroxilo en
posicion a, catalizada por la enzima 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa (AKR1C4) con lo

que se completaria el proceso de epimerizacién en C3.

Una vez realizadas las modificaciones en el esqueleto esteroideo y obteniendo las
configuraciones adecuadas de los carbonos unidos a los hidroxilos, los intermedios pasan
a la mitocondria, donde la enzima esterol 27-hidroxilasa (CYP27A1) produce una oxidacion
en C27, generando un grupo carboxilato y formando exclusivamente el estereoisémero 25R
de los intermediarios acido 3a,7a-dihidroxi-5@-colestanoico (DHCA) y acido 3a,7a,12a-
trihidroxi-5@3-colestanoico (THCA) (Figura 2.9).

El carboxilato, mediante la intervencion y activacion por parte de la AB-CoA ligasa
(BACS), que se encuentra en el reticulo endoplasmico, o por la acil-CoA de cadena muy
larga sintetasa (VLCS), que se localiza tanto en el reticulo endoplasmico como en el
peroxisoma, dardn como resultado un enlace tioéster uniendo los intermediarios a la
coenzima A (CoA). Una vez unidos a CoA, los ABs C27 son transportados al peroxisoma
mediante el transportador ABCD3 (también denominado PMP70). En el perosixoma van a
sufrir una serie de reacciones basadas en B-oxidacién, generando finalmente los ABs C24
(Figura 2.9). En primer lugar, la enzima a-metilacil-CoA racemasa (AMACR) produce la
tautomerizacion ceto-endlica del carbonilo del tioéster, lo que favorece la epimerizacion de
C25, desplazando el equilibrio hacia el producto con configuraciéon S. Una vez generado el
intermedio (25S)-THC-CoA o (25S)-DHCA-CoA se produce la B-oxidacion, mediante la acil-
CoA oxidasa 2 o acil-CoA de cadena ramificada oxidasa (ACOX2) generando 24-enoil-CoA
del THCA y de DHCA con el doble enlace trans en el carbono C24. Dicha enzima solo
reconoce sustratos con el centro quiral en configuracion S, es por ello por lo que es
necesario la intervencién de la AMACR anterior, para generar el isbmero S. El siguiente
paso es la hidratacion mediante una adicion electrofilica de agua, llevada a cabo por la
enzima D-bifuncional (DBP). Al igual que la ACOX2; esta enzima también es

estereoespecifica y forma solo los isdmeros 24R. La enzima DBP vuelve a oxidar el grupo
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hidroxilo mediante una deshidrogenacion, generando la correspondiente cetona, formando
24-cetoésteres de CoA y generando NADH+H*. Finalmente, la proteina transportadora de
esteroles X (SCPx) cataliza la tiolisis, liberando propionil-CoA y CA-CoA o CDCA-CoA.
Dichos ABs pueden liberarse directamente o pueden conjugarse con taurina o glicina,
mediante la aminoacido N-aciltransferasa (BAAT) formando el TCA o GCA, generandose

en total los cuatro ABs primarios (Figura 2.9).

La ruta alternativa o via &cida (Figura 2.8) consiste en realizar primero la
funcionalizacion de la cadena lateral y posteriormente las modificaciones en el esqueleto
esteroideo. Se denomina via &cida debido a que los compuestos intermediarios que se
obtienen aqui son esteroles acidos, generando finalmente el CDCA. El primer paso de la
biosintesis por esta ruta esta mediado por la anteriormente mencionada, CYP27A1,
produciendo una oxidacién del carbono C27 pasando a ser un &cido carboxilico, el acido
3B-hidroxi-5-colestenoico. Posteriormente, en el reticulo endoplasmico, se produce la
hidroxilacién del carbono C7 catalizada por la enzima oxisterol-7a-hidroxilasa (CYP7B1).
Una vez generado el acido 3f,7a-dihidroxi-5-colestenoico se producen el resto de las

modificaciones, interviniendo las mismas enzimas que en la ruta clasica.

En la ruta de Yamasaki (Figura 2.8), al igual que en la ruta alternativa, el principal
ABs obtenido es el CDCA. Los primeros pasos de la biosintesis mediante esta ruta son
similares a la ruta alternativa. Primeramente, se obtiene, a partir del colesterol, el acido 3[3-
hidroxi-5-colestenoico mediante la CYP27A1. Sin embargo, se produce el acortamiento de
la cadena lateral, obteniendo un C24 previamente a las modificaciones del esqueleto
esteroideo. No se conoce con exactitud si se produce la hidroxilacion del carbono C7
previamente a la B-oxidacion o posteriormente. Lo que si se conoce es que se forma un
acido colenoico con un hidroxilo en la posicién 3B. Una vez formado el acido 3j,7a-
dihidroxi-5-colenoico se realizan las modificaciones estructurales en el esqueleto
esteroideo siguiendo la ruta clasica, hasta obtener el CDCA que, mediante BAAT, puede
pasar a ser acido tauro/glicoquenodesoxicélico (TCDCA/GCDCA).

La ruta de 25-hidroxilacion (Figura 2.8) no se ha caracterizado por completo, pero se
encuentra descrita como otra via de sintesis de ABs C24, que se inicia una vez se han
realizado las modificaciones del nucleo esteroideo y previo a la B-oxidacion. Una vez
formado el 3a,7a,12a-colestan-5B-triol, la enzima citosélica 25-hidroxilasa (CH25H),
adiciona un hidroxilo en la posicidon 25, generando el 3a,7a,12a-trihidroxi-53-colestan-25-
tetraol. Posteriormente, se vuelve a producir una hidroxilacion en el carbono C24, formando
el isdbmero S, que en el siguiente paso de sintesis se oxida generando un carbonilo en la

posicion 24, compuesto denominado 24-oxo-tetraol (Shefer et al., 1976). Por ultimo, se
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produce la ruptura entre los carbonos C24 y C25, generando CA y acetona. En este ultimo
paso se desconoce con exactitud qué enzima lo lleva a cabo, pero se sugiere que puede
ser la CYP27A1, ya que se produce una ruptura y una oxidacion, por lo que estaria

justificada la intervencién de una CYP (Salen et al., 1979).

Se desconoce la contribucién y la importancia de cada ruta a la biosintesis total de
los ABs. Parece ser que la via clasica es la mas importante y que desempefia un papel
principal en humanos. A esta via le sigue la via alternativa, que puede adquirir un papel
fundamental en pacientes con enfermedades hepéticas y durante la vida fetal, ya que se
ha determinado la presencia de acido 3B-hidroxi-5-colenoico, un intermedio de esta ruta,
en el liquido amniético de humanos, lo que sugiere que en el feto maduran antes las
enzimas implicadas en la oxidacién de la cadena lateral que las que acttan sobre el nicleo
(Deleze et al., 1978). También la via alternativa es importante en nifios (Setchell et al.,
1988), ya que contribuye con mayor peso a la sintesis de CDCA. Por ultimo, en las rutas
de Yamasaki y 25-hidroxilacién, se desconoce cudl es su importancia en el aporte total de
ABs, pero parece que la ruta de Yamasaki tiene una gran importancia durante la etapa fetal
y neonatal (Setchell et al., 1988), (Nakagawa and Setchell, 1990).
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Figura 2.8: Esquema de las cuatro principales rutas de sintesis de los &acidos biliares primarios
descritas en el ser humano: ruta de 25-hidroxilacién, ruta clasica o neutra, ruta alternativa o 4cida y
ruta de Yamasaki. Se representan las principales enzimas implicadas y las férmulas estructurales
de los intermediarios con su nombre quimico (IUPAC). CYP7A1: Colesterol 7a-hidroxilasa.
CYP27A1: Esterol 27-hidroxilasa. CYP7B1: 25-hidroxicolesterol 7a-hidroxilasa. HSD3B7: 33-
hidroxi-A5-C27-esteroide oxidorreductasa. CYP8B1: Esterol 12a-hidroxilasa. AKR1D1: A4-3-
oxoesteroide-5B-reductasa. AKR1C4: 3a-hidroxiesteroide deshidrogenasa. CH25H: Colesterol 25-
hidroxilasa. 24H: esterol 24-hidroxilasa desconocida. BAAT: &cido biliar-CoA: aminoacido N-
aciltransferasa (Vaz and Ferdinandusse, 2017).
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Figura 2.9: Reacciones de acortamiento del acido 3a,7a,12a-trihidroxi-56-colestanoico (THCA) por
B-oxidacién durante la sintesis del acido célico (CA) en el peroxisoma. Se representan las principales
enzimas implicadas y las formulas estructurales de los intermediarios. THC: trihidroxicolestanoico.
VLCS: acil-CoA de cadena muy larga sintetasa. BACS: acido biliar-CoA ligasa. ABCD3: proteina
ABC, subfamilia D, miembro 3. AMACR: a-metilacil-CoA racemasa. ACOX2: acil-coA oxidasa 2.
DBP: proteina D-bifuncional. SCPX: proteina transportadora de esteroles X. BAAT: acido biliar-CoA:
aminoacido N-aciltransferasa (Vaz and Ferdinandusse, 2017).
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2.2.3. Circulacién enterohepéatica de los acidos biliares

Una vez realizada la biosintesis de ABs en los hepatocitos, éstos, junto con los que
retornan desde el intestino, son secretados a los canaliculos biliares. La excrecion activa
de los ABs forma parte de la generacion de la bilis en el organismo, que proporciona un
mecanismo natural para la eliminacion de compuestos potencialmente toxicos, tanto de
naturaleza endégena como xenobiodtica, a través de la via hepatobiliar. Esta excrecion se
produce gracias a la accion de bombas especificas pertenecientes a la superfamilia de
proteinas ABC, principalmente a la bomba exportadora de ABs (BSEP, Bile Salt Export
Pump) (Trauner and Boyer, 2003). Por otro lado, también participan en la excrecién biliar
la proteina de resistencia a multiples farmacos 3 (ABCB4, Multidrug-Resistance Protein 3)
en el caso de los fosfolipidos, y el heterodimero ABCG5/ABCGS, para el transporte de
colesterol (Elferink and Groen, 2002), que son claves para la proteccion del sistema biliar
frente a las funciones detergentes de las altas concentraciones de los ABs (Smit et al.,
1993). Asimismo, participan en la secrecion de ABs MRP2 (ABCC2) y ABCG2, también
denominada BCRP; ambas bombas se expresan en la membrana canalicular (apical) de

los hepatocitos y son capaces de transportar ABs, entre otros compuestos.

La bilis se almacena en la vesicula biliar, concentrandose mediante un sistema de
intercambio de agua llegando a estar hasta mil veces mas concentrada. Durante la ingesta
de alimentos, en especial si éstos son ricos en grasa, la vesicula biliar expulsa la bilis
debido a la accién de la hormona intestinal colecistoquinina, liberandola en el lumen
intestinal. Una vez en el duodeno los ABs van a desempefiar sus funciones de emulsion,
facilitando la absorcién de grasas y vitaminas liposolubles de la dieta (Hofmann and Hagey,
2008). En el ileon terminal, la mayoria de los ABs son reabsorbidos por accion de sistemas
transportadores especificos, como el cotransportador activo apical de ABs dependiente de
sodio (ASBT, Apical Sodium-Bile Acid Transporter) y el transportador pasivo de solutos
organicos heterodimérico OSTa/OSTp (Organic Solute Transporters a/), localizado en la
membrana basolateral en contacto con la sangre (Dawson and Karpen, 2015). En el
ileocito, gracias a la proteina citosodlica intestinal de unién a ABs (IBABP, lleal Bile Acid-
Binding Protein) se produce el transporte transcelular entre las dos membranas de los
ileocitos (Gong et al., 1994).

Hay una pequefia fraccion, alrededor del 15% de los ABs, que escapan a la absorcion
en el ileon terminal y continGan el recorrido intestinal hasta llegar al colon. La microbiota
intestinal anaerobia metaboliza los ABs primarios (CA, CDCA, TCA, GCA, TCDCA,
GCDCA), generando los ABs secundarios (Agostino Di Ciaula, 2017). Los ABs secundarios

formados son el &cido desoxicélico (DCA), y el &cido litocdlico (LCA) que carecen de
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hidroxilo en la posicién 7 y provienen del CA y CDCA respectivamente. Los ABs tales como
el TCA o el GCA, pueden sufrir una hidrélisis del enlace amida, por parte de algunas
bacterias, dando como resultado el CA de origen y liberando taurina y glicina. EI CA
producto de dicha hidrdlisis puede sufrir nuevamente la accion bacteriana para formar LCA.
También se forma el UDCA, que posee el hidroxilo de C7 en la posicién en  y que
posteriormente puede sufrir una epimerizacion para formar el CDCA (Figura 2.10). Gracias
a estas transformaciones, tanto los ABs secundarios como los productos de la hidrolisis del
enlace amida aumentan su hidrofobicidad, permitiendo su reabsorcion pasiva (Mekhjian et
al., 1979), siendo aproximadamente el 50% de DCA y una pequefia cantidad de LCA y
UDCA reabsorbidos. La mayoria de LCA se excreta en las heces, y una pequefia cantidad
de LCA que recircula al higado se conjuga rapidamente por sulfatacion y se excreta en la
bilis. Aquellos ABs que no han sido reabsorbidos son eliminados del organismo en las
heces.

Los ABs, una vez en la circulacion sanguinea, se transportan unidos a albumina y
lipoproteinas pasando a las ramas de la vena porta (Kramer, 1995). Los ABs son
reabsorbidos con gran eficacia por la membrana sinusoidal de los hepatocitos de la
circulacion portal, gracias a dos sistemas de transporte: el polipéptido cotransportador del
TCA y Na* (SLC10A1/NTCP, Na*-Taurocholate Cotransporting Polypeptide) que tiene una
especificidad de sustrato limitada a los ABs conjugados, y por sistemas independientes de
sodio, representados por miembros de la familia de polipéptidos transportadores de
aniones organicos (SLC/OATP, Organic Anion-Transporting Polypeptide) (Hagenbuch and
Dawson, 2004), (Slijepcevic and van de Graaf, 2017).

25



Acido 3a,7a,12a0-trihidroxi-53-

Introduccidn

@W

HIGADO COLON

4

HiGADO

colanoico
Acido colico (CA)

o é’ "~ Acido 3a,12a-diihidroxi-5B-colanoico
' Acido desoxicolico (DCA)

%GQGGB’/&GQ%G%GQ“qG 20008

z
&
),

!.;
' 2 o_,0
| % oS
. C
Acido 3a,70-dihidroxi-5B-colanoico ‘) 8
Acido genodesoxicolico (CDCA) : 1
i QE
Acido 3a-hidroxi-5B-colanoico g
Acido litocolico (LCA) 8
Acido 30.,7p-dihidroxi-5B-colanoico %
Acido ursodesoxicolico (UDCA) 4
R= OH,_Acidc_' glicocodlico (QCA) ) g
R=H, Acido glicoquenodesoxicélico O 8
(GCDCA) : L';
i
(;
i
§
% &
L. - 9
R= OH, Acido taurocdlico (TCA) g
R= H, Acido tauroquenodesoxicélico
(TCDCA) | 2
ACIDOS BILIARES PRIMARIOS ACIDOS BILIARES SECUNDARIOS ACIDOS BILIARES TERCIARIOS

Figura 2.10: Los acidos biliares (ABs) primarios pasan al intestino delgado y grueso, y, mediante
intervencién bacteriana, se forman los ABs secundarios. Entre las conversiones mas importantes,
destacan la hidrdlisis de las funciones en la cadena lateral, la deshidrogenacion y/o deshidroxilacién
de C7 y la epimerizacion de los ABs. El acido colico (CA) se convierte en el acido desoxicélico
(DCA). El acido quenodesoxicélico (CDCA) pasa a formar el acido litocélico (LCA). La
deshidrogenacion de C7 de CDCA forma el acido 3a-hidroxi-7-oxo-56-colanoico que vuelve a ser
metabolizado mediante reduccion hepatica o bacteriana a CDCA, formando principalmente el 7a,
pero también se puede formar el 73, denominado acido ursodesoxicdélico (UDCA), que en el higado
es transformado en su epimero 7a. El LCA es toxico para el organismo, por lo que en el higado es
rapidamente sulfoconjugado para aumentar su solubilidad y eliminarlo. Imagen adaptada de
(Agostino Di Ciaula, 2017).

Gracias a este sistema de transportadores, las concentraciones de ABs en sangre
periférica son inferiores a 5 pyM (el rango de normalidad se fija en 10 yM), pudiendo
considerarse a los hepatocitos como factorias productoras de ABs y a los transportadores
especificos hepaticos e intestinales los encargados de mantener un nivel adecuado de ABs
en la circulacién enterohepatica. En términos cuantitativos, la reabsorcion de ABs en el
ileon tiene como resultado una acumulacion de ABs en el organismo de entre 3 a 5 gramos,
denominandola como pool de ABs (Hofmann, 1977). Que ese pool de ABs se mantenga
entre un intervalo en el total de la circulacion enterohepatica requiere la accién conjunta y

coordinada de varias proteinas transportadoras, que se expresan tanto en las membranas
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canalicular y basolateral de los hepatocitos como en las membranas apical y basal de los
ileocitos. Como resultado, a diario solamente perdemos de 50 a 500 mg de ABs, siendo
menos de un 5% del pool total, a pesar de que el ciclo se lleva a cabo unas 6-10 veces al

dia (3-4 veces por comida).

2.2.4. Transportoma de los acidos biliares

Se conoce como transportoma al conjunto de proteinas transportadoras cuya funcion
es llevar a cabo el tréfico de moléculas a través de la membrana plasmética de las células,
alterando la concentracion intracelular de multitud de moléculas, entre las que destacamos
en este apartado a los ABs. El transportoma involucrado en el transporte de ABs es
esencial para las funciones de los hepatocitos y para llevar a cabo la circulacién
enterohepética. Se desarroll6 el concepto de captacion de ABs mediada por transportador
en los hepatocitos cuando se demostré que la absorcion de ABs a través de su membrana
basolateral no era solamente por difusién pasiva, sino que era un proceso dependiente de
sodio mediado por transportadores que sigue una cinética de Michaelis-Menten (Reichen
and Paumgartner, 1976). En este proceso de transporte, juega un papel clave la proteina
NTCP que, no solo transporta ABs a través de la membrana basolateral de los hepatocitos,
sino también estatinas, e incluso esta implicada en el conocimiento de los hepatocitos por
los virus de hepatitis B y D (Jetter and Kullak-Ublick, 2020). Posteriormente se identificaron
transportadores que actuaban de forma independiente de sodio (OATP), y las proteinas de
la superfamilia ABC o “ATP Binding Cassette” que intervienen en la secrecién canalicular
de ABs hacia la bilis que representa el paso limitante en el conjunto de procesos de
transporte de los ABs. A pesar de la existencia de otros sistemas de transporte, tanto NTCP
como las diferentes isoformas de OATP son los responsables de la captacion de ABs, que,
al existir altos niveles ABs conjugados intestinales, promueven la sefializacion de diferentes
vias para la regulacion de sintesis de ABs, modulando la expresion de dichos
transportadores (Slijepcevic et al., 2017) (Figura 2.11). La homeostasis de ABs es
necesaria debido a que elevadas concentraciones de ABs en sangre, bilis, intestino o en
los hepatocitos pueden ser tdxicas induciendo apoptosis, interfiriendo en procesos
biol6gicos como es la regeneracion hepatica, la homeostasis de la glucosa o dando lugar

a procesos de carcinogénesis (Kubitz et al., 2014).
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2.2.4.1. Transportadores de acidos biliares dependientes de sodio

El transportador responsable de la captacién sodio-dependiente de ABs hacia el
interior de los hepatocitos es NTCP. NTCP es un miembro de la familia de transportadores
de solutos SLC10, presente en la membrana basolateral de los hepatocitos que,
empleando el gradiente de sodio generado por Na*-K*-ATPasa, transporta ABs mediante
el cotransporte de dos iones sodio por cada molécula de AB. En el higado, NTCP se
distribuye por igual a lo largo de todos los I6bulos hepéticos, pero se produce la absorcion
de ABs conjugados predominantemente en células periportales, ya que éstas son
expuestas a concentraciones mas elevadas de ABs por su proximidad a la vena porta. En
concreto, NTCP es un transportador que es capaz de interactuar con multiples sustratos,
como esteroides sulfatados, como el 3-sulfato de estrona (Visser et al., 2010), (Bijsmans
et al., 2012). Entre sus multiples sustratos destacan ABs conjugados como el TCA (80%).
No obstante, también es capaz de captar ABs no conjugados como el CA (50%) (Boyer et
al., 1994), el sulfato de deshidroepiandrosterona y el anién organico bromosulfoftaleina
(BSP) (Hagenbuch and Meier, 1996). En una determinacién de la cantidad de captacion
mediada por NTCP, se demostr6 que la captacion de taurocolato adquiria valores que
varian de 5 a 84 uM para NTCP humano y en el intervalo 8-61 uM para roedores (Stieger,
2011).

En cuanto a su estructura, NTCP es una glicoproteina de 349 aminoacidos con un
peso molecular de alrededor de 56 kDa, que adopta una estructura cuaternaria dimérica.
Posee de 7 a 9 dominios transmembrana con conformacién de hélices a, ubicandose el
extremo C-terminal en el citosol del hepatocito mientras que el extremo N-terminal es
extracelular, conteniendo dos glicosilaciones ligadas a N. El extremo C-terminal es esencial
para dirigir a NTCP en la membrana plasmatica basolateral de los hepatocitos, como se
puso de manifiesto en experimentos en rata en los cuales NTCP, carente de extremo C-

terminal, se acumula en el reticulo endoplasmatico (Bijsmans et al., 2012).

Para el transporte de ABs, NTCP cuenta con residuos de cisteina que son capaces
de actuar como sitios de unién, particularmente los residuos 96, 98 y 250, y también posee
bucles extracelulares o loops, de los cuales un tercio de ellos estan cargados
negativamente por la presencia de aminoacidos como acido aspartico y acido glutamico,
que son cruciales para controlar el transporte de sodio, que depende exclusivamente del

potencial (Stieger, 2011).
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Se han realizado numerosos estudios para determinar la importancia de NTCP en el
transporte de ABs, en concreto en ratones en los que existia una inactivacion de
Slcl0al/ntcp generando ratones K.O.; se encontraron elevados niveles de ABs conjugados
en plasma, confirmando un papel primario para NTCP en su aclaramiento hepatico. Sin
embargo, varios de los ratones adultos mostraron niveles de ABs fisiologicos en bilis, lo
que indica que debia de existir una absorcion independiente de NTCP de ABs conjugados

(Slijepcevic et al., 2015), a través de transportadores de ABs independientes de sodio.

A diferencia de lo que ocurren en los hepatocitos, en el intestino los ABs se absorben
en los enterocitos mediante el transportador apical de ABs dependiente de sodio (ASBT;
SLC10A2) (Dawson and Karpen, 2015), por lo que ASBT es el homologo intestinal de
NTCP y es uno de los transportadores mas importantes, ya que permite la absorcion de los
ABs del intestino. Esta proteina esta formada por 348 aminoéacidos, teniendo un peso
molecular de 39 kDa (Hu et al., 2011) y, al igual que NTCP, posee una region N-terminal
extracelular y otra C-terminal orientada al citosol, y 7-9 hélices a transmembrana. El
transporte de ABs mediado por sodio se efectla en una proporcion de 2:1 Na*/ABs.
Asociado a ASBT se encuentra la proteina ileal de union a lipidos o ILBP (lleal Lipid-Binding
Protein), también denominadas IBAP (lleal Bile Acid Protein), que es la principal proteina

de unién a ABs en los enterocitos del ileon (Geyer et al., 2006).

2.2.4.2 Transportadores de &cidos biliares independientes de sodio

Como se ha comentado en el apartado anterior, existe una absorciéon hepética de
ABs mediada por miembros de la familia de OATP que se caracterizan, a diferencia de
NTCP, por ser capaces de llevar cabo la captacion de ABs de forma independiente de
sodio. Estos transportadores se encuentran en la membrana basolateral del hepatocito, y
al igual que NTCP, poseen una gran cantidad de sustratos, como son ABs no conjugados
(CA y el CDCA), bilirrubina, aniones organicos, BSP, agentes de contraste, esteroides

conjugados, diferentes cationes y numerosos farmacos (Kullak-Ublick et al., 2000).

Se han descrito 6 miembros de esta familia de transportadores en humanos (OATP
A-F), siendo las subfamilias de OATP hepaticas mas abundantes que se expresan en altos
niveles en hepatocitos humanos OATP1B1 (SLCO1B1), OATP1B3 (SLCO1B3) y
OATP2B1 (SLCO2B1) (Zair et al., 2008). Estos transportadores actdian bidireccionalmente
y pueden mediar la absorcion de sustancias anfipaticas y anidnicas a cambio de iones
glutation reducido (GSH) o bicarbonato (Kullak-Ublick et al., 2001). Tienen especificidades
de sustrato superpuestas, que son causadas por el alto grado de homologia de

aminoacidos entre ellos. Son capaces de transportar bidireccionalmente aniones organicos
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colefilicos monovalentes, como los ABs no conjugados y conjugados, al igual que aniones
orgénicos divalentes como la BSP, la bilirrubina, y el verde de indocianina (Kullak-Ublick et
al., 1994), ademas de una amplia variedad de sustratos como esteroides conjugados como
el 3-sulfato de estrona, péptidos ciclicos, hormonas tiroideas, sulfato de

deshidroepiandrosterona y una gran cantidad de farmacos (Jetter and Kullak-Ublick, 2020).

Es dificil estimar el papel de cada isoforma OATP in vivo, ya que existe una gran
superposicion de sustrato y los OATPs de roedores no tienen un ortélogo humano directo.
En humanos, la deficiencia de los genes que codifican para OATP1B1 y OATP1B3 provoca
el trastorno congénito denominado sindrome del Rotor, caracterizado por altos niveles de
bilirrubina plasmética conjugada. La evidencia de polimorfismos de OATP en humanos que
afectan a la absorcion endogena de ABs es escasa. Curiosamente, ratones que carecen
de todos los miembros de la familia Oatpla/lb (ratones Knock-out Slcola/lb) muestran
niveles elevados de AB no conjugados de hasta 13 veces superiores en sangre, mientras
que los niveles en bilis de ABs conjugados se mantuvieron, en su mayoria, sin cambios, y
se encontraron resultados similares en ratones Knock-out que solo carecian de Slcolb2
(Slijepcevic and van de Graaf, 2017). Sin embargo, Zhang Y. et al. (Zhang et al., 2011,
Zhang et al., 2013) en estudios realizados en ratones, sugiere que Oatplal y Oatplad

preferiblemente transporta ABs secundarios no conjugados.

2.2.4.3 Proteinas ABC o “ATP-Binding Casette”

La expulsion de ABs hacia el exterior del hepatocito al canaliculo biliar es llevada a
cabo por transportadores que pertenecen a una superfamilia de proteinas con dominios de
union al ATP denominadas proteinas ABC o “ATP-Binding Cassette” (Muller and Jansen,
1997). En nuestra especie, existen 48 genes ABC, clasificados en 7 familias que van de la
ABCA ala ABCG acorde con la homologia de sus secuencias y la organizacion estructural
de los dominios intracelulares que interactian con el ATP o los dominios de unién a

nucleotidos (Locher, 2016). Las distintas bombas ABC descritas a nivel hepatico son:

% BSEP (Bile Salt Export Pump, ABCB11): Es una bomba exportadora de ABs y es
la principal proteina que lleva a cabo la secrecién de ABs monovalentes, ubicada en
la membrana canalicular de los hepatocitos (Kubitz et al.,, 2012). Es capaz de
transportar ABs no conjugados y una gran variedad de ABs conjugados, teniendo
una afinidad en el orden: TCDCA, TCA, &cido taurodesoxicolico, &cido
tauroursodesoxicolico y GCA (Lam et al., 2010). Esta formado por 1321 aminoacidos,

con un peso aproximado de 160 kDa, presentado 1 dominio orientado al citosol y 6
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dominios en su parte extracelular. Cuenta, ademas, con una regién enlazadora de
aproximadamente 75 aminoacidos que interactia con diferentes proteinas para llevar

a cabo la accion secretora (Stieger and Beuers, 2011).

7
0.0

MRPs (Multidrug Resistence-Associated Proteins): MRP es una familia de
proteinas que pertenece a la familia de proteinas de resistencia a farmacos, por su
capacidad de transportar una gran diversidad de compuestos entre los que se
encuentran los ABs, siendo las més destacadas a nivel hepatico las de tipo 1, 2, 3y
4. MRP2 (ABCC2) se expresa en la membrana canalicular (apical) de los hepatocitos
y es capaz de transportar ABs, conjugados de AB sulfatados o glucoronados,
glutation, leucotrienos y bilirrubina, entre otros (Jemnitz et al., 2010). MRP3 (ABCC3)
y MRP4 (ABCC4) se expresan en la membrana basolateral y también son capaces
de transportar ABs (Dawson et al., 2009). Se ha visto que, en situaciones de
colestasis, se sobrexpresan MRP1, 3, y 4 en la membrana basolateral del hepatocito,
pudiendo mediar en la expulsién de ABs al igual que otros aniones organicos hacia

la sangre, evitando asi la acumulacion intracelular en la situacion patolégica.

% BCRP (Breast Cancer Resistance Protein, ABCG2): Es una proteina que se
expresa en la membrana apical del hepatocito. Estd compuesta por 655 aminoacidos
con un peso molecular en torno a 72 kDa. Es capaz de realizar el transporte de una
gran variedad de compuestos esteroides sulfatados y xenobiéticos, ademas de ser

capaz de transportar ABs (Blazquez et al., 2012).

2.2.4.4. Otros transportadores importantes

Ademas de los transportadores anteriores, existen una gran variedad de proteinas
que son capaces de realizar un transporte de ABs y también se expresan en las células de

los tejidos que conforman el sistema enterohepatico:

% OSTa (SLC51A) y OSTB (SLC51B): Estas proteinas heteroméricas de
aproximadamente 352 amino&cidos son capaces de realizar el transporte de ABs de
forma pasiva desde las células intestinales (enterocitos, ileocitos y colonocitos) a la
sangre (Dawson et al., 2009). Son capaces de exportar ABs conjugados con glicina
y no conjugados, ademdas de prostaglandinas, y sulfatos esteroideos. Un estudio
realizado en células transfectadas y en ovocitos de Xenopus, indica que OSTa-OSTR
muestra un transporte bidireccional, por lo que puede mediar en la absorcién o eflujo

de ABs dependiendo del gradiente electroquimico (Ballatori et al., 2005).
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HEPATOCITO

CONDUCTO
BILIAR

+ Enterocito jejuno: OST o/}
i Ileocito: MRP3, MRP2, ASBT, OST o/p;
i Coloncito: MRP3, OST o/f :

_______________________________________________

Figura 2.11: Esquema del transporte de acidos biliares (ABs) a lo largo del intestino y del higado.
En el ileon, se realiza una captacion de ABs conjugados mediada por ASBT. Los ABs son
exportados a través de la membrana basolateral por OSTa/8. Los ABs no conjugados que se
absorben pasivamente en el ileon distal y el colon pueden glucuronidarse y sulfatarse y ser
expulsados a través de la membrana apical por MRP2 o ABCG2 o0 a través de la membrana
basolateral por MRP3. Los ABs absorbidos en el intestino, tanto los primarios como los secundarios,
se transportan de vuelta en la circulacion portal de vuelta al higado, donde son captados por
diferentes transportadores. En la membrana basolateral se encuentra el cotransportador de ABs
acoplado al transporte de sodio (NTCP) y los polipéptidos transportadores de aniones organicos
OATP1B1, OATP1B3 y OATP2B1. La membrana apical presenta un transportador de sales biliares
dependiente de ATP (BSEP), el transportador de aniones organicos MRP2 y ABCG2 que participan
en el transporte activo de AB a la bilis para reiniciar la circulacion enterohepética.

2.2.5. Funciones de los acidos biliares

Los ABs desempefian una gran cantidad de funciones fisiol6gicas (Marin et al., 2015).

Asi, sus funciones en el higado son:

% Generan un flujo biliar dependiente de los ABs: Debido a la secrecion de los ABs a
la luz canalicular, se genera un proceso de filtracion osmético que promueve la

formacion de bilis.

Estimulan la contraccion canalicular: La cual colabora en el bombeo de la bilis hacia

7
0.0

los conductos colectores del sistema biliar.

7
0.0

Inducen la secrecion de lipidos biliares: Principalmente fosfolipidos y colesterol.

32



Introduccidn

% Modulan la biosintesis de colesterol: La sintesis de ABs se produce a partir del

colesterol como molécula precursora.

« Determinan la cantidad de receptores de colesterol en el hepatocito: El flujo de ABs
a través del hepatocito también genera un aumento de expresion de receptores de

membrana para las lipoproteinas de baja densidad (LDL).
Las funciones que poseen los ABs en la bilis:

« Forman micelas mixtas: Que son capaces de transportar sustancias hidrofobicas,

como el colesterol, la bilirrubina y las protoporfirinas.

7
0.0

Actian como moléculas captadoras de Ca?*.

A lo largo de su paso por el intestino:

7
0.0

Emulsionantes: Gracias a la capacidad para formar micelas mixtas, permiten
emulsionar las grasas y las vitaminas liposolubles (A, D, E y K) de la dieta para

favorecer su absorcion.

7
0.0

Activan lipasas intestinales, modulan la actividad de proteasas, la motilidad intestinal,
la colonizacién bacteriana, la secreciébn de hormonas gastrointestinales como la

colecistoquinina e inducen la secrecién de agua y electrolitos (Izukura et al., 1991).

Por otro lado, los ABs tienen un papel importante en la regulacion de la expresion de
genes que codifican proteinas involucradas en su sintesis, metabolismo y transporte. Asi,
actian como moléculas de sefalizacion celular, como ligandos del receptor de AB
acoplado a proteina G (TGR5, G-protein-Coupled Bile Acid Receptor) (Kawamata et al.,
2003), de los receptores nucleares FXR (Farnesoid X Receptor) (Makishima et al., 1999),
(Parks et al., 1999), PXR (Pregnane X Receptor) (Xie et al., 2001) y el receptor de vitamina
D (VDR, Vitamin D Receptor) (Makishima et al., 2002). Ademas, los ABs actian como
factores que participan en el control de las funciones y del metabolismo de las grasas y
azucaresy, por lo tanto, en el metabolismo energético (Lefebvre et al., 2009). También son
capaces de activar la proliferacion de las células estelares hepaticas (Sommerfeld et al.,
2009) y la respuesta inflamatoria mediada por la actuacién de las células de Kupffer
(Miyake et al., 2000).
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2.3. CANCER HEPATICO

El cancer hepéatico es uno de los canceres mas frecuentes, colocandose en la quinta
posicion en frecuencia y la tercera posicién en las causas de mortandad de la poblacién
(Torre et al., 2016). Los tumores hepaticos son mas frecuentes en los hombres que en las
mujeres, pudiéndose dividir en tumores primarios, originados por las propias células
hepaticas, o secundarios, que derivan de metéstasis de tumores en otros 6rganos. Entre
los tumores primarios, el mas comun es el carcinoma hepatocelular (HCC), constituyendo
un 85-90 % del total de todos los canceres primarios del higado. A éste le sigue el
colangiocarcinoma (CCA) (Chedid et al., 2017). Ademas, aunque su frecuencia es baja,
entre el 1 al 4%, se pueden desarrollar tumores mixtos de HCC-CCA, denominados
hepatocolangiocarcinomas, que combinan caracteristicas de ambos tipos de tumor (Gentile
et al., 2020). También existen, asimismo, otras formas raras como el hepatoblastoma, que
afecta a nifios, el hemangioma, el adenoma colangiocelular, el cistadenoma biliar, el

adenoma hepatocelular o el hemangioendotelioma infantil.

2.3.1 Carcinoma hepatocelular
Epidemiologia

El HCC se desarrolla con mayor frecuencia entre las edades de 50 a 60 afios, siendo
mas comun en hombres que en mujeres, con un factor de 2,4 en los hombres respecto a
las mujeres a nivel mundial. En las uUltimas décadas se ha observado un aumento en los
paises desarrollados, incrementandose hasta cuatro veces el nimero de diagndsticos de
HCC en EE.UU. desde 1980 (Ghouri et al., 2017). Este incremento fue especialmente
importante entre los afios 2000 a 2016, en los que se observé un aumento del 43%, que
en términos numéricos se cuantifica en un total de 10,3 muertes por cada 100.000
habitantes (Xu, 2018), observandose un desarrollo de HCC a edades mas tempranas
(Dimitroulis et al., 2017). Sin embargo, la prevalencia del HCC sigue siendo mayor en los
paises de Asia y Africa, destacando un aumento considerable en paises como Japén, Italia

y Francia.
Diagnaostico

El diagndstico de HCC suele producirse en estadios avanzados, debido a que tiene
una evolucién asintomatica en la mayoria de los casos y solo se detecta cuando se
encuentra en un estadio avanzado y el paciente comienza a mostrar sintomas (Llovet et
al., 2008a). Destacan, entre sus sintomas clinicos, malestar general, dolor abdominal,

hepatomegalia, ictericia, pérdida de peso y fiebre.
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Para su diagndstico se suelen emplear técnicas de imagen como son ecografia,
tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética (RM). Ademas de emplear
técnicas de imagen, también se pueden realizar pruebas basadas en la deteccion de
marcadores tumorales como es la alfa-fetoproteina 1 (AFP-1), de lectina AFP (AFP-L3) y
la des-y-carboxiprotrombina (DCP). Sin embargo, la técnica mas eficaz para el diagnéstico
de HCC es una biopsia para realizar un analisis de anatomia patoldgica y determinar la
presencia o sobreexpresién por inmunohistoquimica de HepPar-1, glipican-3, heat shock
protein 70 (HSP70) y glutamina sintasa. Aunque en muchas ocasiones, las biopsias no son
posibles por el delicado estado del paciente (Gomaa et al., 2009).

Tratamiento

La eleccién de tratamiento en pacientes de HCC suele estar determinada en funcion
del estadio del cancer. Para su eleccion, se suelen emplear el sistema de estadificacion
BCLC, “Barcelona Clinic Liver Cancer”, propuesto por el Hospital Clinico de Barcelona
(Bruix et al., 2011). Si el cancer se diagnostica en una etapa temprana, se suele recurrir a
técnicas quirlrgicas de reseccidon tumoral e incluso, trasplante de higado, aunque también
se puede recurrir a la ablacién terminal para eliminar los tumores, si estos tienen un tamafio
pequefo. Sin embargo, cuando el HCC se encuentra en un estado avanzado, o hay
presencia de tumores multifocales, estos tratamientos no son efectivos. Para estas
situaciones, se suele recurrir a tratamiento alternativos como la quimioembolizacion
transarterial (TACE), la radioembolizacion o quimioterapia (Grandhi et al., 2016). Sin
embargo, lo normal es tener en cuenta la evolucién del paciente, por lo que lo habitual es
recurrir a varias de estas técnicas a pesar de que en HCC avanzado la supervivencia es
muy escasa, ya que los pacientes en estados muy avanzados no sobreviven a las cirugias
y la efectividad de los tratamientos mediante quimioterapia es muy escasa debida al

desarrollo de farmacorresistencia (Marin et al., 2020b).

En los ultimos veinte afios se han realizado avances en el campo del tratamiento
farmacologico del HCC, adaptando nuevas estrategias e identificando nuevas dianas
terapéuticas. Uno de los farmacos que se emplean en primera linea de tratamiento es el
sorafenib, un inhibidor multiquinasa de administracion oral (Llovet et al., 2018). Desde la
aparicion del sorafenib, se han desarrollado nuevos farmacos con actividad multiquinasa,
como es el regorafenib, un compuesto que es estructuralmente muy similar al sorafenib,
con la adicién de un sustituyente flaor en la posicion 4 del fenoxifenilo (Bruix et al., 2013)
(Figura 2.12). También, aunque no poseen actividad multiquinasa, se estan desarrollando
terapias basadas en inhibidores del receptor para el factor de crecimiento epidérmico

(EGFR) como erlotinib y lapatinib. Ademas de estos farmacos, se han implementado
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estudios para aplicar farmacos cuya diana farmacolégica son los factores que estan
implicados en la angiogénesis; ejemplos de estos farmacos son el sunitinib, brivanib,
linifanib, vatalanib, TSU-68, cediranib, bevacizumab o ramucirumab. Se encuentran en
estudios preclinicos el selumetinib, un inhibidor competitivo de MEK1/2, el everolimus, un

antagonista de mTOR, y nintedanib, un inhibidor multiquinasa (Daher et al., 2018).
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Figura 2.12: Estructuras del Sorafenib y Regorafenib. Ambas estructuras son muy similares, a
excepcion de la presencia de un atomo de fllor en el anillo central.

2.3.2. Colangiocarcinoma
Epidemiologia

El CCA, después del HCC, es el segundo tipo de cancer hepatico primario mas
frecuente, entre los que se incluye un grupo heterogéneo de tumores derivados de células
de las vias biliares (Banales et al., 2016). Entre las afecciones, supone en torno a un 3%
de las neoplasias gastrointestinales y entre un 10 a un 25% de las neoplasias
hepatobiliares primarias, siendo mas frecuente en mayores de 65 afios (Macias, 2014);
(Banales et al., 2016), situandolo como la neoplasia biliar maligna mas frecuente. El CCA
posee una elevada mortalidad, presentando una esperanza de vida menor a 24 meses tras

su diagndstico.

El CCA es una enfermedad con una baja incidencia, menos de tres casos por cada
100.000 habitantes, pero que ha experimentado un aumento en el nimero de casos en los
ultimos afos, en especial en algunas regiones de América del Sur (Chile) y Asia (Corea del
Sur y Tailandia) (Global Burden of Disease Cancer et al., 2018). En paises como EE. UU.,
su incidencia es menor, en torno a 1 caso por 100.000 habitantes, mientras que en Japon
esta incidencia aumenta hasta 7,3 casos por 10.000. Las diferencias en la prevalencia se
deben a causas basadas en los grupos raciales y étnicos, ya que en EE.UU. los hispanos
y japoneses poseen prevalencias mas elevadas (2,8 - 3,3/100 000) (Pérez Navarro et al.,

2014). Los CCA se pueden clasificar en funcién de la localizacion anatémica en:

/7

% CCA intrahepatico (iCCA): Producido a partir de pequefios conductos biliares en el

higado.
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s CCA extrahepatico (eCCA), que a su vez se divide en dos tipos, ambos producidos
en el epitelio del arbol biliar extrahepatico: CCA perihiliar (pCCA), desarrollado en el
tramo de conductos a la salida del higado; y CCA distal (dCCA), desarrollado en

zonas del conducto biliar mas alejadas del higado.

En el tracto biliar se pueden desarrollar otros dos tipos de cancer: el cancer de

vesicula y los tumores malignos de la ampolla de Vater.
Diagnostico

La inespecificidad de los sintomas del CCA, unido a que se manifiestan en etapas
avanzadas del desarrollo tumoral, hace que actualmente el diagndstico temprano del CCA
siga siendo un reto. La sintomatologia depende de la ubicacion del tumor, incluyendo dolor
abdominal, pérdida de peso y debilidad, ictericia, orina hiperpigmentada (coluria)
relacionada con la obstruccion biliar, prurito y heces de coloracion arcilla (hipocélicas)
(Farhat et al., 2008). Ademas, dependiendo de la localizacion exacta del tumor, el paciente,
puede presentar un cuadro clinico diferente. Por ejemplo, si es dCCa, localizandose el
tumor en el conducto biliar comin o conducto hepatico, en los estadios iniciales se
producird una ictericia, pero si el paciente desarrolla ICCA o pCCA, lo mas habitual es
desarrollar la ictericia en estadios mas tardios. Para el diagnéstico de CCA se suele recurrir
a técnicas de imagen, combinadas con datos bioquimicos e histolégicos. Una vez
diagnosticado, se suelen emplear las técnicas de imagen, como la colangiografia para el
seguimiento de respuesta al tratamiento del CCA (Forner et al., 2019). En cuanto a los
biomarcadores, la bioquimica muestra niveles elevados de CA 19-9, ademas de AFP
negativo y la tinciébn con mucicarmina es positiva. También es habitual recurrira RM y la

colangiopancreatografia por resonancia magnética (Romagnuolo et al., 2003).
Tratamiento

El tratamiento con mayor probabilidad de éxito para el CCA es la reseccién quirurgica,
cuando es posible su realizacion. Desgraciadamente, el prondstico tardio hace que los
pacientes, por lo general, no sean candidatos para realizar una cirugia en el momento de

su diagndstico (Konstadoulakis et al., 2008).

Sin embargo, a pesar de la reseccion quirdrgica, la tasa de supervivencia de los
pacientes es del 33,1 % para dCCA y del 41,6 % para el cdncer de la vesicula biliar
(Miyakawa S et al., 2009), por lo que el pronéstico es desfavorable, incluso a pesar de
realizar trasplantes, debido a la alta recurrencia de este tipo de canceres. Ademas de la
reseccion quirdrgica, se recurre a tratamientos como la quimiorradiacion neoadyuvante,

que, junto a un trasplante hepatico, logra alcanzar tasas de supervivencia sin recurrencia
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de hasta 5 afios en un 68% de los casos para el pCCA (Darwish Murad et al., 2012).
También se ha recurrido a otras terapias, por ejemplo, ablacion por radiofrecuencia,
radioterapia, TACE, o radioterapia intraarterial selectiva. Sin embargo, ninguna de las
anteriores terapias ha demostrado un beneficio claro en la supervivencia de estos

pacientes (Boehm et al., 2015).

Dado que no existe un tratamiento eficaz para el CCA, se recurre a la quimioterapia
como recurso paliativo, a pesar de que su eficacia es baja por la alta refractariedad (Marin
et al., 2018b). Como terapia adyuvante se recurre a 5-fluorouracilo (5-FU) y la gemcitabina
como los farmacos de uso méas comun (Kim et al., 2013). En especial, la administracion de
gemcitabina combinada con cisplatino es el tratamiento mas habitual (Vogel et al., 2014),
variando el compuesto organometalico a oxaliplatino (GEMOX: gemicitabina-oxalilplatino)
cuando el paciente presenta insuficiencia renal (Andre et al., 2008). Como segunda opcion,
en los casos en los que el paciente no responde de forma adecuada a la gemcitabina, se
recurre a fluoropiridinas, del tipo 5-FU (Lamarca et al., 2014) junto con acido folinico y
oxaliplatino (mMFOLFOX). Este segundo tratamiento ha mostrado resultados positivos
aumentando a 24% en la tasa de supervivencia. La combinacion triple de cisplatino,
epirubicina y 5-FU produce una tasa de respuesta del 40 % con un tiempo medio de

supervivencia de 11 meses (Thongprasert, 2005).

Se han realizado ensayos clinicos en fase Il empleando inhibidores de tirosina
quinasas (TKIs), como el sorafenib, pero los ensayos clinicos han puesto de manifiesto un
efecto beneficioso limitado (Luo et al., 2017), no mostrando grandes ventajas respecto a

los tratamientos habituales.

2.4. FARMACOS ANTITUMORALES INHIBIDORES DE
RECEPTORES CON ACTIVIDAD TIROSINA QUINASA

Los receptores de tirosina quinasas (TKRs) son un conjunto de proteinas cuya
funcion es catalizar la transferencia de un grupo fosfato desde una molécula de ATP a un
residuo de tirosina de una proteina. Esta reaccion, denominada fosforilacién, es una
funcion esencial en la transducciéon de sefales para la comunicacion intracelular. Su
actividad en las diferentes proteinas desencadena una cascada de sefializacién que regula
multiples funciones celulares como son el crecimiento celular, diferenciacién, muerte y
diferentes procesos bioquimicos (Wang and Cole, 2014). Una activacion andémala de
dichos receptores conduce a trastornos en el ciclo celular, causando tumorigénesis (Drake

et al., 2014) y se asocia con procesos de metastasis, neovascularizacion tumoral y
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procesos de farmacorresistencia (Knosel et al., 2014). Por lo tanto, los TKRs han sido

objetivo de estudio para el desarrollo de nuevos farmacos antitumorales.

En las ultimas décadas se ha desarrollado la terapia dirigida al cancer, cuyo objetivo
es disminuir los efectos secundarios de la quimioterapia gracias al desarrollo de farmacos
cuya diana son los TKRs, denominados TKI que afectan a las vias moleculares especificas
que sufren un aumento de expresion y actividad en ciertos tipos de cancer (Winkler et al.,
2014). Asi, en 2001, el primer medicamento TKI fue el imatinib, aprobado por la FDA, que
inicid una nueva linea de farmacos antineoplasicos. Desde ese afio, se han aprobado y
lanzado al mercado méas de 20 TKI (Jiao et al., 2018) (Tabla 2.1). Todos estos farmacos
poseen una elevada selectividad, alta eficacia y bajos efectos secundarios para canceres
del tipo leucemia mieloide crénica (CML), cancer de pulmén no microcitico (CPNM) o
carcinoma renal (CCR), comparado con los agentes antineoplasicos citotdxicos
tradicionales (Haznedaroglu, 2014), convirtiéndose en los farmacos elegidos como primera

linea para tratamientos quimioterapéuticos en estos tumores.

Una vez suministrados, los farmacos con actividad TKI acttan inhibiendo los diversos
receptores con actividad tirosina quinasa. Su mecanismo de acciéon se basa en unirse
selectivamente en el TKR al dominio catalitico, compitiendo con el ATP gracias a
semejanzas estructurales (Arora and Scholar, 2005). Muchos de los TKI poseen actividad
multiquinasa, debido a que los TKRs poseen una marcada conservacion evolutiva del
dominio catalitico, por lo que varios TKIs pueden desarrollar un efecto inhibidor sobre una
gran cantidad de TKR, afectando de este modo mdltiples vias de sefializacion. De acuerdo
con las principales dianas de los TKI, se puede realizar una clasificacion en inhibidores de
EGFR, VEGFR, PDGFR, inhibidores de linfoma quinasa anaplasica (ALK) e inhibidores de
Bcer-Abl. Mediante el bloqueo de varias rutas en las que interviene un TKR, se logra la
inhibicién de mecanismos como la reparacién del DNA de las células tumorales, bloqueo
del ciclo celular en fase G1, inducir la apoptosis y bloquear la angiogénesis (Jiao et al.,
2018).

El uso de los TKiIs ha sido extendido para el tratamiento de numerosos canceres,
incluidos los hepéticos, ya que acttan sobre el ciclo celular inhibiendo tanto la proliferacién
del tumor como los procesos angiogénicos del tejido hospedador (Marin et al., 2010). Entre
las ventajas que presentan los TKls cabe destacar que gran parte de ellos son activos por
via oral y presentan un perfil de seguridad que los hace buenos candidatos para ser
combinados con otras formas de quimioterapia o radioterapia. Algunos de ellos han sido
aprobados o estan en fase clinica de ensayo para el tratamiento de HCC y de CCA, como

son el erlotinib y el gefitinib, que han sido ensayados en pacientes con HCC avanzado. De
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entre todos los TKI, el sorafenib parece ser el mas efectivo y con un buen margen de

tolerabilidad (Di Costanzo et al., 2012), aumentando la supervivencia de los pacientes

(Llovet, 2007), lo que en la actualidad lo ha convertido en el tratamiento de eleccién de

terapia de primera linea en el hepatocarcinoma y a su derivado el regorafenib de segunda
linea (Bruix et al., 2017).

Tabla 2.1: Inhibidores de receptores con actividad tirosina quinasa (TKI) comercializados indicando
afio de comercializacién, empresa, diana molecular y cancer en el que se usa como tratamiento.

TKI

Imatinib
Gefitinib

Nilotinib
Sorafenib
Sunitinib
Dasatinib

Lapatinib

Pazopanib
Crizotinib
Ruxolitinib
Vandetanib
Axitinib
Bosutinib
Afatinib
Erlotinib
Ceritinib
Osimertinib
Lenvatinib

Alectinib

Regorafenib

Neratinib

Brigatinib

Afo de
lanzamiento

2001
2003
2004

2005

2006

2006

2007

2009
2011
2011
2011

2012
2012
2013
2013
2014
2015

2015
2015
2017

2017
2017

Compaifiia

Novartis
AstraZeneca

Novartis
Bayer
Pfizer
Bristol-Myers Squibb

GlaxoSmithKline

GlaxoSmithKline
Pfizer
Novartis
AstraZeneca

Pfizer
Wyeth
Boehringer Ingelheim
Roche
Novartis
AstraZeneca

Eisai
Roche

Bayer

Puma

Ariad

Diana
molecular
Abl, PDGFR,
SCFR
EGFR
Bcr-Abl,
PDGFR
Raf, VEGFR,
PDGER
PDGFR,
VEGFR,
Bcer-Abl, SRC,
PDGFR

EGFR

VEGFR,
PDGFR,
FGFR
ALK
JAK1, JAK2
VEGFR,
EGFR
VEGFR
Abl, SRC
EGFR
EGFR
ALK
EGFR

VEGFR

ALK
VEGFR,
EGFR

HER2
ALK

Cancer

CML, GIST
NSCLC
CML

RCC, HCC

GIST, RCC

CML

Cancer de
mama

RCC, STS,
NSCLC

NSCLC
Mielofibrosis

DTC

RCC
CML
NSCLC
NSCLC
NSCLC
NSCLC
HCC, RCC,
DTC
NSCLC
HCC, CRC,
GIST
Cancer de
mama
NSCLC

CML: Leucemia mieloide cronica; GIST Tumores del estroma gastrointestinal; NSCLC: carcinoma
pulmonar no microcitico; RCC: carcinoma de células renales; HCC: Carcinoma hepatocelular; STS
Sarcoma de tejido blando; DTC: Céancer de tiroides
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2.5. MECANISMOS DE FARMACORRESISTENCIA QUE AFECTAN
AL TRANSPORTOMA DE FARMACOS

A pesar de los avances en el desarrollo de nuevos farmacos, la supervivencia en
cancer hepético es escasa, debido al desarrollo de mecanismos de farmacorresistencia
(MPRs) (Marin and Macias, 2021), por parte de las células tumorales. La presencia de
MPRs antes de la administracion al paciente de agentes quimioterapicos (resistencia
primaria) y/o su desarrollo y/o potenciacion durante el tratamiento (resistencia adquirida)
constituyen uno de los principales problemas clinicos en el tratamiento del cancer (Marin
et al., 2018a), (Marin et al., 2020b), (Marin et al.,, 2020a). Por otro lado, pueden
desarrollarse MPRs durante los tratamientos con determinados farmacos induciendo
resistencia frente a otros farmacos, denominandose este proceso como fenotipo de

resistencia a multiples farmacos (MDR).

Los MPRs se han clasificado en 7 grupos (Figura 2.13), que incluyen una reduccion
en la captaciéon del farmaco por las células tumorales (MPR-1a), una potenciacion de los
procesos de expulsion del agente citostatico (MPR-1b), una menor proporcién de
moléculas de farmaco activo en las células tumorales debido a una reduccion en la
activacion de profarmacos o un aumento de la inactivacion de formas activas (MPR-2),
cambios en la expresiéon y/o funcién de las dianas moleculares de los citostaticos (MPR-3),
una mayor capacidad de las células del tumor para reparar el dafio causado por farmacos
que interfieren con su DNA (MPR-4), una disminucién en la expresién y/o funcion de
factores proapoptéticos o el aumento de los genes antiapoptéticos (MPR-5). A estos MPRs
hay que afiadir los cambios en el microambiente tumoral, que pueden proteger al tumor de
la quimioterapia (MPR-6) y el escape del efecto antitumoral por transicién fenotipica en el
conjunto de células de la poblacién tumoral (MPR-7). El cancer hepatico, en especial, es
uno de los canceres que presenta una menor sensibilizacion frente a la quimioterapia
debido al desarrollo de varios mecanismos que contribuyen a la farmacorresistencia (Marin
et al., 2018a), (Marin et al., 2019), (Marin et al., 2020b).
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Figura 2.13: Representacidon esquematica de los mecanismos de farmacorresistencia (MPRS)
también conocidos como mecanismos de quimiorresistencia (MOCs) presentes en una célula
tumoral: reduccion de la concentracion intracelular del agente antitumoral, por una disminucion de
la captacion (MPR-1a) o un aumento de su expulsion (MPR-1b); alteraciones en el metabolismo de
los farmacos, por menor activacion del profarmaco o mayor metabolismo del agente citotoxico
(MPR-2); alteraciones en las dianas moleculares (MPR-3); cambios en el sistema de reparacion del
DNA (MPR-4); desregulacion de las rutas que desencadenan la apoptosis o implicadas en la
supervivencia celular (MPR-5); cambios en el microambiente tumoral (MPR-6) y transicion epitelio-
mesenquimal (EMT) (MPR-7). SLC, “solute carrier protein”; ABC, “ATP-binding cassete”. Imagen
adaptada de (Alonso-Pefia et al., 2019).

2.5.1. Transportadores involucrados en la captacién de farmacos (MPR-1a)

Como se ha comentado, el MPR-1a afecta a los genes que codifican a los
transportadores que intervienen en la captacion de agentes antitumorales (Huang et al.,
2004). Por lo general, los agentes antineoplasicos, y en especial los TKI, ejercen su accion
farmacologica en el interior de la célula, por lo que su captacion es fundamental para que
lleven a cabo su funcion. Por esa razon, el MPR-1a, que afecta a los cambios de expresion

del transportoma, hace que la célula tumoral se insensibilice a los tratamientos.

Los TKIs son farmacos con elevado peso molecular, ademas de poseer en su
estructura numerosos heteroatomos, destacando oxigenos y nitrdgenos, que son capaces
de formar enlaces de hidrégeno, confiriéndoles una baja lipofilia y requiriendo por ello la
participacion de transportadores especificos para efectuar su entrada al interior celular
(Chandra and Brouwer, 2004).
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Uno de los transportadores que juega un papel esencial en MPR-1a son las proteinas
SLC. Dichos transportadores se expresan en multitud de tipos celulares, destacando que
las células hepaticas expresan varias proteinas de esta familia, lo que supone un factor
crucial en la captacién de farmacos y, por consiguiente, la actividad antitumoral que
ejerceran (Okabe et al., 2008). Por desgracia, el desarrollo de MPR-1a por parte de las
células tumorales supone una gran diferencia en la expresién y/o funcion de dichos
transportadores, por lo que las concentraciones de farmaco en el interior celular se veran
afectadas (Kerb et al., 2002). Un ejemplo es el caso del transportador de cationes
organicos-1 (OCT1, SLC22Al1) (Tabla 2.2), habiéndose demostrado en ovocitos de
Xenopus laevis y células de mamiferos con expresion estable de OCT1 que este
transportador estéd implicado en la captacion de sorafenib (Herraez et al., 2013), pero no
regorafenib (Al-Abdulla et al., 2019). Ademas, la pérdida de expresién de OCT1 en la
membrana plasmética de las células tumorales se ha correlacionado con una reduccion de
la supervivencia global en pacientes de HCC tratados con sorafenib (Geier et al., 2017) y
al restaurar la expresion de OCT1 se observa una mayor sensibilidad de las células de
HCC al sorafenib (Al-Abdulla et al., 2019).

Los polipéptidos transportadores de aniones organicos (OATP) (genes SLCO)
pueden estar involucrados en el transporte de TKI empleados en HCC. En particular,
OATP1B1 y OATP1B3 pueden mediar en la captacion de cabozantinib, mientras que
OATP1B1 también puede transportar regorafenib y, probablemente, lenvatinib (Marin et al.,
2020b). Sin embargo, existen estudios que muestran una controversia con especto al
transporte de sorafenib mediado por OATP. Por un lado, hay estudios en células
transfectadas de forma estable que sugieren que sorafenib es un sustrato para
OATP1B1/1B3 (Zimmerman et al., 2013) pero, por otro lado, también hay experimentos
con modelos de ratones transgénicos que expresan OATP1B1/1B3 humanos que
mostraron que estos transportadores sélo tienen un papel en la depuracién de los

metabolitos glucuronidados de sorafenib (Durmus et al., 2016).
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2.5.2. Transportadores involucrados en el eflujo de farmacos (MPR-1b)

Las proteinas transportadoras que mayormente estan involucradas en este MPR son
las pertenecientes a la superfamilia de proteinas ABC. Las bombas ABC actian como
transportadores activos primarios, empleando como fuerza impulsora la hidrélisis de ATP,
lo que dificultan el éxito de los regimenes farmacolégicos, impidiendo que se alcancen

concentraciones terapéuticas en el interior de la célula tumoral.

Las proteinas ABC son las principales proteinas involucradas en MDR, ya que
pueden transportar una amplia variedad de farmacos contra el cancer, en especial TKIs
(Tabla 2.2).

MDR1 (ABCB1), también conocida como glicoproteina P, se ha asociado con una
supervivencia media reducida en HCC (Gao et al., 2015). Es una de las bombas ABCs mas
estudiadas en el MPR-1b debido a que puede transportar una gran variedad de farmacos
antitumorales (Marin et al., 2009). Entre los sustratos de MDR1 se encuentran sorafenib
(Hu et al., 2009) y regorafenib. Ademas, la inhibiciébn farmacolégica de MDR1 aumenta
moderadamente la concentracion plasméatica de lenvatinib, sugiriendo un posible papel en

el transporte de este farmaco (Shumaker et al., 2014).

Las proteinas MRP se encuentran entre los transportadores mas importantes en la
refractariedad de los tumores humanos, como son MRP1 (ABCC1), MRP2 (ABCC2), MRP3
(ABCC3) y MRP4 (ABCC4), que contribuyen al fenotipo MDR en HCC (Nies et al., 2001).
Se ha establecido una clara relacion entre MRP1 y la resistencia a muchos agentes
antineoplasicos, como la doxorubicina y la vincristina, segun estudios in vitro realizados en
cultivos celulares (Grant et al., 1994). MRP2 tiene una elevada expresion en la membrana
canalicular de los hepatocitos y juega un papel importante en la resistencia a derivados de
platino, ya que puede reducir las concentraciones intracelulares del cisplatino (Cui et al.,
1999). Esta proteina se encuentra en niveles elevados en HCC, donde su expresion
presenta una relacion inversa con el éxito del tratamiento con cisplatino (Korita et al., 2010).
MRP2 participa también en el transporte de TKIs como son el sorafenib, regorafenib,
cabozantinib, y probablemente lenvatinib (Marin et al., 2020b). En CCA, se ha demostrado
gue una elevada expresion de MRP3, empleando estudios en cultivos celulares, se
relaciona con resistencia a etopdsido, doxorubicina y pararubicina (Marin et al., 2018b), y
MRP3 se ha asociado con una disminucion de sensibilidad de las células del HCC al
sorafenib (Tomonari et al., 2016). Por ultimo, se ha demostrado que MRP4 esta involucrado
en el transporte de diferentes farmacos antitumorales como las antraciclinas, analogos de

purina, metotrexato o camptotecinas (Marin et al., 2009).
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Curiosamente, varios TKI pueden inhibir la actividad y expresion de bombas ABC, lo
que conduce a un aumento en la sensibilidad, por lo que este hecho abre una nueva opcion
terapéutica para los TKls como quimiosensibilizadores en HCC (Beretta et al., 2017). Este
hecho afecta por ejemplo al sorafenib, que disminuye la expresién de ABCB1 y ABCC2 en
el HCC, probablemente a través de la inhibicion de las vias de supervivencia. Ademas, la
expresion reducida de BCRP por el tratamiento de células de HCC con TKI, como gefitinib,

aumenta su sensibilidad al sorafenib.

Por otro lado, la presencia de variantes genéticas de estas proteinas afecta
notablemente la respuesta farmacologica del HCC. Por lo tanto, los pacientes con HCC
que son heterocigotos para las variantes rs1045642 en ABCB1, y rs2231137 y rs2231142
en ABCG2, tienen menor concentracion plasmatica de sorafenib y presentan una mejor

evolucion clinica (Marin et al., 2020b).

Tabla 2.1: Mecanismo de farmacorresistencia para el MPR-1a y MPR-1b en el sorafenib, farmaco
empleado clinicamente para el tratamiento de HCC. Tabla adaptada de (Marin et al., 2020b).

proteina Cambio Consecuencia
ocT Disminucion de Reduccion de la
expresion supervivencia
Disminucion de la
MPR-1a OCT Mutacién actividad en estudios
in vitro
SLC46A3 D|sm|nu0|_qn de Reducm_on de_ la
expresion supervivencia
BCRP Aument(_),de Reducm_on de_ la
expresion supervivencia
MDR1 Aument(.)'de Reducm_on dg la
MPR-1b expresion supervivencia
MDR1 rs1045642 Mejor pronéstico
Aumento de Disminucion de la
MRP3 g sensibilidad al farmaco
expresion

en estudios celulares
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2.6. VECTORIZACION DE FARMACOS EMPLEANDO ABs COMO
LANZADERAS MOLECULARES

Los ABs son moléculas que poseen un caracter hepatotrépico, gracias a los
transportadores especificos presentes en el circuito enterohepatico, por lo que su
transporte involucra casi exclusivamente al higado y al intestino. Este hepatotropismo los
convierte en excelentes moléculas para ser empleadas como lanzaderas de farmacos
dirigidos a tejidos diana, mejorando su biodisponibilidad y su estabilidad metabdlica
(Kramer and Wess, 1996). Por otro lado, también se facilita la eliminacion biliar de dichos
farmacos, evitando que se produzca una acumulacién a largo plazo que pueda producir
efectos secundarios en células sanas. El disefio de nuevas moléculas, enfocadas en el
acoplamiento de una molécula con actividad biol6gica demostrada a un sustrato natural,
es lo que se denomina "Mimetismo de sustrato” (Zhang et al., 2002). Ha sido utilizado en
aplicaciones farmacolégicas usando ABs como agentes vectorizantes.

2.6.1. Moléculas conjugadas con acidos biliares

Debido a la estructura que poseen los ABs, se pueden considerar como bloques muy
versatiles para la sintesis de una gran cantidad de compuestos. En la naturaleza
encontramos numerosos ABs con diferentes funciones quimicas, por lo que se pueden unir
sustancias farmacoldgicas en diferentes posiciones del esqueleto esteroideo o de la
cadena lateral, definiendo una gran cantidad de derivados farmacol6gicos. Por otro lado,
también se pueden emplear diferentes tipos de enlaces quimicos, longitud de
espaciadores, estereoquimica y/o polaridad para realizar el acoplamiento de los farmacos,

por lo que aumenta aun mas la cantidad de posibilidades (Figura 2.14).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, para la sintesis de derivados de ABs
generalmente se emplean dos estrategias diferentes: por un lado, se unen las moléculas
de interés bioldgico directamente al esqueleto esteroideo mediante los grupos hidroxilos,
que se encuentran en las posiciones 3, 7 0 12, y, por otro lado, existe la posibilidad de de
unir la molécula activa a la cadena lateral, empleando el acido carboxilico como grupo
reactivo, pudiendo realizar en todos los grupos funcionales reacciones del tipo
esterificacion, amidacion, reduccion, formacion de anhidridos y, formaciéon de aminas
(Sievanen, 2007) (Figura 2.14).
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X=OH en a, B, esterificacion, reduccidn, amidacién, espaciador, farmaco
Y= OH, esterificacion, amidacién, reduccion, espaciador, fdrmaco

Figura 2.14: Estructuras de derivados de ABs y las posibles modificaciones que se pueden realizar
mediante unién directa del farmaco o mediante modificacién quimica, incluyendo la adiciéon de un
espaciador en las posiciones C3, C7, C12 o0 C24.

En este sentido, se han sintetizado una gran cantidad de compuestos derivados de
ABs unidos a aminoacidos, péptidos, heparina, insulina, farmacos antivirales y
antitumorales (Figura 2.15), para el tratamiento de diversas patologias del circuito
enterohepético y/o para aumentar su absorcion transepitelial en estos tejidos. Kramer y
Wess son algunos de los primeros autores que han sintetizado compuestos vectorizados
de este tipo, como por ejemplo un derivado con capacidad alquilante como es el
clorambucilo, asi como inhibidores de la biosintesis de colesterol, HR780 y lovastatina,
empleando el w-aminoalcoxi como espaciador en la posicibn Cs-f. También se han
obtenido derivados de oxaprolilpéptidos empleando, una esterificacion con el acido 3p-(5-
aminopentoxi)-7a, 12a-dihidroxi-5@-colan-24-oico (Sievanen, 2007). Asimismo, se han
sintetizado derivados de ABs con péptidos, lo que aumenta la biodisponibilidad oral, y la
permeabilidad a la membrana celular (Kramer and Wess, 1996). Otro ejemplo de derivados
de ABs con actividad farmacol6gica lo encontramos en la formacion de un analogo de CA
con cosalano, farmaco empleado para el tratamiento contra el VIH. En este caso, se recurre
a la funcionalizacién en la cadena lateral y posterior formacion de un derivado de alqueno.
En este caso, se comprobé que el compuesto poseia una absorcién mayor por via oral que
el agente farmacolégico de partida, aunque perdié efectividad antiviral (Arunachalam
Kannan, 2001). Baht et al. realiz6 un estudio para evaluar como afectaria al transporte de
moléculas vectorizadas mediante la modificacion del esqueleto esteroideo afadiendo
anillos de pirazol en las posiciones C2-C3 (Bhat et al., 2005). Los pirazol-derivados de ABs,
junto con un farmaco, como el naproxeno, mostraron mejor afinidad con NTCP respecto a
ASBT, concluyendo que los derivados con un heterociclo en las posiciones C2-C3 pueden
actuar como sustratos para los sistemas de transporte de Bas sodio-dependientes,

pudiendo ser utilizados como vehiculos para vectorizar farmacos.

47



Introduccidn

Figura 2.15: Moléculas con actividad farmacoldgica unidas a derivados de ABs en diferentes
posiciones y empleando en algunas ocasiones un elemento que sirve de espaciador. En verde se
remarca el AB, en amarillo los diferentes grupos espaciadores y en azul la molécula con
caracteristicas farmacologicas.

Siguiendo esta linea de derivados de AB, encontramos los BAMET, compuestos
formados por la unién de un AB a derivados del cisplatino (Criado et al., 1997b). Los
BAMET son considerados compuestos del campo de la bioinorganica, ya que estan
formados por la unién de un AB, que le confiere propiedades organotropicas, y un metal de
transicion, que le confiere capacidad citostatica (Marin et al., 1998), haciendo que puedan
interaccionar con el DNA, formando aductos que bloquean la proliferacion de células
tumorales. También son capaces de interaccionar con el DNA del virus de la hepatitis B,
inhibiendo su ciclo vital y reduciendo por tanto la carga viral en las células hepaticas
(Romero et al., 2002).

Dentro de toda esta familia de compuestos, destaca el cabeza de serie BAMET-R2,
producto entre la reaccion de GCA con cisplatino mediante unién por enlaces de
coordinacion del &cido carboxilico al platino (Criado et al., 1997a). A partir de este
compuesto cabeza de serie, se desarrollaron el BAMET-D3, constituido por una
poliamiamida al GCA y el BAMET-UD2, formado por la union de dos moléculas de UDCA
al cisplatino mediante enlaces de coordinacion a través de los electrones no compartidos

de los oxigenos y los d vacios orbitales del metal.

Tanto el BAMET-R2 como el BAMET-UD2 han demostrado, in vitro e in vivo, que
poseen propiedades antitumorales y antivirales. El Pt (1) mantiene su actividad citotoxica,
(Marin et al., 1998) interaccionando con el DNA, y el AB conserva las propiedades
organotrépicas (Larena et al., 2001). Otra propiedad que conservan los ABs en estos

derivados es la de formacién de liposomas, debido a sus propiedades anfipaticas, lo que
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ha permitido la inclusion de los BAMET en estas estructuras, mejorando su efectividad en
células tumorales resistentes (Briz et al., 2000) (Figura 2.16). Los BAMET han supuesto un
punto de partida en el disefio de nuevos farmacos acoplados a AB, en los que en un
principio se introducia un enlace éster entre el esteroide y el farmaco de platino, que
garantiza la liberacién del agente citostatico similar al cisplatino. Sin embargo, actualmente
se siguen investigando las diferentes propiedades de derivados de ABs unidos a cis-platino
por diferentes funciones y/o espaciadores, variando estos entre éster o amidas para

estudiar sus diferentes caracteristicas (Seroka et al., 2020).

A
E NH,
] TNH,

HO
HO
HO
BAMET-R2 BAMET-UD2
OH
C D

HO

Figura 2.16: Compuestos derivados de estructuras esteroideas junto con cis-platino. (A): Derivado
del GCA; (B): Derivado con dos moléculas de UDCA. (C) y (D): Derivados del colesterol.

La conjugacion de ABs con metales de transicién ha sido desarrollada con éxito para
utilizarlos como agentes de contraste en RM, empleando gadolinio (Ill). Estos derivados de
ABs de segunda generacion constan de la conjugacion del CA a través del grupo OH en
3a con el gadolinio (lll), mostrando un transporte a través de NTCP, lo que podria permitir

el diagndstico directo de enfermedades hepaticas, como el HCC (Anelli et al., 2004).

También se han sintetizados derivados de ABs con el propésito de ser utilizados
como marcadores para el estudio de sus cinéticas de transporte in vivo y de sublocalizacién
celular. Encontramos derivados de ABs unidos a is6topos radiactivos y a moléculas
fluorescentes como son el acido [**C]-taurosulfolitocélico, el acido [®F]-fluorocélico, la
colilglicilamidofluoresceina, el colato de nitrobenzoxadiazolil-lisina o el colato de dansilo
(Holzinger et al., 1997) (Figura 2.17). Sin embargo, debido a las limitaciones en la
deteccidn, su utilidad est4 muy restringida a investigaciones in vitro e in vivo en laboratorio.
En la préctica clinica actual, para el diagndstico de enfermedades hepatobiliares en el

paciente se utiliza la RM con gadoxetato y colescintigrafia con derivados del &cido
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diiminodiacético (Van Beers et al., 2015). A pesar de los avances en el desarrollo de sondas
esteroideas u otros agentes de contraste, es necesario ampliar el banco de moléculas
marcadoras con el objetivo de poder dar versatilidad a herramientas en estudios
multiparamétricos como colocalizacién subcelular en microscopia de fluorescencia y
confocal, citometria de flujo, ensayos de inmunofluorescencia in vivo y diagndstico de alta

resolucion.
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Figura 2.17: Estructuras de &cidos biliares unidos a moléculas fluorescentes. (A): Acido célico unido
a la fluoresceina mediante un enlace amida. (B): Acido ursodesoxicélico unido a una molécula de
nitrobenzoxadiazolil mediante un enlace amida.

2.7. REACCIONES DE CICLOADICION 1,3-DIPOLAR

Las reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar constituyen un recurso sintético para la
formacion de heterociclos de cinco miembros. Se basan en la reaccion entre un dipolaréfilo
y un 1,3-dipolo, obteniendo como resultado una gran variedad de moléculas en las que
puede variar la regio y estereoselectividad, asi como la posibilidad de realizar diferentes
transformaciones de los cicloaductos. Estas reacciones se engloban dentro del grupo de
las denominadas reacciones click, cuyo concepto, Click Chemistry, fue introducido por el
guimico K. Barry Sharpless en el afio 2001. Las caracteristicas de las reacciones click
incluyen una elevada selectividad, simplicidad, rapidez, facil purificacién de los productos,
versatilidad, regioselectividad, también son reacciones muy robustas que suelen ser
insensibles al oxigeno y permiten el uso de disolventes como el agua (Kolb et al., 2001). El
desarrollo de las reacciones click fue resultado de la observacién directa de los procesos
bioquimicos de formaciéon de una amplisima cantidad de biomoléculas a partir de unos
escasos monémeros como, por ejemplo, la formacion de proteinas a partir de unos pocos
aminoacidos o el DNA a partir de los acidos desoxirribonucleicos. Sharpless propuso el
desarrollo de nuevas técnicas para la sintesis de nuevos farmacos, para crear grandes
bibliotecas al combinar facilmente los bloques de construccién disponibles a través de

reacciones click (Hein et al., 2008).
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El concepto de reaccion click se puede considerar, no tanto como una disciplina
cientifica, sino mas bien como una filosofia aplicada a la sintesis organica que usa como
modelo la quimica combinatoria que lleva a cabo la naturaleza. Dicha quimica, permite la
creacion de compuestos mediante la formacion de enlaces C-C o C-heteroatomo siendo
estas reacciones muy tolerantes a la variacién de las caracteristicas fisico-quimicas de los
reactivos. La gran variedad de reacciones que pueden encuadrarse como reacciones click

se pueden clasificar en cuatro grandes bloques (Hein et al., 2008):

7

* Reacciones de cicloadicion 1,3-dipolares [3+2], cicloadiciones [4+2] como las hetero
Diels-Alder.

7
0.0

Reacciones de sustitucion nucleofilica o de apertura de anillo, en las que intervienen
electrdfilos heterociclicos como pueden ser epoxidos, aziridinas, iones aziridinio e

iones episulfonio.

7
0.0

Reacciones en las que estan involucrados grupos carbonilos no catalogadas como

alddlicas, como son la formacién de oximas, heterociclos aromaticos o hidrazonas.

7
0.0

Reacciones de adicién a dobles o triples enlaces C-C, como son adiciones de
haluros, nitrosilo y sulfonilo, epoxidaciones, dihidroxilacion, aziridinacion y algunos

tipos de reaccion de Michael.

En el caso de las reacciones de cicloadicién 1,3-dipolar en las que estén involucrados
un alquino terminal y una azida, es posible tener control sobre la regioselectividad mediante
el uso de catalizadores de cobre o rutenio. Dicho hallazgo supuso una revolucién por su
aplicabilidad en ciencias biomédicas, incluso en la ciencia de los materiales (Kolb and
Sharpless, 2003) (Meldal et al., 2010). A continuacion, se han recogido las aplicaciones de
catalizadores de cobre () para la obtencién especifica de un regioisémero en la obtencién

de derivados de ABs con moléculas farmacol6gicamente activas.
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2.7.1. Cicloadicion de Huisgen

Entre las reacciones de cicloadicion [3+2] de compuestos 1,3-dipolares destacan
aguellas en las que estan involucrados sustratos alquino y azida, dando como resultado
heterociclos aromaticos de 5 miembros, en concreto 1,2,3-triazoles. El proceso de
cicloadicion estd termodinamicamente favorecido hacia la formacién del heterociclo y se
nombra como reaccién de Huisgen, en honor a que fue quién las impulsé en 1960. El
proceso de formacion del producto heterociclico requiere una elevada temperatura, debido
a la elevada energia de activacion, junto con tiempos prolongados de hasta 60 horas.
Ademas, en las condiciones térmicas de reaccibn no se lograba obtener una
regioselectividad adecuada, por lo que se formaban los regioisomeros 1,4 y 1,5-
disustituidos; consiguiendo escasos avances en regioisomeria mediante el uso de
acetilenos o azidas deficientes en electrones, favoreciendo el isémero 1,4 o el 1,5
respectivamente, o mediante la inclusiobn de macrociclos como resorcinarenos o

cucurbiturilos.

El valor practico de estas reacciones radicaba en la relativa facilidad de
funcionalizacion de diferentes compuestos para la incorporacién de alquinos y azidas para
su posterior cicloadicion, junto con la estabilidad de dichas funcionalidades, pudiendo
coexistir con una elevada variedad de grupos funcionales dentro de la misma molécula y
siendo inertes en presencia de oxigeno o agua. Sin embargo, entre los inconvenientes de
estas reacciones, destacaban la cinética lenta de reaccion, que era la responsable de las
elevadas temperaturas necesarias para que la reaccion tuviera lugar. Otra desventaja
podria ser, la descomposicién espontanea de las azidas, que esta termodinAmicamente
favorecida, aunque posee una cinética lenta, por lo que las azidas tienen un tiempo de vida
prolongado, y, en especial las alifaticas. La revolucién en la reaccion de Huisgen llegé con
el descubrimiento, descrito por Meldal (Tornoe et al., 2002), y por Sharpless (Rostovtsev
et al., 2002)de modo independiente, del proceso catalizado por cobre (1), entrando a formar
parte de las reacciones click, (Figura 2.18), el cual da lugar a una absoluta regioselectividad
hacia el isobmero 1,4-disustituido; ademas de aumentar la velocidad de la reaccién en un

factor de hasta 107, permitiendo que se lleve a cabo a temperatura ambiente.
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Figura 2.18: Cicloadicion de Huisgen entre una azida y un derivado acetilénico con y sin catalizador
de Cu (I).

Sharpless describié el uso de sulfato de cobre (ll) pentahidratado como especie
generadora del catalizador, empleando ascorbato de sodio como reductor del cobre (1) a
cobre (l), obteniendo asi la especie catalitica y llevando a cabo las recciones en disolventes
acuosos. Este nuevo avance proporciona una mejora ya que, al ser una reaccion
exotérmica, el agua, debido a su alto calor especifico, sirve como refrigerante. La obtencion
de 1,2,3-triazoles en este tipo de reacciones catalizadas por cobre posee una serie de
ventajas que las convierte en reacciones idéneas para la sintesis de nuevas moléculas con
actividad biolégica. El anillo de 1,2,3-triazol es un heterociclo aromatico que es inerte frente
a agentes oxidantes o reductores; a esta caracteristica, hay que sumarle la alta
especificidad de la reaccién junto con la biocompatibilidad de los reactivos y la relativa
sencillez de purificacién entre los reactivos y el producto de la reaccion mediante técnicas
de precipitacién y lavado. Quizas, el inconveniente de estas reacciones catalizadas por
cobre es que se reduce el nimero de reactivos candidatos a la cicloadicion, puesto que la
regioselectividad se obtiene entre alquinos terminales y alquil o aril azidas, no

observandose regioselectividad con alquinos no terminales (Rostovtsev et al., 2002).

El mecanismo de la cicloadicion de Huisgen catalizada por cobre (I) transcurre a
través de un ciclo catalitico (Figura 2.19) que consta de las siguientes etapas (Liyuan Liang,
2011):

% Formacion de un acetiluro de cobre: La formacion de esta especie es debido al
establecimiento de un enlace de coordinacién entre los electrones 1 del alquino y el
atomo de cobre (I). Existen variantes en las condiciones de la reaccion en las que
una base sustrae el proton terminal del acetileno, favoreciendo la coordinacion entre

los electrones no enlazantes del carbono terminal y el cobre.
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¢ Coordinacion de la azida: La azida se comporta como un ligando débil o-donador,

uniéndose al atomo de cobre.

< Adicién nucledfila: Del atomo de carbono no terminal del acetileno al nitrégeno

terminal de la azida, formando un metalaciclo.

« Proceso de contraccién del anillo: Este proceso espontaneo da lugar a un 3-triazol
complejo de cobre. Este intermedio ha podido ser estudiado gracias a su aislamiento
con el uso de ligandos auxiliares voluminosos que permiten su estabilizacion por

efectos estéricos.

7
0.0

Por dltimo, se produce una protonacién liberando el triazol y regenerandose el

catalizador.
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Figura 2.19: Mecanismo de la reaccion click catalizada por cobre (1).

Mediante el estudio de este mecanismo de reaccion se comprende que la
regioselectividad se encuentra limitada a alquinos terminales, mediante la formacion del
acetiluro de cobre en el primer paso del mecanismo. Por otro lado, la reaccién transcurre
debido a la interaccién entre el orbital LUMO del dipolo y el HOMO del dipolardfilo, por lo

que se encuadra en una cicloadicién con demanda electrénica inversa.

El'ion cobre (I) que actia como catalizador en la reaccién de Huisgen es el ion menos
estable entre los tres estados de valencia que puede tener el cobre (0, +1y +2), pudiéndose
oxidar espontaneamente con el oxigeno a Cu?* o dismutar a Cu® y Cu?*. Debido a la poca
estabilidad del ion que cataliza la cicloadicién, se han disefiado diferentes métodos para
obtener el ion necesario. El método estdndar es el empleo de una sal de cobre(ll) como el
CuS04 o Cu(CHsCOO),, obteniendo la especie reducida gracias al uso de un agente

reductor como es el ascorbato de sodio.

54



Introduccidn

Otro método habitual es la oxidacion de cobre metalico, afladido en virutas, con un
oxidante suave o comproporcionacion del sistema Cu®Cu?*. Por Ultimo, actualmente se
han disefiado sales de cobre(l) como son Cul, CuOTf, [Cu(NCMe)4]* que se afiaden

directamente al medio de reaccion.

Sin embargo, la oxidacién del Cul* a Cu?* es espontanea en presencia de oxigenoy
este Ultimo es inactivo en la cicloadicion, mediando en reacciones competitivas de tipo
Glaser-Hay o de Eglinton, con la formacion de diinos. Por lo tanto, el empleo de reductores
como el ascorbato de sodio es esencial para que la presencia de cobre (I) sea continua en

el medio de reaccion.

Respecto a la adicion de ligandos para el cobre, aunque no es imprescindible su
presencia para que se lleve a cabo la reaccion, si que se ha observado un aumento en la
velocidad de la reaccion, favoreciendo la solubilidad y la cinética y disminuyendo los
tiempos significativamente. Este fendmeno es debido a que los ligandos favorecen la
estabilizacion del estado de oxidacion del cobre (1), inhibiendo posibles acoplamientos de
alquinos terminales del tipo Ullman o Cadiot-Chodkiewicz en los que interviene el cobre (I1)
(Chan et al., 2004). También se ha estudiado que la formaciéon de complejos de cobre
reduce la formacién de agregados polinucleares de los diferentes reactivos, que son los
responsables de inhibir la catdlisis por impedimento estérico de union entre la azida y el
cobre. La sintesis de nuevos agentes que actien como ligando ha supuesto un avance en
este campo de investigacion en los ultimos afios, siendo los ligandos N-donadores los que
ofrecen una mayor eficacia en los sistemas cataliticos, en especial los ligandos
polidentados con la presencia de distintos heterociclos nitrogenados, aminas terciarias y
distintos derivados de bipiridina y/o fenantrolinas (Presolski et al., 2010) (Figura 2.20). Por
otro lado, también se han descrito ligandos fosforados (Campbell-Verduyn et al., 2009) y

carbenos N-heterociclicos (Nakamura et al., 2011).
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Figura 2.20: Estructuras de ligandos para reacciones de cicloadicion entre azidas y alquinos
catalizadas por Cu (). 1-3: Ligandos basados en los grupos triazol 1,4-disustituido (rojo),
bencimidazol (negro) y piridina (azul) (Presolski et al., 2010). 4: Ligando fosforado (Campbell-
Verduyn et al., 2009). 5: Ligando carbeno N-heterociclico (Nakamura et al., 2011).

Debido a la gran versatilidad de las reacciones click, también se han desarrollado
ligandos con centros quirales que son capaces de afadir cierto grado de
enantioselectividad a la reaccion. En este aspecto, se ha descrito la accion de diferentes
ligandos quirales, obteniendo resultados moderados de enantioselectividad en la
resolucion racémica de ciertas reacciones al emplear ligandos Pybox, que son capaces de
resolver cinéticamente azidas quirales (Jun Cai Meng, 2005). Gracias al desarrollo de
nuevos ligandos quirales, se ha conseguido la sintesis enantioselectiva de numerosos
compuestos triazélicos, denominados triazoles a-N-quirales (Alexander et al., 2019) (Figura
2.21) constituyendo moléculas estimulantes del sistema inmune, antiagregantes e

inhibidores de captesina S.
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Figura 2.21: (A): Resolucion cinética de azidas quirales desarrollada mediante ligandos quirales
para el cobre (l); (B): Compuestos bioactivos con triazoles a-N-quirales. Figura adaptada de
(Alexander et al., 2019).

2.7.2. Reacciones click en la preparacion de derivados de acidos biliares

Los ABs son moléculas muy atractivas para la sintesis de nuevos farmacos, debido
a sus propiedades quimicas como son el esqueleto esteroideo rigido y curvo y por la
presencia de diferentes grupos hidroxilo que, junto con el esqueleto carbonado y el grupo
carboxilato, les confiere propiedades anfipaticas que los convierten en tensioactivos
biolégicos con multiples funciones fisioldgicas. Por todas estas caracteristicas quimicas,
los ABs juegan un papel importante en la quimica supramolecular y farmacologia,
empledndose como bloques de construccion para el disefio y sintesis de nuevas moléculas

con actividad farmacoldégica.
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Debido a la gran versatilidad de la quimica click, las reacciones de cicloadicion 1,3
dipolares entre azidas y acetilenos han sido un gran recurso para el disefio de nuevos
derivados de ABs. Las reacciones click se pueden llevar a cabo en varios disolventes,
incluyendo agua, son métodos eficientes y selectivos para la sintesis de triazoles en
presencia de otros grupos funcionales; ademas, los triazoles son heterociclos muy estables
y resistentes a la hidrdlisis en el medio biolégico, en presencia de reductores y condiciones
oxidantes. Otra de las caracteristicas de los triazoles es su capacidad para actuar como
aceptores de enlaces de hidrégeno e interacciones dipolo, ademas de imitar
topologicamente las caracteristicas electronicas del enlace amida, por lo que han sido
empleados para el disefio de peptidomiméticos. Debido a todas estas propiedades, en los
ultimos afios ha habido un auge en la sintesis de derivados de ABs empleando la quimica
click como recurso. Ademas, se pueden encontrar muchas aplicaciones en quimica que

incluyen, por ejemplo, descubrimiento de farmacos o ciencia de los materiales, entre otras.

En bibliografia encontramos varios ejemplos de estos sistemas click AB-molécula,
empleando diferentes recursos sintéticos, por lo que, en funcién de las diferentes
propiedades y criterios de sintesis, se puede funcionalizar el AB tanto con una azida como
con un acetileno, aprovechando los diferentes grupos funcionales que ofrece la molécula.
Sokolova et al. disefiaron y sintetizaron derivados de ABs mediante esterificacion en los
carbonos C3, C7, C12y en la cadena lateral mediante diferentes derivados alquino (Figura
2.22) (Sokolova et al.,, 2011). Posteriormente llevaron a cabo la reaccién click con
azidopéptidos, creando una gran bateria de triazoles con ABs que pueden jugar un papel
importante tanto en bioquimica y quimica medicinal, como en quimica de coordinacion y
quimica supramolecular. Esta aplicabilidad es debida a la gran cantidad de dadores y
aceptores de enlaces de hidrégeno, que pueden actuar como estructuras tipo "pinza", asi
como a la gran cantidad de heteroatomos con pares de electrones libres que pueden
enfocarse a la preparacion de sistemas de ligando adecuados para la complejacién de
metales. Ademas, puede ser Util en el disefio de nuevos receptores para el reconocimiento

selectivo de aniones.
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Figura 2.22: Compuestos preparados por Sokolova et al. (Sokolova et al., 2011). En azul se muestra
el esqueleto esteroideo, en rojo los triazoles unidos a través de enlaces éster, cuya funcion es servir
de espaciador y, por ultimo, los péptidos unidos al triazol en verde.

Otro ejemplo se encuentra en la sintesis de nuevos antimicrobianos, como en la
sintesis de derivados de [B-lactamas. (Vatmurge et al., 2008) sintetizaron un grupo de
nuevos agentes B-lactamicos unidos a ABs, obteniendo una mejora en la actividad
antimicrobiana (Figura 2.23). La conjugacion con un AB, como es el CA, proporcionaba
caracteristicas anfipaticas que mejoraban la permeabilidad del farmaco a través de las
membranas biolégicas, incluidas las bacterianas. Para su sintesis, obtenian el alquino
derivado mediante una esterificacibn o amidacion con el alcohol propargilico o amina
correspondiente, dando lugar tanto un éster como una amida derivada a partir del acido
carboxilico respectivamente. Una vez obtenido el etinil derivado, llevaron a cabo la reaccion
click con diferentes 3-lactamas, teniendo como resultado conjugados de acido B-lactamico-
célico/desoxicdlico a través de triazol y estudiaron sus propiedades antibacterianas vy
antifingicas, logrando resultados muy prometedores, en especial con los derivados acido

B-lactdmico-desoxicélico en cultivos con C. albicans, B. poitrasii e Y. lipolytica.
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Figura 2.23: Conjugados de acido (-lactamico-célico y desoxicélico a través de un triazol con
capacidad antibacteriana y antifingica. La union se realiza mediante enlaces éster (A) o mediante
enlace amida (B). Figura adaptada de (Vatmurge et al., 2008).

Por otra parte, en los ultimos afios, se han desarrollado dimeros y macrociclos
formados por esqueletos esteroideos de ABs, con el objetivo de encontrar nuevas
aplicaciones farmacoldgicas, e incluso el disefio de nuevos polimeros. Los disefios de
dimeros o polimeros se basan en el enfogue de union mediante los hidroxilos,
habitualmente el de la posicién C3, aunque también los hay en el resto de las posiciones
con hidroxilos o en la cadena lateral. El fragmento enlazante es un anillo de triazol, a través
de la modificacién quimica del esqueleto mediante reaccion de grupos azida y acetileno
apropiados presentes en los sustratos esteroides. Un ejemplo es el acoplamiento del
derivado 11-azido-12-oxo de metil-3,7-diacetoxi-5B-colan-24-ato con 5B-colato de
propargilo que resultd en la formacién de un dimero que tiene el conector triazol entre C24
y C11 de los residuos 5B-colano, compuesto con aplicaciones en el reconocimiento
molecular (Aher, 2005). También se han sintetizado dimeros unidos a través de la cadena
lateral, mediante la reduccion del acido carboxilico al alcohol primario y posterior
desplazamiento con azida sodica para formar la azida derivada. Por otro lado, se han
obtenido diferentes derivados de alquinos mediante la formacién de un éster con alcohol
propargilico al reaccionar directamente con el acido carboxilico o con acido propiénico,

reduciendo previamente el 4cido al alcohol correspondiente (Madrzak-Litwa et al., 2015).
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Asimismo, también se han disefiado y sintetizado dimeros de ABs con la inclusién de
espaciadores que les proporcionen una mayor cantidad de grados de libertad, de manera
que puede formar una mayor cantidad de enlaces de hidrégeno. Es el caso de Pospieszny
et al. (Pospieszny et al., 2017), que sintetizaron tres nuevos dimeros de ABs mediante un
anillo de triazol o empleando como sustrato dos dimeros de bromoacetil derivados de ABs,
sintetizados a partir de los propargil éster de ABs, empleando en este caso el 1,3-
di(azidometilo) benceno como espaciador entre los ABs. Los resultados de los ensayos
mostraron que los hidroxilos de los ABs son capaces de participar en la formacion de
enlaces de hidrégeno con acido ftélico, acido tereftalico y PABA, formando aductos (Figura
2.24).
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Figura 2.24: Dimeros sintetizados a partir de acidos biliares mediante quimica click. (A): Dimero
unido mediante la cadena lateral y el C11(Aher, 2005); (B): Dimero unido mediante las dos cadenas
laterales (Madrzak-Litwa et al., 2015); (C): Dimero unido mediante las dos cadenas laterales y
afiadiendo un espaciador que permite un mayor nimero de grados de libertad, por lo que es capaz
de actuar como receptor (Pospieszny et al., 2017).
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Otra de las aplicaciones de la quimica click en los ABs es la formacion de derivados
de estrella para la formacion de bolsas moleculares con el objetivo de actuar como
vehiculos de farmacos, guimiosensores para iones metalicos y contenedores moleculares.
Basandose en este disefio, (Anandkumar and Rajakumar, 2017) han aplicado las
reacciones click para el disefio de dendrimeros, que son macromoléculas hiperramificadas
con estructuras definidas con precisién y multiples funciones. Los dendrimeros ofrecen una
gran cantidad de aplicaciones en campos como ciencia de los materiales y ciencias
biologicas, tales como sistemas de administracion de farmacos, sensores y encapsulacion
molecular entre otras. Con unas aplicaciones tan extensas, se han disefiado dendrimeros
empleando ABs como base y benceno como unidad central empleando la quimica click.
Los dendrimeros mostraron citotoxicidad en lineas celulares de glioma in vitro (Figura
2.25).

‘ Unidades Arilo
® Unidad Triazol

( Acidos Biliares periféricos

Figura 2.25: Dendrimero sintetizado a partir de derivados de ABs empleando un benceno como
nacleo central. Figura adaptada de (Anandkumar and Rajakumar, 2017).

(Agarwal et al., 2018) aplico la metodologia de reacciones click para la sintesis de
una bateria de compuestos conjugados con ABs. Los compuestos sintetizados fueron
evaluados por su citotoxicidad in vitro en tres lineas de cancer de préstata humano (PC-3),
adenocarcinoma de mama (MCF-7) y de neuroblastoma humano (IMR-32), ademas se
evalué su actividad antimicrobiana contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv (cepa ATCC
27294). Entre todos los conjugados sintetizados, se encontré que algunos de ellos (Figura
2.26) mostraban una elevada citotoxicidad en adenocarcinoma y neuroblastoma humano.
Otro de los compuestos mostré una elevada actividad antimicrobiana, demostrando que

los conjugados de AB-nucledsido podrian ser potenciales moléculas vectorizas citotoxicas.
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Figura 2.26: Compuestos vectorizados con actividad bioldgica. (A): En adenocarcinoma; (B): En
neuroblastoma y (C): Antimicrobiana. Imagen adaptada de (Agarwal et al., 2018).
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3.MATERIALES Y METODOS
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Lineas celulares
En este trabajo se utilizaron las siguientes lineas celulares:

s Alexander o PCL/PRF/5 (CRL 8024) derivadas de HCC humano: Proporcionadas por
la American Type Culture Collection (ATCC, LGC Standards, Barcelona),
transducidas con vehiculos virales vacios (denominada como Alexander Mock), o
conteniendo el ORF de SLC10A2 (Alexander-ASBT). Estas lineas derivadas de la
WT proceden del Biobanco del grupo de investigacion HEVEPHARM, las cuales
fueron obtenidas en trabajos previos mediante transduccién con lentivirus y seleccién

clonal para la sobreexpresion del transportador (Lozano et al., 2015).

< CHO: La linea celular silvestre CHO-WT, de ovario de hamster chino, y la sublinea
establemente transfectada con OATP1B1 (CHO-OATP1B1) fueron generosamente
cedidas por el Dr. Bruno Stieger, del Hospital Universitario de Zurich (Suiza). Las
lineas celulares CHO-OATP1B3 y CHO-NTCP se obtuvieron de nuevo del Biobanco
del grupo de investigacion HEVEPHARM y derivan de la linea celular CHO-WT, la
cual fue modificada en trabajos previos mediante transduccién con lentivirus y
seleccidn clonal para la sobreexpresion del transportador. Como control de estas dos
lineas se utilizé la linea CHO Mock, también obtenida por transduccién con vehiculos

virales vacios.

X3

%

TFK (ACC 344 o denominada también como TFK Mock): células derivadas de CCA
humano. Proporcionadas por la casa comercial German Collection of Microorganisms
and Cell Cultures (DSMZ, Braunschweig, Alemania), transducidas con vehiculos
virales vacios (denominada como TFK Mock), o conteniendo el ORF de SLC10A2
(TFK-ASBT). Estas lineas derivadas de la WT proceden del Biobanco del grupo de
investigacion HEVEPHARM, las cuales fueron obtenidas en trabajos previos
mediante transduccién con lentivirus y seleccion clonal para la sobreexpresion del

transportador (Lozano et al., 2015).
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3.1.2. Modelos animales

Para los estudios en modelos animales se utilizaron ratas macho de la raza Wistar,
entre 200 y 300 g de peso corporal, procedentes del Servicio de Experimentacién Animal

(SEA) de la Universidad de Salamanca.

Los animales recibieron bebida y comida en forma de pienso granulado comercial ad
libitum y se mantuvieron en habitaciones con una temperatura controlada entre 20°C y
25°C y una humedad relativa entre 40% y 70%, dotadas de un sistema de iluminacién
regulable que establecia un ciclo de luz/oscuridad (12 h/12 h) constante.

Los animales fueron manipulados segun las especificaciones establecidas por la
Unién Europea (Directiva 63/2010/UE) y la normativa espafiola vigente para el uso y
cuidado de animales utilizados en experimentacién (Real Decreto 53/2013). Todos los
protocolos experimentales empleados fueron aprobados por el Comité de Bioética para el
uso de animales de laboratorio de la Universidad de Salamanca.

3.2. PRODUCTOS QUIMICOS

Los productos utilizados en este trabajo se obtuvieron de las siguientes casas

comerciales:

X3

%

Abbot Laboratorios (Madrid): Pentobarbital sédico (Nembutal N.R.).

X3

%

Air Liquide (Valladolid): Argon, diéxido de carbono y nitrégeno liquido.

X3

%

AppliChem (Madrid): Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico (HEPES) vy
glicina.

< Biomers.net (UIm, Alemania): Primers empleador para las RT-PCR.
< B. Braun (Melsungen, Alemania): Sutura de seda.

% Cymit quimica (Pamplona): Acido célico, acido glicocélico, erlotinib, 4-cloro picolinato

de metilo y propargilamina.
+ Leo Laboratorios S.A. (Madrid): Heparina.

% Merck (Barcelona): Acetato de cobre (1), &cido fosfomolibdico, ascorbato de sodio,
hidroxido de sodio, isopropanol, (-mercaptoetanol y sulfato de cobre (ll)

pentahidratado.

% Millipore (Waters Corporation, Madrid): Filtros “Steritop™” para la esterilizacion de

medios de cultivo.
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Sigma-Aldrich (Madrid): Acido 4-cloro picolinico, albimina sérica bovina (fraccion V),
alquinocianina 718, p-aminofenol, p-Boc-aminofenol, ampicilina, azida de sodio, azul
de Triptan, bicarbonato de sodio, terc-butanol, terc-butdéxido de sodio, 2-cloroetanol,
dimetilsulféxido (DMSO), cloruro de tionilo, dodecil sulfato de sodio (SDS), fenal,
isocianato de 4-cloro-3-(trifluorometil)fenilo, medio de cultivo “Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)-high glucose”, p-nitrofenol, paladio sobre carbon 5% y

sulfato de sodio.
Qiagen (Izasa, Barcelona): lllustraRNAspin Mini RNA Isolation Kit.

Thermo Fisher Scientific (Madrid): Acetato de etilo, acido nitrico, aminoécidos no
esenciales 100x, cloroformo, diclorometano, diciclohexilcarbodiimida (DCC),
dimetilformamida (DMF), éter, hidrégeno carbonato de sodio, mezcla de antibiéticos
(penicilina/estreptomicina) y antimicético (anfotericina B), kanamicina, Kkits
comerciales para la transcripcion reversa (RT) SuperScript® VILO™ cDNA Synthesis
Kit y High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, kit de RNA ribosémico 18S
“TagMan™ Ribosomal RNA Control Reagents”, suplemento de glutamina GlutaMAX,
suero bovino fetal (FBS), “SYBR Green | PCR Master Mix”, metanol, suplemento de
glutamina GlutaMAX vy tetrahidrofurano (THF).

VWR Internacional (Barcelona): Acido clorhidrico, carbonato de sodio, carbonato de
potasio, cloroformo deuterado, cloruro de potasio, DMSO deuterado, indicador

universal de pH y metanol deuterado.

Todos los demas reactivos utilizados fueron del nivel de calidad requerido para cada

MEDIOS INSTRUMENTALES

Para la realizacion de las pesadas se han empleado balanzas electrénicas digitales

Precisa 600 A y Sartorious BL 150S (Grupo Taper, Madrid). Para realizar las pesadas de

los animales se empled una balanza electronica digital Precisa, modelo 600 C (Grupo

Taper).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) se registraron en un

espectrometro Bruker WP-200-SY (200 MHz para 'H y 50 MHz para **C), Varian 200
Mercury VS 2000 (200 MHz para *H y 50 MHz para *C) y Bruker Advance DRX (400 MHz

para 'H y 100 MHz para *3C; Servicio de Resonancia Magnética Nuclear de la Universidad

de Salamanca). Los desplazamientos quimicos (8) se expresan en partes por milléon (ppm)
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usando como estandar interno la sefial del disolvente. Las constantes de acoplamiento (J)
se expresan en hercios (Hz), con las siguientes abreviaturas para explicar las
multiplicidades: s, singlete; d, doblete; t, triplete; m, multiplete; g, cuartete; quin, quintuplete;

h, hexaplete; dd, doblete de dobletes; dt, doblete de tripletes; sa, singlete ancho.

Los espectros de infrarrojo (IR) se registraron en un espectrofotometro Nicolet IR100
(Thermo Fisher), realizdndolos en forma de pelicula en nujol o en CH2Cl;, con una ventana

de NaCl, expresando las bandas obtenidas en cm-L.

Para la determinacion de los puntos de fusion (P.f.) se empled un aparato capilar

Stuart Scientific SM3P y con un microscopio Leica Galen Il (Thermo Fisher).

Los espectros de masas se realizaron en el Servicio de Espectrometria de Masas de
la Universidad de Salamanca. Los espectros fueron registrados con un espectrometro
cuadrupolo-tiempo de vuelo (TOF) Applied Biosystems QSTAR XLo Waters ZQ 4000
usando ionizacion por impacto electronico (El) o electrospray (ESI). La deteccion se realizé
en el ultravioleta (UV) y se llevo a cabo en el Servicio de Espectrometria de Masas de la
Universidad de Salamanca.

La cromatografia de capa fina se realiz6 sobre placas de 0,2 mm de gel de silice 60
F254 soportada en aluminio (Merck) y se visualizaron con una lampara ultravioleta de A =
254 nm. Para la cromatografia de columna se emple6 gel de silice Chromagel 60 A. C. C.

de 70-200 ym, en proporcion 30 gramos de silice por gramo de muestra.

Para la determinacion del pH se emple6 un electrodo Crison PH BASIC 20 (Crison

Instruments, Barcelona).

Las incubaciones se llevaron a cabo empleando un bafio termostatizado LAUDA
Ecoline StarEdition RE106 y en un bloque térmico QBA2 Grant (Thermo Fisher).

El agua destilada y el agua ultrapura se obtuvieron con equipos de purificacion de

agua del Sistema MiliQ Integral 3 (Millipore-Merck, Madrid).

La determinacion espectrofotométrica de la concentracion de RNA se llevé a cabo

con un NanoDrop 1000 (Thermo Fisher).

Para llevar a cabo las centrifugaciones se emplearon centrifugas refrigeradas 5417R
y 5810R marca Eppendorf (Hamburgo, Alemania). También se emplearon picofugas

Stratagene (VWR International Eurolab).

Para realizar la esterilizacion de materiales sdlidos y liquidos, y material de cultivos

celulares se empled un autoclave, modelo Tuttnaver 2340 M (Duerolab, Salamanca).
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Para llevar a cabo la RT se utilizé un termociclador Eppendorf Mastercycle epgradient
(Thermo Fisher). Los ensayos de PCR cuantitativa a tiempo real en tubos de 0,2 ml se
realizaron en un equipo ABI PRISM® 7300 Sequence Detection System, de Applied

Biosystems.

Para la visualizacion de la fluorescencia en ratas se emple6 un equipo de analisis de
imagen Fujifilm LAS-4000 (TDI, Madrid) gue posee una CCD de alta sensibilidad (3,2 MP).

Las imagenes se analizaron con el programa informatico MultiGauge v3.0 (Fuijifilm).

Los estudios de fluorescencia se llevaron a cabo con un espectrofotbmetro de
fluorescencia marca HITACHI F-4500 (Triadscientific) empleando cubetas de silicio con un
1 cm de paso 6ptico y un detector R3788 Photomultiplier tuve con un rango de medida

comprendido entre 200 a 730 nm.

Para llevar a cabo las evaporaciones de disolventes organicos y acuosos se
emplearon rotavapores Bichi 121 (Flawil, Suiza) y para la evaporacion de disolventes en
las técnicas de biologia molecular se utilizdé un “speed-vacuum” marca Savant modelo
SPD121P, acoplado a una bomba de vacio modelo UVS400A (Hucoa-Erléss, Madrid).

Para favorecer la disolucion de determinados compuestos se emple6 un sonicador
tipo bafio Ultrasonic Cleaner 400 W, 30 kHz (Fungilab S.A., Barcelona).

Para realizar los estudios de cultivos celulares se empleé una campana de flujo
laminar modelo AV-30/70 (Telstar, Barcelona). Las células se mantuvieron a 37°C en un
incubador termostatizado con atmdsfera de CO. humidificada modelo Hepa Class 100
(Thermo Fisher), y se estudié su morfologia y crecimiento mediante un microscopio Leitz
Fluovert FS (Leitz). Para almacenar las distintas lineas celulares se conservaron en un
contenedor de N liquido (Thermo Fisher). Se utilizaron placas de cultivo y frascos Roux
de cuello inclinado de la marca TPP (Biotech S.L., Madrid) para el cultivo de las lineas
celulares. La esterilizacion de las disoluciones se hizo mediante filtro Sterivex de 0,2 um
(Millipore Ibérica). Para llevar a cabo el recuento de las células se utilizaron cadmaras

Thoma.

Para la realizacién de reacciones con irradiacion por microondas se recurrié a un

reactor de microondas Anton Paar Monowave 300.

Para estudiar el avance de algunas reacciones se emple6 un cromatégrafo de gases
Agilent 7820A GC System con columna Agilent 5MS de 30 m de longitud y 0,25 mm de
diametro; relleno de (5% fenil) metilsilicona. EI cromatégrafo se encuentra acoplado a un
espectrometro de masas Agilent Technologies 5977B. La ionizacién de las muestras se

realizé por impacto electrénico (70eV).
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En algunos estudios, se recurrié a un sistema cromatografico acoplado a un detector
de masas, HPLC-MS/MS, de la casa Agilent Technologies (Santa Clara, EE.UU.). Este
sistema se compone de un equipo de HPLC serie 1200 que esta formado por una bomba
cuaternaria con desgasificador de vacio (modelo G12354A), un inyector de 20 pl de
capacidad (modelo G1328B) asi como de un detector ultravioleta/visible (modelo G1314B)
de longitud de onda variable y programable y una columna de fase reversa Zorbax C18 de
30 mm x 2,1 mm, 3,5 um de tamano de poro termostatizada a 35°C (Agilent Technologies).
Para la deteccion se emple6 un Detector de Masas Triple Cuadrupolo (modelo G6410A)
que estd acoplado a una fuente de ionizacion a presién atmosférica (API) serie 6000
(modelo G1948B).

Las determinaciones de parametros bioquimicos indicadores de dafio hepatico y
renal en suero se llevaron a cabo mediante los kits de quimica seca Spotchem Il Liver-1y
Spotchem Il Kidney-3 compatibles con el analizador automatizado Spotchem EZ SP-4430
(Arkray Factory, A. Menarini Diagnostics, Badalona).

Para la realizacion de los analisis por citometria de flujo de la captacion o eflujo de
compuestos fluorescentes se empledé un citbmetro FACScalibur, de la casa BD
Biosciences. El programa informético empleado para la adquisicion y tratamiento de los

datos fue el CellQuestPro, perteneciente a la misma casa comercial.

Se contdé con pequefio equipamiento, como agitadores magnéticos Selecta
(DueroLab), agitadores Vortex de Ika Works (Wilmington, EE.UU.) y micropipetas Gilson

(Prosisa, Salamanca).

Las muestras se conservaron en congeladores a -20°C y -80°C marca Revco

(Pacisa).
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3.4. CARACTERIZACION QUIMICA

3.4.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear

Para el estudio de resonancia magnética nuclear, tanto de protén como de carbono,
es necesaria la preparacién previa de las muestras. Tanto para los intermedios de la
sintesis, como para los compuestos finales y el transcurso de las reacciones, es necesario
evaporar todo solvente, tanto organico como acuoso, por destilacion a presién reducida.
Posteriormente se prepard una disolucion de 0,5 mg en 0,5 ml de disolvente deuterado
adecuado para realizar RMN 'H o 30 mg para realizar RMN 3C. Una vez preparada la
disolucién, esta fue filtrada para asegurarse que no hubiera ningun precipitado y trasvasada
a un tubo de RMN. El volumen minimo de la disolucién no debia ser inferior a 0,5 ml, ya
que, de lo contrario, el campo magnético no seria homogéneo en toda la muestra y daria

como resultado un espectro con demasiado ruido.

Una vez preparada la muestra, se realizo el analisis deseado en el espectrometro
Bruker WP-200-SY (200 MHz para *H y 50 MHz para **C), Varian 200 Mercury VS 2000
(200 MHz para *H y 50 MHz para *C) y/o Bruker Advance DRX (400 MHz para 'H y 100
MHz para 3C). Los tiempos de medicién de cada muestra dependian de varios factores
como son el tiempo de relajacion, que es intrinseco de cada molécula y el experimento, ya
que difiere en tiempos entre analisis de protén y carbono debido a la diferencia entre la

abundancia isotépica del *H/?H y 3C/*C.

Una vez obtenidos los espectros, se procedié a la asignacion de cada una de las
sefiales correspondiente a cada proton y/o carbono, de manera que quedaran totalmente
identificados los desplazamientos quimicos y las constantes de acoplamiento. Para el caso
de los compuestos cuya velocidad de relajacion era muy elevada y también debido a las
interacciones intermoleculares, las sefiales tendian a volverse muy anchas, por lo que se

asignaron regiones que suelen abarcar varios protones.

3.4.2. Espectroscopia de Infrarrojo

Para realizar los espectros de infrarrojo (IR) se prepararon las muestras disolviendo
una pequefia cantidad en CH2Cl» o en nujol, si no era soluble en el primero. Primeramente,
se realizdé una primera medida del blanco en el espectrofotometro marca Nicolet IR100,
recogiendo un espectro del aire atmosférico para eliminar la banda producida por el CO; y
el agua de la atmosfera. Posteriormente, se depositd una fina capa del compuesto sobre
los cristales pulidos de NaCl y se dejaron secar. Por ultimo, se registro el espectro de IR

de la muestra, restandole el blanco y expresando las bandas obtenidas en cm-L.
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3.5. CULTIVOS CELULARES

Los medios de cultivo utilizados en cada tipo celular fueron los siguientes:

7
0.0

Alexander: MEM suplementado con 2,2 g/l de bicarbonato s6dico y 110 mg/l de
piruvato sodico.

7
0.0

CHO: DMEM suplementado con prolina 50 pg/ml.

7
0.0

TFK-1: RPMI-1640 con 1% GlutaMAX™,

Todos los medios empleados, se suplementaron con un 10% de FBS inactivado
(56°C durante 30 min) y 1% de una mezcla de antibiéticos que contenian penicilina (20
U/ml) y estreptomicina (0,02 mg/ml). En el caso del medio de las Alexander, se
suplementaron con la misma mezcla de antibi6ticos afiadiendo un antimicético (anfotericina
B 0,05 ug/ml).

Los cultivos celulares se mantuvieron en incubadores a 37°C, en atmdsfera del 5%

de CO; en aire y humedad relativa del 80%.

Las lineas celulares se conservaban en tanques con N liquido, hasta que eran
requeridas para llevar a cabo los experimentos. La descongelacion de los criotubos que
contienen las células se llevo a cabo en condiciones de esterilidad en bafio a 37 °C. Una
vez que las células eran descongeladas, se resuspendian en su correspondiente medio de

cultivo.

En la realizacion de los pases de cultivo o siembra de células para los experimentos,
se realizaba una tripsinizacion (0,25% de tripsinay 20 mM de EDTA en PBS) de las células

y se recogian en medio de cultivo.

3.5.1. Estudios de viabilidad celular

Para realizar el estudio mediante un analisis del efecto de farmacos antitumorales y
las moléculas sintetizadas en las distintas lineas celulares empleadas en esta Tesis
Doctoral, las células se sembraron en placas de 96 pocillos a la densidad adecuada en
funcién de la linea celular: CHO 50.000 cel/ml; Alexander 50.000 cel/ml; TFK 75.000 cel/mil;
afnadiendo 100 pl a cada pocillo. Tras 24 h, se procedio a la adicion de los compuestos, a
los que se exponian las células un tiempo variable dependiendo del tipo de experimento, y
alas 72 h desde el inicio de la adicion de los compuestos se llevo a cabo el test de formazan
(apartado 3.5.2.).
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3.5.2. Determinacioén de la viabilidad celular

El test de formazan es un método colorimétrico utilizado para cuantificar el nUmero
de células vivas en ensayos de proliferacion celular. Su fundamento se basa en la
transformacion por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa del bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), reduciéndolo a un compuesto denominado
formazan. EI MTT es una sal de tetrazolio de coloracién amarilla, en cambio, el formazan
es un compuesto insoluble de color violeta. La cantidad de formazéan producido se puede
cuantificar espectrofotométricamente y es directamente proporcional al nimero de células
vivas, ya que se relaciona directamente con la funcionalidad mitocondrial de estas células.
Se determiné la intensidad del color en el sobrenadante por espectrofotometria a una
longitud de onda de 595 nm en un lector de ELISA. Como blanco se emplearon pocillos de
la placa en los que no se sembraron células, pero a los que se afadieron las distintas
concentraciones de los compuestos ensayados (Tabla 3.1) y posteriormente con medio de

cultivo suplementado con MTT y solucion de lisis de igual forma que el resto de los pocillos.

Tabla 3.1: Compuestos empleados en el test de formazan con su rango de concentraciones

BATKI-1C 0-100 yM 100 uM
BATKI-1G 0-100 uM 100 uM
Erlotinib 0-100 uM 100 uM
BATKI-2C 0-100 uM 50 uM
BATKI-2G 0-100 uM 50 uM
Sorafenib 0-100 uM 50 uM

3.5.3. Cultivo celular para estudiar la expresion génicay la funcionalidad de

proteinas transportadoras

Para llevar a cabo el estudio de la expresion génica, las células se sembraron en
placas de 6 pocillos en un volumen final de 3 ml/pocillo a una densidad celular adecuada
en funcion de la linea celular. Las células se dejaron el tiempo adecuado en funcion del
experimento, se recogieron y se procesaron para la obtencion de RNA total (apartado
3.6.1).
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3.6. ANALISIS DE LOS NIVELES DE mRNA POR RT-PCR
CUANTITATIVA

3.6.1. Extraccion del RNA total

Para la extraccion de RNA total de los homogenados a partir de lineas celulares, las
células se tripsinizaron para ser centrifugadas a 2000 rpm, durante 5 minutos.
Posteriormente, se resuspendieron en 2 ml de PBS y se centrifugaron nuevamente, para
ser procesadas en 350 pl de buffer de lisis con mercaptoetanol (dilucién 1:100). Por ultimo,

el extracto celular fue almacenado en un eppendorf de 1,5 ml RNAsa-free a -80 °C.

Una vez realizada la lisis celular, se empled el kit comercial illustraRNAspin Mini RNA
Isolation Kit..

3.6.2. Transcripcion inversa (RT)

Para llevar a cabo la sintesis de cDNA empleado como molde en la PCR, se realiz6
mediante una RT de 2 ug de RNA total, empleando la mezcla de reactivos SuperScript®
VILO™ cDNA Synthesis Kit o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. La reaccion
se llevé a cabo en un termociclador, empleando random primers con la transcriptasa
inversa de un virus de la leucemia murina de Moloney recombinante (rMoMuLV)

optimizada.

3.6.3. Disefio de primers para RT-PCR cuantitativa

Para disefiar los primers especificos de cada uno de los genes estudiados en esta
Tesis Doctoral, cuyas secuencias se muestran en la Tabla 3.2, se emple6 un programa on-
line para el analisis de oligonucleétidos (http:// eu.idtdna.com/analyzer/Applications/
Oligoanalyzer) (Integrated DNA Technologies, Coralville, EE.UU.). Su especificidad se
comprobé con el programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/). Los primers se
disefaron, siempre que fue posible, a caballo entre dos exones codificantes utilizando
como molde la secuencia del mRNA publicada en la base de datos GenBank

(http://www.ncbi.nIim.nih.gov/sites/entrez) especifica para cada gen.
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Tabla 3.2: Primers forward (F) y reverse (R) utilizados para cuantificar los niveles de expresion de
genes humanos por RT-PCR cuantitativa.

GGAATCATGCCCCTCACAGGATTCAT F

ASBT SLC10A2 R 656 NM_000452
GCTGACGCTCAGGTCCATGT
CGTCCAGACAGGCTCTTCTCAA F
C-Kit CD117 136 NM_001093772
GACAAAGCCCGGATCAGTGCATAA R
F
AGGAGAACTGCCAGAAACTGACCA
EGFR EGFR . 151 NM_005228
AATTTGCGGCAGACCAGGCA
F
ATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT
HPRT1 HPRT1 - 79 NM_000194
TGAGCACACAGAGGGCTACAATGT
TGCAATGGATTGAAGATGTTCTTGGCA F
OATP1B1 SLCO1B1 166 NM_006446
GCAAATTTCCAATTTCAAAGCTTCCGTCA R
AGATTGTGTAAAGGAATCTGGGTCACA F
OATP1B3 SLCO1B3 198 NM_019844
AGTGCAAAGCCAATGACTGGAC R
GCTGTCTTCTCACAGGGCTGA F
PDGFRA CD140A 300 NM_006206
GCTCATTCTCTTCTGTCTGAGTGTGG R
GCCTCTGTGGGTTTGCCTAGT F
VEGFR2 VEGFR 116 NM_002253.2
TCCCTCTGTCCCCTGCAAGTAAT R

3.6.4. RT-PCR cuantitativa

Para llevar a cabo la PCR cuantitativa a tiempo real se emple0 el fluorocromo SYBR
Green |, un componente de la mezcla de reactivos Power SYBR Green PCR Master Mix o
Select SYBR Green PCR Master Mix o la mezcla de reaccién Tagman™ Universal PCR
Master Mix. Las condiciones establecidas de tiempo y temperatura para la PCR fueron las
siguientes: una primera incubacion de las muestras durante 2 min a 50°C, seguida de 10
min a 95°C y, por ultimo, 40 ciclos de 15 sg a 95°C y de 1 min a 60°C. La cantidad del RNA
problema se corrigio con la del normalizador GAPDH para las lineas celulares Alexander y
TFK; mientras que paralas células CHO se emple6 como normalizador el 18S.
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3.6.5. Cuantificacion relativa

Para llevar a cabo la cuantificacién relativa, se utilizé el método de comparacion del
ciclo umbral o Ct. Para ello, se calculé6 AACt como ACt muestra -ACt calibrador/muestra
control. La cantidad de gen diana que habia en la muestra, normalizada frente al control

enddgeno y relativa al calibrador/muestra control, viene dada por la expresion: 244,

3.7. ESTUDIOS DE TRANSPORTE IN VITRO

3.7.1. Soluciones empleadas

Para realizar estos estudios de captacion, se emplearon un medio de captaciéon a pH
7,4: NaCl 96 mM, KCI 5,3 mM, KH.PO4 1 mM, MgSO4 0,8 mM, CaCl, 1,8 mM, D-glucosa
11 mM, y Hepes 50 mM.

Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 137 mM, KCI 3 mM, Na2HPO4 0,5 mM, KH2PO4
1,5 mM.

3.7.2. Captacion de compuestos fluorescentes para evaluar la actividad de

los transportadores para derivados de ABs

Para estos experimentos se utilizaron las lineas celulares que expresaban los
transportadores de interés, con respecto a las células Mock: CHO Mock, OATP1B3 y
NTCP; CHO WT y OATP1B3; Alexander Mock y ASBT. Las diferentes lineas celulares se
siembraron en un flask t25 con una densidad variable, en funcion de la linea celular. Tras
72 horas, las células se encontraban en confluencia, por lo que se procedié a su tripsinacion
para su resuspension en medio de captacion. Posteriormente se incubaron con las
respectivas concentraciones para el estudio de captacion: CGamF y NIRBAD, durante 15
min a 37°C en presencia o ausencia de inhibidores como el TCA, CA, GCA o BATKIs; en

una relacion de concentraciones 10 veces superiores del inhibidor.
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3.8. MODELOS IN VIVO

Para el estudio del efecto del tratamiento con NIRBAD y la alquinocianina 718 de
partida para la sintesis del NIRBAD, se llevo a cabo estudios in vitro utilizando como
modelo ratas que se anestesiaban con pentobarbital sédico, mediante inyeccién
intravenosa, con una dosis de 50 mg/kg.

El compuesto NIRBAD y alquinocianina 718 fueron inyectados por via intravenosa
en una dosis de 1000 nmoles en disolucion salina, utilizando DMSO como cosolvente
(12,5%). Una vez inyectado el NIRBAD, se pudo seguir su avance por el organismo
mediante el equipo de imagen Fuijiflm LAS-4000 (TDI, Madrid) midiendo la radiacién IR
emitida, y realizando capturas de IR en diferentes tiempos, en funcién del estudio. Una vez
finalizado el estudio, las ratas eran reanimadas y tras 24 horas, se repitié el experimento
para estudiar si se encontraban trazas de fluorescencia de los compuestos, y también, para
establecer si los animales se encontraban en estado de bienestar, sin pardmetros fisicos

ni de conducta asociados al dolor.

En otro estudio, las ratas anestesiadas, fueron sometidas a una laparotomia ventral
media y se procedié a la recogida de bilis, sangre e higado. Las muestras de bilis se
obtuvieron mediante canulacion del conducto biliar. Se recogié bilis durante 30 min en
viales previamente tarados y el volumen se calcul6 al considerar la densidad relativa de la
bilis aproximadamente igual a 1 g/ml (Klaassen, 1974). Una vez recogida la bilis, se analizé
segun el procedimiento descrito en el apartado 3.8.1 manteniendo las muestras en total
oscuridad para evitar la degradacion de los compuestos inyectados. La sangre se recogio
por venopuncién de la vena de la cola, empleandose para estudiar los parametros

bioquimicos de dafio hepatico y renal, descritos en el apartado 3.8.2.

3.8.1. Determinacion de la fluorescencia de la bilis de las muestras

obtenidas

La determinacion se llevd a cabo empleando el equipo HITACHI F-4500
Fluorescence Spectrophotometer. Previamente, se realiz6 una recta patron del compuesto
NIRBAD de concentraciones 5; 10; 25; 50; 100; 250 uM empleando como solvente una
mezcla de PBS/metanol 85:15. La medida de la fluorescencia se realizé empleando una
longitud de onda de excitacion de 675 nm y registrando la emision del NIRBAD a 709 nm.
Una vez registradas las fluorescencias de las disoluciones patrén, expresadas en unidades
arbitrarias de fluorescencia (UAF), se procedié a la medida de la fluorescencia de las

muestras de bilis y sangre recogidas a diferentes tiempos.
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3.8.2. Determinacion de marcadores bioquimicos de dafio hepatico y renal

La determinacion de los marcadores bioguimicos se llevé a cabo empleando el
equipo Spotchem EZ, que precisa de una calibracion propia utilizando la correspondiente
tarjeta de la tira reactiva que se quiere determinar, siendo diferente para el estudio de los
marcadores bioquimicos hepdéticos y renales. Se realiz6 la determinacion cuantitativa de
los marcadores lactato deshidrogenasa (LDH), Transaminasa Glutdmico Oxalacetico (AST)
y piravica (ALT), albumina (Alb), proteina total (T-Pro), bilirrubina total (T-Bil), creatinina,
nitrégeno ureico en sangre (BUN) y acido Urico en muestras de suero o plasma.

3.9. ESTUDIOS DE MECANICA MOLECULAR

3.9.1. Construccién de proteinas por homologia estructural

Las estructuras 3D de OATP y su dominio extracelular se generaron mediante
modelado de homologia utilizando el software Prime, version 2.1 (Schrodinger) (Bell et al.).
Para ello, se obtuvieron las secuencias de las proteinas OATP1B1 y OATP1B3 de
humanos de la base de datos Uniprot (Consortium, 2019), (Bairoch et al., 2005) bajo los
codigos de acceso Q9Y6L6 y QINPD5, respectivamente.

Las plantillas empleadas para la construccion de la proteina se obtuvieron gracias a
la busqueda en la base de datos de SWISS-MODEL Workspace / GMQE (Waterhouse et
al., 2018). Para la realizacion del BLAST, se empledé como entrada en busqueda, las
secuencias individuales completas de OATP1B1 y OATP1B3, asi como la secuencia de la
region extracelular entre H9 y H10 (residuos 426-537). De entre todos los posibles
resultados, se seleccionaron la estructura cristalografica del transportador de mdltiples
farmacos MdfA codificado por PDB-ID: 6euq a una resolucion de 2,20 A (Zomot et al., 2018)
y la estructura cristalogréafica de la gran regién extracelular de los inhibidores de serina
proteasa de tipo Kazal codificados por PDB-ID: 2erw (Campos et al., 2012), empleandose
como plantillas estructurales en la construccién del modelo por homologia estructura. Las
secuencias de las plantillas y las proteinas OATP se alinearon usando el programa ClustalX
version 2.1 (Larkin et al., 2007). Los modelos de homologia estructural de OATP generados
y la minimizaciéon de energia como se describe a continuacion, se llevaron a cabo como

receptores rigidos en simulaciones de docking molecular.

Posteriormente, se llevd a cabo el modelado de las estructuras de OATP1B1 y
OATP1B3 utilizando el programa Prime (Jacobson et al., 2004) incluido en MAESTRO
(Schrodinger Release 2021-2: Maestro, Schrodinger, LLC, Nueva York, NY, 2021) (Sastry
et al., 2013).
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Obtenidos los modelos, se llevéd a cabo una minimizacion de energia utilizando
AMBER 18 (Salomon-Ferrer et al., 2013) en una caja de moléculas de agua tipo TIP3P y

contra-iones que amortiguan un tamarfio de 8 A de la proteina.

Para la visualizacién de los modelos tridimensionales se empled el programa
PyMOL (http://www.pymol.org). El potencial de superficie electrostatica de los modelos se
calculé con APBS version 27 (Baker et al.,, 2001) con la configuracion de parametros

predeterminada.

3.9.2. Simulaciones de dinamica molecular (MD)

Para el estudio de las interacciones entre el modelo construido por homologia
estructural de la region extracelular comprendida entre H9 y H10 con AB se investigo
mediante simulaciones de MD (Roe and Cheatham, 2013). Las simulaciones de MD se
realizaron con Amberl8 (Salomon-Ferrer et al., 2013). El campo de fuerza ff14SB41 (Maier
et al., 2015) se emple6 para parametrizar la proteina, mientras que el Campo de Fuerza
General Amber (GAFF) (Wang et al., 2004) se emple6 para el AB. Se minimizé la energia
del solvente durante 500 procesos empleando SD y 2500 procesos adicionales empleando
CG mientras se mantuvo la proteina fija. A continuacién, se llevo a cabo un proceso para
equilibrar la densidad a presion constante (NPT) durante 1 ns, antes de ejecutar un
equilibrio preliminar de 50 ns, seguido de la produccion de trayectorias MD independientes
durante 500 ns (el intervalo de tiempo fue de 2 fs). Las trayectorias MD fueron procesadas
por el software cpptraj (Roe and Cheatham, 2013) y analizadas en términos de la
desviacion cuadratica media (RMSD) y el analisis de cluster. El reconocimiento
intermolecular entre el AB y el dominio extracelular se simulé por MD en un total de seis
réplicas, comenzando desde la ubicacion inicial ligeramente diferente del fragmento en el

solvente que rodea la proteina.

3.9.3. Docking molecular

La solidez de los modelos de homologia OATP1B1 y OATP1B3 se prob6 volviendo
a acoplar el ligando cristalografico de la plantilla estructural, asi como acoplando un
conjunto de ligandos conocidos para los cuales se conocen sus Ky experimentales,
estando disponibles en la literatura. Para llevar a cabo este estudio, se empleo el programa
de acoplamiento GOLD (Verdonk et al.,, 2003). Una vez obtenidas las posiciones
acopladas, estas se vuelven a puntuar utilizando diferentes funciones como GoldScore,
PLP, ASP, ScorePose y XScore (Jones et al., 1997), (Zhong et al., 2010), (Wang et al.,

81



Materiales y Métodos

2003). Las moléculas empleadas en los estudios de docking se dibujaron en 2D con picto
y posteriormente se convirtieron en formato SMILES obteniendo coordenadas 3D con
OMEGA (Openeye) version 3.1.0.3 (Hawkins et al., 2010). Su estado de protonacién se
corrigié con QUACKPAC (Openeye) version 2.0.0.3, (Hawkins et al., 2010) y luego, se
minimizé la energia de los compuestos con Szybki (OpenEye) versién 1.10.0.3, (Hawkins
et al., 2010) utilizando el campo de fuerza MMFF94S. Las simulaciones de docking
molecular se llevaron a cabo con GOLD version 5.6.3 utilizando la funcion de puntuacién
ChemScore (Jones et al., 1997) con la maxima precision en el acoplamiento y manteniendo
los mejores resultados para cada compuesto en base al score o a la dG.

3.10. TRATAMIENTO ESTADISTICO

Para la expresién de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, se ha

calculado la media y la desviacion estandar (SD) o el error estandar de la media (EEM).

Para calcular la significacion estadistica de las diferencias al comparar dos medias
se utiliz6 el test de la t de Student de valores pareados o no pareados, segun el caso. Para
las comparaciones entre varios grupos se utilizo el test de comparaciones multiples de

Bonferroni tras un previo andlisis de la varianza (ANOVA).

El tratamiento de datos y estudio estadistico se realiz6 con los programas Excel y
GraphPad Prism™,
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3.11. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Método general (A) para la obtencion de cloroetilderivados a partir de ABs:

A una mezcla del AB (50 mmol), DCC (50 mmol) y DMAP (50 mmol) disueltos en
CHCI; (3 ml), se afade 2-cloroetanol (1500 mmol). La mezcla se deja reaccionar a
temperatura ambiente y con agitacién durante 48 horas siguiendo su avance por TLC. Una
vez la reaccion ha terminado, se extrae con CHCIs (x3), lavando la reunion de las fases
orgénicas con HCI 1M (x3), y seguidamente, con una disolucion acuosa saturada de NacCl
(x3). La fase organica se seca sobre Na;SO. anhidro y se elimina el disolvente por
destilacion a presion reducida. El bruto de la reaccidbn se somete a cromatografia de
columna sobre gel de silice con una mezcla de CHCIs/MeOH como eluyente, aislandose el

compuesto deseado.
Método general (B) parala obtenciéon de azidas a partir de cloroetilderivados de ABs:

A una mezcla del cloroderivado del AB (10 mmol), junto con azida sédica (12 mmol)
se disuelven en DMF (3ml). La mezcla se deja reaccionar a 100°C y con agitacion durante
48 horas bajo atmosfera de argén, siguiendo su avance por RMN !H. Una vez la reaccién
ha terminado, se evapora el disolvente a presién reducida eliminando toda la DMF posible,
y a continuacion, se aflade acetato de etilo. Seguidamente se lava en primer lugar con una
disolucién acuosa saturada de NaCl (x3). Después se lava con una disolucion acuosa de
NaHCOs3(x3), se seca sobre Na,SO. anhidro, se filtra y posteriormente se elimina el
disolvente a presion reducida. El bruto de reaccion se somete a cromatografia de columna
sobre gel de silice con una mezcla de CHCls/MeOH como eluyente, aislandose el

compuesto deseado.
Método general (C) paralaobtencidon de triazoles a partir de azidas derivadas de ABs:

A una mezcla de azida derivada de AB (12 mmol), ascorbato de sodio (10 mmol),
sulfato de cobre pentahidratado (1 mmol) y alquino (10 mmol) se disuelve en 5 ml de una
mezcla de agua destilada y terc-butanol en proporcién 1:1. La mezcla se deja reaccionar a
temperatura ambiente, con agitacion, bajo atmésfera de argon. Al cabo de 48 horas, se
adiciona hielo a la mezcla de reaccién, se agita unos minutos y a continuacion se extrae
con AcOEt (x3). La reunion de las fases organicas se lava sucesivamente con una
disolucion acuosa de HCI 1 M (x3) y una disolucion acuosa saturada de NaCl (x3). La fase
organica se seca sobre Na,SO. anhidro, se filtra y el disolvente se elimina por destilacién
a presion reducida. El bruto de reaccion se somete a cromatografia de columna sobre gel
de silice con una mezcla de CHCIs/MeOH como eluyente, aislandose el compuesto

triazolico deseado.
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4.CAPITULO 1: SINTESIS DE AGENTES
CITOSTATICOS VECTORIZADOS

PARA EL TRATAMIENTO
DEL CANCER HEPATICO
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4.1. INTRODUCCION

Como ya se menciond en el capitulo de la Introduccién General, existe una gran
variedad de compuestos derivados de ABs con marcado tropismo hacia los tejidos del
circuito enterohepatico. Esta propiedad se debe a la presencia de transportadores
especificos localizados en la membrana plasmética de las células epiteliales presentes en
estos organos, como son las proteinas implicadas en la captacion de aniones (NTCP,
ASBT y OATPs) y cationes (OCTs) organicos y los sistemas de exportacion pasiva
(OSTa/B) o activa (BSEP, MRP2, MRP3 y MRP4) de estos compuestos (Jetter and Kullak-
Ublick, 2020).

Los ABs modificados, ademas, tienen importancia farmacéutica para el disefio de
nuevos farmacos, con potencial utilidad para regular los niveles del colesterol plasmatico,
para la disolucién de calculos biliares y en el tratamiento del cancer (Sarenac and Mikov,
2019).

La quimica click, gracias a la gran versatilidad entre azidas y acetilenos terminales,
ha sido un recurso muy til para el disefio de nuevas moléculas con potencial actividad
farmacologica. Sin embargo, hasta la fecha no se ha utilizado esta estrategia para la
sintesis de derivados de ABs unidos a TKIs con el objetivo de generar nuevas moléculas

con mejores propiedades frente al cancer hepatico.

4.1.1. Erlotinib

El erlotinib, comercializado como Tarceva®, es un farmaco empleado para el
tratamiento de cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y el cancer de
pancreas, que en la actualidad esta siendo investigado para el tratamiento del HCC (Zhang
et al., 2016), (Tella et al., 2021). Su diana es el EGFR o HER, un TKR expresado de forma
ubicua en el organismo, cuyos niveles de expresion estan elevados en las células
cancerosas y que ha sido reconocido como un mediador clave de la tumorigénesis de
muchos canceres epiteliales humanos (Abdelgalil et al., 2020), (Landi and Cappuzzo,
2015).

Una vez que su ligando se une al EGFR, éste dimeriza formando un homodimero al
que, posteriormente, se une una molécula de ATP produciéndose la fosforilacion de dos
residuos de tirosina. Este proceso desencadena una cascada de sefiales intracelulares que
activan diferentes procesos como la proliferacion, la diferenciacion y la superviencia celular

(Hidalgo and Bloedow, 2003). Cuando el erlotinib se une al EGFR, lo hace en el bolsillo de
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unién e hidrdlisis del ATP, por lo que impide dicho proceso, inhibiendo las cascadas de

sefalizacién, desencadenando un proceso de muerte celular por apoptosis.

Sin embargo, a pesar de los buenos resultados obtenidos con el uso del erlotinib en
determinados tipos de tumores, en el caso del HCC hay que tener en cuenta que, por una
parte, su utilizacién para el tratamiento de dicha patologia no ha demostrado aun que
pueda proporcionar mejores resultados a los obtenidos con las terapias de primera linea y
por otra parte, la administracibn de este TKI también genera una serie de efectos
secundarios, entre los cuales destacan: erupcion cutanea, dolor articular, dolor muscular,
diarrea y tos. (Roe et al., 2006) (de Noronha e Menezes et al., 2009). Ademas, también se
han registrado efectos secundarios graves como son la aparicion de problemas
pulmonares, insuficiencia renal o hepatica, accidente cerebrovascular y ulceracion corneal
(Methvin and Gausas, 2007). Todos estos efectos secundarios son debidos a la accién del
erlotinib en la inhibicion de EGFR en todo el organismo debido a su diseminazion por del
torrente sanguineo. Por esta razén, si se logra una vectorizacion del compuesto,
dirigiéndolo a la zona tumoral, como es el higado en el caso del HCC, se podrian resolver
en parte estos efectos adversos, mejorando el nivel de vida del paciente durante el

tratamiento.

En cuanto a la estructura quimica del erlotinib, es una quinazolinamina cuyo nombre
quimico es N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi) quinazolin-4-amina. En su estructura se
encuentran 7 aceptores y un dador de enlaces de hidrégeno (Figura 4.1), que como se
comentara posteriormente son claves en la interaccion del farmaco con el sitio de union del
ATP en el EGFR.

Figura 4.1: Estructura del erlotinib destacando en rojo los aceptores de enlaces de hidrogeno y en
azul el dador de enlaces de hidrégeno.

Ademas, su pK, se sitla en torno a 5,42 por lo que a pH fisiolégico se encuentra en
su forma no protonada. Se suele administrar en forma de sal, concretamente como
clorhidrato, ya que de esta manera se facilita su solubilidad y ello mejora a su vez su

absorcion.
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4.1.2. Sorafenib

El sorafenib, también conocido como BAY43-9006 y comercializado como
Nexavar®, es un farmaco antineoplasico aprobado por la FDA (Estados Unidos) y la EMA
(Unibn Europea) para el tratamiento de diferentes tipos de cancer como el HCC
(tratamiento de primera linea) (Llovet et al., 2008b) (Llovet et al., 2018) carcinoma renal
avanzado y el tratamiento del carcinoma de tiroides avanzado refractario al tratamiento con
yodo radioactivo. Este compuesto también se administra en forma de sal, como todilato en
este caso, generando una carga positiva en el anillo de piridina (Figura 4.2) (Sampat and
O'Neil, 2013).

H B H H
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Figura 4.2: Estructura del sorafenib (A) y de tosilato de sorafenib (B) con la piridina protonada.

El sorafenib, administrado por via oral, es un inhibidor de varios TKR, considerdndose
como un farmaco con alta eficacia antineoplasica debido precisamente a esa actividad
inhibidora multiquinasas y es, como ya se ha comentado con anterioridad, actualmente el
farmaco de eleccion para el tratamiento farmacolégico del HCC avanzado (Llovet et al.,
2008b). Sus dianas moleculares son proteinas de la ruta RAS/RAF/MEK/ERK como C-
RAF, la forma silvestre de B-RAF y la B-RAF mutada V600E, MEK y ERK (Peck-
Radosavljevic, 2014), (Zhang et al., 2015). Por otro lado, es capaz de desencadenar
mecanismos apoptoticos debido al bloqueo de la proteina Mcl-1 (Liu et al., 2006). También
es capaz de interaccionar con VEGFR, PDGFR, c-KIT, FLT-3 y el receptor RET,
provocando una inhibicion de la angiogénesis (Wilhelm et al., 2004), (Llovet et al., 2008b).
Pese a que el sorafenib ha demostrado su capacidad para prolongar la supervivencia de
los pacientes, y que algunos casos clinicos han mostrado una remisién completa de la
enfermedad a largo plazo (Park et al., 2017), los resultados son en general, discretos
siendo la media de supervivencia de 2-3 meses mas de vida en comparacién con los

pacientes sin tratamiento (Llovet et al., 2008b).
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A pesar de los beneficios terapéuticos que se obtienen en el tratamiento de HCC
con el sorafenib, los datos disponibles respecto a la utilidad de este TKI en otro tipo de
cancer hepéatico como el CCA, son controvertidos. El sorafenib inhibe la ruta de las MAPK
en lineas celulares de CCA humano, lo cual induce la parada del ciclo celular y su accién
antitumoral (Huether et al., 2007). Aunque el sorafenib es, generalmente, bien tolerado por
los pacientes con CCA (Pan et al., 2017), el efecto sobre su supervivencia esta aln por
definir de forma concluyente. Por tanto, en general, el tratamiento con sorafenib en
pacientes con tumores hepéticos tiene efectos beneficiosos moderados y transitorios. Sin
embargo, su eficacia frecuentemente se reduce debido a diferentes MPRs, asi como por
presentar algunos efectos téxicos, como son afecciones dérmicas causantes del “sindrome
mano-pie”, hipertension, fatiga, proteinuria o diarrea y, mas raramente, efectos

cardiovasculares adversos muy graves (Li et al., 2015).

El sorafenib, cuyo nombre guimico es 4-[4-({[4-cloro-3-
(trifluorometil)feniljcarbamoil}amino)fenoxi]-N-metilpiridin-2-carboxamida, posee un
conjunto de grupos funcionales que le confieren la posibilidad de formar enlaces de
hidrégeno y acomodarse asi al bolsillo hidrofébico de los TKR que inhibe (Wan et al., 2004).
El célculo de los diferentes valores de pKa de los grupos funcionales presentes en la
molécula revela que la especie mas abundante a pH fisiol6gico es la forma no ionizada,
por lo que el conjunto de dadores de enlaces de hidrégeno se establece en tres y el nimero

de aceptores de enlaces de hidrogeno en cuatro (Figura 4.3).

Figura 4.3: Estructura del sorafenib en la que se sefialan los dadores enlaces de hidrégeno (azul)
y los aceptores de enlaces de hidrogeno (rojo).

Los TKIs como el erlotinib y el sorafenib previenen la fosforilacién de diversos TKRs
compitiendo con el ATP por la unién al dominio catalitico de los mismos. Dado que el
dominio catalitico de estos receptores se encuentra altamente conservado, varios TKIs
pueden desarrollar su efecto inhibitorio sobre un gran espectro de quinasas afectando de
este modo mudltiples vias de sefializacion (Arora and Scholar, 2005). En la Figura 4.4 se
pueden observar las diferentes interacciones del sorafenib en una proteina BRAF. El TKI
se une en el sitio de union del ATP de forma competitiva, inhibiendo con ello la fosforilacion

y la actividad de la enzima (Foster et al., 2016).
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Figura 4.4: Conjunto de interacciones entre el sorafenib y el sitio de unidon en BRAF. El sorafenib
establece enlaces de hidrégeno con los residuos Asp®%*, Glu®0! y Cys®32, ademas de interacciones
de tipo hidrofébico con los residuos Trp%31, Ala*8l, Leu5l4, Phe%% y Asp5%4. Imagen generada con el
programa Chimera, analizando los archivos obtenidos de la base de datos Protein Data Bank (PDB:

5hi2).
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4.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta estos antecedentes nos planteamos como objetivo de este
capitulo investigar la vectorizacion de farmacos con actividad inhibidora de TKRs su union
a ABs, a través de la cadena lateral de éstos, dejando intacto el esqueleto esteroideo
(Figura 4.5). Estos nuevos compuestos denominados BATKI (de bile acid and tyrosine
kinase inhibitor) podrian ser reconocidos por transportadores de membrana especificos de
las células hepéticas, constituyendo asi una posible estrategia de superacién de la
quimiorresistencia en el cancer de higado. Todos los compuestos sintetizados mediante

esta estrategia han sido evaluados en esta Tesis en ensayos de fase preclinica in vitro.

Figura 4.5: Esqueleto de acido biliar funcionalizado en la cadena lateral mediante un compuesto
farmacoldgicamente activo (6valo verde) denominado de manera general BATKI de (Bile acid y
tyrosine kinase inhibitor).

Para llevar a cabo este objetivo global se plantearon los siguientes objetivos

parciales:

Objetivo 1: Desarrollo de estrategias quimicas para la conjugacién de AB con TKls
por combinacién de un TKI con un analogo de AB empleando un espaciador adecuado.
Para ello se hara uso de las reacciones de cicloadicién 1,3-dipolares, empleando Cu ()
como catalizador, con la intencién de obtener el regioisémero 1,4-disustituido. La obtencion
de este regioisémero tiene como objetivo el no presentar impedimentos estéreos a la hora
de interaccionar el esqueleto de los ABs con sus transportadores especificos en la

membrana de los hepatocitos.

Objetivo 2: Obtencion mediante sintesis quimica de una nueva bateria de
compuestos denominados BATKIs, mediante la conjugacién de CA o GCA con los TKls
erlotinib y sorafenib. Los compuestos serdn caracterizados por técnicas espectroscopicas
de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H y *3C, técnicas de infrarrojo (IR) y HRMS,

con el objetivo de establecer sus estructuras.

Objetivo 3: Evaluacion in vitro de las caracteristicas de vectorialidad y del efecto
antiproliferativo y toxico que presentan los compuestos de la familia BATKI sobre diferentes
lineas celulares procedentes de tumores hepaticos. Se determinara la captacion y la

capacidad citostatica de dichos compuestos vectorizados respecto los TKls de origen.
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4.4. CONCLUSIONES

Conclusion primera:

Se ha sintetizado, purificado y caracterizado quimicamente una nueva familia de
derivados de &cidos biliares (AB) unidos a moléculas farmacolégicamente activas que se
utilizan actualmente en el tratamiento del cancer de higado (sorafenib y erlotinib) debido a
que su actividad como inhibidores de receptores con actividad tirosina quinasa (TKI). Esta
nueva familia denominada BATKI se ha disefiado a partir de una estrategia de conjugacién
entre las moléculas de interés que conlleva la formacién de triazoles como fragmento de
conexion entre ellas, gracias a cicloadiciones 1,3-dipolares de Huisgen conocidas también
como quimica click. Se han obtenido los compuestos BATKI-1, derivados del erlotinib unido
al 4cido colico (CA), BATKI-1C, o al glicocélico (GCA), BATKI-1G; y los BATKI-2,
derivados del sorafenib unido al CA, BATKI-2C, o al GCA, BATKI-2G, con buenos
rendimientos, grado de pureza y caracterizacion por las técnicas espectroscépicas

habituales.
Conclusién segunda:

Los BATKIs han demostrado actividad antiproliferativa de forma dosis-dependiente
en modelos vectorizados con transportadores enterohepaticos y de hepatocarcinoma
(HCC) y colangiocarcinoma humano (CCA), reduciendo la viabilidad celular con una
potencia similar al farmaco del que derivan. En experimentos de 72 horas, su posible
capacidad de vectorizacibn se vio enmascarada por otros procesos de captacion
inespecifica. Sin embargo, en ensayos de citotoxicidad en periodos de exposicién de 6
horas los BATKIs mostraron una actividad antitumoral superior en las lineas de HCC que

sobreexpresaban transportadores de ABs, lo que revela su capacidad de vectorizacion.
Conclusion tercera:

Los estudios de captacion realizados utilizando la citometria de flujo para identificar
los posibles transportadores de ABs que podrian ser la via de entrada de los compuestos
sintetizados, mostraron que moléculas derivadas de ABs funcionalizadas con un fluoréforo
en la cadena lateral y, por tanto, con una estructura similar a los BATKIs como es la
colilglicilamidofluoresceina (CgamF), pueden ser sustratos de OATP1B3. Esta captacion
es inhibida por sustratos naturales de este polipéptido, como es el acido taurocoélico y con
mayor eficacia por los BATKIs, lo que sugiere que las nuevas moléculas sintetizadas

podrian ser sustrato de este transportador.
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Conclusioén cuarta:

Los resultados obtenidos en estudios de docking fueron concordantes con los
obtenidos en ensayos biolégicos, ya que las energias de uniéon en el complejo enzima-
sustrato entre diferentes TKRs y los compuestos BATKI o su subproducto de hidrélisis son
muy similares a las encontradas por cristalografia de RX del TKI del que derivan. Estas
observaciones justificarian que los BATKIs mantengan su actividad citostatica y que ésta
no se hubiese visto alterada al realizar las modificaciones quimicas necesarias para su

vectorizacion.
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5.1. INTRODUCCION

Existe un ndmero limitado de moléculas que puedan ser utilizadas como marcadores
para el estudio de la funcionalidad hepética. Entre ellas se encuentran algunos derivados
de Acidos biliares marcados radiactivamente con [**C] y [3H] y el acido [®F]-fluorocdlico, o
con fluorocromos como el FICT, el CGamF (utiizado como herramienta en los
experimentos del bloque anterior) y sus derivados, el colato de nitrobenzoxadiazolillisina y
sus derivados, y colato de dansilo y sus derivados, entre otros (Holzinger et al., 1997),
(Blazquez et al., 2012) ; (De Lombaerde et al., 2017).

Sin embargo, su utilidad se encuentra limitada a modelos in vivo en laboratorio.
Ademas, en el caso de los marcadores fluorescentes, la franja del espectro en el que se
encuentra su longitud de onda de emision los hace incompatibles para su uso simultaneo
en ensayos multiparamétricos, por su solapamiento con los espectros de emisién de otros
trazadores de uso comin en inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Este hecho
dificulta su utilidad en estudios de colocalizaciébn con otros marcadores empleados

habitualmente en investigacion basica y preclinica.

Por otro lado, para el diagnostico de enfermedades hepatobiliares (lesiones
focalizadas, tumoraciones, colestasis, etc...) se utiliza la resonancia magnética con
gadoxetato y colescintigrafia con derivados del acido iminodiacético y tecnecio, son
radiofarmacos que carecen de una estructura que les confiera vectorizacion enterohepética

y, por tanto, especificidad de tejido (Van Beers et al., 2015).

Pese a la existencia de sondas que mantienen la estructura esteroidea y de otros
agentes de contraste que carecen de ella, el avance en los sistemas de captacion de
imagen en experimentacion en biomedicina, asi como el desarrollo de nuevas técnicas
inocuas/no-invasivas de diagnéstico por imagen en el paciente como las basadas en la
fluorescencia en el IR cercano (NIR), hacen necesario ampliar el panel de moléculas
marcadoras para dar versatilidad a estas herramientas en estudios multiparamétricos como
la colocalizacion subcelular en microscopia de fluorescencia y confocal, la citometria de

flujo, los ensayos de inmunofluorescencia in vivo y el diagndéstico de alta resolucion.

Por otra parte, las imagenes de fluorescencia del NIR ofrecen interesantes
posibilidades para el registro en tiempo real de procesos biologicos y para la visualizacién
de regiones de tejido especificas dentro de organismos completos. Desde que en la década
de los 70 se comenzara a emplear el verde de indocianina para la realizacion de
angiografias, se ha avanzado considerablemente en la técnica de imagen con NIR para su

uso en pruebas de mapeo e integridad de los vasos sanguineos o la identificacién
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intraoperativa de nédulos malignos en cirugias oncoldgicas, entre otras. El interés que
despierta la fluorescencia del NIR (700-900 nm) es debido, ademas de a lo inocuo de la
misma, a la permeabilidad de los tejidos a esta radiacion, ya que puede detectarse desde
el exterior corporal, sin realizar ninguna intervencién quirtrgica, con minimas molestias y
riesgo para el individuo y con muy escaso ruido de fondo, ya que reduce la emisiéon de
cromoforos endégenos que pueden ser considerados competidores y que podrian reducir

su deteccion.

Todas estas aplicaciones, son debidas a que la luz IR es capaz de penetrar en los
tejidos debido a que la dispersion en el tejido vivo es mucho mayor que la absorcion
(Mondal et al., 2014), (MANIEWSKI R. , 2004). Ello otorga a los estudios basados en
espectroscopia del NIR una capacidad diagnéstica al proporcionar informacién en tiempo
real sobre los diversos procesos fisioldgicos y patolégicos que ocurren en tejidos y 6rganos.

El espectro NIR es el resultado de sobretonos y bandas generadas por los diferentes
grupos funcionales como son C-H, N-H y O-H, pudiéndose aplicar la tecnologia de estudios
de NIR a un amplio abanico en diversos campos como una importante herramienta analitica
para distintos productos de las industrias de alimentos, Quimica, Bioquimica, Ambiental,
Farmacéutica y Médica (Roggo et al., 2007)

Técnicamente hablando, la espectroscopia del NIR involucra un haz de luz que, al
interactuar con un material biolégico, hace que las uniones especificas entre los atomos
vibran a cierta frecuencia, absorbiendo NIR de una longitud de onda especifica en funcién
de los grupos funcionales, mientras todas las demas longitudes son reflejadas.
Posteriormente, se miden las diferentes longitudes de onda emitidas para analizar los datos
obtenidos por un microprocesador. La profundidad de penetracion del haz dentro de la
muestra no esta determinada por la posicion del detector sino mas bien por la potencia de
la fuente de luz, razén por la cual la espectroscopia del NIR es una tecnologia ideal para
analisis rapidos y precisos. Debido a que la radiacion NIR emitida depende de los diferentes
grupos quimicos funcionales presentes en la muestra, esta técnica proporciona un amplio

espectro de informacion sobre la composicién quimica de la muestra que se analiza.

Por otro lado, la tecnologia de NIR se basa en la absorcién de crom6foros especificos
a través de longitudes de onda. De esta forma, un haz de luz determinado generado con
una intensidad constante puede seleccionar longitudes de onda que pasan a través del

tejido y que a su vez son detectados para poder detectar un cromoforo determinado.
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Por ello, resultaria ventajoso para la practica clinica la disponibilidad de un agente de
contraste en esta franja de radiacion para su uso combinado con otras técnicas de imagen

utilizadas en la actualidad en el diagndstico de patologias del circuito enterohepatico.
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5.2. OBJETIVOS

Teniendo en cuenta lo anterior, nos planteamos como objetivo global de este
capitulo la sintesis de un compuesto vectorizado mediante un AB, que sea capaz de emitir
fluorescencia en el rango de NIR. El nuevo compuesto denominado NIRBAD (Near
InfraRed Bile Acid Derivative) serd evaluado en ensayos preclinicos in vitro e in vivo para
determinar sus propiedades de sonda vectorizada permeable a los tejidos. Para llevar a

cabo este objetivo global se plantean los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Aplicar las estrategias desarrolladas en el capitulo 1 para la conjugacion
de esteroides con una molécula fluorescente de emision en el espectro NIR, por
combinacién de la azida derivada del CA mediante el uso de la quimica click. El compuesto
NIRBAD serd caracterizado por técnicas espectroscépicas de Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) de H y C y HRMS, con el objetivo de establecer la estructura del

compuesto.

Objetivo 2: Estudiar in vitro e in vivo las caracteristicas de vectorialidad del
compuesto NIRBAD mediante ensayos utilizando técnicas de citometria de flujo en
diferentes lineas celulares de origen enterohepatico que sobreexpresan los
transportadores especificos de ABs y en el modelo de rata Wistar tras la administracion
intravenosa del compuesto y su posterior visualizacién en un equipo de captura de imagen

de alta resolucioén a longitudes de onda de emisién del NIR.

Objetivo 3: Analizar las interacciones entre el compuesto NIRBAD vy los principales
transportadores implicados en su captacion mediante estudios de dinamica molecular en

las proteinas transportadoras de las cuales sea sustrato el NIRBAD.
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5.4. CONCLUSIONES

Conclusion primera:

Se ha obtenido un compuesto derivado de CA conjugado con una molécula que
posee un croméforo en su estructura, otorgandole propiedades de emision de fluorescencia

en la region del IR.

Para ello se ha adaptado la estrategia establecida en el capitulo anterior para obtener
un nuevo triazol derivado de un AB con un rendimiento aceptable, gracias a cicloadiciones
1,3-dipolares de Huisgen. Aplicando esta estrategia, se ha logrado obtener un compuesto
denominado NIRBAD.

Conclusién segunda

Se ha puesto de manifiesto que el NIRBAD posee un marcado tropismo hacia el
sistema enterohepatico, demostrando que se puede utilizar para estudiar la funcionalidad
hepatica de animales de laboratorio sin necesidad de realizar intervenciones invasivas.
Ademas, el NIRBAD ha demostrado no ser toxico, ya que no se reduce el flujo biliar ni

induce cambios significativos en los biomarcadores de nefrotoxicidad ni hepatotoxicidad.
Conclusion tercera

Los estudios de captacion realizados utilizando citometria de flujo para identificar los
posibles transportadores de ABs que podrian ser la via de entrada hacia el interior celular
del NIRBAD, mostraron, que es sustrato del transportador OATP1B3 y que la captacion de
NIRBAD a través de OATP1B3 es inhibida por los sustratos naturales de esta proteina.

Conclusién cuarta

Los resultados obtenidos mediante la reconstruccion de los transportadores
OATP1B1 y OATP1B3 por homologia estructural, y, realizando estudios de docking con el
NIRBAD han mostrado un posible mecanismo de interaccion entre el compuesto y la
proteina. El analisis mediante dinAmica molecular de la parte extracelular comprendida
entre las regiones H9 y H10 del transportador OATP1B1 han permitido proponer que la
primera interaccion entre un AB natural y dicha proteina se realiza mediante el esqueleto
esteroideo, no interfiriendo en dicho proceso la cadena lateral, por lo que los derivados de
ABs obtenidos mediante modificacion en la cadena lateral, podran seguir siendo sustratos
de los transportadores de la familiar de OATP1, como hemos demostrado para los
compuestos BATKIs y NIRBAD.
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BACKGROUND

One of the strategies used in drug design consists of vectorizing a compound with
known pharmacological or diagnostic activity by conjugation with another molecule that
facilitates its access to the target tissue in the most selective possible way. In this sense, in
the case of anti-tumour therapy, the aim is to increase the uptake of the drug by cancer
cells, limiting its accumulation in healthy tissues and thereby reducing its side effects. In this
sense, different membrane transporters involved in the uptake of bile acids (BAs), such as
NTCP (Sodium Taurocholate Cotransporting Polypeptide), and several members of the
OATP (Organic Anion Transporting Polypeptide) family expressed in enterohepatic cells
are excellent targets for the development of new compounds with organotropic properties
towards the liver and intestine. Furthermore, tyrosine kinase inhibitors (TKIs) represent one
of the most innovative classes of anti-tumour agents for the treatment of different types of
cancer, including liver and gastrointestinal ones, since they act by inhibiting both tumour
cell proliferation and angiogenic processes. Besides. many TKIs are orally active and have
a safety profile that makes them good candidates for combination with other forms of
chemotherapy or radiotherapy. Some of them have been approved or are in clinical trials
for the treatment of hepatocarcinoma (HCC) and cholangiocarcinoma (CCA), such as
erlotinib and sorafenib. Erlotinib has a good tolerability profile but limited clinical activity in
these patients, while sorafenib, used as first-line treatment for HCC, is the most effective

and has a good tolerability margin.

However, despite advances in the development of new drugs, survival in some
patients is poor due to the development of pharmacoresistance mechanisms (MPRS) in
tumour cells. Among the 7 groups of MPRs that have been described, MPR-1a and MPR-
1b, which include a reduction in the uptake of the drug by tumour cells and an increase in
the cytostatic agent efflux, respectively, manage to reduce the concentration of drug inside

the cell, decreasing anti-tumour efficacy.

On the other hand, in current clinical practice, magnetic resonance with gadoxetate
and cholescintigraphy with iminodiacetic acid derivatives are used to diagnose hepatobiliary
diseases in patients, however there are a very limited number of molecules with a marked
vectoriality towards hepatocytes, cholangiocytes, and ileocytes that can also be used as

markers for the study of liver function.
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Due to BAs structure, they can be considered as ideal molecules for the binding of a
large number of pharmacological substances that could be conjugated attached to different
positions of the steroid skeleton or side chain. In this regard, in the literature there are a
large number of BAs derivatives linked to amino acids, peptides, heparin, insulin, antiviral
and anti-tumour drugs, for the treatment of various liver pathologies. Therefore we explored
the use BAs as "Trojan horses" for vectorizing TKIs, or an agent that could be used for

radiodiagnosis.
AIMS

The overall objective of the work presented in this Doctoral Thesis is to develop new
vectorized strategies for the treatment of liver tumours, making use of 1,3-dipolar
cycloaddition reactions, to obtain BA derivatives that possess hepatotropic characteristics,
as well as cytostatic or Near Infrared Fluorescence (NIR) properties.

To achieve the global objective, the following partial objectives were proposed and
are developed in chapters 1 and 2.

Chapter 1: Synthesis and in vitro evaluation of a family of compounds called BATKIs
(Bile Acid-Tyrosine Kinase Inhibitor) with organotropic and antitumour properties.

Objective 1: Development of chemical strategies for the conjugation of BA to TKls
employing a BA analogue with a suitable spacer. For this purpose, we will use 1,3-dipolar
cycloaddition reactions, using Cu(l) as a catalyst, to obtain the 1,4-disubstituted
regioisomer. The aim of obtaining this regioisomer is to avoid steric hindrance when the

BAs skeleton interacts with its specific transporters in the hepatocyte membrane.

Objective 2: To synthesize a new battery of compounds called BATKIs, through the
conjugation of Cholic Acid (CA) or Glycocholic Acid (GCA) with the TKIs erlotinib and
sorafenib. The compounds will be characterized by *H and 3C nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopic techniques, infrared (IR), and HRMS techniques, to establish their

structures.

Objective 3: In vitro evaluation of the hepatotropism and the antiproliferative and toxic
effect of compounds of the BATKI family on different cell lines from liver tumours which
overexpressing BA transporters. The uptake and cytostatic capacity of these vectorized

compounds will be determined comparing with the TKIs of origin.
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Chapter 2: Synthesis and in vitro/in vivo evaluation of a molecule with fluorescence in
the NIR with hepatotropism using BA as shuttles of the fluorophore, named NIRBAD (Near

Infrared Radiation Bile Acid Derivative).
To achieve this overall objective, the following sub-objectives are proposed:

Objetive 1: To apply the strategies developed in Chapter 1 for the conjugation of
steroids to a fluorescent molecule emitting in the NIR spectrum by the combination of CA-
derived azide using click chemistry. The NIRBAD compound will be characterized by *H
and *C nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopic techniques and HRMS, to
establish the structure of the compound.

Objective 2: To study NIRBAD1 vectoriaity towards enterohepatic circuit in vitro and
in vivo by flow cytometry techniques in different cell lines overexpressing specific BA
transporters and by real time visualization in high-resolution image equipment at NIR

emission wavelength and in vivo model in rats.

Objective 3: To analyze the interactions between the compound NIRBAD and the
main carriers involved in its uptake using molecular dynamics studies on the transporter

proteins for which NIRBAD is a substrate.

MATERIAL AND METHODS

In vitro assays

To determine cytostatic activity CHO, Alexander and TFK cells were plated onto 96-
well plates. After 24 h, the cells were treated with different concentrations of the BATKISs,
sorafenib and erlotinib compounds to be tested. Cell viability was determined 72 h after
incubation of cells to the compounds by the formazantest by using thiazolyl blue tetrazolium
bromide (Sigma-Aldrich,Madrid, Spain) as a reagent. The captation of BATKIs, sorafenib,
erlotinib and NIRBAD compounds was evaluated using fluorescence probes in combination

with flow cytometry in CHO cell line.
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In vivo assays

NIRBAD and alkyno cyanine 718 administration (1000 nmol) (i.v.) to anesthetized with
sodium pentobarbital (50 mg/Kg) control rats (males, 200-250 g) was injected.
Determination of hepatic fluorescence due to NIRBAD and the alkyno cyanine 718 was
carried out with a high-sensitive (3.2 MP) CCD camera (Luminescent Image Analyzer LAS-

4000 imaging system. Fuijifilm Life Science).

NIR fluorescence dynamics detected by NIRBAD and the alkyno cyanine 718 was
studied in the liver directly by laparotomy or trans-abdominally in the intact animal. Blood
and bile secretion studies were carried out in the same experiment following a protocol
described (Monte et al., 1997). Serum markers of hepatic and renal toxicity were measured.
Bile samples were collected throughout the experiment. Bile flow was determined

gravimetrically.

Homology modelling

The 3D structures of OATPs and their extracellular domain were generated by
homology modelling using the Prime software, version 2.1 (Schrodinger) (Bell et al.). The
sequence of human OATP1B1 gene and OATP1B3 gene were retrieved from the Uniprot
database (Bairoch et al., 2005), (Consortium, 2019) under the accession codes Q9Y6L6
and Q9NPDS5, respectively.

Structural templates homologues of OATP proteins were searched by the SWISS-
MODEL Workspace/ GMQE (Waterhouse et al., 2018). The crystallographic structure of the
multidrug transporter MdfA coded by PDB-ID: 6euq at 2.20 A resolution (Zomot et al., 2018)
and the crystallographic structure for the large extracellular region of the Kazal-type serine
protease inhibitors coded by PDB-ID: 2erw (Campos et al., 2012) were used as structural

templates in homology modeling.

The sequences of the templates and the proteins OATPs were aligned using the
ClustalX version 2.1 program (Larkin et al., 2007). The OATPs homology models generated
and energy minimized as described above were used as rigid receptors in molecular

docking simulations.
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Once the decision was made to use both structures as templates for the comparative
modelling of OATP, the structures of OATP1B1 and OATP1B3 were modelled using the
Prime program included in the MAESTRO suite (Sastry et al., 2013). The resulting models
were energy minimized using AMBER 18 (Salomon-Ferrer et al., 2013) in a rectlinear box

of TIP3P type water molecules and counter-ions buffering 8 A from the protein.

The PyMOL software (http://www.pymol.org) was used to visualize the three-
dimensional models. The electrostatic surface potential of the models was calculated by

APBS version 27 (Baker et al., 2001) with the default parameter settings.

Molecular dynamics (MD) simulations

The interaction between the homology model of the extracellular region comprised
between H9 and H10 with BA was investigated by MD simulations. MD simulations were
carried out by Amberl8. The ff14SB41 force field (Maier et al., 2015) was used to
parametrize the protein, while the General Amber Force Field (GAFF) (Wang et al., 2014)
was used for BA. In order to keep the systems electrically neutral, the total charge was
neutralized by the addition of Na* counterions. MD trajectories were processed by the
cpptraj software (Roe and Cheatham, 2013) and analyzed in terms of root-mean-square
deviation (RMSD) and cluster analysis. Intermolecular recognition between BA and the
extracellular domain was simulated by MD in three replicas, starting from slightly different

initial locations of the fragment in the solvent surrounding the protein.

Molecular docking

Docked poses were re-scored using different scoring functions (GoldScore, PLP,
ScorePose and XScore) (Jones et al., 1997) (Zhong et al., 2010) (Wang et al., 2003).

The molecules were drawn in 2D with picto in SMILES format and were converted in
3D coordinates with OMEGA (Openeye) version 3.1.0.3 (Hawkins et al., 2010). Their
protonation state was assigned by QUACKPAC (Openeye) version 2.0.0.3 (Hawkins et al.,
2010) and then, compounds were energy minimized by Szybki (OpenEye) version 1.10.0.3,
(Hawkins et al., 2010) using the MMFF94S force field. Molecular docking simulations were
carried out with GOLD version 5.6.3 using the ChemScore scoring function (Jones et al.,

1997) with the maximum docking accuracy and keeping the best pose for each compound.
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General experimental procedures

Solvents were purified by standard procedures and distilled before use. Reagents and
starting materials obtained from commercial suppliers were used without further purification.
IR spectra were recorded as a neat film or in Nujol and frequencies are given in cm™,
Melting points are given in °C. NMR spectra were recorded on 200 MHz and 400 MHz
spectrometers. *H NMR chemical shifts are reported in ppm with tetramethylsilane (TMS)
as the internal standard. Data for *H NMR are reported as follows: chemical shift (in ppm),
number of hydrogen atoms, multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, quint
= quintet, m = multiplet, s = broad singlet), coupling constant (Hz). Splitting patterns that
could not be clearly distinguished are denoted as multiplets (m). Data for 3C NMR are
reported in ppm and hydrogen multiplicity is included. High-resolution mass spectral
analyses (HRMS) were performed using ESI ionization and a quadrupole TOF mass
analyzer. Flash chromatography was performed on 70-200 mesh silica gel.

Synthesis
General method for obtaining triazoles from BA-derived azides:

To a mixture of BA-derived azide (12 mmol), sodium ascorbate (10 mmol), copper
sulphate pentahydrate (1 mmol) and alkyne (10 mmol) is added a mixture of distilled water
and tert-butanol. The mixture is left to react at room temperature under stirring in an argon
atmosphere. After 48 hours, ice is added to the reaction mixture, stirred for a few minutes
and then extracted with AcOEt (x3). The organic phase was dried over anhydrous NaxSO,
and the solvent was evaporated under reduced pressure. The crude product was purified
by chromatography over SiO. using a mixture of CHCIs/MeOH as the eluent to isolate the

azide compound.
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CHAPTER 1: SYNTHESIS OF VECTORIZED CYTOSTATIC
AGENTS FOR THE TREATMENT OF LIVER AND DIGESTIVE
CANCER

Introduction

There is a wide variety of compounds derived from BAs with a marked tropism
towards the tissues of the enterohepatic circuit. This property is due to the presence of
specific transporters located in the plasma membrane of the cells conforming in these
organs, such as proteins involved in the uptake of organic anions (NTCP, ASBT and
OATPs) and cations (OCTs) and the passive (OSTa/B) or active (BSEP, MRP2, MRP3 and
MRP4) export systems of these compounds (Jetter and Kullak-Ublick, 2020).

Modified BAs have pharmaceutical importance for the design of new drugs, with
potential utility in regulating plasma cholesterol levels, dissolving gallstones and treating

cancer (Sarenac and Mikov, 2019).

Click chemistry, thanks to the great versatility between azides and terminal
acetylenes, has been a very useful resource for the design of new molecules with potential
pharmacological activity, however, to date this strategy has not been used for the synthesis
of BAs derivatives linked to TKIs with the aim of generating hew molecules with improved

properties against liver cancer.

TKIs such as erlotinib and sorafenib used in clinical trials oral in the treatment of HCC
prevent phosphorylation of various TKRs by competing with ATP binding to their catalytic
domain. Since the catalytic domain of these receptors is highly conserved, several TKIs can
develop their inhibitory effect on a broad spectrum of kinases, thereby affecting multiple

signalling pathways (Arora and Scholar, 2005).

Erlotinib, sold under the brand name Tarceva®, is a drug used for the treatment of
non-small cell lung cancer (NSCLC) and pancreatic cancer, which is currently being
investigated for the treatment of HCC (Zhang et al., 2016), (Tella et al., 2021). Its target is
EGFR or HER, a TKR ubiquitously expressed in the body, whose expression levels are
elevated in cancer cells, and which has been recognised as a key mediator of
tumourigenesis in many human epithelial cancers (Abdelgalil et al., 2020), (Landi and
Cappuzzo, 2015).

Once its ligand binds to EGFR, it dimerizes to form a homodimer to which an ATP

molecule subsequently binds, resulting in the phosphorylation of two tyrosine residues. This
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process trigger a cascade of intracellular signals that activate different processes such as
cell proliferation, differentiation and survival (Hidalgo and Bloedow, 2003). When erlotinib
binds to the EGFR, it does so in the ATP binding and hydrolysis pocket, thus preventing
this process, inhibiting the signalling cascades, setting off a process of cell death by

apoptosis.

However, despite the good results obtained with the use of erlotinib in certain types
of tumours, on the one hand, its use in HCC has not yet been shown to be superior to first-
line therapies and, on the other hand, the administration of this TKI also generates a series
of side effects, among which the following stand out: skin rash, joint pain, muscle pain, and
cough (Roe et al., 2006), (de Noronha e Menezes et al., 2009). In addition, serious side
effects such as lung problems, kidney or liver failure, stroke and corneal ulceration have
also been reported (Methvin and Gausas, 2007). All of these side effects are due to the
action of erlotinib in inhibiting EGFR throughout the body due to its dissemination through
the bloodstream. For this reason, if a vectorization of the compound is achieved, directing
it to the tumour site, such as the liver in the case of HCC, these adverse effects could be
partially resolved, improving the patient's standard of living during treatment.

Sorafenib, sold under the brand name Nexavar®, is an antineoplastic drug approved
by the FDA (United States) and EMA (European Union) for the treatment of different types
of cancer such as HCC (first-line treatment) (Llovet et al., 2008), (Llovet et al., 2018)
advanced renal carcinoma and the treatment of advanced thyroid carcinoma refractory to

radioactive iodine treatment.

Sorafenib, is an inhibitor of several tyrosine kinase receptors (TKRs) and is
considered a drug with high antineoplastic efficacy due precisely to this multikinase
inhibitory activity and is, as previously mentioned, currently the drug of choice for the
pharmacological treatment of advanced HCC (Llovet et al., 2008). Its molecular targets are
proteins of the RAS/RAF/MEK/ERK pathway such as C-RAF, the wild-type form of B-RAF
and its mutant variant V60OE mutant B-RAF, MEK and ERK (Peck-Radosavljevic, 2014),
(Zhang et al., 2015). On the other hand, it is able to set off apoptotic mechanisms by
blocking the Mcl-1 protein (Liu et al., 2006). It is also able to interact with VEGFR, PDGFR,
c-KIT, FLT-3 and the RET receptor, leading to inhibition of angiogenesis (Wilhelm et al.,
2004). Although sorafenib has demonstrated its ability to prolong patient survival, and some
clinical cases have shown long-term complete disease remission (Park et al., 2017), the
results are generally modest, with median survival being 2-3 months longer compared to

untreated patients (Llovet et al., 2008).
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Despite the therapeutic benefits obtained in the treatment of HCC with sorafenib, the
available data regarding the usefulness of this TKI in another type of liver cancer, CCA, are
controversial. Sorafenib inhibits the MAPK pathway in human HCC cell lines, inducing cell
cycle arrest (Huether et al., 2007). Although sorafenib is generally well tolerated by CCA
patients (Pan et al., 2017), the effect on their survival remains to be elucidated. Therefore,
in general, sorafenib treatment in patients with liver tumours has moderate and transient
beneficial effects, however, its efficacy is often reduced due to different MPRs, as well as
some toxic effects, such as dermal conditions causing "hand-foot syndrome", hypertension,
fatigue, proteinuria and, more rarely, very serious adverse cardiovascular effects (Li et al.,
2015).

Conclusions:

Conclusion one: A new family of bile acid (BA) derivatives linked to pharmacologically
active molecules currently used in the treatment of liver cancer (sorafenib and erlotinib) that
are receptor tyrosine kinase inhibitors (TKIs), has been synthesised, purified and chemically
characterized. This new family called BATKI has been designed based on a conjugation
strategy between the molecules of interest that involves the formation of triazoles as a
connecting fragment between them, thanks to 1,3-dipolar Huisgen cycloadditions also
known as click chemistry. The compounds BATKI-1, erlotinib derivatives linked to cholic
acid (CA), BATKI-1C, or to glycocholic acid (GCA), BATKI-1G; and BATKI-2, sorafenib
derivatives linked to CA, BATKI-2C, or to GCA, BATKI-2G, have been obtained with good

yields, degree of purity and characterisation by the usual spectroscopic techniques.

Conclusion two: BATKIs have demonstrated antiproliferative activity in a dose-
dependent manner in in vivo vectorized models of enterohepatic and human
hepatocarcinoma (HCC) and cholangiocarcinoma (HCC), reducing cell viability with similar
potency to the drug from which they are derived. In cytotoxicity assays in short exposure
periods (from 2-6 h) BATKIs showed superior anti-tumour activity in HCC lines

overexpressing BAs transporters, revealing their targeting capacity.

Conclusion three: Uptake studies performed using flow cytometry to identify potential
BAs transporters that could be the entry pathway for the synthesized compounds showed
that BAs-derived molecules functionalized with a fluorophore in the side chain and thus with
a similar structure to BATKIs such as cholylglycylamidofluorescein (CgamF), can be

substrates of OATP1B3. This uptake is inhibited by natural substrates of this polypeptide,
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such as taurocholic acid, and more effectively by BATKIs, suggesting that the new

molecules synthesized could be substrates of this transporter.

Conclusion four: The results obtained in docking studies were concordant with those
obtained in biological assays, as the enzyme-substrate binding energies between different
tyrosine kinase receptors (TKRs) and the BATKI compounds and their hydrolysis by-product
are very similar to those found by XR crystallography of the TKI from which they are derived.
These observations would justify that the BATKIs maintain their cytostatic activity and that

this has not been altered by the chemical modifications necessary for their vectorization.

CHAPTER 2: SYNTHESIS OF PROBES FOR THE NON-INVASIVE
ASSESSMENT OF LIVER FUNCTIONALITY IN REAL TIME

Introduction

There are a limited number of molecules that can be used as markers for the study of
liver function. These include some BAs derivatives radioactively labelled with [**C] and [3H]
and [®F]-fluorocholic acid, or with fluorochromes such as IFBT, CGamF (used as a tool in
the experiments in the previous chapter) and its derivatives, nitrobenzoxadiazolisin cholate
and its derivatives, and dansyl cholate and its derivatives, among others (Holzinger et al.,
1997), (Blazquez et al., 2012); (De Lombaerde et al., 2017).

However, their usefulness is limited to in vivo laboratory models. Moreover, in the
case of fluorescent markers, the range of the spectrum in which their emission wavelength
is located makes them incompatible for simultaneous use in multiparametric assays, due to
their overlap with the emission spectra of other tracers commonly used in
immunohistochemistry and immunofluorescence. This fact hinders its usefulness in

colocalization studies with other markers commonly used in basic and preclinical research.

On the other hand, for the diagnosis of hepatobiliary diseases (focal lesions, tumours,
cholestasis, etc.), magnetic resonance with gadoxetate and cholescintigraphy with
iminodiacetic acid and technetium derivatives are used, radiopharmaceuticals that lack a
structure that confers them enterohepatic vectorisation and therefore tissue specificity (Van
Beers et al., 2015).
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Despite the existence of probes that maintain the steroid structure and other contrast
agents that lack it, advances in imaging systems in biomedical experimentation, as well as
the development of new innocuous/non-invasive techniques for patient imaging such as
those based on near-IR fluorescence (NIR), make it necessary to expand the panel of
marker molecules to give versatility to these tools for multi-parametric studies such as
subcellular colocalization in fluorescence and confocal microscopy, flow cytometry, in vivo

immunofluorescence assays and high-resolution diagnostics.

Moreover, NIR fluorescence imaging offers exciting possibilities for real-time
recording of biological processes and visualisation of specific tissue regions within whole
organisms. Since indocyanine green was first used for angiography in the 1970s,
considerable progress has been made in NIR imaging for use in blood vessel mapping and
integrity testing, intraoperative identification of malignant nodules in oncological surgeries
and others. The interest in NIR fluorescence (700-900 nm) is due not only to its
innocuousness, but also to the permeability of tissues to this radiation, as it can be detected
from outside the body, without any surgical intervention, with minimal discomfort and risk to
the individual and with very little background noise, as it reduces the emission of
endogenous chromophores that may be considered competitors and that could reduce its

detection.

All these applications are due to the fact that IR light is able to penetrate tissues as
scattering in living tissue is much higher than absorption (Mondal et al.,, 2014),
(MANIEWSKI R. , 2004) giving studies based on NIR spectroscopy a diagnostic capability
by providing real-time information on the various physiological and pathological processes

occurring in tissues and organs.

The NIR spectrum is the result of overtones and bands generated by the different
functional groups such as C-H, N-H and O-H and the technology of NIR studies can be
applied to a wide range of fields as an important analytical tool for different products in the
food, chemical, biochemical, environmental, pharmaceutical and medical industries (Roggo
et al., 2007).

Technically speaking, NIR involves a beam of light that, when interacting with a
biological material, specific bonds between atoms vibrate at a certain frequency, absorbing
NIR of a specific wavelength depending on the functional groups, while all other
wavelengths are reflected. Subsequently, the different wavelengths emitted are measured
to analyse the data obtained by a microprocessor. The penetration depth of the beam into
the sample is not determined by the position of the detector but rather by the power of the

light source, which is why NIR is an ideal technology for fast and accurate analysis. Because
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the emitted NIR depends on the different chemical functional groups, it provides a broad
spectrum of information on the chemical composition related to the composition of the

sample being analysed.

On the other hand, NIR technology is based on the absorption of specific
chromophores across wavelengths. In this way, a given beam of light generated at a
constant intensity can select wavelengths that pass through the tissue and are in turn

detected in order to identify a given chromophore.

The availability of a contrast agent in this radiation band for use in combination with
other imaging techniques currently used in the diagnosis of pathologies of the enterohepatic
circuit would therefore be advantageous for clinical practice.

Conclusions

Conclusion one: A CA-derived compound conjugated to a molecule possessing a
chromophore in its structure has been obtained, giving it fluorescence emission properties
in the NIR region.

By applying 1,3-dipolar Huisgen cycloaddition strategy, a compound called NIRBAD
has been obtained, binding a CA derivative with alkynocyanine 718.

Conclusion two: It has been shown that NIRBAD has a marked tropism towards the
enterohepatic system, demonstrating that it can be used to study liver function in laboratory
animals without the need for invasive interventions. Furthermore, NIRBAD has been shown
to be non-hepatotoxic, as it does not reduce bile flow or induce significant changes in

biomarkers of nephrotoxicity or hepatotoxicity.

Conclusion three: Studies performed using flow cytometry to identify potential BA
transporters that could take up NIRBAD into the cell showed that it is a substrate of the
OATP1B3 transporter in an TCA-inhibitable way.

Conclusion four: The results obtained by reconstructing the OATP1B1 and OATP1B3
transporters by structural homology and by performing docking studies with NIRBAD have
shown a possible mechanism of interaction between the compound and the protein.
Molecular dynamics analysis of the extracellular part between the H9 and H10 regions of
the OATP1B1 transporter has allowed us to propose that the first interaction between a
natural BA and this protein takes place via the steroid skeleton, with the side chain not
interfering in this process, so that BA derivatives obtained by modification of the side chain
can continue to be substrates of the OATP family of transporters, as we have shown for the
BATKIs and NIRBAD compounds.
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