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RESUMEN

El cancer es uno de los grupos de enfermedades que mayor mortalidad tiene en el
mundo. Muchos canceres tienen la capacidad innata de evolucionar a formas mas agresivas.
Una de las causas reconocidas de esta rapida evolucion es el desarrollo de multirresistencia
ante determinados farmacos debido a la sobreexpresion de transportadores de la familia ABC,
especialmente ABCG2/BCRP, considerado un marcador de la diagnosis y prognosis de
diversas neoplasias.

En el presente trabajo, se realiza una recopilacion bibliografica de la funcion que
desempetia el transportador ABCG2/BCRP en la multirresistencia en céancer, estudiando
desde varios angulos los diferentes aspectos del transportador, y el origen de Ia
multirresistencia.

Asi mismo, se estudian las interacciones de este transportador con afatinib, un
inhibidor de receptores tirosina quinasas aprobado por la FDA como firmaco anticancerigeno.

Afatinib se ha postulado como una alternativa eficaz, potente y especifica, capaz de
evitar la multirresistencia farmacologica en cancer e inducir regresion tumoral. Diversos
estudios han demostrado que tiene la facultad de interaccionar con el transportador BCRP
actuando de forma dual ante €1, bien siendo sustrato, o bien siendo un inhibidor modulador de
la expresion, transporte y actividad del transportador en diversas lineas celulares de céncer.

Palabras clave: cancer, multirresistencia, transportadores ABC, ABCG2/BCRP, receptores
de tirosina quinasa, afatinib.

ABSTRACT

Cancer is one of the groups of diseases with the highest mortality in the world. Many
cancers have the innate capacity to evolve to more aggressive forms. One of the reasons for
this rapid evolution is the development of multidrug resistance due to the overexpression of
transporters of the ABC family, especially ABCG2/BCRP, considered a marker for the
diagnosis and prognosis of various neoplasms. In the following report, a bibliographic
compilation of the role played by the ABCG2/BCRP transporter in multidrug resistance in
cancer is carried out, studying from several perspectives the different aspects of the
transporter, and the origin of multidrug resistance.

The interactions of this transporter with afatinib, a receptor tyrosine kinase inhibitor
approved by the FDA as an anticancer drug, are also studied.

Afatinib has been postulated as an effective, potent and specific alternative, capable
of avoiding multidrug resistance in cancer and inducing tumor regression. Several studies
have shown that it has the ability to interact with the BCRP transporter acting in a dual
manner, either as a substrate or as an inhibitor modulating the expression, transport and
activity of the transporter in various cancer cell lines.

Key words: cancer, multidrug resistance, ABC transporters, ABCG2/BCRP, tyrosine kinase
receptors, afatinib.



1. INTRODUCCION

El cancer es un amplio grupo de enfermedades que pueden tener lugar en cualquier
organo o tejido del cuerpo cuando se da un crecimiento incontrolable de sus células. Estas
ademas tienen la capacidad de invadir partes contiguas del cuerpo y diseminarse a través de
organos y tejidos (Organizacion mundial de la salud, 2021). Constituye en la actualidad una de
las principales causas de mortalidad en Europa, asi como en el resto del mundo. La mayoria de
los estudios estadisticos advierten que tanto la incidencia de la enfermedad como la mortalidad
mantendran su tendencia alcista a lo largo de los proximos afios. De acuerdo con los tltimos
datos emitidos por la Agencia Internacional de Investigacion del Céancer (IARC) de la
Organizacion Mundial de la Salud, se estim6 que en el afio 2020 la mortalidad mundial por
cancer en ambos sexos ascendio a 9.9 millones de individuos. Dentro de esta cifra, el 19.6 %,
unos 1.9 millones de individuos eran europeos, de los cuales, la poblacion espafiola acumuld
una mortalidad del 5.7 % (113.054 habitantes). Las mismas fuentes estiman que para el afio
2040 el indice de nuevos casos a nivel mundial ascendera desde los 19.3 millones hasta los 30.2

millones de personas (Fig 1).
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Fig 1. Estimacion de la incidencia y la mortalidad de cancer en ambos sexos para el afio 2040 (Organizacion
mundial de la salud, 2021).

Aunque las cifras son preocupantes, hoy por hoy el céncer es tratable gracias a los
continuos avances cientificos; sin embargo, un porcentaje cada vez mas elevado de los canceres
muestran procesos de adaptacion ante diversas terapias, lo cual, en tltimo término llega a lastrar

1



la prognosis, la diagnosis, asi como el tratamiento de los pacientes afectados. Esta resistencia
constituye un reto clinico y es por ello por lo que la profundizacion en este fendmeno contribuird

a aclarar los mecanismos por los cuales se presenta ante un amplio abanico de farmacos.
Multirresistencia a fAirmacos

La multirresistencia ante farmacos (MDR) definida como la capacidad de los tumores a
mostrar una resistencia simultdnea ante agentes quimioterapéuticos estructural y
funcionalmente no relacionados (Krishna y Mayer, 2000) es un fendmeno multifactorial
extremadamente complejo, resultado de un conjunto de alteraciones, las cuales tienen su origen
en las caracteristicas intrinsecas del tumor (Gottesman et al, 2016) caracteristicas del
hospedador (Alfarouk et al., 2015) e interacciones entre hospedador-tumor (Alaoui-Jamali et

al., 2004) (Fig 2).
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Fig 2. Tlustracién de los principales factores implicados en el desarrollo de MDR, asi como el desarrollo y
diseminacion de fenotipos mas agresivos de cancer por interaccion de factores entre huésped y tumor.

Segun diversas observaciones clinicas, los tumores tienen dos tipos de respuesta ante
un farmaco: respuesta de resistencia intrinseca, en la cual una pequefia parte de los canceres
muestran resistencia ante firmacos sin haber estado expuestos a ellos previamente; y respuesta
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adquirida, la cual se obtiene cuando se administra un firmaco prolongadamente en el tiempo
(Gottesman et al., 2016). Ambas respuestas de resistencia se dan debido a la convergencia de
un sinfin de factores en tumores altamente heterogéneos e inestables genéticamente (Alaoui-

Jamali et al., 2014):
e Factores del hospedador

Los factores del hospedador comprenden a las variantes genéticas de cada individuo v,
por otro lado, a las interacciones entre fArmacos, que en parte dependen de variables sobre las

cuales el individuo tiene control y pueden ser modificadas en ultimo término.

Variantes genéticas: Son los principales factores implicados en la variabilidad
individual de respuestas de tumores ante un determinado fAirmaco (Mukerjee ef al., 2018). Los
que mayor impacto generan son los polimorfismos Single Nucleotide Polymorphisms (SNP).
Sin embargo, deleciones, sustituciones, translocaciones y repeticiones localizadas en genes que
codifican enzimas que metabolizan farmacos, transportadores, sistemas de reparacion de DNA,
control de ciclo celular, entre otras, son también parte importante del total de variantes que

determinan el desarrollo de MDR (Assaraf et al., 2019).

Interacciones entre farmacos: Surgen como consecuencia de la administracion de
diferentes tipos de farmacos en un tratamiento, para evitar que la elevada heterogeneidad de las
poblaciones celulares en los tumores reduzca su efectividad y para impedir que mediante
presion selectiva surjan variantes celulares de mayor resistencia (Alfarouk et al., 2015). La
administraciéon conjunta de diversos farmacos por norma general conlleva que se generen
efectos antagonicos, modificando la farmacocinética (PK) y la farmacodindmica (PD) de los

farmacos (Scripture y Frigg, 2006).

Factores como la alimentacion, suplementacion, variantes ambientales, habitos de salud,
transportadores de farmacos (Scripture y Frigg, 2006), farmacos frente a efectos secundarios
(Riechelmann et al, 2007), pH del medio gastrico (Herbrink et al., 2015), enzimas
metabolizadoras, entre muchos otros, afectan directamente a la absorcion, distribucion,

metabolismo, excrecion, sinergia, antagonismo y adicion de los farmacos en los pacientes.
e Factores del tumor

Dependen directamente de las caracteristicas del tumor y del ambiente que le rodea.
Uno de los mecanismos mas relevantes en el desarrollo de MDR es la capacidad de los tumores

de modificar la concentracion de los farmacos. Esto es muy importante, ya que, en el



tratamiento del cancer, la eficacia dependera de la concentracion del farmaco que es capaz de
atravesar las diversas barreras fisiologicas hasta llegar a su punto de accion (Mansoori et al.,
2017), y también de qué cantidad de dafio es capaz de hacer el farmaco cuando llega a la célula,
es decir, su grado de toxicidad (Indran et al., 2011). La mayoria de los farmacos logran alcanzar
una elevada toxicidad mediante la desregulacion de una gran variedad de mecanismos celulares
y moleculares (Tarasov et al., 2019). Sin embargo, la elevada heterogeneidad tumoral, asi como
la constante evolucion de las células cancerigenas les ha dotado de la capacidad de eludir estos
efectos o adaptarse a ellos (Indran e al., 2011). A través de la modulacion de los transportadores
de membrana son capaces de incrementar el eflujo, disminuir el influjo y secuestrar los

farmacos en vesiculas y compartimentos celulares (Peetla ef al., 2013).

Junto a la capacidad de regular la concentracion intracelular de los fAirmacos, las células
del tumor son capaces de ser sometidas a procesos de presion selectiva y de adaptar su

mecanismo molecular; de esta forma pueden ser capaces de:

1°- Desregular mecanismos de muerte celular programada, apoptosis, autofagia etc, bien
por disminucion de receptores de sefales de muerte celular, por desbalance de sefiales que
regulan la muerte celular (Green y Llambi, 2015), o bien por disminucion de la actividad de
genes supresores de tumores como el gen P53 (Indran et al., 2011).

2°- Alterar el control de la regulacion de los sistemas de respuesta al dano del DNA, lo
que lleva a generar fenotipos con reparacion y tolerancia aumentada. Esto ocurre como una
respuesta de resistencia adquirida debido a que muchos farmacos tienen como diana los
sistemas de replicacion del DNA (Assaraf et al., 2019).

3°- Generar alteraciones a nivel epigenético, asi como alterar la regulacion de los
miRNAs. Ambos mecanismos de regulacion de la expresion génica estan encargados de la
regulacion de transportadores de sustratos a través de la membrana (Spitzwieser ef al., 2016),
de la regulacion de genes pre y proapoptéticos (Wilting y Dannenberg, 2012), de la regulacion
de los sistemas de diferenciacion celular y de la regulacion de la expresion de genes

involucrados en la reparacion del DNA (Saghafinia et al.,2018), entre otros.

La alteraciéon de los mecanismos moleculares mencionados previamente lleva al
desarrollo de una elevada heterogénea tumoral, la cual es uno de los ejes fundamentales en el
desarrollo de MDR. La heterogeneicidad no solo se da entre diferentes tumores, sino que,
también se genera en el interior del mismo tumor (Burrell et al., 2013), causando de forma

directa la elevada variabilidad entre individuos que poseen el mismo tipo de cancer.



e Interaccion tumor - hospedador

El microambiente del tumor es el factor mas importante en la interaccion tumor /
hospedador y es el eje central del desarrollo de resistencia ante diferentes farmacos, ya que
proporciona un ecosistema extremadamente complejo a la composicion y diversidad celular del
tumor (Hanahan y Weinberg, 2011). De este modo, el microambiente es el origen de la elevada
presion selectiva tumoral, la cual, en ultima instancia llevard a las células a la expresion de
diferentes mecanismos moleculares, tales como, programas de diferenciacion o proliferacion
entre otros (Puram et al., 2018). La via de adaptacion que adoptara una poblacion celular dentro
del tumor ante la presion selectiva dependera de un conjunto de variantes como la disposicion
de la poblacion en el espacio, la vascularizacion circundante a la poblacion, el acceso a
nutrientes, la vigilancia inmunologica, la presencia de oxigeno (el grado de hipoxia) y el pH del
ambiente circundante entre otros (Krishna y Mayer, 2000). Todas estas variantes llevaran
especialmente a las células madre del tumor a tomar una via u otra de diferenciacion, las cuales

por norma general conllevaran a la generacion de formas mas agresivas y resistentes de cancer.

Dentro de estos factores, la hipoxia junto a la acidez son las que mayor aportacion
generan al grado de presion selectiva. Por un lado, la hipoxia induce la angiogénesis, mejora la
capacidad de metastasis, mejora el indice de expansion y proliferacion celular, y aporta su grano

de arena al desarrollo de quimiorresistencia (Araos et al., 2018).

Por otro lado, la acidez originada por la elevada tasa de glucoélisis conduce a la
disminucién del pH en el microambiente del tumor (Ji et al., 2019) y a la activacion de enzimas
proteoliticas que remodelan el tejido circundante y permiten la invasion local (Conlon y
Murray, 2019). Ademads, modifica el gradiente de pH entre el medio externo y el citoplasma, lo
cual conlleva a retener los farmacos en compartimentos celulares con un pH bajo, como son

lisosomas, vesiculas y endosomas (Zhitomirsky et al., 2018).

Por ultimo, varios autores afirman que las células que desarrollan un fenotipo resistente
en algunos casos tienen la capacidad de secuestrar farmacos en el interior de vesiculas gracias
al uso de transportadores albergados en la membrana lipidica, los cuales funcionan como
puertas para el secuestro de fArmacos. Asi mismo, se ha encontrado que algunas células usan
estas vesiculas como medios de diseminacion y transportan en su interior transportadores de
membrana hacia otras células que no poseen el fenotipo resistente; de cierta forma simulan un
efecto pleiotropico por el cual moldean el fenotipo de los tejidos circundantes (Gong et al.,

2013; Gottesman et al., 2016; Namee y O Driscoll, 2018).



e Implicacion de los transportadores de membrana en el desarrollo de MDR

Durante muchos afios, en el desarrollo de tratamientos contra el cancer, muchos de los
farmacos administrados a pacientes no eran capaces de acumularse en el interior celular y se
desconocian las razones por las cuales pasaba este fendmeno. Se barajaron una serie de
suposiciones de entre las cuales se comprobd posteriormente mediante los estudios de Kolata
(1986) y Ramu et al., (1989) que en las células cancerigenas existia un sistema de transporte
activo por el cual se expulsaban una gran cantidad de sustratos, entre ellos compuestos
hidrofobicos y metabolitos, haciendo que disminuya la concentracion de estos en el interior
celular. Estos transportadores que ya habian sido previamente descritos en bacterias por Berger
y Heppel (1974) y que hoy en dia conocemos como transportadores ABC (ATP binding

cassette) fueron identificados como los causantes de este fendmeno.

Y aunque existe constancia de la implicacion de otra serie de transportadores de
membrana, como los transportadores de soluto (SLC) en el desarrollo de MDR, los

transportadores ABC son los que mayor peso tienen en el desarrollo y progresion de MDR.
2. OBJETIVOS

El objetivo general del presente Trabajo de Fin de Grado es recopilar informacion sobre
la implicacion del transportador de membrana ABCG2/ BCRP (Breast cancer resistance
protein) en el desarrollo de la multirresistencia ante firmacos y las consecuencias de su
interaccion con los inhibidores de tirosina quinasas, especialmente con el afatinib, utilizados en

el ambito del tratamiento del cancer.
Para ello, se han delimitado los siguientes objetivos especificos:

e 1°Conocer cudl es la implicacion de los transportadores ABC en el desarrollo de MDR.

e 2° Delimitar cual es el aporte de BCRP en el fenotipo resistente de diversos canceres.
Asi mismo, conocer su estructura, bioquimica, mecanismos de accion, disposicion
tisular y sustratos e inhibidores.

e 3°Descubrir como afecta la variabilidad étnica en la expresion y funcionalidad de BCRP
y ademas cual es el background histdrico de este transportador con la quimioterapéutica
convencional.

e 4°Investigar en qué consiste el farmaco afatinib y su implicacion en el cancer, ademas

de conocer coémo actiia a nivel molecular y qué relacion tiene con el transportador

BCRP.



e 5° Definir cudles son los margenes de mejora en el tratamiento del cancer con afatinib

y reflexionar sobre su futuro en la oncologia.

3. MATERIALES Y METODO

El presente Trabajo de Fin de Grado de caracter bibliografico ha sido realizado mediante el

uso de diversas fuentes de informacion.

3.1. Ciriterios de seleccion v limitacion de la busqueda

Para empezar, primero se definid el marco de estudio y la estructura de la pregunta de
investigacion, en este caso la pregunta estaba clara; ;Cuales son las interacciones del farmaco
afatinib con ABCG2?, transportador implicado en el desarrollo de MDR. En cuanto al marco

de estudio se delimitaron:

El 4rea temdtica: en primera instancia cancer y MDR; seglin se acotaba el drea de bisqueda

BCRP/ABCG2 y MDR vy por tltimo BCRP/ABCG2 y afatinib.

Los tipos de estudios: Principalmente estudios en oncologia molecular, bioquimica

molecular, biologia molecular, enzimologia, cristalografia, farmacocinética,

farmacodinamica, farmacogenética, biomédicos entre otros.

Los tipos de documentos: no se descartd ningtn tipo de documento que provenga de fuentes

fiables; se usaron revisiones, casos clinicos, estudios in vivo e in vitro. Al tratarse de un
tema especifico no fue de relevancia el impacto de la revista, ni el nimero de citaciones que

tuvo el articulo.

La limitacion del tiempo: Para definir la base del estudio se utilizaron los articulos recientes

a la fecha de la realizacion del trabajo, sin embargo, cuando el estudio se iba acotando y
volviéndose mas especifico se tuvo que ampliar el rango de tiempo debido a la escasez de
estudios; ademas, parte de las bases al mantenerse practicamente inalteradas en el tiempo

fueron estudiadas a partir de los articulos que las describen originalmente.
El Idioma: exclusivamente inglés.

3.2. Motores v términos de busqueda

Los motores de busqueda mas wusados fueron: Elsevier (Science direct

(https://www.sciencedirect.com/), la libreria nacional de medicina creada por el centro nacional




estadounidense para la informacion biotecnologica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Google

Schoolar (https://scholar.google.es/).

Los términos de busqueda variaron a lo largo de la realizacion del trabajo, en primer lugar,
se empezd buscando informacion acerca de “cancer and MDR”; ABC transporters”; ABC
structure”, para pasar a la busqueda de “4BCG2/BCRP and MDR”, “ABCG2/BCRP molecular
structure, inhibitors and substrates’; por ultimo, se buscé informacion sobre los receptores de
tirosina quinasa e inhibidores. Entre ellos afatinib y su relacion con ABCG2 mediante palabras
clave como “Tyrosine Kinase receptors and afatinib”, “Relation between afatinb and

ABCG2/BCRP” entre muchas otras.

3.3. Proceso de analisis, seleccion vy resultado de la informacion

Se hicieron tandas de seleccion y se designaron 3 bloques de informaciéon importante a
abordar: MDR - ABCG2/BCRP, receptores de tirosina quinasas y afatinib. Al ser generales se
procedid a buscar en los motores de blsqueda aquellas revisiones mdés atractivas y que
abarcasen la mayor cantidad de informacion relevante. A partir de ellos, la informacion mas

valiosa se estudio y reviso, procediendo a su lectura en el articulo original.

Por ultimo, cuando el trabajo se centrd en las interacciones afatinib-ABCG2, la seleccion
de articulos se restringid a aquellos articulos que tenian una estricta relacion con el tema. Al
final, quedaron 56 articulos, en los cuales se estudi6 la informacion mas relevante con respecto

al tema de investigacion.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de los transportadores ABC

La familia de los transportadores de membrana ABC estd filogenéticamente muy
conservada en seres humanos. Se subdividen en 7 subfamilias con 48 subtipos diferentes de
transportadores, desde ABCA hasta ABCG. Poseen un tamaiio relativo de entre 600 a 5004
aminoacidos y se organizan basdndose en su estructura genética, secuencia de aminoacidos,

organizacion de sus dominios y andlisis filogenéticos (Dean, 2005).

Mediante el gasto de energia en forma de ATP se encargan de transportar a través de la
membrana una elevada diversidad de sustratos, dentro de los cuales se incluyen azucares
aminodcido, iones metalicos, péptidos, proteinas, compuestos hidrofobicos y sus metabolitos,

etc. Se localizan en una gran diversidad de tejidos realizando una gran diversidad de funciones.



La estructura general del transportador ABC (Fig 3a) esta compuesta por dos dominios
estructurales citoplasmaticos denominados dominios de unién a nucleétidos (NBD) y dos
dominios transmembrana (TMD) los cuales estan conformados por seis a 11 a hélices que
atraviesan la membrana y que otorgan la especificidad por el sustrato (Choi y Yu, 2014). El
transportador funcional puede estar compuesto por una sola proteina con dos NBD y otros dos

TMD (transportadores completos), o por un dimero compuesto de dos mitades de transportador.

Los NBD son los encargados de hidrolizar el ATP y provocar modificaciones
conformacionales en los dominios TMD, lo cual permite el paso del sustrato a través de la
membrana lipidica (Locher, 2016). Los NBD estan compuestos por varios motivos estructurales
(Fig 3b): Un motivo P loop, altamente conservado, rico en glicinas y que se une a los a y 8
fosfatos del ATP; un motivo A /oop que proporciona una cadena lateral aromatica que se acopla
al anillo de purina de la adenina; un motivo Walker B, implicado en la unién e hidrdlisis del
ATP, posee una secuencia consenso de residuos hidrofébicos junto a un glutamato, que acttian
activando una molécula de agua para realizar un ataque nucleofilico al fosfato del ATP; un
motivo especial LSGGQ que fija y orienta al ATP durante la hidrdlisis; un interruptor de
histidina, el cual estabiliza el estado del cambio de conformacién; un Q loop que proporciona
contacto con la TMD; un D loop, el cual tiene un papel en el acoplamiento de la hidrdlisis al
transporte; y una ranura en la superficie del NBD, la cual forma el sitio de contacto entre las

hélices de acoplamiento del TMD (Locher, 2016; Liu, 2019).
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mencionados previamente (Locher, 2016).



4.1.1.

Transportadores ABC en MDR

De entre la elevada diversidad de transportadores ABC, destacan por su aportacion de

una u otra manera al origen y la progresion del cancer los transportadores ABCB1/P-GP (P-
glicoproteina), ABCB4/MDR2 (Multidrug resistance 2), ABCB11, ABCC1/MRP1 (Multidrug
resistance protein 1), ABCC2/MRP2, ABCC3/MRP3, ABCC4/MRP4, ABCCS5/MRPS,

ABCC6/MRP6, ABCC10/MRP7, ABCC11/MRP8 y ABCG2/BCRP (Slot et al., 2011; Mo y

Zhang, 2012; Schinkel y Jonker 2012). De entre ellos los transportadores MDR1/ABCBI,

MRPI1/ABCCI (Tabla 1) y BCRP/ABCG2 (apartado aparte mas adelante) son los que mayor

implicacion tienen en la modulacion de la concentracion intracelular de farmacos

anticancerigenos y por lo tanto los implicados en el desarrollo de MDR (Housman et al., 2014).

Tabla 1. Disposicion tisular, sustratos, funcion fisiologica e implicacion en cancer de los transportadores MDR1 y

MRP1 (Fletcher et al., 2016; Liu, 2019; Turner et al., 2020; Whitlock y Leslie, 2020).

Transportador

Localizacion tisular

Sustratos

Funcién fisiologica

Implicacion en céncer

MDRI1
(ABCBI)
(Fleker et al. ,
2016; Liu,
2019; Turner et
al ., 2020).

En la membrana apical
de epitelios de tejidos
como; intestino, cerebro,
higado, testiculos,
placenta, ojos etc. En
células hematopoyéticas
del sistema inmune e
incluso en membranas
mitocondriales y

Elevada diversidad
de moléculas
anfipaticas débiles y
ligeramente
hidrofobicas con
anillos aromaticos y
nitrégenos cargados
positivamente, asi
como compuestos
endogenos y

Limita la entrada de
compuestos toxicos a
través de las
barreras
hematocefilica,
intestinal,
hematotesticular,
hematoretinal, fetal-
maternal ademas
participa en la

Evita la entrada y
acumulacién de farmacos
anticancerigenos
hidrofobicos como
colchicina,
doxorrubicina,
vinblastina, inhididores
de tirosin quinasas, entre
muchos otros y participa
en el desarrollo de MDR

2019; Whitlock
y Leslie, 2020).

expresion en higado,
pulmoén, barrera
hematoencefalica, colon,
placenta, masculo
esquelético, piel,
intestino delgado y
grueso y en testiculos.

glutation, bilirrubina,
acido folico,
vitamina B-12.
Farmacos y
xenobidticos.

toxicos; por ejemplo,
contra compuestos
provenientes del
arsénico.

nucleares. exogenos toxicos excrecion enuna elevada
etc. hepatobiliar. diversidad de canceres.
En membrana ,
. Expulsa farmacos
basolateral del epitelio , , . , .
. Moléculas endogenas antineoplasicos como;
polarizado y en membras o 1 . ., S
. . sefializadoras como | Detoxificacion de vincristina,
luminal y abluminal de . , .
. . prostaglandina, farmacos, transporte doxorrubicina,
endotelios de diferentes . .,
MRP1/ .. conjugados de GSH, de glutation y metotrexato. Y su
. tejidos. Elevada . ., .
iu, esfingosinas, roteccion ante sobreexpresion
ABCCI) (L fi i t b

desemboca en una peor
prognosis en cancer de
pulmoén,
neuroblastomas, cancer
de mama, de prostata,
etc.
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4.1.2. Transportador BCRP/ABCG2

El transportador BCRP/ABCG?2 al igual que los demds transportadores ABC se
encuentra en una elevada diversidad de tejidos desarrollando un papel importante en la
absorcion, distribucion y eliminacion de una gran cantidad de sustratos. Desde que fue
descubierto por Doyle et al en el afio 1998 en una linea celular de cancer de mama resistente a
doxorrubicina, ha sido descrito por gran variedad de estudios como el transportador de mayor
relevancia en la interaccion farmacoldgica entre quimioterapéuticos. Su sobreexpresion y sus
polimorfismos en diversos tejidos se relacionan con la prognosis y prediccion de neoplasias
hematopoyéticas y solidas, asi como con el desarrollo de MDR (Mo y Zhang, 2012). Es por

ello que es una diana terapéutica de importancia farmacologica.

4.1.2.1. Localizacion v funcion fisiologica del transportador BCRP

El transportador BCRP se encuentra en un amplio rango de tejidos especializados en la
absorcion, distribucion y eliminacion de farmacos, por lo cual, se le atribuye el papel de
protector farmacologico y toxicoldgico ante xenobidticos y endobidticos, limitando la
biodisponibilidad de sus sustratos en tejidos que actiian como barreras fisioldgicas, tales como:
la barrera hematoencefalica, células epiteliales de intestino, rifion, vellosidades coridnicas de la
placenta, membrana canalicular de hepatocitos, células alveolares de la gldndula mamaria y en
células madre (Fig 4) (Mao y Unadkat, 2005; Sarkadi ef al., 2006; Mo y Zhang, 2012; Liu,
2019).

En el tracto gastrointestinal (GT): Se expresa principalmente en la membrana apical de

los enterocitos de las vellosidades intestinales, tanto en intestino delgado como en grueso (Fig
4 A), en los cuales, actia como una bomba de eflujo disminuyendo la absorcién intestinal y,
por lo tanto, la biodisponibilidad de sustratos (Lee et al., 2015; Mao y Unadkat, 2015). Su
expresion es maxima en duodeno (Gutmann et al., 2005); sin embargo, también se encuentra
dispuesto en la membrana luminar de células epiteliales del resto del intestino y colon, aunque

su expresion en estos Ultimos es menor (An y Morris, 2020).

En higado: Principalmente en la membrana canalicular de hepatocitos del canaliculo
biliar, donde actua como una bomba de eflujo que transporta metabolitos toxicos y xenobioticos
desde los hepatocitos hasta la bilis (Fig 4 B). Los sustratos endogenos estan principalmente

constituidos por conjugados glucurénicos (Mo y Zhang, 2012; Liu, 2019; An y Morris, 2020).
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En la barrera hematoencefalica: Localizado en la membrana luminar del endotelio

microvascular, (Fig 4 C); alli el transportador actia protegiendo al cerebro de la entrada de
xenobioticos toxicos e impide que se acumulen en el cerebro (Cooray et al., 2002; Aronica et

al., 2005; Mo y Zhang, 2012).

En la placenta: forma parte de la barrera materno fetal y se encuentra localizado en las
vellosidades corionicas y en la membrana plasmatica de sincitiotrofoblasto. Esta dispuesto
frente al riego sanguineo maternal (Fig 4 D) (Litman ef al., 2002; Mao y Unadkat, 2015) donde

su funcion principal es evitar la entrada de compuestos toxicos al feto (Mo y Zhang, 2012).

En glandulas mamarias: esta presente en la parte apical membranal de los conductos y

l6bulos de las mamas (Fig 4 E) (Liu, 2019). Experimentos realizados en ratones knock out han
demostrado que el transportador ABCG2 es importante en la disposicion de diferentes sustratos

en leche materna (Merino ef al., 2005; Merino et al., 2006).

En médula dsea y otros tejidos no hematopoyéticos: especificamente en las membranas

de células madre hematopoyéticas de médula (Fig 4 F) y de 6rganos no hematopoyéticos como

corazon, piel, pulmones, rifién, entre otros (Fatima ef al., 2012; Mo y Zhang, 2012).

N

Fig 4. Distribucion de la méxima expresion tisular del transportador BCRP en un individuo sano. 4 A) en los
enterocitos del GT. 4 B) en los hepatocitos del higado. 4 C) en las células endoteliales de la barrera
hematoencefalica. 4 D) en las células del sincitiotrofoblasto de la placenta. 4 E) en las vellosidades coridnicas. 4
F) en las células madre de la medula dsea.
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4.1.2.2. Estructura vy actividad del transportador BCRP

El transportador BCRP, ilustrado en la Fig 5, a diferencia de los demas transportadores
ABC, en estado funcional en la membrana estd compuesto por un homodimero de proteinas;
cada protomero esta constituido por un NBD en el N-terminal y un TMD de seis hélices o que
atraviesan la membrana, denominados como TM del 1 al 6 en el C-terminal (Polgar ef al., 2008;

Sarkadi et al., 2020).
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GlcNAc
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Fig 5. Estructura de un protémero del homodimero BCRP. La estructura estd compuesta por los dominios NBD y
TMD, los motivos de unién a ATP; Walker A, Walter B, H loop y Q loop junto a los motivos D loop y el motivo
C constituyen el NBD. Por otro lado, se esquematiza las TM1-6 de TMD junto a los aminoacidos mas importantes,
los cuales estan representados de diferentes colores; los azules son los residuos implicados en la union a sustratos
hidrofébicos; los marrones estan implicados en la especificidad de unidn a sustratos; ademas en rojo se disponen
las cisteinas de EL3 (Eckenstaler y Benndorf, 2020).

Uniendo las hélices transmembranales se disponen un conjunto de bucles extracelulares
e intracelulares relativamente cortos, de los cuales, el de mayor tamafio e importancia es el

bucle extracelular 3 (EL 3) ubicado entre TM 5 y 6 (Desuzinges- Mandon et al., 2010).

Los NBD de BCRP estan altamente conservados a nivel de secuencia y estructura, y
constituyen el sitio de unidn e hidrolisis a ATP. Al igual que los demas transportadores ABC,
NBD de BCRP se encuentra formado por los motivos: Walker B, interruptor de histidina (H
loop), D loop, Q loop y motivo C signature (Eckenstaler y Benndorf, 2020). Sin embargo, no
poseen el motivo Loop A (Manolaridis et al., 2018).
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Los TMD de BCRP, por otro lado, estan poco conservados con respecto al resto de
familias de ABC; son significativamente mas cortos y mas rectos, lo cual permite que los NBD

estén mas cerca de la membrana plasmatica (Sarkadi et al., 2020).

El homodimero funcional se establece por la dimerizacion de los NBDs mediante la
unidn de dos moléculas de ATP, una en cada NBD y se lleva a cabo de forma complementaria,
de tal forma que se llegan a enfrentar los motivos Walker A, Q loop, Walker B, H loop de
NBDI1 con C signature y P loop de NBD2 (Eckenstaler y Benndorf, 2020). Los TMD también
forman uniones, el TM 1 interfiere con el TM 2 en el mismo protomero e interaccionan con el
TMS5 del protomero contiguo; ademas los TM2, TMS5 del TMD1 junto a TM2, TMS5 del TMD2
forman uno de los centros de uniéon a sustratos denominado cavidad 1, constituida
principalmente por aminoacidos hidrofobicos (Manolaridis et al., 2018). En el lado extracelular
se encuentra la segunda cavidad de union al sustrato, formada principalmente por TMDs y EL3.
Esta segunda cavidad es mas pequena y estd formada por aminoacidos mas hidrofilicos; tanto
la cavidad 1 como la 2 estan separadas por un tapon formado por los aminoacidos de leucina
de ambos protomeros (L554-L554°). Estas leucinas también estan implicadas en la union al

sustrato (Eckenstaler y Benndorf, 2020).

El EL3 mencionado previamente es una pieza fundamental del transportador, ya que
ademas de ser exclusivo del transportador y de formar parte de la cavidad 2 de unién a sustratos
extracelulares, posee tres residuos de cisteina que forman puentes disulfuros, uno
intramolecular (C592-C608) que permite el plegamiento correcto de la proteina en el proceso
de sintesis y otro intermolecular (C603-C603’) que une los protomeros del homodimero
(Henriksen et al., 2005; Wakabayashi-Nakao ef al., 2009). Posee también un residuo, el N596,
el cual es un sitio de glicosilacion al cual se une una N- acetilglicosamina, pieza clave en la
maduracion de la proteina en su paso por el aparato de Golgi. Las cisteinas y la asparagina de
EL3 son puntos de control de la biosintesis de BCRP, por lo tanto, puntos de vital importancia

en la funcionalidad de la proteina (Nakagawa et al., 2009).

De importancia son también los segmentos que unen los NBD y los TMD; estos
segmentos también llamados linkers estan constituidos por 2 helices a (helice o conectora y
helice o de acoplamiento de TMD), tienen una longitud de 300 a 372 aminoacidos y son los
encargados de transmitir los cambios conformacionales originados por la union de ATP a los

NBD (Manolaridis et al., 2018).
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4.1.2.3. Mecanismo de accion, sustratos e inhibidores del transportador BCRP

El mecanismo de accion mas apoyado es el de Manolaridis et a/ (2018) representado en
la Fig 6. Este mecanismo propone que el transportador ABCG2 tiene dos estados
conformacionales; el primero, estado libre de nucleétido o inward facing conformation (IFC)
en el cual, BCRP se dirige hacia el citosol con la cavidad 1 abierta y la 2 cerrada; y el segundo,

estado de unioén a ATP o outward facing conformation (OFC).

ATP binding and

substrate entrance substrate binding .
o conformational change
extra- EL3 avity
cellvlar ~ TMD 7S~ (closed) 2\ Iz

Ll am an .
/nwc.7rd
facing

intra- leucine
cellular NBD plug

Cavity 1

substrate (open) .‘ 2x Mg-ATP
ATP hydrolysis and substrate release substrate translocation
conformational change
P Cavity 2
s —— = =, (open)
* - w d
T outw.ar -
facing

Cavity 1
- - - o

2ATP = 2ADP + 2P,

Fig 6. Ilustracion del mecanismo de accion del transportador ABCG2 en presencia de un sustrato, en el que se
muestran los cambios conformacionales ocasionados por la union de ATP, asi como el movimiento del sustrato
desde que se une a la cavidad 1 del transportador desde el lado citosoélico hasta su extrusion al medio extracelular
(Eckenstaler y Benndorf, 2020).

En primer lugar, ocurre la union de un sustrato a la cavidad 1. En esta cavidad el
aminoacido R482 es de vital importancia y media en el reconocimiento del sustrato por el sitio

de unidn junto a F439 y N436 (Sarkadi et al., 2020).

Posteriomente, tiene lugar la union de ATP a los NDB, especificamente se une a
aminoacidos del Q loop y Walker B debido a la ausencia de Loop A, el cual es el encargado de
la unién al ATP en el resto de transportadores ABC. Manolaridis et al (2018) detalla que la
union a dos moléculas de ATP, una en cada NBD, induce la dimerizacion y junto a ella el
cambio de la conformacion del transportador de IFC a OFC. El hecho de que se junten los NBD
hace que la cavidad 1 se cierre y el sustrato sea transportado hacia la cavidad 2 del EL3. La
hidrolisis del ATP ocurre mediante un ataque nucleofilico de y fosfato gracias a la ayuda de

Walker B, H loop, D loop y Q loop (Locher, 2016).
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Por ultimo, la hidrolisis del ATP induce el cambio conformacional que es transmitido
por los linkers hacia los TMDs, proporcionando la energia necesaria para la translocacion del
sustrato hasta el medio extracelular; de esta forma, se recupera la IFC y se liberan 2 ADP + Pi

(Manolaridis et al., 2018).

Es sabido que el transportador BCRP puede transportar una amplia variedad de
sustratos, y se ha teorizado que un sustrato que entre en la cavidad 1 no tiene la obligacion de
interaccionar con todos los residuos de la cavidad 1, sino que esta interaccion variara
dependiendo del tipo de sustrato; sin embargo, si que es necesario que cada sustrato que sea

transportado deba interaccionar con el residuo R486 (Clark et al., 2006).

Debido a la plasticidad de la cavidad 1 de las TMDs del transportador, este puede
movilizar: farmacos anticancerigenos, sulfatos y glucurénicos conjugados del esterol,
endotoxinas, xenobidticos, marcadores fluorescentes, carcindgenos, aniones organicos

conjugados, compuestos endogenos como la estrona-3-sulfato, nucle6sidos monofosfato entre

muchos otros.

Yaen el afio 2014 se conocian alrededor de 200 sustratos y aunque la mayoria se solapen
con los transportados por P-gp y MRP1, BCRP tiene una serie de sustratos e inhibidores
caracteristicos presentados en la tabla a continuacion (Mao y Unadkat 2015; Liu, 2019).

Tabla 2. Principales sustratos e inhibidores respectivamente del transportador BCRP (Mao y Unadkat 2015; Liu,
2019).

Antracenos Mitoxantrona, bisantreno

Derivados de camptotecina Topotecan, SN-38, Irinotecan, diflomotecan
Poliglutamatos Metotrexatos

Analogos de nucledsidos Zidovidina, lamivudina, zidovudina 5' monofosfato
Fotosensibilizantes Feoforbida a, protoporfirina IX, hematoporfirina
Inhibidores de tirosina-quinasas |Gefitinib, imatinib.nilotinib, erlotinib, afatinib, lapatinib
Otros farmacos Nitrofurantoina, flavopiridol, etc

Inhibidores de tirosina-quinasas Gefitinib, imatinib, erlotinib, afatinib, nilotinib etc
Inhibidores de proteasas de VIH Ritanovir, saquinavir, nelfinavir, lopinavir
Inhibidores de proteasas de VCH Boceprevir, telaprevir

Blogueadores de canales de calcio Nicardipina, nimodipina, nitrondipina
Antifungicos Azoles Itraconazole, ketaconazole, fluoconazole
Inmunosupresores Ciclosporina A, tacrolimus, sirolimus

Otros farmacos Novobicina, tamoxifen, omeprazol etc
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4.1.2.4. Expresion del transportador BCRP en cancer

BCRP se expresa en una gran variedad de canceres. Diversos estudios han
correlacionado su sobreexpresion con el desarrollo de MDR y con la respuesta atenuada de
pacientes a tratamientos con firmacos anticancerigenos. BCRP se ha visto implicado en
leucemias como: leucemia mieloide aguda (Ross et al., 2000), leucemia linfoblastica aguda
(Plasschaert et al., 2003), leucemias mieloides cronicas (Jordanides et al., 2006) y en tumores
solidos como: carcinomas del tracto gastrointestinal, carcinomas de higado, carcinomas
vesiculares, carcinomas colorrectales, carcinomas pulmonares, carcinomas de mama,
adenocarcinomas pancreaticos y en diversos melanomas (Lee et al,, 2012). También se ha
encontrado en células madre de cancer, las cuales tienen un papel importante en la

tumorogénesis, heterogeneidad tumoral, MDR y metéstasis (Wang et al., 2014a).

4.1.2.5. Polimorfismos genéticos del transportador BCRP

Las variantes genéticas son factores de impacto en el comportamiento individual del
paciente ante un determinado farmaco. Es por ello que diversos estudios farmacogenéticos se
han llevado a cabo con el objetivo de descubrir cudl es la diversidad del gen ABCG2 en las
poblaciones humanas, asi como cuales son las implicaciones de esta diversidad en el efecto de

diversos farmacos anticancerigenos.

Paralelamente a los estudios farmacogenéticos, estudios cristalograficos sobre la
estructura quimica, como del funcionamiento del transportador BCRP han encontrado que

ciertas mutaciones pueden deteriorar la funcion del transportador.

El gen ABCG?2 es altamente polimoérfico y actualmente se conocen mas de 100 SNPs;
los de mayor interés, debido a que sus frecuencias en humanos son elevadas y por su
implicacion en el correcto funcionamiento del transportador son: C421A (Q141K) y G34A
(V12M). Ambos tienen una frecuencia variable pero siempre por encima del 10%, siendo mayor
en poblaciones del este de Asia. Se encuentran en los NBD del transportador, y son mutaciones
sin sentido que dan lugar a la reduccion de la expresion de BCRP en membrana (Chen et al.,

2019).

Especificamente la expresion de Q141K junto a SNPs de menor frecuencia son capaces
de reducir la presencia de transportadores en membrana de eritrocitos entre un 30-50%,

llevando a los individuos que presenten estos SNPs a desarrollar un fenotipo caracteristico
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llamado Jr-. Estos individuos a pesar de estar sanos tienen una respuesta dispar ante diferentes

farmacos (Zelinski et al., 2012).

Se ha establecido que la presencia de alelos recesivos A en individuos que llevan uno u
otro de los SNPs nombrados, estd relacionada con una mejor respuesta a tratamientos
quimioterapéuticos, debido a la disminucion de eflujo de fadrmacos por ausencia de

transportadores y, por lo tanto, una mayor acumulacion intracelular (Chen et al., 2019).

Otro SNP de elevada importancia es uno de los residuos ubicados en la cavidad 1 de los
TMDs y por lo tanto implicado en la especificidad de union a ciertos sustratos. Este residuo es
el R482. Se ha encontrado que el SNP R482G altera la dindmica de interaccion de la TM 3 con
las hélices vecinas, llegando a bloquear en cierta medida el transporte de sustratos a través de

BCRP (Léaszl6 et al., 2016).

También, N596 es importante, y puede ser diana terapéutica. Este residuo ubicado en
EL3, es el punto de glicosilacion de la proteina. Su disrupcién por accion farmacoldgica o por
mutacion (N596G) lleva al mal plegamiento de la proteina y por lo tanto a la ubicuitinacion y
degradacion a través de la via proteosomica. Si de alguna forma, esta evita la via degradativa,
puede presentarse en elevada densidad en la membrana contribuyendo a la ausencia de eflujo
desde el citosol y por ende a desarrollar un fenotipo con BCRP disfuncional (Nakagawa et al.,

2009).

Existen muchos maés polimorfismos, sin embargo, los que mayor interés clinico

despiertan por el momento son los nombrados.

4.1.2.6. Transportador BCRP vy quimioterapia

Desde que se descubri6 el transportador BCRP, poco a poco, segin aumentaba el
conocimiento del transportador este ha ido tomando una relevancia més central en el fendémeno
de MDR en cancer. Hoy en dia el BCRP es conocido como un marcador de la diagnosis y
prognosis en diversas neoplasias, debido a sus distintas caracteristicas e implicacion en la
maduracion del fenotipo de diversos canceres. El fenotipo como ya se ha comentado
previamente, esta definido por multiples factores, y difiere mucho entre distintos pacientes. Es
por ello que la aproximacion al problema mediante el uso de protocolos de quimioterapia
convencional y generalista resulta inefectiva en multiples casos, incluso llega a empeorar el

problema originando fenotipos multirresistentes mas agresivos.
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Estos inconvenientes han presionado a la comunidad cientifica a buscar nuevas
aproximaciones para erradicar o al menos evitar el desarrollo de MDR. Aunque pocas de estas
aproximaciones han mostrado resultados esperanzadores en estudios in vivo, bien debido a la
toxicidad, o a caracteristicas farmacocinéticas del farmaco, los inhibidores de tirosina quinasas
(TKIs) se han postulado como candidatos esperanzadores debido a su alta biodisponibilidad,

elevada distribucion tisular, y minimos efectos toxicos (An y Morris, 2020).

4.2. Proteinas tirosina quinasa e inhibidores de tirosina quinasa

Los TKIs son moléculas que tienen por diana localizaciones especificas de la estructura
de las PTKs (Proteinas tirosina quinasa). Estan catalogados en dos tipos; siendo los smTKI
(TKI de bajo peso molecular) los que mas énfasis tienen en esta revision; estas moléculas tienen

la capacidad de inhibir la actividad de las PTKs (Herbrink ef al., 2015).

Las PTKs son de vital importancia, ya que estan encargadas de una gran variedad de
procesos fisiolégicos como bioquimicos. Su desregulacion estd implicada en la proliferacion
celular que causa procesos tumorogénicos (Drake et al., 2014), metastasis, angiogénesis,
invasion tumoral y MDR (Knésel ef al., 2014). Se encuentran en la mayoria de los animales
multicelulares y se dividen en dos categorias; receptores PTK (RTK) y no receptores PTK
(nRTK). A su vez los RTK estan divididos en: receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGR), receptor del factor
de crecimiento endotelial (VEGFR) y receptor de insulina (IR) entre otros. (Jiao ef al., 2018).

Especificamente, la familia EGF (Factor de crecimiento epidérmico) de los receptores
RTKSs, esta implicada en el crecimiento y desarrollo de diferentes 6rganos y tejidos; la familia
esta constituida por EGFR ((ErbB1) (oncogén homdlogo viral de leucemia eritroblastica)),
HER2 ((Receptor epidérmico humano) (ErbB2)), HER3(ErbB3), HER4(ErbB4). Todos ellos
relacionados de una u otra manera con el desarrollo de cancer y MDR. Sin embargo, los de
mayor importancia son EGFR y HER2, presentes en la membrana celular regulando la
supervivencia y apoptosis de las células epiteliales en cancer de mama, de pulmon, de vejiga,

de prostata y diversos carcinomas (Park et al., 2014; Han et al., 2015).

EGFR esté constituido por varios segmentos; un segmento extracelular que actia como
sitio de union al ligando EGF, un segmento intermembrana y uno intracelular con el dominio

proteina quinasa (Roskoski, 2018).
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El dominio con actividad tirosina quinasa es el encargado de transferir un grupo fosfato
desde una molécula de ATP hasta una tirosina de otra proteina diana que produce una cascada
de fosforilaciones que sirven como sefiales para regular diversos mecanismos (Roskoski, 2018).
La estructura del dominio estd compuesta de dos 16bulos: un I6bulo pequefio N- terminal y otro
mayor C- terminal; los N terminales son ricos en glicina y forman una zona de union al ATP.
Es alli donde actia el mecanismo de accion de los TKIs, los cuales mediante inhibicion
competitiva pelean por el sitio de union del ATP. La unién satisfactoria del TKI evita que se
den las reacciones en cascada que produce el receptor fosforilado (Wang et al., 2014b;

Roskoski, 2018; Jiao et al., 2018).
4.3. Afatinib

Afatinib es un compuesto derivado de la quinazolina disefiado por Boehringer Ingelheim
que actua como un inhibidor irreversible de segunda generacion de todos los dimeros formados
por los miembros de la familia de receptores de las tirosina quinasas ErbB, HER2, HER3, EGF
y HER4, inhibiendo su actividad, in vivo e in vitro (Li et al., 2008; Jiao et al., 2018; Roskoski,
2018). Afatinib tiene elevada selectividad, alta eficacia y efectos secundarios minimos y en el
afio 2013 fue aprobado por la FDA estadounidense (Food and Drug Administration) como
farmaco de primera linea en el tratamiento en pacientes con mutacion en el exén 21 (L858R) y
delecion del exén 19 (T790M) del gen EGFR en NSCLC (cancer de pulmon de células no
pequeiias), los cuales desarrollan un fenotipo resistente por aumento de sensibilidad del receptor
por el ATP ante diversos TKIs. Afatinib por lo tanto estd disefiado para sustituir a gefitinib y
erlotonib, TKIs de primera generacion en el tratamiento del cancer de pulmoén, ya que estos,
aunque son efectivos, llegan a desarrollar resistencia ante TKIs en pacientes con la mutacion
del gen EGFR incluida la variante con doble mutacion L858R/T790M (Li et al., 2008; Yun et
al., 2008; Bordi et al., 2014; Wang et al., 2016).

Ademas de NSCLC, afatinib también se ha mostrado efectivo en estudios in vivo contra
células madre de céancer fenotipo SP (Side population) (Wang et al., 2014a), cancer de mama
metastasico positivo para HER2 (Zhang y Munster, 2014) y carcinomas metastasicos de células
escamosas de cuello y cabeza (van Hoppe et al.,, 2017). A pesar de estos datos, afatinib en
estudios clinicos ha demostrado tener una distribucion y biodisponibilidad limitada
especialmente en tejidos o tumores que se encuentran alejados. Debido a esta razon se
administra oralmente en altas dosis dando lugar a efectos secundarios no deseados (Hebrink et

al,, 2015).

20



En cuanto a su perfil PK, afatinib sufre un metabolismo minimo y es eliminado en un
85% a través de heces y el resto lo hace por via renal (Tan et al., 2019). Interacciona con los
alimentos, especialmente los grasos, los cuales disminuyen su biodisponibilidad y no interactiia

con el citocromo P450, como lo hacen otros agentes quimioterapéuticos (Stopfer et al., 2012).

4.3.1. Mecanismo de accion de afatinib en la interaccion con los receptores de

crecimiento epidérmico

La interaccion entre afatinib y los miembros de la familia ErbB se hace mediante un
enlace covalente del grupo carbonilo insaturado de la molécula, el cual sufre un ataque
nucleofilico por parte de un SH de la Cys 797 del sitio de union a ATP del receptor. Junto al
enlace covalente, una serie de enlaces no covalentes ayudan a que el afatinib se coloque en la
posicion adecuada del sitio de union de ATP del receptor bloqueando la unién del ATP
(Roskoski, 2018). De esta forma evita que EGF, al formalizar su union desencadene cascadas
de sefalizacion a través de las siguientes rutas: proteinas quinasa activadas por mitdgenos
(MAPK) / quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK); fosfoinositol-3-quinasa (PI3K) /
Protein-quinasa B (AKT), (Crawford et al., 2018) y Fosfolipasa Cy (PLCy) / Protein-quinasa
C (PKC) (Annenkov et al., 2014). En ultimo lugar el bloqueo de la actividad quinasa inhibira

la progresion tumoral, la supervivencia celular e induciré la regresion tumoral (Jiao et al., 2018).

4.3.2. Interacciones entre el transportador BCRP y Afatinib

Se ha demostrado que afatinib interactia con el transportador BCRP, jugando un papel
dual de interaccion directa con BCRP, un papel regulador de la expresion de BCRP y un papel
indirecto a través de la inhibicion de las cascadas de fosforilacion de la familia de EGFR (Fig

7).

4.3.2.1. Afatinib, regulador indirecto de la expresion de BCRP

La cascada de fosforilacion de las quinasas activadas por los RTK modula la regulacion
de la expresion de los transportadores ABC, entre ellos BCRP. Esta cuestion esta respaldada
con el hecho de que el aumento de la expresion y de la funcion de los receptores esta relacionada
con un aumento en la MDR tanto ante TKIs como ante farmacos cuyas dianas distan del mero

receptor (Crawford et al., 2018).

Diversos ensayos reconocen que las cascadas de sefializacion de EGFR regulan
directamente BCRP. El tratamiento en células madre de cancer con inhibidores de PI3K

disminuye la expresion del transportador en membrana, aumenta el almacenamiento citosdlico,
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pero mantiene los niveles de expresion celular, por lo tanto, altera el trafico del transportador

(Mogi et al., 2003).

En contraposicion a la inhibicion, la expresion constitutiva del receptor de EGF se
correlaciona con el aumento de mRNA de BCRP en diversos tejidos. Diversos autores afirman
que la actividad del receptor modula la sefializacion, transcripcion, estabilidad y fijacion del
transportador en la membrana (Crawford et al., 2018). Esto es asi, ya que en estudios en los que
se daba la activacion de la ruta AKT permitian la acumulacion y expresion de BCRP (Takada
et al., 2012). La activacion de AKT esté relacionada con la union al promotor del protoncogen
serina/treonina quinasa pim-1 que sintetiza Pim-1, el cual se une al residuo T362 de la region
linker del transportador BCRP y modula el transporte, fijacion, localizacion y expresion de

BCRP (Darby et al., 2015; Crawford et al., 2018).

El uso de afatinib como inhibidor irreversible de la familia de los EGFR evita la
actividad quinasa del receptor bloqueando todos estos mecanismos moleculares y
consecuentemente lleva a superar el fenotipo resistente del cancer por sobreexpresion de BCRP

(Fig 7 A).

4.3.2.2. Afatinib, regulador directo de la expresion vy actividad de BCRP

Afatinib es capaz de interactuar directamente con ABCG2 wild-type como sustrato, ya
que los canceres que tienen una elevada expresion de ABCG2 expulsan afatinib disminuyendo
su actividad (Inove et al., 2019) y también como modulador de la expresion del gen ABCG2

(Wang et al., 2014a).

Hoppe et al en el ano 2014 realizé una serie de ensayos para conocer el efecto del
transportador BCRP en la disposicion de afatinib en el cerebro a través de la barrera
hematoencefalica. El resultado fue que inequivocamente BCRP era capaz de transportar
afatinib. Ademas, le permitié concluir que todos los tejidos donde se sobreexpresa BCRP
median en la modulacion de su PK. Como ejemplo tenemos el epitelio intestinal, el cual
disminuye la absorcion de afatinib y el higado que aumenta la excrecion hepatica del farmaco.
Este efecto es aditivo, ya que también se concluyd que P-gp transportaba afatinib y la accion

conjunta de los dos transportadores convertia en minima su disposicion en el cerebro.

A pesar de que alin no esta claro como interactiia el transportador BCRP para mediar su
transporte de afatinib a nivel bioquimico, si que se conoce que afatinib es capaz de unirse

selectivamente a los sitios de union de ATP de cada uno de los NBDs del transportador
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inhibiendo su actividad y la union del ATP, por otro lado, imposibilitando la transmision del
cambio conformacional de la estructura para dar lugar a la extrusion de los sustratos (Fig 7 B)

(Wang et al., 2014b).

Otro estudio relevante, llevado a cabo por Wang et al (2014a) en células madre de cancer
con fenotipo SP, células caracterizadas por sobreexpresar BCRP, concluyé que afatinib
provocaba la disminucidn de los niveles de células madre de cancer SP, sobre todo de células
madre primarias de leucemia, por disminucion de la expresion de BCRP. Asi mismo, se vio que
aumenta la eficacia de agentes quimioterapéuticos administrados conjuntamente, reduce la
propension a formar agregados celulares y dafia drasticamente la tumorogénesis, su crecimiento
y renovacion celular. Paralelamente Wang et al (2014a) realiz6 el mismo estudio en otras lineas
celulares; en carcinoma de colon, en células de cancer de mama que sobreexpresa el

transportador (MCF7) y en carcinoma nasofaringeo y el resultado fue el mismo.

El efecto dual de afatinib concluye con su actividad como silenciador génico. Asi,
afatinib es capaz de incrementar la sintesis de metilasas de DNA, las cuales metilan las islas
funcionales CpG ubicadas en el promotor del gen llegando a suprimir la expresion del

transportador BCRP (Fig 7 C) (Wang et al., 2014a).
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Fig 7. Ilustracion de las vias de interaccion entre afatinib y el transportador BCRP. 7 A) afatinib como regulador
indirecto de BCRP. 7 B) afatinib como inhibidor de la actividad de BCRP. 7 C) afatinib como inhibidor de la
expresion de BCRP.
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4.3.2.3. Perspectivas v retos de afatinib

Afatinib es seguro, es potente y especifico y administrado junto a otros farmacos
convencionales como topotecan (Wang et al., 2014b), SN38 (Inove et al., 2019), rapamicina
(Li et al, 2008) e inhibidores de P-gp es capaz de evitar MDR con buenos resultados en el
tratamiento de diversos tipos de cancer, pudiendo incluso llegar al cerebro siempre y cuando el

protocolo del tratamiento sea adecuado.

El futuro de afatinib pasa por un estudio més exhaustivo de su interaccion con BCRP y
otros transportadores. El especial interés recae en estudios cristalograficos de la interaccion
entre ambos. Seria también interesante comprender mejor cudl es el papel de los distintos
polimorfismos en los distintos aspectos de afatinib, ya que atin no hay consenso en los estudios
farmacogenéticos realizados con los SNPs C421(Q141K) y G34A (V12M). Hayashi et al.,
(2019) afirma que en los pacientes con el alelo A (C421A) se observa un incremento de los
niveles de afatinib en plasma. Inove ef al., (2019), Tan et al., (2019) y Sogawa et al., (2020) en
contraposicion ofrecen resultados opuestos a Hayashi et al. y afirman que no hay asociacion
entre este polimorfismo y los niveles de afatinib en plasma. Tan et al., ademas recoge el SNP

G34A en su estudio, dando los mismos resultados que en C421A.

Asi mismo, seria interesante conocer como interactuan los nuevos y antiguos farmacos

anticancerigenos con afatinib en diversas lineas celulares de cancer.

5. CONCLUSIONES

1. El transportador BCRP es uno de los que mayor peso tienen en el desarrollo de MDR.
Se encuentra dispuesto en una gran variedad de tejidos, principalmente en aquellos que forman
parte de barreras fisiologicas y juegan un papel en la distribucion, absorcion y transporte de una
gran variedad de sustratos, entre ellos, diversos compuestos anticancerigenos. Su
sobreexpresion contribuye al desarrollo de un fenotipo multirresistente y mas agresivo de
cancer que trae consigo una peor prognosis, menor tasa de supervivencia y por ende un nimero

mas elevado de muertes al afio.

2. El gen que codifica a BCRP es altamente polimorfico y existen muchos SNPs con
diferentes frecuencias segun el grupo étnico, pero destacan Q141K y VI2M debido a su alta
frecuencia en humanos. Ambos son responsables de un fenotipo con mejor respuesta ante

farmacos.
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3. Con respecto a Afatinib, es un farmaco potente, especifico y que es capaz de evitar el
desarrollo de MDR e inducir regresion tumoral en diversos tipos de cancer. Es inhibidor de
diversos receptores con actividad tirosina quinasas, siendo su diana principal los miembros de
la familia ErbB. Actua bloqueando la unién de ATP al dominio quinasa y su uso esta aprobado
por la FDA en cancer de pulmon cuyos pacientes presentan mutaciones en EGFR que los vuelve

resistentes a TKIs de primera generacion.

4. Esta demostrado que afatinib interactia con el transportador BCRP como sustrato e
inhibidor. Actiia como inhibidor de la expresion, transporte, localizacion, fijacion y actividad
del transportador BCRP mediante la inhibicidon del receptor de tirosina quinasa o bien por la
interaccion directa e indirecta con BCRP. Asi disminuye su expresion por aumento de la
actividad metilasa en las islas CpG del promotor del gen. También disminuye su actividad por

union a los sitios de union a ATP en los NBDs del transportador.
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