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RESUMEN

La ATP-citrato liasa (ACL) es una enzima citosélica dependiente de ATP, que
convierte el citrato procedente de la mitocondria en oxalacetato y acetil CoA. Este
ultimo, es un precursor para las vias de sintesis de los &cidos grasos y el mevalonato,
convirtiendo la ACL en una enzima estratégica que enlaza el metabolismo glicolitico y
lipidico.

Se ha observado un incremento de la actividad ACL en las células cancerosas,
mientras que su inhibicion suprime la proliferacidn en ciertos tipos de células tumorales.
Un ndmero creciente de evidencias, resaltan el papel central de ACL por su gran
potencial como diana clave para el tratamiento del cancer. Asimismo, los estudios
mecanisticos iniciales, revelaron que los inhibidores de ACL suprimen la sintesis de los
acidos grasos y el colesterol y disminuyen los lipidos del plasma; asi, ACL ha
reaparecido como una diana farmacoldgica para la disminucién del colesterol LDL
(LDL-C). Los inhibidores de ACL desarrollados en un principio para los desérdenes
metabdlicos, hoy en dia se vislumbran también como prometedores agentes

anticancerosos.

PALABRAS CLAVE:

Citrato, ATP-Citrato liasa, sintesis de é&cidos grasos, lanzadera citrato, &cido
bempedoico, hidroxicitrico, acetil-CoA, dislipidemias, cancer.
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ABSTRAC

ATP-citrate lyase (ACL) is an ATP-dependent cytosolic enzyme that converts citrate
from the mitochondria to oxalacetate and acetyl CoA. The latter is a precursor for the
pathways of synthesis of fatty acids and mevalonate, converting the ACL into a

strategic enzyme that links glycolytic and lipid metabolism.

An increase in ACL activity in cancer cells has been observed, whereas its inhibition
suppresses proliferation in certain types of tumor cells. A growing number of evidences
highlight the central role of ACL because of its great potential as a key target for the
treatment of cancer. Likewise, initial mechanistic studies revealed that ACL inhibitors
suppress the synthesis of fatty acids and cholesterol and decrease plasma lipids; thus,
ACL has reappeared as a pharmacological target for the decrease of LDL cholesterol
(LDL-C). ACL inhibitors originally developed for metabolic disorders, nowadays are

also seen as promising anticancer agents.

KEYWORDS:

Citrate, ATP-Citrate lyase, synthesis of fatty acids, citrate shuttle, bempedoic acid,
hydroxycitric acid, acetyl-CoA, dyslipidemias, cancer.
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ABREVIATURAS:

ATP citrato liasa

Citril-CoA liasa C-terminales
Acil-CoA sintetasa-1 hepética
Receptor de LDL

Acido graso sintasa
Acetil-CoA carboxilasa
Lactato deshidrogenasa
Monoacilglicerol lipasa
3-Hidroxi-3-metilglutaril
coenzima-A reductasa
Magnesio
Fosfatidilinositol-3-quinasa
Proteina quinasa-B
Acil-CoA sintasa 2
Transportador glucosa-1

Adenosina trifosfato

ATP citrate lyase (ACLY)
C-terminal Citril-CoA lyase
Acyl-CoA synthetase-1 hepatic
LDL receptor

Fatty acid synthase
Acetyl-CoA carboxylase(ACC)
Lactate dehydrogenase
Monoacylglycerol lipase
3-Hydroxy-3-methylglutaryl
coenzyme-A reductase
Magnesium
Phosphatidylinositol-3-kinase
Protein kinase-B

Acil-CoA synthase 2

Glucose transporter-1

Adenosine triphosphate
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1. INTRODUCCION

La ATP-citrato liasa (ACL) es una enzima citosolica dependiente de Mg?*-ATP que
cataliza la conversion de citrato (procedente de la mitocondria) y coenzima A (CoA), en
oxalacetato y acetil-CoA a nivel del citoplasma [1] [2]. El producto acetil-CoA es
crucial para el metabolismo de los &cidos grasos [3], [4], la biosintesis del colesterol [5],
y la acetilacion y prenilacion de proteinas [6], [7]. ACL se manifiesta como una diana
importante para los farmacos anticancerigenos, ya que muchas células cancerosas
dependen de su actividad para la proliferacién [8], [9]. ACL es también una diana contra
las dislipidemias y la esteatosis hepética, con un compuesto (&cido bempedoico),
actualmente en pruebas clinicas en fase 3 [10]. Se han descrito muchos inhibidores de la
ACL, pero la mayoria de ellos presentan una baja actividad [8]. Muy recientemente, se
ha descrito el inhibidor NDI-091143 [11] que actla a concentraciones nanomolares
como inhibidor efectivo de la ACL humana, y ha propiciado la determinacion de la

estructura completa de la ACL humana.
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2. OBJETIVOS

El presente trabajo consiste en una revision general de las principales caracteristicas
de la ACL: su distribucién tisular, localizacion subcelular, estructura, mecanismo
catalitico y funcion. Ademas, enumera algunos de los principales inhibidores naturales o
sintéticos descritos para la enzima, haciendo hincapié en los mas recientes y eficaces
como potenciales agentes anticancerigenos. Por otra parte, revisa el papel de ACL como
diana farmacoldgica en las dislipidemias.

3. MATERIAL Y METODOS

Las fuentes de principales de informacion utilizadas en la elaboracidn del presente
trabajo han sido fuentes primarias es decir, trabajos originales de investigacion. Asi
mismo, se han usado buscadores cientificos y/o paginas webs como fuentes secundarias,
tales como: NCBI, Uniprot y PubMed. Este documento ha sido redactado acorde a las
Normas APA a 2019.
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4. RESULTADOS

4.1 Distribucion tisular y localizacion subcelular de la ACL

La ATP-citrato liasa (ACL) es una enzima citosolica ampliamente expresada en
tejidos lipogénicos como el higado y el tejido adiposo [12],[13] y presenta bajos
niveles de expresion en corazdn, intestino delgado, cerebro y masculo esquelético [14].
También se expresa y presenta actividad en células B-pancreéaticas [15]. Su
sobreexpresion se asocia con diversa condiciones patoldgicas. La ACL es
principalmente una enzima citosolica que se une al reticulo endoplasmatico en células
de mamifero[16] aunque también en estos, se ha detectado en el ndcleo de diferentes
células [17], asi como en el nucleo y citoplasma de células de glioblastoma humano,
fibroblastos embrionarios de raton y células de carcinoma de colon humano. El
Citrato puede difundir libremente a través del complejo del poro nuclear dado que se
trata de una molécula pequefia y por tanto, la sintesis de acetil-CoA mediada por ACL,

puede ocurrir en el citoplasmay en el ndcleo en células de mamifero [17].

4.2 Estructura, funcién y mecanismo catalitico de ACL

La proteina ACL humana es una enzima homotetramérica con cuatro subunidades
idénticas. Cada cadena polipeptidica contiene 1101 residuos de aminoacidos [18], [19] y
presenta un alto nivel de homologia con la isoforma de rata (aproximadamente un 98%
de identidad). ACL cataliza la sintesis dependiente de Mg-ATP de Oxalacetato y
Acetil-CoA a partir de Citrato y Coenzima A (fig. 1):

COO i

- ATP citrate COo"

CH, lyase CIJ—O

x = 1
HO——COO" + CoASH + MgATP == L~ + CoAS—C-CH; + MgADP + P

2

CH2 1

! COoQOr

coor

Citrate Coenzyme A Oxaloacetate Acetyl-CoA

Fig. 1.- Reaccion catalizada por la ATP citrato liasa
Tomada de Granchi C. (2018) European Journal of Medicinal Chemistry, 157 [104]
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El mecanismo catalitico de esta enzima se basa en tres pasos diferentes (fig. 2):

1) Unién inicial de Mg®*-ATP a la enzima libre ACL que cataliza la
fosforilacion de un residuo de histidina conservado (la His-760 es el aceptor de
fosfato en la isoforma humana), y la posterior liberacion de Mg-ADP;

2) La fosfoenzima recién formada cataliza la sintesis de un Citril-fosfato
unido a la enzima de forma no covalente, que sufre un ataque nucleofilico por el
grupo tiol del coenzima A, lo que resulta en la formacion de un enlace tioéster
entre el citrato y el coenzima A y la descarga de fosfato inorganico (Pi);

3) En este punto, el intermedio unido a la enzima, Citril-CoA, es escindido
mediante una reaccion de Claisen inversa, favorecida por el ataque de un residuo
béasico en el sitio activo, que conduce a la formacion de acetil-CoA y oxalacetato,

que se liberan del sitio activo del enzima [20], [21].
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Fig. 2. Mecanismo de reaccion de la ACL. La linea continua entre la His760 y ACL
indica que His760 pertenece a la secuencia de aminoacidos de ACL. La linea
discontinua indica union no covalente entre el Citril-fosfato a la enzima. Tomada de
Granchi C. (2018) [105]
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La ACL posee seis dominios: comenzando desde el extremo amino terminal, los
dominios 3 y 4 alojan al ATP (pliegue de sujecién del ATP), el dominio 5 contiene el
sitio de union del citrato, el dominio 1 el sitio de union del CoA, en el dominio 2 se
sitla el residuo de histidina fosforilado que es necesario para el mecanismo catalitico
(His760) seguido finalmente, por el dominio citril-CoA liasa C-terminal (CCL) [22]. El
primer intento de obtener una estructura cristalina resulté en una forma truncada de la
ACL [22], donde se identifico un lazo formado por los residuos Ser343-Thr348, que se
definié como el sitio de union del citrato. El citrato contiene tres grupos carboxilicos,
un grupo hidroxilo y para distinguir entre los dos grupos carboxilicos terminales, se les
asigna como pro-R y pro-S, ya que el citrato tiene un centro quiral (Fig. 3). Existe un
puente salino fuerte entre el COOH pro-R y la Arg-379, el grupo COOH central
establece enlaces de hidrogeno con la cadena lateral de la Thr-348 y el nitrogeno del
grupo alfa amino de la Asn-346 y la Thr-348, el grupo hidroxilo interactia con la
cadena lateral de la Thr-348 y el nitrégeno del grupo alfa amino de la Gly-309 (Fig. 3).
El grupo carboxilico pro-S queda libre para interactuar con CoA y no esta implicado en

ninguna interaccion con la proteina [22].

—_ citrate

oH o

MH-
I
Ay o,
0 HM.

-,{.NH ;

Fig. 3. - Principales interacciones del citrato con los residuos que le rodean en el sitio de
unién del citrato. Carboxilatos; pro-R (puente salino con Arg379), y pro-S (libre para
interaccion CoA).Tomada de Granchi C. (2018) [106]
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ATP-grasp
34

Fig.4.- (c) Superposicion de la estructura del complejo ternario del protémero de ACL
de longitud completa (en color) con la del segmento N-terminal en complejo con citrato
(gris). Tomada de Wei J et al. (2019) [108] Las figuras de la estructura fueron
producidas con PyMOL

4.3 Conversion de la glucosa en Acetil-CoA citosolico

La via de sintesis del acetil-CoA citosolico [23] a partir de la glucosa, comienza con
la glicolisis que convierte glucosa en piruvato en el citosol. El piruvato entra a la
mitocondria donde se convierte el acetil-CoA por la piruvato deshidrogenasa y a

oxalacetato por la piruvato carboxilasa.

La via que sigue el piruvato la dictan los niveles de acetil-CoA en la mitocondria.
Cuando los niveles de acetil-CoA son altos, se inhibe la piruvato deshidrogenasa y la
actividad de la piruvato carboxilasa se estimula. Como los niveles de oxalacetato
incrementan por la actividad favorecida de la piruvato carboxilasa, el oxalacetato se
condensa con el acetil-CoA para formar Citrato [24]. Cuando las necesidades de
sintesis de ATP son bajas, asi que la oxidacion del acetil-CoA via ciclo de Krebs y

fosforilacion oxidativa es minima, este acetil-CoA mitocondrial puede ser almacenado
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para su uso futuro en forma de grasa. La biosintesis de acidos grasos ocurre en el

citosol pero la membrana mitocondrial es esencialmente impermeable al acetil-CoA. El

acetil-CoA sale de la mitocondria al citosol en forma de citrato mediante el sistema de

transporte del tricaroboxilato (lanzadera de citrato). La ACL citosolica, cataliza

entonces la reaccion:

Citrato + ATP+CoA+H,O —ATP-Citrato Liasa— Acetil-CoA + ADP + Pi + Oxalato

La ACL cataliza una reaccion en la que 2 carbonos de citrato se transfieren a CoA,
con el consumo de 1 molécula de ATP y la generacion de acetil CoA y oxalacetato. La
ACL es, por lo tanto, un importante contribuyente citosélico de acetil-CoA, el
componente fundamental para la biosintesis de acidos grasos y colesterol. Los valores
de K m-aparente para los sustratos citrato y ATP son 0.58 y 0.172 mM a un pH 6ptimo
de 8.4 y requiere la presencia iones de Mg®" [25]. La fosforilacién de ACL se ve
incrementada por el glucagon, la insulina, la vasopresina y el factor de crecimiento

transformante B1 [26].
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Fig. 5. En el citosol, el citrato es escindido por la ACL, un enzima inducible, para
formar oxalacetato y acetil CoA. El acetil CoA se usa para la biosintesis de los acidos
grasos y para la biosintesis del colesterol, vias que son activadas por Insulina. El
oxalacetato es reciclado a piruvato via malato deshidrogenasa citosélica y la enzima
malica que es inducible. La enzima malica genera NADPH para las reacciones del
complejo de la &cido graso sintasa. EI NADPH también puede producirse por las dos
enzimas de la via de las pentosas fosfato: glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (inducible
por insulina) y 6-fosfo gluconato deshidrogenasa. El acetil CoA se convierte en malonil-
CoA, que proporciona las unidades de dos carbonos para la elongacion de la cadena de
acido graso en crecimiento sobre el complejo de la acido graso sintasa (FA sintasa). La
acetil-CoA carboxilasa es el enzima que cataliza la conversion de acetil CoA en
malonil-CoA. Tomada de Marks, A.D. & Lieberman, M. (2013) [24]
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4.4. Estructura cristalina de la ACL en relacion a sus inhibidores

Mediante algunos estudios de la enzima cristalizada, se han identificado los sitios de
unién del citrato y del ATP en la ACL, asi como dos tercios de la estructura
tridimensional completa de la enzima [27]. La porcion amino-terminal de la enzima que
contiene 1-817 residuos de aminodcidos, se cristaliz en presencia de tartrato, ATP e
iones de magnesio. Los cristales difractaron a 2,3 A de resolucion. La estructura
muestra ADP-Mg 2+ unido al dominio que posee el pliegue de union del ATP [28]. En
estas estructuras cristalinas, no existe informacion sobre algunas regiones de la enzima,
tal como el bucle que contiene la His760 (bucle de la fosfohistidina), y los residuos 426-
486 (denominados el conector), que sufre fosforilacién en la regulacién de la ACL por

quinasas.

Hasta el momento, la estructura completa de la enzima nunca habia sido elucidada,
por lo que los avances en este sentido, se hacian indispensables para el disefio de
inhibidores potentes de ACL. En este sentido, el trabajo de Wei y colaboradores [11],
publicado en este mismo afio es muy relevante. Los autores han podido generar la
estructura completa del homotetrdmero ACL humana, en complejo ternario con el
inhibidor NDI-091143 y ADP (con una resolucién de 3.67 A°), mediante la técnica de

microscopia crio-electronica.

La estructura cristalina tiene forma de doble flecha, con los dominios Citril-CoA
liasa C-terminales (CCL), de cada protdmero formando el nacleo central, mientras las
porciones N-terminales estan localizada en las extremidades. Interesantemente, los
autores encontraron que el sitio de fijacion del CoA solo existe cuando el tetrdmero
estd ensamblado durante el proceso catalitico, cuando el CoA se une al sustrato citrato
para formar el intermedio “Citril-CoA”, que esta unido a la enzima via su dominio N-
terminal. Luego, el “Citril-CoA” cambia de la region N-terminal de la enzima al
dominio CCL y es escindido para generar los productos finales, acetil-CoA y

oxalacetato[11].
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4.5. ACL y las dislipidemias

Al considerar el papel de ACL en la lipogénesis, podemos decir que esta enzima
interviene de forma previa en la sintesis de acidos grasos, a traves de la produccion
estrategica de Acetil-CoA. Historicamente esta enzima se ha considerado una diana
farmacologica para el tratamiento de las hiperlipidemias e hipercolesterolemia. Aln
hoy en dia, ACL es una diana valida en este sentido, ya que los inhibidores de ACL han
reportado resultados positivos en ensayos clinicos en humanos, como farmacos que

disminuyen el colesterol [25], [29].

La enfermedad cardiovascular (ECV) abarca una amplia gama de enfermedades,
incluida la enfermedad coronaria (infarto de miocardio, angina de pecho), la
enfermedad cerebrovascular (accidente cerebrovascular isquémico y hemorragico),
presion arterial elevada, hipertension, enfermedad cardiaca reumatica e insuficiencia
cardiaca. Las principales causas de ECV son las dietas poco saludables, el consumo de
tabaco y la inactividad fisica. Las personas con riesgo de ECV pueden demostrar

presion arterial, glucosa y lipidos elevados, asi como sobrepeso y obesidad.

La enfermedad de las arterias coronarias es la principal causa de muerte en los
paises desarrollados, pues dichas arterias se estrechan por la formacién de placas
ateroescleroticas constituidas por colesterol, proteinas fibrosas, plaquetas de la sangre,
restos celulares y depositos de calcio. Esta afeccion puede desencadenar una oclusion de
la arteria; Ateroesclerosis, donde los niveles de lipidos en sangre, en especial LDL-
Colesterol est4 directamente relacionado con la incidencia de la enfermedad. Entre las
diferentes fracciones de lipoproteinas, el control estricto de los niveles de colesterol y la
lipoproteina de baja densidad (LDL) en plasma tiene el mayor impacto en la prevencion

cardiovascular (CV) primaria y secundaria [30].

El 85% de todas las muertes por ECV se debe a ataques cardiacos y accidentes
cerebrovasculares. Un 17.9 millones de personas mueren cada afio a causa de
enfermedades cardiovasculares, aproximadamente el 31% de todas las muertes en todo
el mundo [31].

Pagina 15 de 60



ULL Trabajo Fin de Grado:

Moisés Martin Quevedo ATP-Citrato Liasa: una enzima estratégica
El Programa de la OMS [31] sobre enfermedades cardiovasculares tiene por objetivo

desarrollar estrategias globales para reducir la incidencia, la morbilidad y la mortalidad

de las ECV mediante:

- Reduccion de los factores de riesgo de ECV
- Innovaciones rentables y equitativas para la gestion de ECV
En este sentido se hace relevante la regulacion de la sintesis de &cidos grasos, en
especial el bloqueo enziméatico de ACL para su empleo como tratamiento en

hiperlipidemias.

4.6. Inhibidores de la ACL para el tratamiento de las
hiperlipidemias

Esta revision se centra en dos inhibidores de la ACL con respecto al tratamiento de

las hiperlipidemias; el acido hidroxicitrico (HCA) y el acido bempedoico (ETC-1002).
Acido Hidroxicitrico

El &cido hidroxicitrico (HCA) es un inhibidor natural de la ACL extraido de la
Garcinia cambogia que bloquea a la enzima ACL inhibiendo la sintesis de nuevos
acidos grasos y colesterol, por lo que se ha utilizado como una sustancia dietética

empleada para combatir la obesidad en dietas adelgazantes [32].

Tabla 1. Caracteristicas descriptivas del HCA!

Fuente botanica Garcinia cambogia

Familia boténica Guttiferae

Nomenclatura quimica acido 1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico
Estado fisico Polvo no fibroso

Parafarmacia Producto dietético

Forma administracion Sal de calcio o potasio

Via administracion Oral

Dosis diaria 250-1500mg
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COOH

HO——H Ho. O
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Fig. 6 — Acido hidroxicitrico HCA (4cido 1,2-dihidroxipropano-1,2,3-tricarboxilico).
Tomada de Granchi C.(2018) [8]

El HCA se comporta como un inhibidor competitivo de la ACL provocando una
acumulacién de citrato extra-mitocondrial. El efecto en reduccién de peso del HCA se
debe a la supresion de la sintesis de acidos grasos y colesterol. Ademas, el HCA
suprime la ingesta de alimento a través de pérdida del apetito por estimulacién de la
gluconeogénesis hepatica [33].

El empleo de HCA no solo tiene efectos fisicos sobre la reduccion de la grasa
acumulada y disminucion del peso, sino que la reduccion LDL-colesterol en sangre
equivale a reducir la presion arterial y disminuir los niveles de hiperinsilunemia, ideal
en pacientes con problemas de obesidad asociada a hipertension e inicio de diabetes
mellitus tipo 2. Seria un tratamiento recomendable y mas seguro que dietas estrictas
nutricionalmente deficientes, peligrosas para la salud y que presentan baja adherencia

por parte del paciente [34].

El HCA como extracto del fruto de la Garcinia es generalmente bien tolerada en
adultos, y se manifiestan molestias gastrointestinales ocasionales. Debido a que no hay
experiencia publicada con Garcinia o &cido hidroxicitrico durante la lactancia, estos
productos deben evitarse, especialmente durante la lactancia de un recién nacido o un

bebé prematuro [35].

El uso HCA tiene relevancia desde su empleo en parafarmacia [36] como producto
dietético en pacientes que presentan dislipidemias, pero que se encuentran en un estadio

previo de iniciar un tratamiento farmacoldgico.
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Acido Bempedoico

El acido bempedoico (ETC-1002), un nuevo farmaco que da un nuevo enfoque
terapéutico para la reduccion del colesterol de lipoproteinas de baja densidad (LDL-C).
El ETC-1002, un inhibidor sintético de la ACL ha demostrado una eficacia y seguridad
positivas en estudios clinicos de fase | y 1l en humanos con reducciones de colesterol
de lipoproteinas de baja densidad similares a las que se obtienen con las dosis habituales
de muchas estatinas y sin efectos secundarios aparentes importantes. Estos resultados
dan a conocer una nueva familia de medicamentos destinados al tratamiento de la

hipercolesterolemia [37].

La dosis més baja de ETC-1002 con un efecto reductor significativo de LDL-C ha
sido de 60mg /dia, y la dosis maxima probada hasta ahora para la eficacia clinica es de
240mg /dia, durante 14 dias fue seguro, bien tolerado y redujo significativamente el
LDL-C en los estudios de Fase 1 [38]. La vida media del farmaco oscilé entre 16 y 33
horas en todo el intervalo de dosificacion. ETC-1002 a 60-240 mg/dia ha reducido el
LDL-C en plasma hasta un 32%. ETC-1002 reduce efectivamente las lipoproteinas que
contienen LDL-C y apolipoproteina (apo) B reduciendo efectivamente el colesterol de
lipoproteinas de baja densidad e induciendo algunos otros cambios metabdlicos

positivos.

ETC-1002 es un profarmaco [39]que necesita activacion por Acil-CoA sintetasa-1
hepatica (ACSVL1) para convertirse en su metabolito activo (ETC-1002-CoA). La
ACSVL1 se expresa principalmente en el higado centrando la accion de ETC-1002
Unicamente a este 6rgano. Esta diferencia con respecto a la terapia con las estatinas,
disminuye el potencial de efectos adversos en los musculos, ausencia de mialgia tipica
de la administracion de estatinas ya que ACSVL1 estd ausente en el musculo
esquelético y la activacion consiguiente de ETC-1002 no tiene lugar, evitando asi la
miotoxicidad [40].

@) O

HO OH
OH
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Fig. 7 — Acido bempedoico (ETC-1002) y ETC-1002-CoA metabolito activo. Tomada
de Granchi C. (2018) [8]

Tabla 2. Caracteristicas descriptivas del ETC-1002

Nombre Acido bempedoico

Abreviacion ETC-1002

Nomenclatura quimica | acido 8-hidroxi-2,2,14,14-tetrametilpentadecanedioico

Vida media 16-33h

Via administracion Oral

Dosis diaria 60-240mg

Objetivo farmacolégico | Reduccidn hipercolesterolemia, como alternativa o asociado a
estatinas

ETC-1002 ha demostrado previamente que inhibe la sintesis de novo de esteroles y
acidos grasos en hepatocitos primarios de rata in vitro e in vivo, reduce las
concentraciones de colesterol LDL y VLDL proaterogénicas circulantes, y reduce la

produccion de glucosa en hepatocitos [41].

La compafia Esperion Therapeutics, Inc. [114] desarroll6 el compuesto ETC-
1002, y la ha estudié en mas de 10 ensayos clinicos en diferentes poblaciones de
pacientes humanos en estudios Fase 1, evaluaron la seguridad, la tolerabilidad y la
farmacocinética de ETC-1002, y asimismo en Fase 2 obteniendo resultados positivos, y

su entrad en los ensayos de Fase 3 [41].
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ETC-1002-014 en un estudio Fase 2, multicéntrico, aleatorizado, doble ciego,

controlado con placebo de grupos paralelos que evaluo la seguridad y eficacia de ETC-

1002 versus placebo en 143 pacientes. A 180 mg/dia de ETC-1002 el LDL-C se redujo

un 21% a las 6 semanas. A pesar de la reduccion efectiva de LDL-C con ETC-1002, los

niveles de HDL-C vy triglicéridos no variaron en ninguno de los grupos a estudio. No

se observaron eventos adversos graves en los pacientes tratados con ETC-1002. ETC-

1002 fue seguro y bien tolerado [42].

Estudios in vivo en ratones con dieta rica en grasas y colesterol confirman el
potencial terapéutico de ETC- 1002 pues mejoro la dislipidemia, hiperinsulinemia y la
obesidad. El acido bempedoico previene eficazmente las elevaciones de lipidos en
plasma y tejidos y atenla el inicio de la inflamacidn, lo que lleva a la prevencion del
desarrollo de lesiones aterosclerdticas. Estas observaciones también sugieren que la
capacidad de ETC-1002 para disminuir los lipidos plasmaticos y la proteina C-reactiva
de alta sensibilidad en humanos también puede traducirse en la supresion de la
aterosclerosis [43].

En un estudio reciente, el &cido bempedoico se ha manifestado como un potente
inhibidor de la ACL, y por consiguiente reductor del colesterol-LDL (LDL-C) ya que en
un modelo animal deficiencia en el receptor de LDL (LDLR) y con aterosclerosis, el
tratamiento a largo plazo con ETC-1002 redujo el LDL-C y atenud el desarrollo de

aterosclerosis adrtica y coronaria [44].

ETC-1002 es actualmente el inhibidor de la ACL cuyo programa de desarrollo
clinico es el mas avanzado. También es un activador de la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK) que reduciria la inflamacion sistémica. La AMPK interviene en la
oxidacion de los &cidos grasos, la lipolisis, la lipogénesis y la captacion de glucosa
puede llevar a una accién sinérgica beneficiosa con un inhibidor de la ACL. El
tratamiento con ETC-1002 no ha aumentado los niveles plasmaticos de transaminasas
hepaticas, creatina quinasa, bilirrubina o creatinina, pudiendo usarse para reemplazar
las estatinas en pacientes intolerantes o para complementar su efecto cuando no se

alcanzan los objetivos del tratamiento [45].
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Sin embargo, aun se requieren nuevos estudios para evaluar los beneficios y riesgos
del uso de ETC-1002 a largo plazo y caracterizar completamente la farmacocinética e
interaccion farmacologica, lo que demostraria que ETC-1002 es una alternativa menos

toxica a las estatinas.

Acetil- HMG-CoA , [ Mevalonato ]
CoA u
1

i
( ETC-1002-CoA )
( Estatinas )

ACSVL-1
Hepatica

L oo

Fig. 8 - Principales vias metabolicas afectadas por el &cido bempedoico (ETC-1002) en

humanos, como lo demuestran los datos de ensayos clinicos de Bilen, O. & Ballantyne,
CM (2016) [107]. ETC-1002; &cido bempedoico como profarmaco inactivo. ETC-

1002-CoA; metabolito activo. HMG-s; 3-hidroxi-3-metilglutaril sintasa. HMG-CoA;
3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A. HMG-r; 3-hidroxi-3-metilglutaril reductasa.

ACSVL-1; Acil-CoA sintetasa-1 hepatica. Obsérvese como ETC-1002 es un

profarmaco que por accion ACSVL-1, a nivel hepatico, pasa a metabolito activo como

ETC-1002-CoA. La inhibicibn HMG reductasa por las Estatinas ocurre a nivel hepatico

y musculo esquelético que se traduce en miotoxicidad. Figura realizada por el autor del

TFG.
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Fig. 9 - ATP citrato liasa (ACL), acido bempedoico (ETC-1002), HMG-CoA reductasa
diana de estatinas. Tomada de Burke, A.C. & Huff, M.W. (2017) [46]

ETC-1002 y las Estatinas

Hemos visto la ETC-1002 eficacia demostrada de la ETC-1002 para reducir el LDL-
C y su uso como un nuevo farmaco pero ;qué relevancia posee con respecto al
tratamiento comudn de las dislipidemias? El tratamiento actual de referencia para las

dislipidemias son las estatinas.

Las estatinas son una familia de medicamentos que funcionan como inhibidores de
la 3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG) coenzima A (CoA) reductasa; HMG-CoA reductasa,
enzima limitante de la velocidad en la via de biosintesis del colesterol. Las estatinas
son el pilar del tratamiento de la hipercolesterolemia en la actualidad y su uso ha
demostrado reducir la morbimortalidad cardiovascular (CV) [47]. Las estatinas se han
estudiado ampliamente en una gran variedad de poblaciones de pacientes, incluida la
prevencion primaria y secundaria de la enfermedad cardiovascular (ECV), pero
presentan efectos adversos. Los efectos no deseados mas comunes de las estatinas estan
relacionados con los mdsculos, y son: la miopatia manifiesta y/o mialgia, y los

aumentos asintomaticos en las transaminasas hepaticas [48]. En algunos pacientes
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pueden dar rabdomidlisis potencialmente fatal, pero suelen ser poco comunes en casos

raros aunque mortal [49] .

La cerivastatina se retird del mercado en 2001 debido a 52 muertes atribuidas a la
rabdomidlisis relacionada con el farmaco que conduce a insuficiencia renal. Se encontrd
que el riesgo era mayor entre los pacientes que recibieron la dosis completa (0,8 mg /
dia) y los que recibieron gemfibrozilo concomitantemente. La rabdomidlisis fue 10

veces mas comun con cerivastatina que con las otras cinco estatinas aprobadas [50].

También se encontr6 que los tratamientos con estatinas (Rosuvastatina, 2010)
aumentan el riesgo de desarrollar diabetes, aunque concluyeron que el riesgo era bajo,
tanto en términos absolutos como en comparacion con la reduccion de los eventos

coronarios [51].

En el caso de la terapia con estatinas, los beneficios superan los riesgos y la relacion
beneficio/riesgo es abrumadoramente positiva. Aunque los efectos secundarios reducen
la adherencia del paciente a la medicacion.

En general, las estatinas son bien toleradas y seguras. La terapia con estatinas
disminuy6 de manera importante el riesgo de mortalidad por todas las causas. Ademés
las estatinas son farmacos con amplia distribucién y las estatinas de bajo coste son
ideales para la prevencion primaria y su relacion beneficio/coste es alta. Por lo tanto su
uso como farmaco principal para tratamiento de dislipidemias va a continuar siendo un
referente[52]. Sin embargo, en los casos donde lo efectos adversos disminuyen la
adherencia al tratamiento o la indicacion del mismo esta contraindicada (hepatopatia)

[53] es cuando una alternativa a las estatinas cobra relevancia.

Es aqui donde el ETC-1002 como nuevo tipo de farmaco adquiere importancia. Se
ha pensado asociar ETC-1002 a estatinas para dislipidemias graves o resistentes pero
el efecto reductor de LDL-C de ETC-1002 combinado con estatinas parece ser menos
pronunciado en comparacion con la monoterapia con ETC-1002. Esto se debe
probablemente a la superposicién del mecanismo de accién de ambos farmacos pues
ETC-1002, los receptores celulares a través de los cuales la molécula ingresa al higado
son diferentes de los transportadores de estatinas, por lo que no hay una captacion

hepéatica competitiva con las estatinas [54].
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Tabla 3. Comparativa Estatinas y ETC-1002

Estatinas ETC-1002
Enzima inhibicién HMG-CoA reductasa ATP-Citrato Liasa
Lugar Accién Higado, musculos Higado
Efectos adversos Elevacion transaminasas, No consta, mas ensayos
mialgia, rabdomiolisis clinicos
Seguridad Alto A estudio fase 3
Coste/Eficacia Alto A estudio fase 3

El uso de ETC-1002 y Ezetimiba en combinacién parecen ser un régimen seguro y
eficaz en pacientes con intolerancia a las estatinas. Se necesitan estudios a largo plazo
para evaluar el efecto de esta combinacion en los resultados cardiovasculares [55]. Los
ensayos clinicos de fase 2 y 3 revelaron que el &cido bempedoico reduce efectivamente
el LDL-C como monoterapia, combinado con ezetimiba, agregado al tratamiento con
estatinas y en pacientes hipercolesterolémicos intolerantes a las estatinas. El tratamiento

no afecta las concentraciones plasmaéticas de trigliceridos u otras lipoproteinas [56].

Los resultados positivos sobre ETC-1002 en eficacia y tolerabilidad han llevado al
disefio de un gran programa de Fase 3 [57] para obtener mas informacién sobre eficacia
y seguridad en combinacion con estatinas y también cuando se agrega a ezetimiba en
pacientes con intolerancia a las estatinas. Representando ETC-1002 una nueva linea de
farmacos que dardn un nuevo enfoque a la farmacologia en el tratamiento de las

dislipidemias.
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4.7 ACL y el Cancer

Muchos tumores agresivos presentan un metabolismo desregulado. El metabolismo
glicolitico alterado es una marca distintiva de las células cancerosas: se basa en una
dependencia de la glicolisis para producir energia, con respecto a la fosforilacion
oxidativa “efecto Warburg” [58]. La baja eficiencia en la produccion de ATP, se
contrarresta mediante una aceleracién del proceso glicolitico, dado que las células
cancerosas necesitan de un aporte rapido y continuo de nutrientes. Asi, muchas células
tumorales se caracterizan por un incremento en la captacion de glucosa lo que resulta en
una mayor produccion de lactato, tras la conversion del piruvato, producto final de la
via glicolitica, mediante la lactato deshidrogenasa (LDH) [59]. Esto proporciona
suficiente energia a las células altamente proliferativas y la acidificacion del medio

extracelular debida al lactato, que favorece la formacidn de metastasis.

Los nddulos tumorales pequefios (<1mm didmetro), asi como las microrregiones de
tumores mas grandes, a menudo tienen nichos microecoldgicos que muestran
gradientes significativos de metabolitos criticos como oxigeno, glucosa y otros
nutrientes o factores de crecimiento [83]. Por lo tanto, la reprogramacién metabdlica
de las celulas cancerosas plantea una nueva ventana terapéutica en el tratamiento del
cancer donde las células cancerosas sean dependientes de su metabolismo y siendo

especialmente susceptibles a su alteracion [82].

Muchos tipos de tumores muestran una adiccion mayor a los lipidos que a los
azucares [60],[61] asi en éstos, para satisfacer la demanda de energia de las células en
crecimiento aberrante y donde el suministro vascular de nutrientes es limitado, se usa
principalmente la sintesis de novo de acidos grasos [51]. En la célula tumoral estan
involucrados una sobreexpresion de la acido graso sintasa (FASN) y la acetil-CoA
carboxilasa (ACAC), dos enzimas claves implicadas en la sintesis de novo de los

acidos grasos [51].

En este contexto, ACL se presenta como la “interconexion” entre las dos alteraciones
metabolicas principales de las células tumorales: el metabolismo glucolitico y
lipogénico descontrolados. ACL es la enzima final de la cascada glicolitica y a la vez

el comienzo de la sintesis lipidica. Se ha observado sobreexpresion o activacion de ACL
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en varios tejidos tumorales de vejiga urinaria [66], mama [67], higado [68], estdmago
[69], colon y préstata [70]. Con relevancia en el cancer de pulmén de células no

pequefas, epitelio ovarico [71] [72].

La insulina transcripcionalmente induce y activa la ACL a través de la ruta
PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3-quinasa/ proteina quinasa-B) en tejidos sensibles a la
insulina. Asi mismo los factores de crecimiento especificos del tejido que activan la
ruta PI3K/Akt parecen jugar un papel similar en otros tejidos [64]. Por lo tanto, la
fosforilacion de ACL esta directamente regulada por la via PI3K-Akt. La via PI3K/Akt
estd regulada por incremento de manera autbnoma en muchas células cancerosas y

estimula el metabolismo de la glucosa por encima de la demanda bioenergética [116].

Sin embargo, también se ha demostrado que el tratamiento con inhibidores de PI3K
[117] no tiene un efecto dramético en la desfosforilacion e inactivacion de ACL en
células de cancer de pulmén. Por ello, se ha sugerido que la actividad de ACL también

esta regulada por algunas otras vias [65].
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Esquema 1 — Relacién entre el metabolismo desregulado a causa de un tumor y los

procesos metabdlicos que favorecen y sustentan la viabilidad de dichas células
cancerosas, asi como las enzimas que catalizan dichos procesos. PI3K/Akt; via de
regulacion de fosfatidilinositol-3-quinasas/quinasa-B. GLUT-1; transportador de
glucosa. LDH; lactato deshidrogenasa. PDH; piruvato deshidrogenasa. ACAC; acetil
CoA carboxilasa. FASN: acido grasa sintetasa. ACL; ATP citrato liasa. Obsérvese
como la sobreexpresion enzimatica de ACL, ACAC y FASN, y la activacion de la via
PI3K/Akt son indicadores de presencia de cancer. Esquema realizado por el autor del
TFG.
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Desde el 2005, ACL ha surgido como una diana terapéutica con potencial

anticancerigena, la inhibicion genética o farmacoldgica de ACL redujo el nivel de

acetil-CoA total, asi como la lipogénesis dependiente de glucosa y consecuentemente

condujo a una reduccion de la proliferacion de las células cancerosas y a la disminucién

de la supervivencia tumoral.

Se observd una sensibilidad diferenciada [9] a la inhibicion de ACL en las
distintas células cancerosas: la sensibilidad variaba con la cantidad de glucosa utilizada
y la consecuente produccién de lactato, asi las células altamente glicoliticas son mas
dependientes de la actividad ACL para su supervivencia. Esta adiccion preferencial del
metabolismo glucosa-a-lipido hace a ACL una diana segura, ya que las células con una
tasa de crecimiento normal, seran significativamente menos influenciadas por su

inhibicion.

El cAncer de pulmon de células no pequefas (cancer de pulmdn no microcitico) es
la principal causa de muerte por cancer en todo el mundo y es un tumor tipico que
muestra una alta tasa de glucolisis y sintesis de acidos grasos. Por lo tanto, centrarse en
su metabolismo desregulado puede ser una estrategia atractiva para un posible
tratamiento [75].

En concreto, el bloqueo de ACL en cancer de pulmén de células no pequefias A549,
condujo a apoptosis celular, diferenciacién e inhibicién del crecimiento tumoral in vivo.
La inhibicion de la via de sefalizacion PI3K/AKT vy la via proteina quinasa activada
por mitégeno (MAPK), estaban implicadas en el efecto anticancerigeno ejercido por el
bloqueo de ACL junto a la administracion de estatinas. Las células con ACL inhibida
mostraron una disminucion de la fosforilacion de Akt y se manifestd que ACL era una
diana de Akt, fosforilandose por esta en la Ser-454 [76] [77]. El estudio en pacientes de
cancer de pulmén de células no pequefias del transportador de glucosa 1 (GLUT-1) y la
expresion de ACL reveld que, la alta expresion de estas dos proteinas pronostico
implicaba una baja supervivencia total. La explicacion a este hecho se debe a la alta
conexion de estas dos proteinas en la reprogramacién de la célula tumoral: cuando hay
una gran disponibilidad de glucosa, la actividad de ACL se incrementa para facilitar la
sintesis de lipidos a partir de glucosa, y por ende una ventaja al crecimiento del tumor

[78]. La reduccion de ACL afecta significativamente la tumorigénesis mediada por Akt
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in vivo [79], siendo estas células cancerosas dependientes Akt mas sensibles a la muerte

celular inducida por la extraccion de glucosa.

Zaidi et. al (2012) [80] proponen una via metabdlica alternativa para producir acetil-
CoA citosolico como recurso posible a la inactivacion de ACL: enzima que también
produce acetil-CoA utilizando acetato como sustrato (en vez de citrato como ACL) por
el miembro 2° de la familia de enzimas acil-CoA sintetasa 2 de cadena corta (ACSS2),
cuya expresion se incrementa en células con ACL inactiva. El cambio glucosa-acetato
seguido a la inactivacion de ACL permite a las células sobrevivir, aunque mostraban
una desequilibrada proliferacion y un bajo nivel de acetilacion de las histonas, por lo
que se debe enfatizar que a pesar de este posible mecanismo compensatorio, ACL es

necesaria para la proliferacion celular [81].

Estudios clinicos demostraron como la inhibicion selectiva de la ACL dio como
resultado la inhibicién del crecimiento [84] y la induccion a la apoptosis [85] de las
células tumorales in vitro e in vivo [103]. La enzima ACL es el regulador del paso clave
que puede convertir el flujo glicolitico alto en un aumento de la sintesis de lipidos,
siendo la ACL un objetivo molecular con potencial oncogénico para la terapia del
cancer. El desarrollo de los inhibidores de la ACL como agentes antineoplésicos contra
tumores humanos que han sufrido una conversion glucolitica plantea una nueva via

terapéutica contra el cancer[86].
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Fig. 10- Esquema general del mecanismo de accion de ACL, las casillas azules
muestran factores que influyen o que estan influenciados por ACL. Posible mecanismo
compensatorio de ACSS2 tras la inactivacion de ACL. Tomada de Granchi, C. (2018)
[87]

Célula Cancerigena Piruvato ‘—‘—‘—w

1
|
Y  PDH
1
v
Insulina . g
PI13K/Akt [ Citrato ] Via alternativa ACSS?2
> @ Acetil
Fosforilacion [ 2+ ] cetli= [ Acetato ]
Factores de t ATP/Mg CoA
Crecimiento Inhibidores

antineoplasicos ACAC

‘ Acetil-CoA ’ Manolil-CoA

Sintesis AG | +—| Palmitato

Esquema 2- Sintesis de acidos grasos en la célula cancerosa. PI3K/Akt; via de
regulacion en tumorigénesis de fosfatidilinositol-3-quinasas/quinasa-B. ACAC; acetil-
CoA carboxilasa. FASN: acido grasa sintetasa. ACL; ATP citrato liasa como diana
terapéutica para inhibidores antineoplasicos. PDH; piruvato deshidrogenasa. ACSS-2;
Acil-CoA sintetasa-2. Observese que en condiciones de baja captacion celular de
glucosa se genera una via alternativa para generar Acetil-CoA citosolica a partir de
Acetato por accién de ACSS-2. Por otro lado, la acetil-CoA como la malonil-CoA se
usan en una reaccion de condensacion catalizada por FASN, para producir acidos

grasos de cadena larga. Esquema realizado por el autor del TFG
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4.8 Inhibidores antineoplasicos de la ACL

Existe una gran variedad de compuestos inhibidores con diferentes actividades que
actian sobre la enzima ACL [88], pero nos centraremos en los compuestos mas
relevantes como posibles agentes anticancerigenos para el tratamiento del cancer. La
informacion especifica de cada uno de ellos es adn limitada pero, sin embargo, conjugan

un futuro prometedor para la terapia antineoplasica [89].

Compuesto 23

El compuesto 23 es un derivado sintético del inhibidor natural de la molécula
Antrona, que esta relacionado estructuralmente con la Emodina aislada de la planta
herbal china Rheum palmatum L. [90] que presenta efectos anticancerosos en varios

canceres humanos.

Debido a su estructura de quinona, la Emodina puede interferir con el proceso de
transporte de electrones y alterar el estado redox celular. Lo que puede explicar sus

propiedades citotoxicas en diferentes sistemas [91].

El compuesto 23 se evalud en estudios antiproliferativos en la linea celular de cancer
de pulmdn de células no pequefias A549: se alcanz6 una inhibicion del crecimiento a
la concentracion de 10uM. Ademas, el compuesto 23 redujo el tamafio de esferoides de
las células madre cancerosas, reduciendo significativamente la potencia del cancer.
Siendo el compuesto 23 (Emodina bis-bromada [1d]) el inhibidor mas potente de los
estudios hasta 2018, con ICsy de 2.9uM, lo que indica su fuerte funcion inhibitoria para

la enfermedad del cancer [92].

El Compuesto 23 tiene un amplio espectro de propiedades bioldgicas al atacar
proteinas diferentes de ACL, puede contribuir al efecto anticancerigeno ejercido in

vitro.
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Compuesto 23

Nombre comun Emodina bis-bromada

Nomenclatura sistémica 1,3,8-trihidroxi-2,4-dibromo-6-metil-

antraquinona

Concentracion media maxima

o IC 50 =2,9uM
inhibitoria
Actividad Antiproliferativa en células cancerosas
Ensayo In vivo en ratones
OH O
OH O OH

L0 v O‘O

OH O OH
DO
HO

Br O

23

Fig. 11 — inhibidor natural Antrona (2-cloro-1,3,8-trihidroxi-6-metil-10H-antracen-9-
ona), a la derecha la Emodina y el inhibidor sintético Compuesto 23. Tomada de
Granchi C. (2018) [8]
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Compuesto 24 a-b

El Compuesto 24 a-b es un inhibidor sintético derivado del acido furoico [93] que
posee actividad hipolemiante al inhibir a ACL. Los compuestos 24a y 24b alcanzaron
aproximadamente una inhibicion total en 100uM, resultando en valores IC50 de 4.1-
13.8uM. El 24a es un inhibidor activo con una inhibicion del 88% a 100uM. Los
compuestos 24a y 25 sugirieron que se unian principalmente en el dominio de union a

citrato, parcialmente superpuesto con el dominio alostérico hidrofébico [94] .

Ro

R R

e

OH
O O O ]L\
O O

24a-b

a: Ry = n-Pr, R, = Ph, Ry = H,
b: R1 H, R2 = CHg. R‘S = Bn.

Fig. 12 — Estructura quimica del Compuesto 24. Tomada de Granchi C. (2018) [8]

Compuesto 24 a-b

Nombre comun Derivado sintético furoico

Nomenclatura sistémica acidos 2-furoicos-4-sustituidos

Concentracion media maxima
IC 50=4.1uM (24a) y 13.8uM (24b)

inhibitoria
Actividad Reduccidn de enfermedad cancer
Ensayo Ensayos enzimaticos in vitro
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Compuesto 25

El tratamiento con el compuesto 25 [95] a 10-25uM durante 48h determin6 una
disminucion dependiente de la dosis de las celulas madre del cancer y un aumento en la
poblacion de células no madre del cancer, lo que respalda el importante papel de ACL

en las células no madre cancerosas.

O
OH

ZT

/S\
O/ ™ \

O

25

Fig. 13 — Estructura quimica del Compuesto 25. Tomada de Granchi C. (2018) [96]

Compuesto 25

Nombre comun Derivado sintético
Nomenclatura sistémica acido 5-sulfonamido-naftofuran-3-carboxilico
Concentracion media maxima
S IC 50=13.8 uyM
inhibitoria
Actividad Reduccion de enfermedad cancer
Ensayo Estudios in vitro
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Inhibidor NDI1-091143

El compuesto NDI-091143 es un nuevo inhibidor de ACL sintetizado por Wei J. et
al (2019) [11], cuyos efectos se manifiestan desde el rango nanomolar, con valores de
IC50 de 2.1-4.8nM) y demostrd ser un inhibidor competitivo frente al sustrato citrato
(valor de Ki de 7.0nM) [112].

NDI-091143
Nombre comun Derivado sintético
Nomenclatura sistémica 2-hidroxi-N-arilbenzensulfonamidas
Concentracion media maxima IC50=2,1-4,8 nM
inhibitoria
Actividad Reduccion de enfermedad cancer
Ensayo Estudios en células e in vivo [111]
Cl
OH
F F
@)
O /
> S/
/ ~
/ N
O O H

Fig.14- Estructura quimica de NDI-091143 tomada de Wei J. et al. (2019) [109]

Wei J. et al. (2019) identifico que la union del inhibidor de ACL, NDI-091143 se
sitla en el dominio del citrato, en concreto en pero una region hidréfoba del dominio
que es diferente del sitio que normalmente alberga el sustrato polar citrato. Se observo
que NDI-091143 requeria un cambio conformacional en la region C-terminal de ACL.
Los residuos lle-344 y Arg-379 son los causantes de este cambio, en donde lle344 se
mueve hacia el sitio de union del citrato y la cadena lateral Arg-379 (que normalmente
establece una interaccion ionica con el citrato) se desplaza, permitiendo la union del
inhibidor.

Pagina 35 de 60



ULL Trabajo Fin de Grado:
Moisés Martin Quevedo ATP-Citrato Liasa: una enzima estratégica

3,4
CCLY

145 A

Fig.15- Estructura general del tetrAmero ACL humano en complejo con NDI-091143 y
ADP. Tomada de Wei J. et al. (2019) [113]

d
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Fig.16- (d) Dibujo esquematico de las interacciones entre NDI-091143 y el dominio
citrato de ACL. Tomada de Wei J. et al. (2019) [110]
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Inhibidor alostérico NDI-091143, facilmente sintetizable, abre el camino a una

nueva y prometedora estrategia para atacar a ACL. Pues el modo de unidn explica la

relacion estructura-actividad de este compuesto, el sitio alostérico refuerza a ACL como

una atractiva diana terapéutica para el desarrollo de nuevos inhibidores

anticancerigenos.

ACLY AGL
Q oy, S,,O [*)
/ OMe
e & :g)@A L
F cl AR 1
> g
aR
Conformational '\‘A:'_', 1 _’ A
change

! — % Allosteric inhibition

by NDI-091143

Trends in Pharmacological Sciences

Fig. 17 - Cambios estructurales de ACL relacionados con la inhibicion alostérica de
NDI-091143. Los cambios conformacionales en la ACL humana, se representan como
una ventana abriéndose que permite entrar al inhibidor NDI-091143 en lugar de al
sustrato citrato. Wei, J. et al. (2019) [97], muestran que el inhibidor NDI-091143, forma
enlaces de hidrégeno con Arg-378 y Gly-380 en un sitio de unidén alostérico
hidrofébico, en el interior de ACL. Los circulos amarillo y rosa resaltan el anillo
fendlico polar y la porcion hidrofdbica 2,4-difluoro-bifenil del NDI-091143,
respectivamente. Tomada de Granchi C. (2019) [98]

En resumen, la actual terapia contra el cancer, la quimioterapia [99] con
radiofarmacos implica graves efectos adversos asociados a su tratamiento debido a su

alta toxicidad. El objetivo actual es reducir la quimioterapia al asociarla a farmacos
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antineoplasicos o medicamentos estandar que potencien a los radiofarmacos o
contrarresten sus efectos indeseados, reduciendo la toxicidad y asi mejorar la eficacia

del tratamiento y la calidad de vida del paciente[100].

Los inhibidores de ACL descritos hasta ahora, son bastante especificos para esta
enzima y no asi, para otras enzimas que utilizan citrato. La inhibicion de la ACL al
disminuir el crecimiento de los tumores, inducir la apoptosis de las células cancerigenas
y regular la aparicion de metéstasis, lo convierten en un prometedor tratamiento que

evitaria los numerosos efectos adversos presentes en la terapia antineoplasica actual.

Se ha de destacar, que la inhibicién ACL tiene especial relevancia en los canceres con
alta lipogénesis dependiente de la glucosa, como el caso del cancer pulmonar de
células no pequefias. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) el cancer es la
segunda causa de muerte en el mundo[101] y el tabaquismo es el principal factor de
riesgo (el 22% de las muertes por cancer). EI cancer pulmonar es el tipo de cancer mas
frecuente en el mundo y segin la OMS, ocasiond 1.69 millones de defunciones. En
Espafia, segun la Asociacion Espafiola Contra el Cancer (AECC) se detecta 28.645
nuevos casos de cancer de pulmén cada afio[102]. La OMS tiene como objetivo segun
el “Plan de accion mundial para la prevencion y el control de las enfermedades no
transmisibles 2013-2020”, reducir en un 25% la mortalidad prematura causada por el
cancer. La orientacidén terapéutica de ACL, por si sola, no es suficiente para el
tratamiento del cancer. Sin embargo, los enfoques combinatorios dirigidos a varias
enzimas metabolicas resulta la eleccion mas eficaz y beneficiosos en una terapia
anticancerosa [115], lo que presupone que la nueva terapia de inhibicion ACL dotara de

una posible nueva linea de farmacos antineoplasicos.
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CONCLUSIONES

1.- La posicion estratégica de la enzima ATP citrato liasa, queda corroborado con la
observacién de que aparece en la encrucijada entre el metabolismo glicolitico y
lipogénico. Este enzima cataliza la conversion del citrato procedente de la mitocondria 'y
el coenzima A en oxalacetato y acetil-CoA citosolicos. Este ultimo, es el precursor de
los &cidos grasos y el colesterol, por lo que esta enzima se ha convertido en el objetivo

de nuevos tratamientos dietéticos en dislipidemias y terapias anticancerigenas.

2.- La inhibicion de la ACL desde el punto de vista dietético para el tratamiento de
trastornos metabdlicos como la obesidad y sus patologias concomitantes (hipertension,
diabetes, etc.) a través de su inhibidor natural, &cido hidroxicitrico, lo han convertido en
un excelente producto dietético en la seccion de parafarmacia.

3.- Desde el punto de vista farmacolégico, en el tratamiento de dislipidemias, la
inhibicion de ACL por inhibidores sintéticos, como el &cido bempedoico, supone una
alternativa en la intolerancia a la estatinas y una nueva ventana farmacologica en

dislipidemias resistentes, en asociacion a Ezetimiba.

4.- Los tumores agresivos presentan un metabolismo desregulado que compromete a
la via glicolitica y la sintesis de &cidos grasos. Es en este contexto, donde la ACL
representa la interconexion entre las dos principales alteraciones metabodlicas tipicas de

los tumores: el metabolismo aberrante de la glucosa y los lipidos.

5.- La ACL es la enzima final de la cascada glicolitica y a la vez el comienzo de la
sintesis lipidica. La inhibicién de ACL conduce detener produccion acetil-CoA en un
punto superior para la sintesis de lipidos, siendo un abordaje del metabolismo de la

glucosa en células cancerosas en crecimiento aberrante (tumor) viable.

6.- La expresion incrementada de ACL en muchos tipos de tumores y la actividad
antiproliferativa in vivo e in vitro, evidencian la implicacion de esta enzima como una
diana terapéutica para el tratamiento del cancer, en concreto para aquéllos dependientes

de la via glucolitica para su sintesis lipidica de novo.

7.- Varios inhibidores naturales y sintéticos de ACL se han desarrollado con

actividad antineoplésica, pero la mayoria de ellos presenta una baja actividad. La muy
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reciente aparicion del inhibidor alostérico NDI-091143, revela un sitio de union

hidrofébico diferente del sitio de fijacion del sustrato citrato. Este encuentro favorece el

desarrollo de nuevos inhibidores alostéricos como farmacos potenciales

anticancerigenos.

8.- En el cancer pulmonar de células no pequefias, caracterizado por su dependencia
del metabolismo lipidico dependiente de glucosa, la inhibicion de ACL condujo a la
apoptosis y la diferenciacion celular, con la inhibicion resultante del crecimiento

tumoral.

9.- La inhibicion de la ACL supondran un punto estratégico de los estudios
encaminados a la optimizacién de inhibidores anticancerigenos con menor toxicidad que

los empleados en las terapias antineoplasicas existentes.

En conclusién, la regulacion de la enzima ACL representa una nueva ventana
terapéutica para el tratamiento de las dislipidemias y una posible estrategia
anticancerigena en las células cancerosas dependientes de su via metabolica, son estos
dos aspectos los que determinan a la ACL como una enzima estratégica para el futuro

de la Salud Humana y la Farmacologia.
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