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RESUMEN

La enzima Polimerasa de ADN poli (ADP-ribosa) PARPL1 tiene un rol importante en la
reparacion del ADN vy la regulacion de la estabilidad gendémica. Sin embargo, en las células
cancerosas esta enzima se sobreexpresa, contribuyendo a la supervivencia y proliferacion de
celulas tumorales e incluso crea resistencia a terapias anticancerigenas. Es por ello, que se han
desarrollado inhibidores de PARP1, que bloquean su actividad, impidiendo que las células

tumorales utilicen las vias de reparacion del ADN que emplea PARP1.

Actualmente, se vienen realizando numerosas investigaciones acerca de la estructura,
funcién y mecanismos de inhibicion de esta proteina. La presente indagacion realiz6 una
busqueda sistematica acerca de la biologia de la enzima PARP1 y su asociacion con los
diferentes tipos de céancer, seleccionado 25 estudios de acuerdo a los cuatro objetivos
planteados. Sobre su biologia, se encontré que PARP1 participa en los primeros pasos de la
reparacion de escision de bases cortas y esta asociado a diversos ARN, teniendo una funcion
de regulacion en la transcripcion, mientras que sus mutaciones son capaces de conferir

resistencia a los inhibidores.

Ademas, se determino que los estudios de PARPL1 estan orientados al cancer de mama,
cancer hematoldgico, del higado y solo un estudio estuvo asociado a la fase de metéstasis. Las
investigaciones sobre los nuevos enfoques para combatir la resistencia a PARP1, permitieron
conocer que se han propuesto nuevos inhibidores o terapias combinadas como pamiparib con
temozolomida, PROTAC y PIC.

También se ha propuesto la identificacion de biomarcadores y prediccién de
resistencia a través de modelos computacionales. Finalmente, los mecanismos de reaccién
permitieron conocer la accion de olaparib, triptolide, niraparib, 4NCO vy rucaparib sobre
PARP1. Se concluye que la revision sistematica brinda una base tedrica para la propuesta de
nuevas investigaciones y proyectos sobre la estructura y biologia de PARP1, estudio de
nuevos inhibidores de PARP1 y uso de modelos y simulaciones moleculares para evaluar la
resistencia a la enzima PARP1.

Palabras clave: Polimerasa de ADN poli (ADP-ribosa), enzima, cancer, inhibidores PARP1,
resistencia a PARPL.
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ABSTRACT

DNA Polymerase Poly (ADP-ribose) PARP1 plays an important role in DNA repair
and the regulation of genomic stability. However, in cancer cells, this enzyme is
overexpressed, contributing to the survival and proliferation of tumor cells and even creating
resistance to anticancer therapies. Therefore, PARP1 inhibitors have been developed, which
block its activity, preventing tumor cells from using the DNA repair pathways employed by
PARPL.

Currently, numerous investigations are being conducted on the structure, function, and
inhibition mechanisms of this protein. This research conducted a systematic review of the
biology of the PARP1 enzyme and its association with different types of cancer, selecting 25
studies according to the four proposed objectives. Regarding its biology, it was found that
PARP1 participates in the early steps of short patch base excision repair and is associated
with various RNAS, having a regulatory function in transcription, while its mutations can

confer resistance to inhibitors.

Additionally, it was determined that PARP1 studies are focused on breast cancer,
hematological cancer, liver cancer, and only one study was associated with the metastasis
phase. Research on new approaches to combat PARPL1 resistance revealed that new inhibitors
or combination therapies such as pamiparib with temozolomide, PROTAC, and PIC have

been proposed.

The identification of biomarkers and resistance prediction through computational
models has also been proposed. Finally, reaction mechanisms have shown the action of
olaparib, triptolide, niraparib, 4NCO, and rucaparib on PARPL. It is concluded that the
systematic review provides a theoretical basis for the proposal of new research and projects
on the structure and biology of PARP1, the study of new PARP1 inhibitors, and the use of
molecular models and simulations to evaluate resistance to the PARP1 enzyme.

Keywords: DNA poly(ADP-ribose) polymerase, enzyme, cancer, PARP1 inhibitors, PARP1

resistance.
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LISTA DE ABREVIATURAS

4NCO: Flavonoide 2,4-nitrofenilcromen-4-ona
AAM: Administracién de Alimentos y Medicamentos
ADNr: ADN ribosomal

AMD: degeneracion macular relacionada con la edad
AP: Sitio apurinico/apirimidinico

BMM: Microambiente de médula 6sea

BRCT: Dominio BRCT de PARP1

CAT: Dominio catalitico C-terminal

CN-AML.: Leucemia mieloide aguda citogenéticamente normales
DBRCT: Variante de PARP1

DDX18: Helicasas perteneciente a la familia DExD/H
DDX21: Helicasa de ARN

EMT: Transicion epitelial a mesenquimal

Gis: Interacciones genéticas

HCC: Carcinoma hepatocelular

HyT: Etiquetado hidrofébico

InNcARN: ARN largos no codificantes

MDA-MB-468: Linea celular tumoral

MMP-9: Metaloproteinasa de matriz-9

MNGCs: Células gigantes multinucleadas

NF-kB: Factor Nuclear kappa B, es una familia de proteinas de transcripcion.
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAR: Poli ADP ribosa
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PARP: Poli-ADP-ribosa Polimerasa
PARP1: Polimerasa de ADN poli (ADP-ribosa)
PARPI: Inhibidor de PARP

PPI: Interaccion proteina-proteina
PROTAC: Proteolysis Targeting Chimera
RDC: Roturas de Doble Cadena

REB: Reparacion por Escision de Bases
RH: Recombinacion Homdloga

RR: Radioterapia

RSC: Roturas de una Sola Cadena
SgARNSs: ARN de guia Unica

snoARNs: ARN pequefios nucleolares
TAMs: Macro6fagos asociados al tumor
TMZ: Temozolomida

TNBC: Céancer de mama triple negativo

UENH: Union de Extremos No Homologos
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INTRODUCCION

Globalmente, el cancer es una de las principales causas de muerte y segun la Sociedad
Estadounidense del Céancer, en el afio 2021 se reportaron 21 000 nuevos casos de cancer de
ovario solo en Estados Unidos. (1,2) El cancer de ovario es el cancer ginecoldgico mas mortal
y menos del 50% de las mujeres sobreviven méas de 5 afios después del diagndéstico, debido al
rapido desarrollo de la quimiorresistencia. (3) Por otro lado, el cancer de prostata es el cancer
mas comun entre los hombres y aproximadamente el 10% de los pacientes desarrollan

enfermedad metastésica con bajas tasas de supervivencia. (4,5)

En relacion a lo mencionado, en Europa, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha propuesto el movimiento paneuropeo Accion Unida contra el Cancer, con la vision de
eliminar el cancer como una enfermedad que amenaza la vida. (6) Respecto a la Region de
América Latina, el cancer representa un importante problema econémico y de salud publica, y
se espera que su carga aumente en los afios siguientes. (7) Igualmente, en Peru, el cancer es la
segunda causa de muerte y el afio 2019 se reportaron 66 000 nuevos casos de cancer, de estos

el 60% correspondio al cancer de cuello uterino. (8)

En definitiva, la integridad del genoma humano es decisiva para el adecuado
funcionamiento de las células y la prevencion de enfermedades. El deterioro de este proceso
genera inestabilidad en el genoma, ello conduce al inicio, desarrollo y progresion de
enfermedades como el cancer. (9) La transformacion de una célula normal a una célula
cancerosa es un proceso de varias etapas en el que los tejidos con una lesidn precancerosa se
convierten en un tumor maligno. La exposicién a diferentes carcindgenos fisicos, quimicos y

bioldgicos son los principales responsables del cancer. (10)

Cuando el ADN se somete a este tipo de agresiones enddgenos o exdgenos, se
producen varios tipos de dafios, entre ellos las Roturas de una Sola Cadena (RSC) de ADN y
las Roturas de Doble Cadena (RDC) de ADN. Las RSC son mas numerosas y menos
citotoxicas, pero las RSC no reparadas pueden convertirse en RDC. (11) Las RDC son
lesiones citotoxicas que amenazan la integridad gendémica y son causadas por radiacién
ionizante, productos genotoxicos e inestabilidad en la horquilla de replicacion. Sin embargo,
las células eucariotas han desarrollado sistemas complejos y altamente conservados para
identificar de manera rapida y eficiente las lesiones. (12)
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La reparacion del ADN implica distintas vias, entre ellas la Reparacion por Escision
de Bases (REB), Recombinacion Homdloga (RH) y Unién de Extremos No Homologos
(UENH). ElI mecanismo de la via REB corrige a las RSC y el dafio es detectado por un tipo de
Poli-ADP-ribosa Polimerasa (PARP), sin embargo, la falla de estas vias de reparacion
conduce a la inestabilidad gendmica que puede dar lugar a mutaciones, deleciones y
translocaciones cromosomicas, lo que lleva a varios resultados, como la senescencia, la

muerte celular o contribuir a la etiologia del cancer. (12,13)

Resulta importante resaltar que, en los humanos las PARP conforman una familia de
17 enzimas que catalizan la modificacion postraduccional reversible denominada ADP-
ribosilacion, accion que implica la transferencia de ADP-ribosa de NAD+ a proteinas o &cidos
nucleicos diana. (14) Esta familia, se subdivide de tal manera que hay 12 monoenzimas PARP
enziméaticamente activas, 4 polienzimas PARP enzimaticamente activas y 1 proteina
clasificada como cataliticamente inactiva (PARP13). (15) Entre todas las PARP, solo las
PARP 1, PARP 2 y PARP 3 estan involucradas en la reparacion del ADN, en particular, la
PARP1, la cual contribuye con aproximadamente el 90 % de la funcion de reparacion del
ADN. (16)

La PARP1 es una enzima que esta relacionada con la deteccion del dafio y reparacién
del ADN, asi como la remodelacién de la cromatina y regulacion de la transcripcion. (17,18)
Aunque la mayoria de los miembros de la familia PARP, solo pueden ensamblar una sola
unidad de ADP ribosa, la PARP 1, lleva a cabo la poli ADP-ribosilacion, ello se refiere a la
sintesis simultanea de varias unidades de ADP-ribosa. (19) La PARP 1 posee una fuerte
afinidad por el sitio apurinico/apirimidinico (AP) y RSC en ADN vy es considerada una de las
primeras enzimas en responder a la formacion de lesiones de ADN, especialmente los sitios
AP y RSC creados como intermediarios en la via de REB. (18) Asimismo , la activacién de
puntos de control del ciclo celular y la promocién de la reparacion de RDC a través de RH.
(20)

Tras el dafio del ADN, la PARP1 se activa hasta 1000 veces y se une rapidamente a la
hebra de ADN a través de su dominio de dedo de zinc N-terminal (Zn1/Zn2 ). El dominio
catalitico C-terminal (CAT) hidroliza NAD + para producir una cadena de polimero de ribosa
poli ADP (PAR) dentro de los 15 a 30 s del dafio en el ADN, reclutando asi factores de
reparacion . (21) Por otro lado, muchas de las enzimas involucradas en la reparacion del ADN
estan presentes en grandes cantidades en las células cancerosas, lo cual les permite sobrevivir

a los dafios ocasionados con el tratamiento. (21)
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En relacion a lo anterior, se ha reportado que cuando se alcanzan altos niveles de dafio
en el ADN, comunmente en células cancerosas proliferativas, existe una sobreactivacion de
PARP 1. (22) Sin embargo, la inestabilidad genémica es una caracteristica del cancer v, a
menudo, es el resultado de la alteracion de la capacidad de reparacion del ADN en las células
tumorales, es decir los defectos de reparacion del dafio en el ADN son comunes. (23) Entre
los diferentes tipos de cancer asociados a la sobreexpresion de la enzima PARP 1 se reporta el
cancer de ovario, la inestabilidad del genoma es un sello distintivo de este cancer, debido a

que alberga defectos en una 0 mas vias de reparacion del ADN. (24)

A través de estos eventos moleculares, la ADP-ribosilacion regula la proliferacion
celular, la diferenciacion, la muerte celular y la inmunidad, lo que implica a las PARP en el
desarrollo del cancer. Dirigirse a las PARP con inhibidores se ha convertido en parte de la
practica oncolégica en los ultimos afios. Asimismo, se ha demostrado que la inhibicion de la
actividad de la PARP es altamente citotoxica para las células cancerosas con RH disfuncional
debido a deficiencias de los genes BRCAl y 2. En este sentido, las células neoplésicas
reconfiguran las vias por supervivencia y promuerte, lo que genera resistencia a la muerte
celular y varias funciones de la enzima PARP1 estan vinculadas a esta caracteristica del
cancer. (25)

Por lo tanto, muchos inhibidores de la PARP (PARPI) se han desarrollado y aprobado
por la Administracion de Alimentos y Medicamentos (AAM) como moléculas antitumorales
para varios tipos de cancer, como el cancer de ovario. (26) La AAM ha aprobado los PARPI,

entre ellos el olaparib y la talazoparib para el tratamiento del cancer de mama. (27)

Bajo este contexto, el estudio tiene como objetivo realizar una revision sistematica en
el buscador cientifico Science Direct, entre los afios 2017 y 2022, con la finalidad de
determinar el estado del arte respecto a las distintas rutas de investigacion vinculadas a la
PARP1 que se han asociado con diversos tipos de cancer para contribuir con la investigacion
de esta patologia cuya incidencia es elevada a nivel mundial y nacional. Asi incentivar las
investigaciones in vitro e in vivo para otorgar a los pacientes con cancer mejores tratamientos
y recursos. Asimismo, el estudio permitira tener a disposiciéon de la sociedad informacién

actualizada que puede ser utilizada para el beneficio de la promocién de la salud en general.
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OBJETIVOS DE LA REVISION

2.1 Objetivo general

Determinar el estado de arte respecto a las distintas rutas de investigacion vinculadas a

la PARP 1 que se han asociado con diversos tipos de cancer.

2.2 Objetivos especificos
e Recolectar informacion cientifica de las distintas rutas de investigacion relacionadas
con la enzima PARP 1y sus mutaciones.
e Revisar los diferentes tipos de cancer que estén asociados a la enzimaPARPL.
e Revisar nuevos conceptos potenciales para prevenir y combatir la resistencia a
PARP1.
e Hallar mediante la revision sistematica los mecanismos de reaccion postulados para

los procesos de inhibicion de la PARPL.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOQSITORIO DE

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

CAPITULO |

METODOLOGIA

La base de datos empleada en la investigacion fue ScienceDirect, porque es una base
de datos que permite la busqueda cientifica y médica, asimismo contienearticulos publicados
de acceso abierto que pueden ser revisados gratuitamente. Para ello, se analizaron los
articulos cientificos desde enero de 2017 hasta diciembre de 2022, haciendo uso de los
siguientes descriptores: “PARP1 and cancer”, “PARPI1 in the activity”, “PARP1 links”,
“PARPI1 and PARP2”, “resistance to PARP”, “mutations to PARP1”, “biology of PARPs” or
“breast cancer PARP-1”, “structure of PARPs”, “activation of PARP-1”, “role of PARP1”,
“domain of PARP1”, “cancer through the PARP1”, “Parpl activation” (Tabla 1).

Asimismo, los criterios de inclusion fueron:

e Articulos originales publicados en la base de datos Science Direct publicados
entre los afios 2017 y 2022.

e Articulos en inglés.

e Atrticulos disponibles a texto completo, que abordaran los siguientes temas:
enzima PARP1, PARP 1 y cancer, enzimas que participan en el mecanismo de
accion de la PARP1, mecanismo de accion de la PARP1 en diferentes
células, mutacionesde la PARP 1, diferentes tipos de cancer asociadas con la
PARP 1.

Los criterios de exclusion fueron:

e Articulos que no estuvieran relacionados con el objetivo general y/o especificos
de la revision.

e Articulos relacionados a otras enzimas PARP (Por ejemplo, PARP2, PARP3).

e Articulos con un idioma diferente al inglés.

La recogida y extraccion de datos se realizd utilizando una ficha de extraccién de
datos disefiado por la investigadora para el estudio, asimismo, los resultados fueron
elaborados a partir de la lectura completa de cada articulo cientifico seleccionado.
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Tabla 1. Estrategia de busqueda empleada en la base de datos Science Direct.

Fuente de

datos

Descriptores

Resultados

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

Science Direct

"PARP1 and cancer"
"PARP1 in the activity"
"PARP1 links"
"PARP1 and PARP2"
"resistance to PARP"
"mutations to PARP1"

"biology of PARPs" OR "breast cancer
PARP-1"

"structure of PARPS"
"activation of PARP-1"
"role of Parp-1"
"domain of PARP1"
"cancer through the PARP1"

"Parpl activation™

15

5

1

12

14

13

13

15

20

TOTAL

119
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RESULTADOS

La estrategia de busqueda determind 119 referencias, las cuales pasaron por diferentes
cribados, entre ellas, la eliminacion de duplicados y la exclusion por titulo y/o resumen,
dejando una elegibilidad de 38 articulos, los cuales fueron examinados a texto completo

(Figura 1) hasta llegar a una seleccién final de 25 articulos cientificos (Tabla 2).

Figura 1. Diagrama de flujo — PRISMA
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Tabla 2.1: Estudios incluidos en la revisién sistematica.

Autores Titulo Afio Pais Revista Ref. DOI
A Single-Molecule Atomic Force
Sukhanova et al.| Microscopy Study of PARP 1 and PARP2 | 2019 | Rusia |Journal of Molecular| (29) https://doi.org/10.1016/j.jmb.
Recognition of Base Biology 2019.05.028
Excision Repair DNA Intermediates.
The BRCT domain of PARP 1binds Estados https://doi.org/10.1016/j.molcel.
Rudolph et al intact DNA and mediates intrastrand 2021 | Unidos Cell Reports (32) 2021.11.014
transfer.
Activation of PARP-1 by snoRNAs
Kim et al. Controls Ribosome Biogenesis and Cell | 2019 | Estados Molecular Cell (34) https://doi.org/10.1016/j.molcel.
Growth via the RNA Helicase Unidos 2019.06.020
DDX21.
Biochimica et
Mishra Role of PARP 1 as a novel transcrip- tional Estados | Biophysica Acta https://doi.org/10.1016/j.bbadis.
y Kowluru. |regulator of MMP-9 in diabetic retinopathy.| 2017 | Unidos | (BBA) - Molecular | (38) 2017.04.024
Basis of Disease
Massively parallel assessment of human Estados
Hanna et al. variants with base editor 2021 | Unidos Cell Reports (40) https://doi.org/10.1016/j.cell.
screens. 2021.01.012
Estudios incluidos en la revision sistematica.
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Tabla 2.1 — Estudios incluidos en la revision sistematica.

Autores Titulo Afio Pais Revista Ref. DOI
Jayasinghe Systematic Analysis of Splice- 2018 | Estados Cell Reports (42) https://doi.org/10.1016/j.celrep.
et al. Site-Creating Mutations in Cancer. Unidos 2018.03.052
DDX18 prevents R-loop-induced Estados https://doi.org/10.1016/j.celrep.
Linetal. DNA damage and genome instability via | 2022 | Unidos Cell Reports (42) 2022.111089
PARP 1.
Zhen, Zhang y A Cell-Line-Specific Atlas of PARP- Estados https://doi.org/10.1016/j.celrep.
Yu. Mediated Protein Asp/Glu 2017 | Unidos Cell Reports (44) 2017.10.106
-ADP-Ribosylation in Breast Cancer.
Galindo Campos|Distinct roles for PARP 1 and PARP 2 in c- https://doi.org/10.1182/blood.
et al. Myc—driven B-cell 2022 | Espafia Blood (45) 2021012805

lymphoma in mice.

High PARP 1 expression predicts poor

survival in acute myeloid leukemia and
PARP-1 inhibitor and SAHA-bendamustine https://doi.org/10.1016/j.ebiom.
Lietal hybrid inhibitor combination treatment | 2018 | China eBioMedicine (46) 2018.11.025
synergistically enhances anti-tumor

effects.
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Tabla 2.1 — Estudios incluidos en la revision sistematica.

Autores Titulo Afio Pais Revista Ref. DOI
Landscape analysis of IncRNAs shows that
Xu et al. DDX11-AS1 promotes cell-cycle 2021 | China Cancer Letters 47) https://doi.org/10.1016/j.canlet.
progression in liver cancer 2021.08.001
through the PARP 1/p53 axis.
PARP 1 induces EMT in non-small cell
Kumar etal. | lung carcinoma cells via modulating then | 2021 | India Life Sciences (52) https://doi.org/10.1016/j.Ifs.
transcription factors Smad4, p65 and ZEB1. 2020.118994
Unusual metastasis in BRCA mutated
Assaf et al. pancreatic cancer while 2021 | Bélgica | European Journal of | (54) https://doi.org/10.1016/j.ejca.
on maintenance Olaparib: Two case Cancer 2021.07.042
reports and review of the literature
Pamiparib is a potent and selective https://doi.org/10.1016/j.neo.
Xiong et al. PARP inhibitor with unique potential for | 2020 | China Neoplasia (57) 2020.06.009
the treatment of brain tumor.
Augmentation of the antitumor effects of
PARRP inhibitors in triple-negative breast European Journal of https://doi.org/10.1016/j.ejmech.
Goetal. cancer via degradation by hydrophobic | 2020 | Korea |Medicinal Chemistry| (59) 2020.112635
tagging modulation.
Estudios incluidos en la revision sistematica.
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Tabla 2.1 — Estudios incluidos en la revision sistematica.

Autores Titulo Afio Pais Revista Ref. DOI
Revealing biomarkers associated with Computational and
Dong et al. PARRP inhibitors based on genetic 2021 | China Structural (60) https://doi.org/10.1016/j.csbj.
interactions in cancer genome. Biotechnology 2021.08.007
Journal
A Quantitative Chemotherapy Genetic
Hu et al. Interaction Map Reveals Factors Associated| 2018 | Estados Cell Reports (61) https://doi.org/10.1016/j.celrep.
with PARP Inhibitor Unidos 2018.03.093
Resistance.
TGFBR-SMAD3 Signaling Induces Estados https://doi.org/10.1016/j.celrep.
Leetal. Resistance to PARP Inhibitors in the Bone | 2020 | Unidos Cell Reports (62) 2020.108221
Marrow Microenvironment.
Protective effects of PARP 1-inhibitory Biomedicine and https://doi.org/10.1016/j.biopha.
Ho et al. compound in dry age-related macular 2021 | Korea Pharmacotherapy | (65) 2020.111041
degeneration.
Sustained inhibition of PARP 1 activity
Ghorai et al. delays glioblastoma recurren- ce by 2020 | India Cancer Letters (66) https://doi.org/10.1016/j.canlet.
enhancing radiation-induced 2020.06.023
senescence.
Estudios incluidos en la revision sistemética.
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Tabla 2.1 — Estudios incluidos en la revision sistematica.

Autores Titulo Afo | Pais Revista Ref. [DOI
Triptolide interferes with XRCC1
/PARP 1- mediated DNA repair and . Biomedicine 'y https://doi.org/10.1016/j.biopha.
Zhang et al. o ) ) 2019 | China (71)
confers sensitization of triple-negative Pharmacotherapy 2018.11.008
breast cancer cells to cisplatin.
Insight into the binding of a International
heti itro-fl ivati | of https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.
Mitra et al. sy.nt etic nitro-flavone .derlvatlve 2019 | India Jo.urna. 0 (74) p i.org j.ijbi
with human poly (ADP-ribose) Biological 2019.08.242
polymerase 1. Macromolecules
Integrated proteomics identifies PARP ) I
ourna
inhibitor-induced prosurvival signalin Estados https://doi.org/10.1016/j.jbc.
Deng et al. p g g 2022 ] of  Biological | (75) P 9 1
changes as potential Unidos : 2022.102550
o ) Chemistry
vulnerabilities in ovarian cancer.
PARP-inhibition reprograms . .
_ Estados https://doi.org/10.1016/j.celrep.
Wang et al. macrophages toward an anti-tumor | 2022 - Cell Reports (78)
Unidos 2022.111462
phenotype.
The synergistic proapoptotic
effect of PARP 1 and HDAC Estados https://doi.org/10.1182/
Kruglov et al. 2020 ) Blood Advances (79) P 9
inhibition in cutaneous T-cell Unidos bloodadvances. 2020002049
lymphoma is mediated via Blimp-1.
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CAPITULO I11

CUERPO DE INVESTIGACION
5.1 Distintas rutas de investigacion relacionadas con la enzima PARP 1y

sus mutaciones
La poli(ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP1) es una enzima clave involucrada en la
reparacion del ADN vy la regulacion de procesos celulares, como la respuesta al estrés y la
muerte celular programada. (28) Se debe precisar que, en la presente indagacion solo

abordaremos lo relacionado a su rol en la reparacion de ADN.

PARP1 contiene diferentes dominios estructurales y funcionales, el primero de ellos es
el dominio de union al ADN, que permite la interaccion de PARP1 con el ADN dafiado y
facilita la deteccién y reparacion de lesiones en el ADN. Otro dominio es el dominio
catalitico, donde se lleva a cabo la reaccion de poli-ADP-ribosilacion, en la que PARP1
agrega cadenas de poli(ADP-ribosa) a proteinas diana. Ademas, PARP1 contiene dominios de
unién a cofactores, como el dominio de union a NAD+, que es esencial para la actividad
catalitica de PARP1, debido a que utiliza el NAD+ como sustrato para la sintesis de
poli(ADP-ribosa). También se han identificado otros dominios en PARP1, como el dominio
de interaccién con proteinas, que permite la asociacion con otras proteinas implicadas en la
reparacion del ADN vy la regulacion de la respuesta celular al dafio genético. Estos diferentes
dominios de PARP1 le confieren la capacidad de reconocer y reparar el ADN dafiado, asi
como de regular la sefializacién celular en respuesta al estrés. (28) A continuacion, se

describiran los principales hallazgos sobre las rutas de investigacion relacionadas a PARP1:

5.1.1 Rutas relacionadas al sitio de union PARP1 y ADN

De acuerdo a los estudios de Sukhanova et al. (2019) se confirmé que las proteinas
PARP1 y PARP2 intervienen en la regulacion de escision de bases cortas (BER), situandose
en el lugar especifico del dafio. En el caso de PARP1 realiza una unién en el ADN dafiado en
el siguiente orden: 1 nucleétido (1-nt gap) > rotura (nick) > sitio apurinico/apirimidinico
(AP), de tal forma, muestra una preferencia por espacios de 1 nucleétido en la interaccién con
el ADN dafiado. Ademas, se confirm6 que PARP1 y PARP2 pueden formar dimeros en el
sitio de dafio del ADN, sin embargo, preferentemente forma mondmeros en sitios dafiados,
sitios AP y espacios de 1-nt en el ADN, sin embargo, forma dimeros en sitios de rotura
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(nicks) del ADN. Por lo tanto, se sugiere que PARP1 participa en los primeros pasos de BER
y la interaccion de ambas PARP podrian contribuir a la regulacion de la etapa final de
reparacion: la ligacion entre el complejo DNA ligasa y 11I-XRCC1. Asimismo, los estudios
evidenciaron que existen diferencias funcionales entre las enzimas PARP1 y PARP2, respecto

a su afinidad por los intermediarios de ADN. (29)

Por otro lado, Rudolph et al. (2021), quiso estudiar la adhesién de PARP1 en
moléculas de ADN intactas, encontrando que el ADN plasmidico se une firmemente a
maultiples moléculas de PARP1, pero no activa la autoPARIilacion, es decir, el ADN
plasmidico intacto se recubre con al menos una molécula de PARP1 por cada 44 + 10 pares de
bases sin que ello signifique que activara la PARilaciéon. Esta union de PARP1 al ADN
intacto es consistente con resultados previos de microscopia de fuerza atdbmica y ensayos de
ADN de cadena Unica en moléculas individuales (30,31). Posteriormente, otros analisis
evaluaron la afinidad de PARP1 entre ADN intacto y ADN de fragmentos cortos (roturas de
doble cadena) revelando que existe una afinidad de PARP1 por el ADN dafiado de cien veces
mas que por el ADN intacto. Ademas, solo cuando el nimero de extremos dafiados excede el
namero de sitios de unién intactos del ADN plasmidico, se observa una mayor afinidad de
PARP1 por el ADN dafiado. Estos resultados confirman que la union del ADN intacto a
PARP1 no activa su actividad catalitica de PARilacion, siendo la primera demostracion
cuantitativa de que la unién del ADN intacto a PARP1 no conduce a su activacion in vitro.
(32)

Su estudio también exploré los sitios de union del ADN intacto a PARP1, lo cual
involucra los dominios Znl, Zn2, Zn3 y BRCT, mientras que la union del ADN dafiado
involucra los dominios Zn1, Zn2, Zn3 y WGR. Se demostré que el dominio BRCT se une a
los dominios de union al ADN de PARP1 y se reveld que desempefia un papel funcional en el
movimiento de PARP1 de una hebra de ADN a otra. Ademas, una prueba de cromatografia
liquida permitio identificar que ni el PARP1 de tipo salvaje ni la construccion DBRCT de
PARP1 (variante de PARP1) fueron activados por el plasmido intacto, pero ambas proteinas
fueron igualmente activadas por el plasmido digerido con una EC50 de 0.31 nM para el tipo
salvaje y 0.25 nM para DBRCT. Por lo tanto, la eliminacion del dominio BRCT no afecta la
actividad de PARP1 activada por una rotura de doble cadena, resultados consistentes con
Altmeyer (33).
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Otro estudio, de Kim et al. (2019), encontré6 que los ARN largos no codificantes
(IncARN) y los ARN mensajeros (MARN) fueron los tipos de ARN que mas interactuaron
con PARP1, mientras que los ARN pequefios nucleolares (snoARNs) fueron los mas
enriquecidos. Asi, cerca de la mitad de snoARNs (46%) expresados en células de cancer de
mama se unieron a PARP1 (lecturas por kilobase de transcrito por millon de lecturas
mapeadas [RPKM] > 1). Ademas, se observO una gran variacion en la abundancia de
diferentes sSnoARNs que interactuaban o no con PARP-1, lo que sugiere que la union de
PARP-1 a los snoARNs no depende de los niveles de expresion. Ademas, se evidenciaron
interacciones similares entre PARP1-snoARN en células de céncer de mama, lo que
demuestra que las interacciones especificas de PARP1-snoARN se conservan en multiples

tipos de células. (34)

5.1.2 Rutas relacionadas a la actividad catalitica

Los estudios de Sukhanova et al. (2019) observaron que PARPL1 interactia con la
rotura de ADN en forma de dimero, sugiriendo que su unién al nucléotido 1 en forma de
mondmero lleva a una fuerte autoPARilacion, mientras que la forma dimérica que tiene
actividad con la rotura de ADN no tiene tanta efectividad en la sintesis de PAR, es decir, la
sintesis de PAR resulta més efectiva cuando PARP1 actia como mondémero. En consecuencia,
la transiciobn de monémero a dimero puede contribuir a la regulacion de la actividad
enzimatica de las PARPs. Finalmente, las lesiones en el ADN modulan la actividad total de
PARP1. (29)

Ademas, se ha descubierto una via de regulacion dependiente de PARPL. En la
investigacion de Kim et al. (2019) se encontré que el dominio catalitico de PARP1 no
interactia con snoARNSs, siendo la region de union de ADN de PARP1 la responsable de la
unién con snoARNS. Esto significa que la interaccion entre PARP-1 y snoARNS se produce a
través de la region de union de ADN de PARP-1 y no a través de su dominio catalitico.
Ademas, las interacciones entre PARP-1 y snoARNSs ocurren con las formas maduras de
snoARNSs, en lugar de los transcritos primarios. Asimismo, se descubrié que PARP-1 podria
regular la transcripcion de rADN a través de interacciones directas con snoARNs y la
actividad catalitica de PARP1 se activa mediante la interaccion PARP1-snoARNSs, debido a
que los snoARNs son capaces de automodificar y activar PARP1, sin embargo, su activacion
previa disminuye su afinidad posterior por snoARNs, lo cual sugiere que PARP1 podria
trasmodificar a otras proteinas objetivo. (34)
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Asimismo, Kim et al. (2019) estudiaron la asociacion entre PARP1 y DDX21, una
helicasa de ARN de la familia DEAD-box, la cual constituye un sustrato de ADPRilacion
especifico para PARP1 (35). Se encontrd que DDX21 es ADPRilado por PARP1, siendo esta
ADPRilacion sensible al tratamiento con PJ34. Ademas, se identificaron cinco sitios de
glutamato o aspartato en el extremo N-terminal de DDX21 que son ADPRilados por PARPL1.
Se determind que DDX21 interactia con PARP1 en las células y que estas interacciones
podrian dar lugar a la ADPRilacion dependiente de PARP-1 de DDX21. Ademas, el
tratamiento con PJ34 (inhibidor de PARP) disminuyo significativamente la ADPRilacion de
DDX21 y su interaccion con PARP1. Estos datos sugieren que la actividad catalitica de
PARP-1 es un requisito previo para las interacciones entre DDX21 y PARP1. También se
determind la actividad catalitica de PARP1 en la regulacion de la localizacion nucleolar de
DDX21, lo que finalmente afecta la biogénesis de ribosomas. En conjunto, los resultados
indican que la actividad catalitica de PARP1 controla la ADPRIilacion de DDX21, la
localizacion nucleolar de DDX21, la transcripcion del ADNr y la proliferacion de células de

cancer de mama in vivo. (34)

5.1.3 Vias de transcripcién

PARP1 es un cofactor importante en la regulacion de la unién de factores de
transcripcion que regulan la expresién génica. (36,37) Segun el estudio de Mishra y Kowluru
(2017), se encontrd que la inhibicién de PARP1 con PJ34 pudo prevenir el aumento inducido
por la glucosa en la expresién de la metaloproteinasa de matriz-9 (MMP-9), es decir, la
glucosa alta aumenta la expresion de PARP1. Ademas, se encontro que la expresion de MMP-
9 en la retina se asocia estrechamente con la unién de los factores de transcripcion NF-kB y
AP-1. Asi, se descubri6 que PARP1 actta como un coactivador de NF-kB, ademas, su
actividad estd aumentada en la retina diabética. Ante la inhibicién de PARP1 se disminuy6 la
apoptosis celular, encontrando que la acetilacién de PARP1 esta involucrada en la formacion
de complejos con factores de transcripcion y su regulacion post traduccional. EI papel integral
de PARP1 en la regulacion de la unién de factores de transcripcion se confirm6 ain mas al
manipular los niveles de PARP-1 farmacoldgica o genéticamente en sistemas modelo in vitro
e in vivo. (38)

5.1.4 Mutaciones de PARP1

En el estudio de Hanna et al. (2021), se realiz6 una mutagénesis de PARP1 empleando

un editor de bases que permitio identificar las mutaciones puntuales y la regulacion de la
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respuesta ante farmacos. Ademas, se emplearon 5 inhibidores para evaluar la respuesta:
olaparib, niraparib, rucaparib, talazoparib y veliparib. Asi, se encontré que los sgARNs
conferian resistencia a todos los inhibidores de PARP1, mientras que las mutaciones se
hallaban en regiones cercanas a las interfaces interdominio criticas para la respuesta al dafio
del ADN. Por ejemplo, A774 y G871 (residuos de aminoacidos de PARP1) forman la interfaz
aF/alJ, una de las dos interfaces principales entre los dominios HD y ART de PARPI1. Se ha
demostrado que las mutaciones puntuales en estos residuos (A774S/L; G871S/L) interrumpen
los contactos entre los dominios HD y ART, lo que lleva a la activacion de PARPL1. (39)
Asimismo, otra mutacién puntual (R591C) en la interfaz entre el dominio WGR y el dominio
HD observada clinicamente, ha demostrado que interrumpe la captura de PARP, causando
resistencia adquirida a olaparib (Pettitt et al., 2018). Por lo tanto, se puede concluir que las
mutaciones puntuales cercanas cumplen un papel complejo del contacto entre dominios en la
actividad de PARPi. Ademas, las mutaciones puntuales afectaron en la respuesta de los
inhibidores. (40)

Otro estudio de Jayasinghe et al. (2018), realizaron dos mutaciones silenciosas en
PARP1 y RADS5IC, las cuales ya habian sido reportados con anterioridad, encontrando
mutaciones en el gen PARP1 con un puntaje de empalme significativamente mas fuerte en
presencia de la mutacion. Esto indica que estas mutaciones en el gen PARPL1 tienen un
impacto importante en el proceso de empalme del ARN. Ademas, se observd que las variantes
con puntajes de empalme mas fuertes mostraron niveles mas altos de productos de empalme
alternativos en comparacion con el tipo salvaje. Esto sugiere que las mutaciones en PARP1
pueden alterar la forma en que se empalma el ARN y potencialmente afectar la funcién y la
expresion de este gen. (41) Otro estudio similar, de Rudolph et al. (2021) crearon el mutante
denominado DBRCT (truncacion de PARP1 en la que se carece del dominio BRCT de
PARP1) para determinar la relacion entre la ausencia del dominio BRCT y la PARPL.
Concluyeron que las mutaciones en residuos clave de lisina del dominio BRCT interrumpen
su unién al ADN, lo que confirma la importancia de estas interacciones. Asi, el dominio
BRCT no actGa como un inhibidor de la activacion de PARP1 por el ADN intacto, y su
eliminacién no afecta la actividad de PARP1 en presencia de ADN dafiado, es decir, en
experimentos in vivo, se observd que la eliminacion del dominio BRCT no afecta
significativamente la acumulacion de PARP1 en sitios de dafio en el ADN. (32)

5.1.5 Otras vias de investigacion
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Lin et al. (2022) hall6 que DDX18 participa en la eliminacion de los R-loop asociados
con lesiones del ADN. Se demostré que PARP1 y DDX18 se relacionan en la deteccion y
regulacién de los R-loops en una via comun, asi, la deplecién de PARP1 disminuye la unién a
distintas helicasas, entre ellas, DDX18, DDX1 y DDX5 a los R-loops. Asimismo, encontraron
que la inhibicion de PARP1 y la degradacion de los R-loops mediante enzimas especificas
ocasiona que la PARilacion medie la interaccion entre DDX18 y los R-loops. Ademas, la
activacion de PARP1 induce la acumulacion de DDX18 en sitios de dafio de ADN. En
conclusion, los polimeros de PAR en PARP1 facilitan la localizacion de proteinas DDX, entre

ellas, -18, interviniendo en la reparacion del ADN. (42)

5.2 Diferentes tipos de cancer asociados a la enzima PARP1

La asociacion entre el cancer de mama y la enzima PARP1 fue estudiado por Zhen et
al. (2017), quienes realizaron analisis con células epiteliales benignas de mama y lineas
celulares de carcinoma de mama para determinar el mecanismo de regulacion de PARP1 en
estas lineas celulares. Asi, se determino que el nivel de PARIilacién de proteinas era altamente
variable con expresiones de PARP1 similares, es decir, PARP1 se activa de forma diferencial
en cada linea celular. En este caso, el nimero de péptidos ADP-ribosilados de PARP1 en
células de cancer de mama seguia de cerca el numero total de péptidos ADP-ribosilados en
esta linea celular, en otras palabras, hay una estrecha correlacion entre el nimero de péptidos
ADP-ribosilados derivados de PARP1 y el nimero total de péptidos ADP-ribosilados
identificados en las células con cancer de mama; lo cual coincide con lo mencionado por
D’Amours (43), quien expresé que la fraccion de cadenas de PAR son sintetizadas por
PARP1 en condiciones de dafio del ADN. También, se demostrd que los factores de
transcripcion son una clase importante de sustratos de PARP1 (GATAS) en la linea celular
tumoral MDA-MB-468. Por ultimo, los investigadores plantearon que el cancer de mama es
un modelo ideal para el estudio de la sefalizacién especifica de PARP1 por su alta expresién
en él, destacando que la ADP-ribosilacion de residuos de aminoacidos (aminoacidos aspartico

y glutdmico) D/E son una parte importante de sefializacion de PARP1. (44)

Por otro lado, Galindo-Campos et al. (2022) estudiaron las deficiencias de PARP1 y
PARP2 en el desarrollo del linfoma de Células B impulsado por genes c-Myc (cuya
desregulacién ocasiona una amplia variedad de problemas oncolégicos hematoldgicos). Sus
resultados evidenciaron que los ratones con la enzima PARP1 desarrollaron el linfoma
terminal, sugiriendo que PARP1 puede tener un rol en la aceleracion de tumorigénesis en
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presencia del gen c-Myc; mientras que la ausencia de PARP2 o PARP1 no afecta la expresion
de c-Myc en ceélulas precursoras de linfocitos B de médula dsea en ratones. Ademas, se
realizd un analisis transcriptomico en células precursoras de linfocitos B, cuyos hallazgos
indican que la deficiencia de PARP-2 o PARP-1 puede tener un impacto significativo en la
expresion de mdaltiples genes en las células pre-B de ratones con el transgén c-Myc, lo que
sugiere la participacion de estos genes en los mecanismos moleculares implicados en la
formacion y desarrollo del linfoma de células B impulsado por el gen c-Myc. Finalmente, los
resultados del estudio indican que la pérdida de PARP-2 retrasa el inicio del tumor y prolonga
la supervivencia en ratones transgénicos Em-Myc, mientras que la pérdida de PARP-1 acelera
la tumorigénesis. (45)

Otro estudio de Li et al. (2018) encontraron que la expresién de PARP1 estaba
significativamente aumentada en pacientes con leucemia mieloide aguda citogenéticamente
normales (CN-AML) (p< 0.05, prueba t) y lineas celulares de AML (p< 0.01, prueba t) en
contraste con células normales de médula 6sea. Ademas, las proteinas de PARP1 mostraron
una fuerte correlacién con los niveles de mMARN y aquellos que tuvieron una expresion alta de
MARN presentaron un mayor numero de blastos en médula désea, niveles altos de glébulos
blancos y mayor expresion de mutacion FLT3-1TD. Por tanto, la expresion de PARP-1 esta
asociada con caracteristicas clinicas especificas en pacientes con AML, como un mayor grado
de enfermedad y mutaciones en FLT3-ITD. También se encontré que la sobreexpresion de
PARP-1 se asocia con un mal resultado clinico en pacientes con CN-AML,

independientemente de otros factores de confusion y variables clinicas ajustadas. (46)

Asimismo, la investigacion de Xu et al. (2021), detecté 23 proteinas unidas a un tipo
de ARN largo no codificable (INcRNA) denominado DDX11-AS1 (relacionado con la
progresion del carcinoma hepatocelular, cancer de higado) y se evidencié que estaban
asociadas a la via de reparaciéon y procesos metabdlicos del ADN. Entre estas proteinas se
encontr6 a las PARP1, unidas mediante el exdn 2 del fragmento DDX11-AS1 con PARPL, sin
embargo, otros fragmentos no lo hacen. Por lo tanto, esta interaccion podria tener
implicaciones en las funciones bioldgicas y patogénesis del cancer de higado. El estudio
también evalud la union de PARP1 con p53, demostrandose que la sobreexpresion de
DDX11-AS1 fue capaz de inhibir la union entre p53 y PARP1, disminuyendo la expresion de
p53. Esto tiene un impacto en la progresiéon del ciclo celular, desempefiando una funcién

oncoldgica en el carcinoma hepatocelular (HCC). Por el contrario, la interaccion entre

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE

TESIS UCSM

DDX11-AS1 y PARP1 podria ser una estrategia terapéutica potencial en el tratamiento de
HCC. (47)

Otros estudios mencionan que PARP1 esta implicada en la regulacién de la transicion
epitelial a mesenquimal (EMT), caracteristica asociada a cancer metastasis, a través de
diferentes mediadores como ZEB1, Twistl, p65, Snail y complejos Smad. (48,49) Asi, la
investigacion de Kumar et al. (2021), encontré que la reduccion de PARP1 en células de
cancer de pulmén disminuye los factores de transcripcion asociados a EMT (p65, Smad 54 y
ZEB1). En el estudio, se observd que la inhibicion de PARP-1 mediante knockdown
(disminucidon de la expresion) en células de carcinoma de pulmon reduce la expresion de
marcadores mesenquimales. Ademas, se encontro una disminucion en la expresion de Snaill
y Twistl, que son factores asociados con el fenotipo mesenquimal en diversas células
cancerosas. Estos hallazgos indican que la inhibicion de PARP-1 puede suprimir la transicion
a un fenotipo mesenquimal en células de cancer de pulmoén. También investigaron el aumento
significativo en la expresion de B-catenina asociada a la membrana ante la inhibicion de
PARPI. B-catenina esta involucrada en procesos celulares, como la EMT, de tal forma que
cuando se encuentra en la membrana representa un caracter epitelial y a nivel citoplasmatico y
nuclear promueve la transcripcion de factores en la EMT. (50,51) Se encontrd un ligero
aumento en el nivel de B-catenina después del knockdown de PARP1 en células de carcinoma
de pulmdn, lo que sugiere que la disminucion de PARP-1 puede influir en la localizacion y
expresion de f-catenina. En resumen, se observo una disminucion significativa de los factores
de transcripcion p65, Smad4 y ZEB1 después de la reduccion de PARP-1 y una disminucion
notable de Snaill y Twistl, marcadores mesenquimales, después del knockdown de PARP1.
(52)

5.3 Nuevos conceptos potenciales para prevenir y combatir la resistencia a PARP1

La resistencia a los inhibidores de PARP1 es un desafio importante en el tratamiento
del cancer. A medida que se desarrollan y utilizan cada vez mas los inhibidores de PARP1, ha
sido fundamental explorar nuevos enfoques y conceptos para prevenir y combatir la
resistencia a esta terapia. Asi, los nuevos conceptos para prevenir y combatir la resistencia a
PARP1 se centran en tratamientos combinados, desarrollo de inhibidores mas potentes y
selectivos, estrategias de degradacion de proteinas e identificacién de biomarcadores. A

continuacidn, se describird un estudio de casos en el que el uso de un inhibidor PARP no tuvo
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los efectos esperados y posteriormente se abordaran las diversas propuestas ante la resistencia
a PARPs.

Assaf et al. (2021) realizaron una investigacion de estudio de casos en la que el
tratamiento con Olaparib en pacientes con cancer no hizo efecto. En el primer caso, un
hombre con adenocarcinoma poco diferenciado de pancreas fue tratado con FOLFIRINOX,
sin embargo, debido a que desarrollé cancer de pancreas metastasico con mutacion gBRCA2
fue tratado con oliparib como terapia de mantenimiento y respondio bien durante 12 meses.
No obstante, posterior a ello se le diagnosticd carcinomatosis leptomeningea (CL) sin
metastasis cerebral, recibiendo radioterapia de tratamiento, pero falleci6 en un mes por
complicaciones. En el segundo caso, un hombre fue diagnosticado con adenocarcinoma poco
diferenciado de pancreas siendo tratado con FOLFIRINOX por 18 meses y ante el desarrollo
de metéastasis hepatica, pulmonar y adenopatia retroperitoneal se inicio el tratamiento con
olaparib, sin embargo, desarrollé6 metéstasis cutanea de adenocarcinoma pancreatico y fallecio
en dos semanas. En ambos casos se discutié lo poco probable que es el desarrollo de
metastasis con mutacion BRCAL/2, sin embargo, hace factible su tratamiento con olaparib, no
obstante, en el primer caso a pesar del buen desenvolvimiento en el tratamiento del paciente 1,
termind desarrollando LC. Presumiblemente, el nivel de inhibidores de PARP podria ser
insuficiente, teniendo en cuenta que son tratamientos relativamente nuevos, asi, el nivel de
inhibidores PARP que cruzan la barrera hematoencefalica podria no ser suficiente, lo que
podria explicar el desarrollo de LC. Otra explicacion es que BRCA 1/2 adquiere mecanismos
para evadir a los PARPi desarrollando resistencia a través de multiples vias que pueden
conducir a la heterogeneidad y complejidad de la evolucion del tumor. (53) En el segundo
caso, el paciente 2 tuvo una supervivencia de 3 a 4 meses con olaparib, surge la posibilidad
gue se haya desarrollado una resistencia a PARPI, cambiando la naturaleza de la enfermedad
y desarrollando metastasis en sitios poco comunes. Ademas, otra hipétesis podria sugerir que
el paciente tuvo una supervivencia prolongada que llevo al desarrollo de metéastasis en sitios
poco comunes. Por Gltimo, el estudio plantea la interrogante si el mecanismo para evadir a
PARPi cambia la fisiopatologia y evolucién de la enfermedad y surge la necesidad de seguir
estudiando los mecanismos de resistencia y como superarlos. (54)

Por otro lado, debido a que existe evidencia que los inhibidores de PARP pueden
potenciar la eficacia de los agentes genotoxicos (por ejemplo, agentes alquilantes de ADN),

mediante la interrupcion de la via de reparacion de ADN por escision de bases (55), se sugiere
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que se utilicen inhibidores PARP en combinacidn con quimioterapia. (56) En primer lugar, el
estudio de Xiong et al. (2020), utilizé el inhibidor de PARP1/2 denominado Pamiparib. Este
inhibidor se caracteriza por ser muy potente en cancer humano con mutaciones de BRCA1/2.
El estudio encontrd valores de IC50 de 1.3 0 0.92 nM en la inhibicién de la enzima PARP1 y
2, respectivamente. Ademas, se probo en otras enzimas como PARP3, tankirasal/2 y otras
isoformas de PARP, hallando que era menos activo e incluso inactivo con valores de 1C50 de
50 a 100 veces mas altos. Por lo tanto, Pamiparib constituye un inhibidor selectivo y potente
contra PAR1/2. Ademas, se determind que Pamiparib tenia una fuerte actividad para atrapar
complejos ADN-PARP1 con valores de EC50 de 13 nM y ademas puede inhibir la actividad
intracelular de PARP1. Posterior a ello, se realizé la evaluacion de Pamiparib en el sitio del
tumor, encontrando que una dosis de 1.5 mg/kg causo una inhibicion de PARilacién del 89%
a las 0.5 horas después del tratamiento, manteniendo un valor del 81% durante las primeras
12 horas, mientras que una dosis de 25 mg/kg de olaparib produjo una inhibicion del 100%
pero disminuy6 a 72% en las 12 horas siguientes al tratamiento, concluyendo que Pamiparib
causa una mejor inhibicién en los lugares tumorales. Ademas, tuvo una eficacia con regresion
del tumor del 100% en el dia 29 del tratamiento (1.6 mg/kg), en contraste, olaparib tuvo
respuestas objetivas del 100% ante altas dosis (50 mg/kg). En resumen, pamiparib tiene una
eficacia 16 veces mayor que oliparib. En segundo lugar, el estudio de Xiong et al. (2020),
encontré que Pamiparib muestra una fuerte sinergia antitumoral con temozolomida (TMZ), un
agente alquilante de ADN utilizado en el tratamiento de tumores cerebrales. La combinacion
de pamiparib con TMZ supera la resistencia a PARP y muestra efectos significativos de
inhibicion tumoral y una mayor esperanza de vida. Estos datos sugieren que la combinacion
de pamiparib con TMZ tiene un potencial Unico para el tratamiento de tumores cerebrales.
(57)

Respecto a la degradacion de proteinas, los inhibidores de moléculas pequefias como
PROTAC (Proteolysis Targeting Chimera) representan una herramienta efectiva para la
escision de PARP y apoptosis de células cancerosas de manera efectiva. (58) De igual
manera, el etiquetado hidrofobico (HyT) representa un enfoque innovador para degradar
proteinas. En el estudio de Go et al. (2020) se utilizé un intermediario 1 de olaparib con una
amina piperidina como precursor sintético de los compuestos PARP con etiqueta hidrofébica.
De los resultados, se obtuvo que los compuestos PARP etiquetados hidrofobicamente (3a)
promovieron la degradacion de PARP1 de manera mas efectiva en células de cancer de mama

triple negativo (TNBC), mientras que la presencia de un espaciador de carbono entre olaparib
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y moiety de fluoreno fue capaz de reducir la eficiencia de degradacion de PARP1, lo cual
sugiere que la combinacion adecuada de espaciadores de carbono y sustituyentes de
etiquetado es transcendental para la degradacion de la proteina objetivo. Finalmente, se
determind que el compuesto 3a indujo la muerte de TNBC de manera més efectiva. En
resumen, el tratamiento con 3a mostrd efectos antitumorales con mejores resultados que
olaparib en células TNBC, utilizando el método de etiquetado hidrofobico que resultd en la
degradacion de la proteina objetivo, proponiendo que la eliminacion de las proteinas objetivo
podria tener un mejor efecto que los inhibidores de proteinas, porque la degradacion de la
proteina objetivo es escasamente probable que induzca una respuesta de resistencia al
medicamento potencial. (59)

Acerca de la identificacion de biomarcadores, el estudio de Dong et al. (2021) aborda
un método computacional con el fin de precisamente identificar biomarcadores candidatos
con respuesta y resistencia de a los PARPI mediante el uso de pantallas de CRISPR/Cas9 y
RNA.I, asi como un conjunto de datos farmacogendémicos pan-cancer. En primer lugar, el uso
de pantallas de CRISPR/Cas9 y RNAI permitio identificar interacciones genéticas (GIs)
asociadas a PARP1/2/3. Asi, se identificaron genes mutados que causaron un efecto
significativo en los PARPi en células cancerosas (p< 0.01), aquellos que presentaban
interacciones de letalidad sintética con inhibicion de PARP1/2/3 se asociaron con sensibilidad
a PARPI y se predijeron como biomacadores candidatos sensibles de los PARPI, mientras que
los genes mutados con efecto de viabilidad sintética con inhibicion de PARP1/2/3 fueron
asociados a la resistencia de PARPI se predijeron como biomarcadores resistentes candidatos
de PARPI (p< 0.01) en células cancerosas. Se lograron identificar 41 genes resistentes y 130
genes sensibles, donde la mayoria de estos genes estan relacionados con la respuesta a los
PARPI, especificamente con la desregulacion de la reparacion por recombinacion homologa
(RH) e interactuaban con PARP1/2/3 en la red de interaccion proteina-proteina (PPI).
También, se determin6 que la mutacion de BRCAL era un biomarcador sensible para PARPI
(p< 0.05) y las mutaciones de algunos genes cancerigenos como RB1 (p< 0.01) y MACF1 (p<
0.01) eran biomarcadores candidatos sensibles para PARPI, mientras que las mutaciones TTN
y TRIP12 eran biomarcadores candidatos resistentes para PARPi. Asimismo, los
biomarcadores de los PARPI revelados mediante este método fueron validados en diferentes
conjuntos de datos farmacolédgicos a través del mecanismo de HR y la correlacion de
funciones. Posteriormente, el analisis funcional revelé que los pacientes con glioma de grado

bajo (LGG) con mutaciones en el conjunto de genes resistentes propuestos (TNN, PLEC y
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TRIP12) mostraron un mal prondstico, y los pacientes con cancer de ovario con mutaciones
en el conjunto de genes sensibles propuestos (BRCA2, TOP3A y ASCC3) tuvieron un mejor
prondstico. Finalmente, el estudio fue capaz de predecir una terapia combinada de inhibidor
de EGFR (erlotinib) y PARPI (veliparib) en pacientes con cancer de pulmon, y pacientes con
LGG con mutacion en TTN podrian ser tratados con una combinacion de PARPi y farmacos
antiangiogénicos (bevacizumab). Estos hallazgos proporcionan una via para ampliar el grupo
de pacientes beneficiarios para los cuales se puede considerar el uso de los PARPI, y se
ofrecen nuevas opciones de tratamiento para dirigirse a los mecanismos de resistencia de los
PARPI. (60)

En el estudio de Hu et al. (2018) se gener6 un mapa de interacciones quimico-
genéticas que predijeron la resistencia a los inhibidores de PARP (olaparib, veliparib,
rucaparib y BMNG673) y al cisplatino. Este mapa cuantitativo fue capaz de predecir
interacciones en lineas celulares, identificacion de factores de reparacion del ADN, prediccion
de las respuestas de lineas celulares de cancer a la terapia y permitio sugerir combinaciones de
farmacos sinérgicos. Ademas, se identificaron dos genes, GPBP1 y ARID1A, que al ser
silenciados producian resistencia a BMN673 en multiples lineas celulares (cancer de mama y
de ovario), encontrando evidencia que la pérdida de ARID1A se asoci¢ con resistencia a los
inhibidores de PARP y quimioterapia a base de platino en canceres de ovario de alto grado.
Por tanto, estaba asociado a un mal resultado y menor grado de supervivencia en cancer
ovarico con tratamiento de rucaparib en fase Il. Ademas, se encontré que la pérdida de
GPBP1 (factor de transcripcion) contribuye a la resistencia a los inhibidores de PARP y al
platino a través de la regulacion de factores involucrados en la reparacion por recombinacion
homdloga, lo cual tiene implicaciones tanto en la comprensién de los mecanismos de
resistencia como en la seleccion de terapias dirigidas en el tratamiento del cancer. EI mapa
reveld similitudes entre los inhibidores de PARP y los agentes de entrecruzamiento de ADN,
destacando su letalidad sintética en combinacién con la pérdida de genes de la via de
reparacion por recombinacion homdloga. Los hallazgos especificos del estudio indican que la
pérdida de ARID1A y GPBP1 contribuye a la resistencia a los inhibidores de PARP. Se ha
asociado la baja expresion de ARID1A con malos resultados y resistencia a los platinos en
ciertos tipos de cancer de ovario. También, se encontr6 que GPBP1, un regulador
transcripcional involucrado en la regulacion de genes relacionados con HR, esta fuertemente
asociado con la resistencia a los inhibidores de PARP vy cisplatino. Finalmente, se propuso el
uso de mapas genéticos cuantitativos para comprender las implicaciones funcionales y
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terapéuticas de la genética tumoral, es decir, la utilidad del mapa sistemético surge como un
recurso para identificar biomarcadores clinicamente relevantes de susceptibilidad a farmacos.
Asimismo, se destacd su potencial para la integracion con otros conjuntos de datos de cancer

con el fin de mejorar los esfuerzos de desarrollo de farmacos y biomarcadores. (61)

Asimismo, otro elemento fundamental para prevenir la resistencia a PARPI es el
conocimiento del mismo. En el estudio de Le et al. (2020) se descubri6 que el microambiente
de la médula 6sea (BMM) facilita la actividad de reparacion de RDC en las células de
leucemia para protegerlas contra la letalidad sintética mediada por PARPI. Asi, este factor
depende de la sobreexpresion inducida por la hipoxia de la quinasa del receptor del factor de
crecimiento transformante beta (TGFbR) en las células malignas, que es activada por el factor
de crecimiento transformante beta 1 (TGF-b1) derivado de las células estromales de la médula
Osea, encontrandose que la inhibicién de la quinasa de TGFbR y de SMADS3 redujo la
expresion de genes asociados a la reparacion del ADN (ATM, BRCAL, BRCA2, DNA-PKcs,
LIG4), asimismo, inhibié las actividades de RH y D-NHEJ, y restauré la sensibilidad de las
células malignas hematopoyéticas a la letalidad sintética mediada por PARPI. Por lo tanto, el
estudio identificd un nuevo mecanismo de resistencia a PARPI, que depende de la activacion
mediada por TGF-b1 del receptor de TGFbR quinasa en las células de leucemia en la médula
Osea. Este hallazgo puede llevar a la aplicacion terapéutica del inhibidor de TGFbR en
pacientes que reciben PARPI. (62)

Finalmente, se debe mencionar que, aungue los inhibidores de PARP1 se utilizan para
el tratamiento contra el cancer, la sobre activacion de PARP1 esta asociada con enfermedades
neurodegenerativas como la degeneracion macular relacionada con la edad (AMD) seca, por
lo que los farmacos de inhibicion PARP1 esperan su aprobacion para su uso. (63,64) La
investigacion de Ho et al. (2021), utilizé un compuesto inhibidor de PARP1 denominado PIC
para la AMD seca. Este compuesto fue identificado como inhibidor contra la actividad
catalitica de PARP1 a través de un ensayo in vitro, ademas presentaba una eficacia protectora
en células epiteliales pigmentarias de la retina humana (ARPE-19). ElI compuesto denominado
PIC evidencié un IC de 0.41 + 0.15 nM, por debajo de olaparib (1,71 £ 0,18 nM), rucaparib
(1,72 £ 0,20 nM), niraparib (3,42 = 0,84 nM) vy talazoparib (0,73 + 0,11 nM). El potencial
inhibitorio de PIC se midi6é de la siguiente manera: los polimeros de PAR que aumentaron
después del tratamiento con peroxido de hidrégeno, disminuyeron significativamente con la
administracion de PIC en células ARPE-19, con un IC50 de 0.11 £ 0.02 nM. Por lo tanto, PIC
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protegio a las células del dafio inducido por el peréxido de hidrégeno con un EC50 de 0,22 +
0,02 nM, por debajo al de olaparib (2,02 + 0,22 nM), rucaparib (2,96 + 0,18 nM), niraparib
(33,2 £ 27,59 nM) y talazoparib (0,41 + 0,06 nM). Por ultimo, se evaluo el perfil de inhibicién
de PIC en distintas isoformas de PARP, encontrando que PIC tenia una alta capacidad
inhibitoria sobre PARP1/2 superior al 90%, una actividad moderada contra tankilasa 1/2 y
PARP10 superior al 22% y ninguna inhibicion en PARP3, 6, 7, 8, 11, 12 y 15. En conclusion,
PIC tiene un efecto protector superior en las células epiteliales pigmentarias de la retina
contra la muerte inducida por peréxido de hidrégeno en comparacién con olaparib, rucaparib,

niraparib y talazoparib. (65)

5.4 Mecanismos de reaccion postulados para los procesos de inhibicion de la PARP1

Los mecanismos de reaccion postulados para los procesos de inhibicion de la PARP1
hacen referencia a areas de investigacion que buscan comprender en detalle la interaccion
entre los inhibidores de PARP y esta enzima, asimismo, busca conocer el efecto que tienen en

los procesos celulares relacionados. A continuacion, se describiran los principales hallazgos:

Ghorai et al. (2020) hallaron que el inhibidor Olaparib redujo la proliferacién celular
en gioblastoma (GMB), para ello, se trataron a diferentes lineas celulares (U87MG, SF268,
PS1, PS2 y PS5) de GMB por 72 horas, mostrando que U87MG, PS1 y PS2 tuvieron una
reduccion del 10% en la viabilidad celular a 50 uM de Olaparib, mientras que SF268 mostro
una reduccidn significativa en la viabilidad a 10 pM y PS5 a 25 uM. Ante el tratamiento a
diferentes dosis de olaparib, se encontr6 que existi6 una inhibicién del crecimiento
dependiente de la dosis en todos los tipos de células, con una inhibicion casi completa del
crecimiento a concentraciones de Olaparib superiores a 25 uM. De tal forma, se confirmé que
una concentracion de 5 uM de Olaparib inhibié la actividad de PARP1 en las células US7TMG
tratadas. Sumado a ello, se realizé un experimento para determinar la eficacia de olaparib mas
radiacion, encontrando que mas del 90% de la poblacion residual consistia en células gigantes
multinucleadas (MNGCs), mientras que el tratamiento con Olaparib solo no tenia efecto en la
morfologia de las células. En resumen, estos hallazgos demuestran que la inhibicion de
PARP1 aumento la formacion de MNGCs y se retrasé la recurrencia de GBM. Finalmente, en
sus ensayos in vivo encontraron que el tratamiento con (radioterapia) RR + olaparib tuvieron

una supervivencia significativamente mayor en contraste a otros tratamientos. (66)

Zhang et al. (2019) propusieron otro tratamiento en el cAncer de mama triple negativo
(TNBC) con triptolide, un monomero de la medicina tradicional china extraido de
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Tripterygium wilfordii y que posee multiples funciones bioldgicas, (67,68) al cual se le ha
atribuido actividades anticancerigenas mediante la apoptosis. (69,70) Asi, después del
tratamiento con triptolide (10 nM y 30 nM) por 24 horas, los niveles de PARP1 y XRCC1
disminuyeron alrededor de dos veces en las células con 30 nM de triptolide, mientras que los
niveles de RAD51 disminuyeron ligeramente en las células TNBC. Se sabe, ademas, que el de
PARP1 y XRCC1 estan asociados a la reparacion de roturas de cadena simple (RSC) y la
reparacion de escision de bases (BER), mientras que RADS51 tiene funcion en la
recombinacion homologa. Por lo tanto, estos resultados sugieren que el triptolide interfiere
con la reparacion de RSC y BER, y también puede regular ligeramente la RH. Después de
estos resultados, se realizé otro anélisis en una diferente linea celular de TNBC (BT549),
encontrando que una concentracion de 3 uM de cisplatino en combinacion con 30 nM de
triptolide puede inhibir el crecimiento de las células BT549 hasta un 25%. Por tanto, el efecto
del triptolide en las células BT549 es mejor que en las células MDA-MB231, lo que sugiere
que sus efectos dependen del perfil genético del TNBC. Los ensayos muestran que el
triptolide promueve que el cisplatino induzca mas roturas de doble cadena y sensibiliza al
TNBC al cisplatino. Estos resultados demuestran que el triptolide afecta la reparacion del
ADN celular y causa dafio al ADN para desencadenar la apoptosis. En conclusién, se podria
utilizar el triptolide en el tratamiento de TNBC a nivel clinico. (71)

Kim et al. (2019) encontraron una via alternativa para el control de crecimiento de
células cancerosas mediada por PARPI en células de cancer de mama con BRCA 1/2. Se debe
tener en cuenta que DDX21 es una ARN helicasa ubicada en los nucleolos que promueve la
transcripcion de ADNr. Se encontré que los inhibidores de PARP provocan una reduccion
significativa de la localizacién nucleolar de PARP1, indicando que la automodificacion de
PARP-1 y la ADPRilacion de DDX21 son importantes para su retencion nucleolar. Se
demostro que DDX21 es capaz de unirse al complejo de transcripcion de Poli | en los loci del
ADNr con la finalidad de regular la transcripcion de ADNr, sin embargo, esta union
disminuyé ante el tratamiento con PJ34 o niraparib. Posterior a ello, se determind el papel de
la ADPRilacion mediada por PARP-1 de DDX21 en la proliferacion de células de cancer de
mama. En células cancerosas de mama, la inhibiciébn de PARP-1 con PJ34 o niraparib
causaron una reduccién significativa en la proliferacion celular. En conjunto, los resultados
indican que la actividad catalitica de PARP1 controla la ADPRilacion de DDX21, la
localizacion nucleolar de DDX21, la transcripcion del ADNr y la proliferacion de células de

cancer de mama in vivo. Ademas, los andlisis demostraron que la via de biogénesis de
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ribosomas snoORNA-PARP1-DDX21 se encuentra regulada al alza en canceres de mama. En
sintesis, el estudio permitié conocer el mecanismo de reaccion del inhibidor nariparib y
proporciona un nuevo objetivo potencial para la terapia del cancer de mama independiente del
dafo en el ADN, ampliando considerablemente la utilidad clinica de los inhibidores de PARP.
Por tanto, se presenta la transcripcion del ADNr y la biogénesis de ribosomas como un
objetivo alternativo para los inhibidores de PARP en el cancer. (34)

En el estudio de Mitra et al. (2019) se propuso el flavonoide 2,4-nitrofenilcromen-4-
ona (4NCO) como un inhibidor potencial de PARP1 y el analisis in silico como una
herramienta Gtil para estudiar las interacciones proteina-ligando, herramienta atil en el
proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos. El potencial inhibidor demostr6 que
tiene una buena absorcion gastrointestinal, lo que representa una buena biodisponibilidad (72)
y tiene una permeabilidad de la barrera hematoencefalica convirtiéndolo en un importante
candidato como farmaco. Sumado a ello, la limitacién de algunos farmacos se debe en
muchos casos por la resistencia a multiples farmacos, principalmente por la expulsion del
farmaco de las células por la glicoproteina P (73), sin embargo, 4NCO no es sustrato de la
glicoproteina P por lo que se garantiza una adecuada accion del farmaco al objetivo sin ser
expulsado del sistema. Asimismo, se realizaron otros examenes fisicoquimicos que
determinaron la idoneidad de 4NCO. El estudio también realizé una prediccion del porcentaje
de inhibicién mediante analisis QSAR, obteniendo un valor predictivo de 0.96 para 4NCO, lo
que proporciona una estimacion teorica de su actividad, a una concentracion de 100 umol/L
de 4NCO, por lo tanto, se inhibiria el 96% de la actividad de hPARP1, lo cual denota buenas
cualidades de inhibicion. Por otro lado, los estudios de simulacion de dindmica molecular
permitieron identificar que el complejo hPARP1-4NCO exhibio estabilidad desde 20 ns hasta
100 ns, mientras que hPARP1-NAD+ alcanzé una estructura estable desde 40 ns hasta 100 ns,
esto indicd que hPARP1 adquirié una conformacion mas estable cuando se unié a 4NCO que
cuando se uni6 a NAD+, mientras que el analisis de movimiento y dinamica de la proteina
evidencio que los movimientos de PARP1 estaban restringidos a un espacio de fase menor en
el caso de la union a 4NCO en comparacién con la unién a NAD+, es decir, la unién de
4NCO conferia estabilidad a la estructura de la proteina y reducia sus propiedades dinamicas.
Estos hallazgos permitieron sugerir la efectividad de 4NCO como un potente inhibidor,
comprometiendo la funcién normal de PARP1. (74)
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Por otro lado, Deng et al. (2022) estudiaron los mecanismos de reaccion de los
inhibidores de PARP, tales como olaparib, rucaparib y niraparib. En primer lugar, se
encontraron que las células de cancer de ovario (UWB) nulas para BCRAL (carecen de la
proteina BCRAL) fueron mas sensibles a todos los inhibidores de PARP, mientras que la
expresion reconstituida de BRCA1 result6 en la pérdida de citotoxicidad frente al tratamiento
con PARPI. Las células que no respondieron al tratamiento con PARPi mostraron cambios
significativos en los complejos multiproteicos de PARP1, teniendo cada PARPi un sitio
distinto de destino. Ademas, las células UWB sensibles a los PARPi presentaban un mayor
coenriquecimiento de los complejos proteicos PARP1/Ku70/Ku80 en comparacion con las
celulas UWB+B insensibles a los PARPI. Asi, las diferencias en las composiciones de los
complejos proteicos PARP1:Ku70/Ku80 o PARP2 podrian determinar la sensibilidad o
resistencia primaria a los PARPi en el OC. Otro analisis de fosfoprotedmica global permitio
elucidar que las vias de sefalizacion relacionadas con la reparacion del ADN, como la union
no homologa de extremos (UENH), la replicacion del ADN y la recombinacion homologa,
estaban significativamente enriquecidas en las células UWB sensibles a los PARPi. Se
observo que rucaparib aumentd la fosforilacion de DNAPK en la posicion S2056, un sitio
conocido de autofosforilacion y un indicador de la actividad de DNAPK, en las células UWB,
pero no en las células UWB+B. Esto sugiere que los PARPi inducen la activacion de la
reparacion UENH en las células de OC deficientes en BRCAL, lo cual esta relacionado con
una reparacion errénea del ADN y un papel en la sensibilidad celular a los PARPi. Ademas,
las proteinas ADP-ribosiladas en células UWB y UWB+B tratadas con rucaparib se
encontraron diferentes componentes relacionados con la sefializacion del ciclo celular, como
MRE11, SOS1, GRB2, CDK6, CASP6 y CASP8 en las células UWB y proteinas MARCKS
en las células UWB+B. El andlisis de las vias de sefializacion mostr6 que en las células UWB
sensibles a los PARPI, la disminucion de la ADP-ribosilacion afectd preferentemente a los
factores implicados en el sistema inmune adaptativo y el ciclo celular, mientras que en las
células UWB+B insensibles a los PARPI, el analisis de las vias de sefializacion sugirié un
enriquecimiento de la apoptosis, la adhesion focal, la sefializacion ErbB (via de sefializacion
mediada por una familia de receptores de superficie celular denominados receptores ErbB) y
la traduccién. Estos hallazgos indican que los patrones de ADP-ribosilacion son diferentes
entre las células sensibles e insensibles a los PARPi y que la PARilacion de AKT (proteina
quinasa B) se ve afectada especificamente en las células insensibles a los PARPi. Asimismo,
estos resultados proporcionan informacion sobre los eventos de sefializacion mediados por la

PARIilacion que podrian contribuir a la respuesta diferencial al tratamiento con PARPI en el
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cancer de ovario. En resumen, se observo que los inhibidores de PARP evitan la poli ADP-
ribosilacion de las proteinas Ku70/Ku80, lo que promueve la actividad de la c- UENH y
aumenta la inestabilidad gendmica y la muerte celular. Ademas, se demostro que la inhibicion
combinada de PARP1 y AKT tuvo un efecto sinérgico en células resistentes a los inhibidores
de PARP, lo que respalda la combinacién de inhibidores de PARP y AKT como una
estrategia terapéutica potencial tanto en células deficientes como proficientes en BRCAL.
Estos hallazgos proporcionan una comprension mas completa de la resistencia primaria a los
inhibidores de PARP en el cancer de ovario y sugieren que la asociacion de PARP1/PARP2
con los complejos Ku70/Ku80 y la PARilacion de AKT podrian ser biomarcadores y dianas

terapéuticas relevantes en el tratamiento de este tipo de cancer. (75)

Respecto a la accion de los PARPi con los macrofagos, se conoce que estas células son
una poblacién heterogénea de monocitos diferenciados terminalmente que varian en su
funcion desde proinflamatorios y antitumorales (fenotipo M1) hasta remodelacion de tejidos
promotores de tumores (fenotipo M2), inducidos por IL-4, IL-10, IL-13 y CSF-1. (76)
Recientemente se ha demostrado que la ablacién de esta Gltima subpoblacion utilizando
anticuerpos contra el receptor CSF-1 (CSF-1R) mejord los resultados de los tratamientos con
olaparib. (77) En el estudio de Wang et al. (2022) se examind el mecanismo de inhibicién de
PARP respecto a la funcion de los macréfagos asociados al tumor (TAMS) en tumores con
mutaciones BCRAL, encontrandose que la inhibicion de PARP causa una reprogramacion del
metabolismo de los TAMs, contribuyendo a un resultado favorable. En ratones
inmunocompetentes con tumores de 4 a 7 mm se realiz la ablacién de macrofagos con
clodronato y tratamiento con olaparib (PARPI), resultando en una ablacion de TAMs de méas
del 60% debido al clodranato, sin embargo, el agente clodranato en accion solo no afect6 el
crecimiento de los tumores (supervivencia tumoral mediana de 25 dias). En cambio, olaparib
fue altamente selectivo y mejord la supervivencia en 70 dias. No obstante, en combinacion
con clodronato, la supervivencia mediana disminuy6 en 59 dias, lo que indic6 que la ablacion
de macrofagos tuvo un impacto negativo en la eficacia de olaparib. Aunque la evidencia
menciona que la ablacion de TAMs con clodronato ralentiza el crecimiento tumoral (Carron et
al., 2017), estos hallazgos sugieren que cuando olaparib se combiné con clodronato en un
huésped inmunocompetente dio malos resultados, asimismo, los TAMs no promovieron el
crecimiento tumoral, sino que contribuyeron a la respuesta antitumoral con olaparib. Ademas,
se observd que el nimero de macrofagos fagociticos en los tumores tratados con olaparib era
el doble que, en el control, aumentando considerablemente de tamafio y formaron
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conglomerados de células gigantes con citoplasma expansivo y restos celulares ingeridos. Los
macrofagos tratados con olaparib fueron capaces de ingerir células de cancer de mama K14-
Cre BRCA1f/fp53f/f marcadas con GFP y mostraron una mayor capacidad para matar células
de cancer de mama BRCAI1-deficientes en comparacion con los macrofagos de control.
Finalmente, sus estudios evidenciaron que los macrofagos pretratados con olaparib retrasaron
significativamente la progresion de los tumores de mama deficientes en BRCAL. En resumen,
la inhibicién de PARP con olaparib induce macrofagos mas grandes con capacidad para
fagocitar y matar células cancerosas. Estos macréfagos reprogramados contribuyen a la
actividad anti-tumoral de olaparib tanto in vitro como in vivo. Ademas, esta reprogramacion
depende de la acumulacién de NAD vy sus derivados, como MNA, y esta mediada por

cambios transcripcionales y metabdlicos en los macréfagos. (78)

Si bien PARP1 esta sobreexpresado en muchos tumores hematoldgicos, su estudio en
micosis fungoide (MF) es aln desconocida. La investigacién de Kruglov et al. (2020) utilizé
talazorip, un nuevo inhibidor de PARP1/2, demostrando que elimina el linfoma cutaneo in
vitro e in vivo, ademas fue capaz de eliminar el cancer de mama sensible. Se determiné la
IC50 de talazoparib en 316.8 uM y detiene el ciclo celular en la fase G2/M (etapa de division
celular). La eficacia de talazoparib redujo eficientemente el tamafio de los tumores cutaneos,
asi como de los ganglios linfaticos regionales afectados por el linfoma. Asimismo, se logré
potenciar su efecto al combinarse con el inhibidor de la histona desacetilada (HDACI)
romidepsina. Gracias a esta combinacion se estimula la apoptosis, desaparicion de la fase S
del ciclo celular y una expansion de la fase G2/M, lo que indica el arresto del ciclo celular de
las células de linfoma en esta fase. Esta sinergia se produce mediante el eje Blimp-
1(PRDM1)/Bax. Esta combinacién produce un efecto citotoxico mediada mediante la
regulacién al alza de Blimp-1 (gen PRDM1), lo que condujo a la apoptosis de las células de
linfoma. Por lo tanto, se demostr6 que la combinacion de PARPi con romidepsin tiene un
efecto antilinfoma sinérgico, representando un buen candidato terapéutico que debe ser

explorado clinicamente a mayor detalle. (79)
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Respecto al primer objetivo, las investigaciones relacionadas con las rutas de
investigacion asociadas a PARP1 y sus mutaciones abren nuevas perspectivas en la
comprension de los mecanismos moleculares involucrados en la reparacion del ADN vy la
regulacion de la expresion génica. Sin embargo, aln se necesitan mayores investigaciones
sobre la actuacion del ADN intacto con PARPL, por ejemplo, aun deben ser dilucidados coémo
Znl, Zn2 'y Zn3 promueven la interaccion del dominio BRCT con el ADN. De igual manera,
aunque se viene estudiando la autoPARIilacion de PARPL, todavia no se comprende
completamente la forma en la que se regula esta actividad, haciendo necesario que se
investiguen los factores asociados que modulan la actividad catalitica de PARP1, incluyendo
cofactores y proteinas reguladoras. Sumado a ello, mayores estudios sobre la interaccion de
PARP1 con otros sistemas de reparacion de ADN son necesarios, entre ellos, reparacion por

recombinacion homologa y la reparacion por unién terminal no homéloga.

Acerca de los estudios de PARP1 asociados a diferentes tipos de cancer, se debe
mencionar que se han realizado amplias investigaciones sobre el tema, sin embargo, la
mayoria de ellos se sitGan en el cancer de mama, ovario y pancreas, haciendo necesario que
las indagaciones se extiendan a otros tipos de canceres como pulmén, colorrectal y pancreas.
Asimismo, se necesita una mayor investigacion para comprender el papel preciso de PARP1

en la progresion tumoral y la metéstasis en diferentes clases de cancer.

Por otro lado, entre los nuevos enfoques y propuestas para prevenir y combatir la
resistencia a PARP1, se propone el estudio de biomarcadores predictivos de respuesta a
inhibidores de PARP1 mediante analisis genémico, inmunohistoquimica en muestras de tejido
tumoral y mapas de interacciones quimico-genéticos, por citar algunos métodos. También, se
podria profundizar en el estudio de cisplatino, el cual representa un tratamiento prometedor,
sin embargo, la resistencia al medicamento es un desafio para su uso clinico, por lo que
mayores investigaciones son requeridas. Asimismo, recientemente la resistencia a PARP1 ha
ocasionado que se desarrollen estudios orientados a encontrar nuevos y mas potentes
inhibidores de PARP1, por lo que la exploracion de nuevos inhibidores o su combinacion con
otros tratamientos se presentan como propuestas atractivas para el tratamiento de diferentes
tipos de cancer.
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Finalmente, la revision sistematica permitié conocer el mecanismo de accién de una
diversidad de actuales y novedosos inhibidores de PARP1, asi como la comprension de los
tratamientos combinados sobre la enzima PARP1. En este sentido, el uso de PARPi promete
ser una alternativa a la quimioterapia, haciéndola atractiva por no ser toxica para las células
no tumorales, sin embargo, se deben seguir realizando estudios sobre los mecanismos de
resistencia. Se propone realizar estudios de cristalografia de rayos X u otras técnicas de
analisis estructural para elucidar una comprension detallada de la interaccion entre los
inhibidores de PARP1 y la enzima misma. El uso de simulacion computacional también
permitiria estudiar la interaccion entre los inhibidores de PARP1 y su sitio de union en la
enzima y estudios de interacciones proteina-proteina permitirian investigar las interacciones
entre PARP1 y otras proteinas involucradas en la via de reparacion del ADN, como BRCA1/2

u otras proteinas homologas.

En el futuro cercano, se espera que los estudios sobre PARP1 y su asociacion con el
cancer continlen avanzando y desempefien un papel importante en el campo de la oncologia.
Ademas, los Ingenieros Biotecndlogos pueden contribuir con investigaciones sobre nuevos
inhibidores de PARP1, implementacion de técnicas de deteccion y diagnostico de
biomarcadores y en la ingenieria de sistemas para comprender mejor los mecanismos de
accion de PARPL. Por lo tanto, la implicancia del ingeniero biotecnélogo en el avance de la

investigacion y el desarrollo de terapias dirigidas a PARP1 y el cancer es fundamental.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

e De los 7 estudios seleccionados en el primer objetivo: rutas de investigacion
relacionadas con la enzima PARP1 y sus mutaciones, tres abordaron las rutas
relacionadas al sitio de union de PARP1 y ADN. Asimismo, otra investigacion estudio
la interaccién entre PARPL y los diferentes tipos de ARN. Otro de los estudios abordd
la actividad catalitica de PARP1. Por ultimo, dos estudios identificaron mutaciones

puntuales en PARP1 que afectan su respuesta a los inhibidores de PARP.

e De los cinco estudios seleccionados en el objetivo dos: Diversos tipos de cancer
asociados a la enzima PARP1, uno de ellos abordé la expresion y actividad de PARP1
relacionada con el cancer de mama, dos estudios mencionaron la relacion de PARP1
con dos tipos distintos de cancer hematoldgico, un estudio investigo la interaccion
entre el ARN DDX11-AS1 y PARP1 en el carcinoma hepatocelular y finalmente, otro
estudio determind la asociacion entre la expresion de PARP1 y el estadio de
metastasis. El estudio de la actividad y la regulacion de PARP1 en estos contextos

proporciond informacion importante sobre la asociacion del cancer con PARPL.

e De los siete estudios seleccionados en el objetivo tres: Nuevos conceptos potenciales
para prevenir y combatir la resistencia a PARP1, uno de ellos abordo la resistencia a
olaparib en dos casos de cancer, dos investigaciones propusieron nuevos inhibidores,
uno sugirid una terapia combinada con inhibidores de PARP, otra investigacion
propuso la degradacion de PARP con un tipo de inhibidor de moléculas pequefias y
dos estudios hicieron uso de métodos computacionales para la propuesta de
biomarcadores y prediccion de la resistencia de inhibidores de PARP,

respectivamente.

e De las siete investigaciones consideradas en el objetivo cuatro: mecanismos de
reaccion postulados para los procesos de inhibicion de la PARP1, dos de ellos
abordaron el mecanismo de accién de olaparib y uno de ellos estudid la accién de
otros inhibidores conocidos (rucaparib y niraparib), mientras que otro estudio hallé
una via alterna relacionada al crecimiento de células cancerosas mediada por PARPI.

Asimismo, tres estudios analizaron la unién entre tres potenciales inhibidores y
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PARP1.: triptolide, 4CNO vy talazorip, respectivamente. Finalmente, la investigacién
de Wang et al. (2022) analizo6 la accion de los PARPi en los méacrofagos, células

conocidas por su accion antitumoral.
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