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ABSTRACT: The serendipitous discovery of
(bromodomain  extra-terminal) (BET) inhibitors,
especially of the BRD4 bromodomain inhibitors, has
allowed modulation of gene transcription with
epigenetic drugs. This is the case of protooncogen c-
MY C and other genes involved in carcinogenesis and
different disfunctions. These drugs, that include the
compound (+)-JQ1, have shown their potencial as
anticancer agents, immunomodulators, male
contraceptives, antiviral, or heart failure
chemopreventive agents, among others. In this review
we analyze their discovery, structure, mechanism of
action and future perspectives.
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RESUMEN: El descubrimiento fortuito de los
inhibidores BET (bromodomain extra-terminal), y en
especial de los inhibidores del bromodominio BRD4, ha
permitido modular con farmacos epigenéticos la
transcripcion del protooncogén c-MYC, entre otros
genes implicados en la carcinogénesis y otras
disfunciones. Estos farmacos, entre los que se encuentra
el compuesto (+)-JQ1, han mostrado su potencial como
anticancerosos, inmunomoduladores, anticonceptivos
masculinos, antivirales, o agentes preventivos del fallo
cardiaco. En esta revision se analiza su descubrimiento,
estructura, mecanismo de acciéon y sus perspectivas
futuras.
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1. INTRODUCCION

La busqueda de ligandos de proteinas epigenéticas se
ha dirigido fundamentalmente a las enzimas que modifican
la cromatina en el nucleosoma actuando como “escritoras”
(writers) o ‘“borradoras” (erasers) (Figura la) (1). Sin
embargo, los residuos de lisina acetilados de la cromatina
y de otras proteinas son también lugares de reconocimiento
y enlace especificos de otras proteinas epigenéticas
“lectoras” que contienen porciones denominada
bromodominios (BRDs) (2). Dentro de la familia BET
(bromodomain-containing proteins) es particularmente
importante la isoforma BRD4, ya que sus inhibidores
(entre los que se encuentra el compuesto JQ1) desactivan
la transcripcion del ADN (Figura 1b).

Los protooncogenes MY C codifican la sintesis de
factores de transcripcion que se unen al ADN para regular
la expresion de multiples genes implicados en la
regulacion  del ciclo celular, la  proliferacion,
diferenciacion, apoptosis e inmortalizacion. A finales de
los aflos 1970 se descubri6 la capacidad de las formas
mutadas o amplificadas del tipo c-MY C (el mas estudiado
de estos protooncogenes) para promover muchas clases de
cancer. Sin embargo, debido fundamentalmente a que no
se conoce ninguna porcion estructural de la proteina c-Myc
responsable del reconocimiento y enlace de ligandos, los
esfuerzos realizados para descubrir farmacos que inhiban
su accion carcinogenética han fracasado hasta el momento.
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Figura 1. (a) Proteinas epigenéticas lectoras y borradoras. (b).
Inhibicién de la proteina epigenética lectora BDR4 por el
compuesto JQ1.

James Bradner, un investigador del Dana-Farber
Cancer Institute de Boston que es también Assistant
Professor en la Harvard Medical School, ha demostrado en
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fechas recientes que este objetivo puede lograrse de forma
indirecta con inhibidores de la proteina “lectora” BRDA4.
Esta reconoce e interacciona con residuos N-acetilados de
lisina presentes en las histonas promoviendo el
reclutamiento del factor B de elongacion transcripcional
positiva (P-TEFDb), que es esencial para que la polimerasa

Il catalice la elongaciéon del ARNm implicado en la
biosintesis de la proteina c-Myc. Al impedir que los
residuos de N-acetil-lisina de la cromatina sean “leidos”,
los inhibidores BRD4 impiden la transcripcion del ADN

(ver una representacion esquematica en la Figura 2).
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Figura 2. Los inhibidores de BRD4 impiden la activacion de la expresion de c-MYC.
2. INHIBIDORES BET. DESCUBRIMIENTO Y R3 cl
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fortuito, hoy se conocen varios peptidomiméticos, en su (+)-JQ1

mayoria derivados de benzodiazepinas y tienodiazepinas
(3), con esta actividad (4). Hay que recordar aqui que las
1 4-arenodiazepinas son “estructuras privilegiadas” que
pueden actuar como miméticos de los giros By hélices
a de péptidos y proteinas.

Su descubrimiento surgié en el afio 2011 cuando,
tratando de identificar por cribado de alto rendimiento
inductores de la expresion de apoliproteina A1 (APOA1)
potencialmente ttiles en el tratamiento de la
ateroesclerosis, se observo que las moléculas activas se
unian selectivamente a diversas proteinas BET (5).
Anteriormente se habia publicado que algunas
tienotriazolo-1,4-diazepinas de férmula general 1, con
actividad inmunomoduladora por inhibir el antigeno CD28
en las células T (6), se enlazan a BRD4 (7). Basandose en
estos hallazgos, Bradner y colaboradores sintetizaron el
compuesto JQ1, cuya enantidmero dextrogiro resulté muy
selectivo para enlazarse a las proteinas con
bromodominios BET (8).
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Férmula general 1

El interés de Bradner por la epigenética se habia
generado en una estancia postdoctoral que realizo en 2004
con Stuart Schreiber, cuyo grupo de investigacion trataba
entonces de encontrar inhibidores de unas proteinas
“borradoras” que habian despertado gran interés como
dianas de farmacos antitumorales: las desacetilasas de
histonas (HDACs). De hecho, la FDA aprobd en el afio
2006 vorinostat y romidepsina, dos de estos inhibidores,
para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T.

Chris French, un patdlogo experto en un cancer
humano escamoso muy agresivo denominado carcinoma
de la linea media de la proteina nuclear del testiculo
(NUT) [nuclear protein in testis (NUT) midline carcinoma
(NMCQ)], habia demostrado en el afio 2003 que este cancer
se produce por una translocaciéon que origina el oncogén
BRD4-NUT, cuyo producto actia como una proteina
“lectora” bloqueando la diferenciacion epitelial y
manteniendo a la célula en un permanente estado
proliferativo. Como no se conocian inhibidores de
proteinas “lectoras”, French y Bradner decidieron
administrar vorinostat a un nifio diagnosticado con este
tipo de cancer. Aunque el tumor parecia responder en un
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primer momento, la toxicidad de este farmaco obligd a
suspender el tratamiento. Fue entonces cuando, dado que
BRD4 estaba implicada en este subtipo raro e incurable de
carcinoma, enfocaron su atencion hacia esta proteina como
posible diana (9). Para encontrar ligandos con actividad
optima, el grupo de Bradner analiz6 las relaciones
estructura-actividad de diversos compuestos y utilizo el
modelado molecular basandose en la estructura cristalina
del bolsillo de BRD4 al que se unen los residuos de N-
acetil lisina de las histonas. Asi se descubrié que el
enantiomero (+)-JQ1, denominado asi por haber sido
sintetizado por el miembro del equipo de investigacién Jun
Qi, se enlazaba especificamente a BDR4 impidiendo que
interactiie con dichos residuos. El compuesto (+)-JQI1 es
una tieno-triazolo-1,4-diazepina sustituida en la posicion
C-6 por el grupo funcional carboxilato de terbutilo, que
permite una facil modificacion y por tanto una mayor
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diversidad en el caso de que ésta fuera necesaria. Este
agrupamiento también disminuye el reconocimiento y el
correspondiente enlace a los receptores de benzodiazepina
del sistema nervioso central, aunque es responsable de que
su vida media sea bastante corta.

La difraccion de rayos X del complejo que forma (+)-
JQ1 con BRD4 mostréo que la porcion de metiltriazol
ocupa en un bolsillo hidrofobo el lugar de union de acetil
lisina (KAc). Los dos atomos de nitrogeno adyacentes del
anillo 1,2,4-triazol mimetizan el grupo carboxamida y se
unen a través de enlaces de hidrogeno al grupo NH; de la
asparragina 140 y al grupo hidroxilo de la tirosina 97, en
este caso a través de una molécula de agua, mientras que el
sustituyente metilo del anillo de triazol se enlaza al lugar
que ocupa el grupo metilo del acetilo (Figuras 3 y 4).
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Figura 3. Representacion esquematica de las interacciones de (+)-JQl con el lugar de uniéon de BRD4 y N-acetil lisina.
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Figura 4. Estructura tridimensional generada por la base de datos
Protein data Bank, referencia 3MXF, visualizada con Chimera
1.81.

En el otofilo de 2011 los ensayos preclinicos
demostraron que JQ1 induce la diferenciacion y paraliza el
crecimiento de células cancerosas procedentes de tejidos
de un paciente con carcinoma NMC, ralentizando también
el desarrollo de este tumor en ratones modelo. Mas tarde,
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también se demostré que JQI1 suprime la transcripcion de
MYC. Cuando se estudiaron sus efectos en células de
leucemia mieloide aguda (AML) se observoé que los
niveles del gen MYC descendian rapidamente, la
multiplicacion celular cesaba y las células empezaban a
diferenciarse (10).

Ademds de su implicacion en la AML, el
funcionamiento de BRD4 es vital en el desarrollo de otros
linfomas y mielomas (11). De hecho, las lineas celulares
procedentes de muchos pacientes de mieloma multiple son
muy sensibles a (+)-JQ1, de forma que éste prolonga en
un 50% la vida de ratones con este tipo de tumor. Ademas,
dado que la unién de JQ1 a BRD4 atentia la sefializacion
que se origina en respuesta al dafio en el ADN, se supone
que JQ1 debe producir una accién sinérgica si se utiliza
junto al inhibidor de proteasoma bortezomib aumentando
su letalidad, lo que podria alargar la vida de los enfermos
de micloma multiple otros 3-5 afios (12). También puede
ser util en otros canceres en los que la sobreexpresion de c-
MY C juega un papel importante (13), como el cancer de
pancreas (14) y el carcinoma celular de Merkel (MCC), un
tumor neuroendocrino de la piel muy agresivo que
actualmente no tiene tratamiento (15). Recientemente se ha
demostrado en células de osteosarcoma que los inhibidores
BET actian sinérgicamente con los inhibidores de cinasas
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dependientes de ciclina e inducen apoptosis por un
mecanismo independiente de MY C, suprimiendo el factor
de transcripcion FOSL1 (16). Tambiés se sabe que BRD4
interacciona con el dominio N-terminal del receptor
androgénico, y que la inhibicion de BRD4 con JQ1 inhibe
la actividad proliferativa e invasora de las células de
cancer de prostata resistente a la castracion (17).

Los primeros hallazgos preclinicos obtenidos con JQ1
fueron la base para la creacion de la empresa Tensha
Therapeutics, que se dedica fundamentalmente a
desarrollar inhibidores de bromodominios colaborando con
distintos grupos de investigacion. Esta empresa busca
derivados de JQl que tengan minimizados sus efectos
secundarios adversos y evite la aparicion de resistencias,
debidas sobre todo a los multiples mecanismos por los que
puede expresarse el gen MY C.

Un analogo de JQl denominado I-BET762
(GSK525762), desarrollado por GSK para el tratamiento
de la sepsis (18), es un inhibidor BRD4 que se ensayé a
instancias de Bradner en un paciente con NMC sin éxito,
aunque la extraccion de sus células tumorales y su
posterior administracion a ratones permitid disponer de un
modelo animal de NMC. Es evidente que el hallazgo de un
tratamiento para ese carcinoma es problematico, ya que su
agresividad y la escasez de pacientes diagnosticados
dificulta su reclutamiento para iniciar ensayos clinicos.
Esta es la razon por la que se cred en 2011 un registro
internacional de estos pacientes
(http://www.nmcregistry.org). Aceptando la necesidad de
administrar dosis mayores de I-BET762, o de combinarlo
con otros farmacos, se inici6 en el afio 2013 su desarrollo
clinico ensayandose actualmente en diversos tipos de
cancer (ver: ClinicalTrials.gov identifier: NCT01587703).

Otros analogos estructurales de JQ1 son OTXO015, que
inhibe los bromodominios BET 2, 3, y 4 y se encuentra en
ensayos clinicos de fases I/II contra diversas malignidades
(19); I-BET151 (GSK1210151A), que reduce la expresién
de los genes MYC, BCL2 y CDK6 y ha mostrado ser
eficaz en animales modelo de leucemia de linaje mixto
(MLL) (20); y TEN-010 (NCT-01987362), que inhibe
BRD4 impidiendo su enlace al gen MY C y ha entrado en
ensayos clinicos de fase I en pacientes con NMC o
tumores sOlidos avanzados. La estructura del ultimo
farmaco no se ha publicado hasta el momento.

investigaciones en este sentido. Asi se descubrié que los
compuestos derivados de 3,5-dimetilisoxazol-4-sustituido
son también bioisosteros de N-acetil-lisina, y el analisis
con rayos X permitié conocer cudles son las interacciones
responsables de su actividad y selectividad (21). En la
Figura 5 se muestran esquemadticamente las interacciones
del compuesto 2 con BRD4.
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Figura 5. Representacion esquematica de las interacciones del
compuesto 2 y la proteina BRD4 humana.

La optimizacion de 2 por sustitucion del grupo 1-
hidroxietilo por diversos grupos arilmetanol y del grupo
etoxilo por acetiloxi originé el compuesto 3, que mostrd
una gran actividad antiproliferativa en una linea celular de
leucemia mieloide aguda (22).
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3. OTROS BIOISOSTEROS DE N-ACETIL-
LISINA. DERIVADOS DE 3,5-
DIMETILISOXAZOL

Los trabajos mencionados anteriormente demostraron
que es posible inhibir con moléculas pequefias el enlace al
bolsillo KAc de los bromodominios, e impulsaron otras
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4. OTRAS POSIBLES APLICACIONES

TERAPEUTICAS DE LOS INHIBIDORES DE
BROMODOMINIOS BET

4.1. Modulacion de la respuesta inmune

Ademas de su potencial como farmacos antitumorales,
los inhibidores BRD pueden ser de interés para la
modulacion de la respuesta inmune, ya que la inhibicion de
las seflales inducidas por la interaccion de estos
bromodominios con la cromatina puede disminuir la
expresion exagerada de proteinas inflamatorias. Ya hemos
mencionado anteriormente que el compuesto I-BET762 es
un inhibidor BRD4 desarrollado por GSK para el
tratamiento de la sepsis. JQ1 también podria ser util en el
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tratamiento de enfermedades inflamatorias mediadas por
células T (23).

4.2. Contracepcion masculina

Quizas porque es mas facil evitar la producciéon de un
ovulo al mes en las mujeres que suprimir los millones de
espermatozoides que producen los hombres diariamente,
“la pildora” femenina se conoce desde los afios 1960
mientras que los métodos para controlar la fertilidad en los
varones son irreversibles, como la vasectomia, o
inconvenientes. El desarrollo de una “pildora masculina”
se ha dirigido hasta ahora fundamentalmente a terapias
hormonales, que obviamente pueden tener -efectos
secundarios adversos. En este sentido hay que sefialar que
la administracién de testosterona exogena disminuye la
espermatogénesis a través de la inhibicion feedback del eje
hipotalamo-pituitaria-testiculos (24).

Teniendo en cuenta que el bromodominio BRDT
especifico de los testiculos (bromodomain, testis-specific),
es esencial en la remodelacion de la cromatina durante la
espermatogénesis y es muy similar en cuanto a estructura 'y
funciones al bromodominio BRD4, Bradner pens6 que (+)-
JQI1 podria ser interesante en la contracepcion masculina,
por lo que se puso en contacto con el Dr. Matzuk, un
experto en reproduccion del Baylor College of Medicine.
El papel esencial de BRDT en la espermatogénesis esta
mediado por el primer bromodominio (BRDT1), el cual se
enlaza a porciones N-acetiladas de la cola amino-terminal
de la histona 4 (H4Kac4). En el afio 2012 se comprob6 que
(+)-JQI es capaz de atravesar la barrera sangre-testiculos e
inhibir la actividad de BRDTI, disminuyendo Ia
produccion y la motilidad de los espermatozoides y
produciendo un efecto contraceptivo reversible en
animales de laboratorio (25). Los niveles de testosterona y
el deseo sexual no se afectan, siendo el tUnico efecto
secundario observado una ligera pérdida de peso. Estamos
pues ante un nuevo contraceptivo que tiene como diana a
las células germinales masculinas, cruza la barrera
sangre/testiculos e inhibe la actividad del citado
bromodominio en la espermatogénesis. Sin embargo, a
pesar de la expectacion provocada por esta posible
aplicacion de éste u otros inhibidores BRDTI1, hay que
insistir en que (+)-JQI no podra emplearse como tal en
clinica, y es previsible que sean necesarios varios afios
para encontrar un analogo util que tenga como diana
exclusiva dicha proteina. Ademas, la duda de si un hombre
es capaz de acordarse de tomar una pildora todos los dias a
la misma hora estd muy extendida.

4.3. Actividad antiviral

(+)-JQ1 también se ha estudiado en infecciones
causadas por el virus Epstein-Barr causante de varios tipos
de céancer (26) y como coadyuvante en el tratamiento del
virus HIV-1 (27). En este ultimo caso, se cree que el SIDA
podria curarse en vez de tratarse como una enfermedad
cronica debido a que JQ1 suprime los genes que activan a
las células T y aumenta la actividad de la proteina Tat
(Trans-A ctivator of Transcription) de dicho virus (28), por
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lo que podria revertir la latencia del virus en terapias de
combinacion (29).

4.4. Fallo cardiaco

La proteina BRD4 también regula la expresion del gen
que codifica el receptor de estrogenos a (30), y esta
implicada en la produccion del fallo cardiaco debido a que
las proteinas BET regulan el crecimiento de las células
musculares activando un amplio conjunto de genes. En
consecuencia, sus inhibidores podrian ser utiles en su
prevencion. De hecho, se ha demostrado que (+)-JQI
disminuye el engrosamiento del epicardio, del miocardio y
del endocardio, la formacion de tejido cicratizante y el
fallo en el bombeo cardiaco en ratones modelo de esta
enfermedad. RVX208 es un derivado de quinazolinona
especificamente diseflado para este propdsito que
actualmente se encuentra en ensayos clinicos de fase II

31).
CHs
O~ oH
H;;CO@(\ CHy
NH
o)

HyCO
RVX-208
5. PERSPECTIVAS FUTURAS

Aunque la expectacion producida por los inhibidores
BET y sus potenciales aplicaciones, fundamentalmente
para el tratamiento del cancer, ha sido enorme, el
conocimiento de este tipo de fArmacos epigenéticos es aun
escaso. Los inhibidores BET conocidos carecen de la
especificidad necesaria para su aplicacion clinica ya que
pueden inhibir la expresion de multiples genes, y para su
aplicacion en un tipo de cancer concreto se necesitaria
conocer en profundidad cudles son los genes que se
silencian (32). Tampoco se sabe aun si, ademas de las
proteinas BET, hay otras proteinas “lectoras” cuya
inhibicion podria originar nuevos farmacos.

Expertos mds criticos opinan que para avanzar mas
eficazmente en el tratamiento del cancer, mas alla del
hallazgo de estructuras excitantes como JQI, son
necesarias moléculas que inhiban a los compuestos
antioxidantes que se sintetizan en los tumores mas
avanzados e incurables, como es el caso de cancer de
pancreas (33). También seria de gran utilidad expandir las
investigaciones para evitar la degradacion de la proteina
supresora de tumores p53, conocida como “guardian del
genoma”, antagonizando por ejemplo la ubiquitina ligasa
E3 denominada Mdm2 que estd implicada en la
degradacion de p53 (34).
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