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RESUMEN

Objetivo: Describir el comportamiento de la proteina BCL2 en modelos celulares de cancer de pulmon de células no
pequeias frente a tratamientos con inhibidores de la tirosina proteina quinasa (crizotinib y alectinib) de ALK (quinasa de
linfoma anaplasico) y su potencial inhibicion dual BCL2-ALK.

Materiales y métodos: Se utilizaron tres modelos celulares de cancer de pulmon de células no pequefas: Ba/f3 EML4-ALK"T,
Ba/f3 EML4-ALK'""*"y Ba/f3 EML4-ALKS'%R  generados por mutagénesis dirigida. Estos fueron tratados a dosis-respuesta
con crizotinib y alectinib, asimismo, se realizd un ensayo de apoptosis para corroborar la susceptibilidad farmacoldgica.
Seguidamente, se procedio a medir la expresion de la proteina BCL2 en tres condiciones de tratamiento (sin tratamiento,
100 nM crizotinib y 50 nM alectinib). Finalmente, se realizé una bisqueda de los ligandos de BCL2 y ALK para la simulacion
del acoplamiento molecular y calculo de energia de interaccion medido en kcal/mol en el programa YASARA™,
Resultados: Se evidenci6 que el modelo WT mostro sensibilidad a crizotinib y alectinib, con porcentajes de apoptosis de
23 %y 74 %, respectivamente; G1202R, resistencia a ambos farmacos (apoptosis: 5 %); y L1196M, resistencia al crizotinib
(apoptosis: 12 %) y sensibilidad al alectinib (apoptosis: 25 %). La expresion de BCL2 reveld sobreexpresion en los modelos
WT y G1202R, mientras L1196M evidenci6 una expresion cercana a la basal. Los hallazgos bioinformaticos apuntaron a
ABT-199 (perteneciente a la biblioteca de moléculas pequehnas) como el mejor candidato para inhibir BCL2, mientras que
su interaccion con ALK-'"?* reveld energias de interaccion superiores a las obtenidas con el crizotinib y el alectinib.
Conclusiones: Los modelos celulares mostraron la susceptibilidad farmacologica descrita segln la literatura. La expresion
de BCL2 durante los tratamientos mantuvo sobreexpresados a WT y G1202R, mientras L1196M no mostré variacion.
Finalmente, los hallazgos bioinformaticos sugieren a ABT-199 como potencial accion dual de inhibicion por exhibir una
mayor energia de interaccion con ALK.

Palabras clave: Bibliotecas de Moléculas Pequeias; Cancer de Pulmon de Células no Pequeiias; Inhibidores de la Tirosina
Proteina Quinasa; Proteinas Proto-Oncogénicas c-bcl-2; Quinasa de Linfoma Anaplasico; Simulacion del Acoplamiento
Molecular (Fuente: DeCS BIREME).

Behavior of the anti-apoptotic BCL-2 protein in non-small-cell lung cancer cell
models in response to treatments with ALK inhibitors and its potential dual BCL2-
ALK inhibition

ABSTRACT

Objective: To describe the behavior of the BCL-2 protein in non-small-cell lung cancer cell models in response to treatment
with ALK (anaplastic lymphoma kinase) protein tyrosine kinase inhibitors (crizotinib and alectinib) and their potential dual
BCL-2-ALK inhibition.

Materials and methods: Three non-small-cell-lung cancer cell models were used: Ba/f3 EML4-ALK"T, Ba/f3 EML4-ALK-"1%M
and Ba/f3 EML4-ALKS'22R " generated by site-directed mutagenesis. These were treated with crizotinib and alectinib
in a dose-responsive manner, and an apoptosis assay was also conducted to confirm pharmacological susceptibility.
Subsequently, BCL-2 protein expression was measured under three treatment conditions (no treatment, 100 nM crizotinib
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and 50 nM alectinib). Finally, a search for BCL-2 and ALK ligands was performed for molecular docking simulation and
interaction energy calculation, measured in kcal/mol in the YASARA™ program.

Results: The WT model evidenced sensitivity to crizotinib and alectinib, with apoptosis percentages of 23 % and 74 %,
respectively; G1202R showed resistance to both drugs (apoptosis: 5 %), and L1196M resistance to crizotinib (apoptosis:
12 %) and sensitivity to alectinib (apoptosis: 25 %). BCL-2 expression revealed overexpression in the WT and G1202R
models, while L1196M showed expression close to baseline. Finally, bioinformatics findings identified ABT-199 (which
is part of small molecule libraries) as the best candidate to inhibit BCL-2, while its interaction with ALK"'"*" revealed
interaction energies higher than those obtained in the interaction with crizotinib and alectinib.

Conclusions: The cell models exhibited the pharmacological susceptibility described in the literature, BCL-2 expression
during treatments remained overexpressed in WT and G1202R, while L1196M showed no variation. Finally, bioinformatics
findings suggest ABT-199 as a potential dual action inhibitor due to its higher interaction energy with ALK.

Keywords: Small Molecule Libraries; Carcinoma, Non-Small-Cell Lung; Inhibitors, Tyrosine Kinase; Proto-Oncogene

Proteins c-bcl-2; Anaplastic Lymphoma Kinase; Molecular Docking Simulation (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

El cancer de pulmén es el segundo tipo de cancer
diagnosticado a nivel mundial, especificamente el de
células no pequeias (CPCNP) en Estados Unidos de
Norteamérica, que representa el 81 % (2. Dentro de los
muchos factores de riesgo del CPCNP, los oncogenes tales
como KRAS (29 %), EGFR (19 %), ALK (3 %), entre otros,
son los principales marcadores genéticos responsables de
llevar a cabo esta neoplasia 4. El gen quinasa de linfoma
anaplasico (ALK, por sus siglas en inglés) traduce a una
proteina de transmembrana ALK con dominio tirosina
quinasa que, al fusionarse con el gen EML4 %9 conduce la
fosforilacion constitutiva de la proteina ALK y desencadena
una cascada de sefalizaciones tumorales dentro de la
célula ™. La fosforilacion constitutiva en las células del
CPCNP esta siendo eludida con el inhibidor de la tirosina
proteina quinasa de ALK “crizotinib”, y dirige el ambiente
tumoral hacia la muerte celular; sin embargo, mutaciones
puntuales en aminoacidos especificos tales como L1196M,
G1202R, C1156Y, y otros mas, han generado resistencia
farmacologica. Por tanto, ha surgido la necesidad de la
busqueda de nuevas moléculas como ceritinib, alectinib,
brigatinib y lorlatinib, que ya estan aprobadas por la
Asociacion Norteamericana de Administracion de Alimentos
y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) como algoritmo de
tratamientos para evadir la resistencia y conducir hacia la
apoptosis a las células tumorales @9, Sin embargo, segiin
lo descrito anteriormente, las mutaciones puntuales dentro
la proteina ALK parecen interminables, por lo que siempre
surgird la necesidad de la busqueda de mas moléculas
inhibidoras selectivas de ALK con cada mutacion puntual.

Por otro lado, la proteina BCL2 es directamente responsable
de activar la apoptosis, y actualmente ha sido descrita como
diana terapéutica oncologica debido a su alta expresion en
muchos tumores 12, Una de las moléculas dirigidas hacia
BCL2 es el ABT-199, aprobada por la FDA para su uso clinico
en leucemia linfatica cronica ¥, ademas de ello, se han

evidenciado resultados motivadores en el tratamiento
de tumores solidos, como el sarcoma, y en la terapia
combinada (413,

De acuerdo con este argumento, en este estudio se
identifico a BCL2 como otra diana de ataque para conducir a
la célula tumoral hacia la apoptosis y evitar que la proteina
ALK obtenga las mutaciones puntuales. En ese sentido,
proponemos estudiar el comportamiento de la proteina
antiapoptotica BCL2 en modelos celulares de CPCNP
frente a los tratamientos con inhibidores ALK (crizotinib y
alectinib) y evaluar mediante estudios bioinformaticos la
interaccion entre el inhibidor de BCL2 y la proteina ALK,
con la expectativa de exhibir una inhibicion dual.

MATERIALES Y METODOS

Disefio y poblacion de estudio

El disefo de este estudio fue descriptivo, in silico e in vitro.
Nuestra poblacion de estudio fueron tres modelos celulares
de CPCNP: Ba/F3 EML4-ALK"T, Ba/F3 EML4-ALK'""*" y Ba/F3
EML4-ALKS™2RR |os cuales fueron generados por mutagénesis
dirigidainvitro "®. Los modelos celulares fueron mantenidos
en un medio de cultivo RPMI® suplementado con suero
bobino fetal inactivado al 10 % y penicilina/estreptomicina al
1 %. Para asegurarse de su crecimiento celular, estos fueron
incubados bajo condiciones y parametros de temperatura
de 37 °Cy 5% COa.

Variables y mediciones

Para determinar la susceptibilidad farmacologica, se
utilizoé el ensayo de proliferacion celular con el reactivo
CellTiter-Blue®; en este se calculé la dosis media
maxima inhibitoria (IC50), cuyos valores referenciales
(IC50 < 350 nM = sensible y IC50 > 350 nM = resistente),
segln Huan et al., permitieron determinar la sensibilidad
o resistencia a los farmacos en los modelos celulares. Para

https://doi.org/10.24265/horizmed.2024.v24n3.12



Comportamiento de la proteina antiapoptoética BCL2 en modelos celulares
de cancer de pulmén de células no pequeias frente a tratamientos con
inhibidores ALK y su potencial inhibicién dual BCL2-ALK

ello, se cultivaron 105 células/mL de cada modelo celular
(Ba/F3 EML4-ALK"T, Ba/F3 EML4-ALK"""%My Ba/F3 EML4-ALKC20R)
en placas de 96 pocillos, y fueron expuestos a los farmacos
crizotinib y alectinib en ocho concentraciones seriadas de
proporcion (1:3), con una concentracion maxima de 10 pM
y una minima de 0 pM. Después de 48 horas de tratamiento
farmacoldgico, los modelos celulares fueron expuestos al
reactivo CellTiter-Blue® al 10 %, incubados por tres horas y
posteriormente monitoreados en un espectrofotometro
Multiskan Go (TermoScientific®) a una longitud de onda de
490 nm. Los datos recolectados permitieron calcular la dosis
maxima media inhibitoria (IC50).

Por otro lado, se procedid a determinar la apoptosis
celular mediante citometria de flujo utilizando el kit
de deteccion de apoptosis con anexina V eBioscience™
(Thermo Fisher). Se cultivaron células Ba/F3 EML4-ALK"T,
BA/F3 EML4-ALK'"""" y BA/F3 EML4-ALKC'™2®R en placas de
seis pocillos y se anadieron farmacos en las concentraciones
de 100 nM crizotinib y 50 nM de alectinib. Después de 48 h
de tratamiento, se recolectaron 500 000 células, se lavaron
una vez con solucion salina tamponada con fosfato (PBS) a
4°Cysevolvieronasuspender en 200 ul de tampon de union
(1x). Se agregaron anexina V-FITC y yoduro de propidio
(PI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El
analisis de citometria de flujo se realizd utilizando un
citometro de flujo AttuneTM NxT (ThermoFisher).

A continuacion, se procedid a medir la expresion de
proteinas mediante la técnica de western blot, que
consistio en obtener lisados celulares mantenidos en
laemly bufer (1X), los cuales fueron depositados en
pocillos de gel de poliacrilamida SDS y transferidos a la
membrana de nitrocelulosa. Luego, esta membrana fue
bloqueada con leche libre de grasa (10 %) durante una
hora, e inmediatamente después se inici6 el tratamiento
con el anticuerpo primario anti-BCL2 (mouse) (Ab692,
dilucion 1:500 - abcam®) y anti-Actina (rabbit) (ab8227,
dilucion 1:1000 - abcam®) para dejar incubando por toda
una noche a -4 °C. Al siguiente dia, la membrana se expuso
al anticuerpo secundario anti-mouse (ab190463, dilucion
1:5000 - abcam®) y anti-rabbit (ab205718, dilucion
1:5000 - abcam®), respectivamente, durante una hora;
finalmente, fue revelada y expuesta en el Chemidoc
Imaging Instrument (Bio Rad®), donde se evidenciaron las
bandas de expresion.

Como ultimo paso, se realizaron las simulaciones de
acoplamiento molecular, donde en una primera etapa se
importaron los codigos PDB 2YFX, 2YHV y 4ANS por separado
en el programa YASARA™ (' como molde del sustrato, y
los codigos PDB 3A0X y/o 600K como molde del ligando.
A continuacion, se superpusieron ambas estructuras y se
procedio a eliminar todos los objetos, dejando solamente
la estructura ALK como sustrato y alectinib o ABT-199
como ligando. Seguidamente, se eligio el experimento de
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minimizacion de energia, se procedi6é a unir los objetos
sustrato-ligando y, por ultimo, la energia de interaccion
calculada por el software fue medida en kcal/mol.

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo en el
software GraphPad Prism, version 10.0.3. Para asegurar
la reduccion del sesgo estadistico, los experimentos
se realizaron por triplicado y se tom6 como dato de
analisis el promedio aritmético + el error estandar. El
calculo del IC50 se realizd6 mediante una regresion no
lineal paramétrica, ajustada a un intervalo de confianza
del 95 %. Para la comparacion por grupos multiples
de variables, se utilizd Anova y el test de Tukey, y se
consider6 estadisticamente significativo si p < 0,05
(* = 0,0332; ** = 0,0021; *** = 0,0002; **** < 0,0001) y no
significativo si p = 0,1234.

Consideraciones éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité Institucional
de Etica en Investigacion de la Universidad de Piura
(n.” PREMED0820219). No se requirio la intervencion
de seres humanos o muestras bioldgicas. Se desarrolld
en los laboratorios de investigacion Cultivo Celular,
Inmunologia y Biologia Celular y Analisis de Proteina y
Bioinformatica de la Universidad de Piura.

RESULTADOS

Sensibilidad heterogénea del modelo EML4-ALK-"1%%
frente a los tratamientos con inhibidores ALK:
crizotinib y alectinib

Los modelos celulares EML4-ALK"T, EML4-ALK'""%M 'y
EML4-ALKS'™R se  expusieron a dosis-respuesta con
los farmacos crizotinib y alectinib para evaluar su
sensibilidad y resistencia (IC50 < 350 nM = sensible y
IC50 > 350 nM = resistente, valores referenciales segln
Huan et al.) ™. El modelo EML4-ALK"T mostré sensibilidad
a crizotinib (IC50: 46 nM) y alectinib (IC50: 5,07 nM),
EML4-ALKS'R mostro resistencia a crizotinib (IC50: 616 nM)
y alectinib  (IC50: 1,22 pM), mientras que
EML4-ALK-'"  mostr6  resistencia a  crizotinib
(IC50: 789 nM) y sensibilidad a alectinib (IC50: 195 nM);
este Ultimo mostréo una sensibilidad heterogénea a
los inhibidores de ALK (ver Figura 1a). Por otro lado,
el ensayo de apoptosis expresado en porcentajes ratifico
la sensibilidad del modelo EML4-ALK"T (crizotinib: 23 %,
alectinib: 74 %), la resistencia del modelo EML4-ALKS'20%R
(crizotinib: 5 %, alectinib: 5 %) y la respuesta heterogénea
del modelo EML4-ALK """ (crizotinib: 12 %, alectinib: 25 %)
(Figuras 1b y 1c). Nuestros resultados sugieren a estos
modelos celulares como optimos para el estudio de CPCNP.
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b. Ensayo de apoptosis
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Figura 1. Susceptibilidad farmacolodgica y ensayo de apoptosis en los modelos celulares. 1a) Evaluacion dosis-respuesta de los modelos
celulares Ba/F3 EML4-ALK mutante (WT, L1196M, G1202R) a crizotinib y alectinib: WT muestra sensibilidad a crizotinib (IC50: 46 nM)
y alectinib (IC50: 5,07 nM), L1196M muestra resistencia a crizotinib (IC50: 789 nM) y sensibilidad a alectinib (IC50: 195 nM) y G1202R
muestra resistencia a crizotinib (IC50: 616 nM) y alectinib (IC50: 1220 nM). 1b) Ensayo de apoptosis donde se verifica la susceptibilidad
farmacologica de los modelos celulares frente a los tratamientos con crizoonitib y alectinib. 1c) Grafico de barras donde se representa

el ratio de apotosis total.

Expresion relativa heterogénea de la proteina BCL2 en
los modelos celulares EML4-ALK

Se procedio a medir la expresion de la proteina BCL2 en
los modelos EML4-ALKYT, EML4-ALK-""9M vy EML4-ALKG202R
en tres condiciones diferentes: control = 0 nM (sin
tratamiento), crizotinib = 100 nM y alectinib = 50 nM. Los
resultados evidenciaron la sobreexpresion de la proteina
BCL2 normalizada en los modelos EML4-ALKYT (control:
1,91 + 1,5; 100 nM crizotinib: 1,63 + 0,23; 50 nM alectinib:
0,95 + 0,27) y EML4-ALK®'2%R (control: 0,995 + 0,12; 100 nM

crizotinib: 0,072 + 0,6; 50 nM alectinib: 0,636 + 0,446),
mientras que el modelo EML4-ALK-""9* (control: -0,196 +
0,305; 100 nM crizotinib: -0,301 + 0,27; 50 nM alectinib:
0,11 + 0,04) mostr6é una expresion relativamente cercana
al valor basal (Figura 2c). La expresion de BCL2 dentro
de cada grupo celular no mostré diferencia significativa
entre las condiciones sometidas de tratamiento, y el grupo
celular que destaco fue EML4-ALKY'"9* con una expresion
relativa cercana a la basal (Figuras 2ay 2b).
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Figura 2. Expresion de la proteina BCL2 en los modelos celulares. 2a) Mapa de calor que representa la cuantificacion de la expresion de la
proteina BCL2 (valores superiores a 1: sobreexpresion; valores menores a 1: inhibicion de la expresion). 2b) Grafico de barras que muestra
la expresion de BCL2 normalizada con el valor de la actina. Los modelos WT y G1202R exhiben la sobreexpresion de BCL2, L1196M exhibe

la expresion de BCL2 cercana a la basal.

Actividad selectiva del ligando ABT-199 por la proteina
BCL2

Se realizd una busqueda del mejor ligando selectivo de
la proteina BCL2. En la plataforma Uniprot, se introdujo
el nombre de la proteina con el filtro de bUsqueda en
humanos. La molécula que cumplidé estos parametros fue
identificada con el codigo P10415 . En el apartado de
estructura se identificaron 28 estructuras PDB (difraccion
de rayos X: 22 estructuras; resonancia magnética nuclear:
6 estructuras) y una estructura predicha por la inteligencia
artificial AlphaFold. El primer criterio de exclusion fue
seleccionar aquellas estructuras que estén en interaccion
con un ligando y no porten alguna mutacion en la proteina
BCL2 (n = 11) (Figura 3a). El segundo criterio de exclusion
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fue evaluar el nivel de resolucion (alta resolucion = valor
cercano a 1A), para lo cual se tomé como punto de corte
a valores inferiores a 2A. Las moléculas resultantes fueron
identificadas con los codigos PDB 600K @9 5VAU y 4LXD
con ligandos identificados como ABT-199 (venetoclax),
beclin 1 y navitoclax, respectivamente; este Gltimo no fue
tomado en cuenta por no ser Unicamente selectivo a BCL2,
y tampoco beclin 1, por presentar un rol en la autofagia.
ABT-199, también conocido como venetoclax, fue la Unica
molécula que cumplio estos criterios, por tanto, se sugirio
considerarla como un ligando selectivo de la proteina BCL2.
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a PDB: Proteina BCL2
PDB  Resolucion (4) Ligando
600K 1,62 ABT-199
5VAU 1,75 Beclin 1
4L XD 1,90 Navitoclax
S5VAX 2,00 Beclin 1
4MAN 2,07 Navitoclax
5JSN 2,10 BINDI
5FCG 2,10 HBx-BH3 motif
41EH 2,10 N-heteroaryl sulfonamides
2W3L 2,10 Phenyl Tetrahydroisoguinoline Amide
5AGX 2,24 alpha beta-1 LINEAR
2XA0 2,70 BAX BH3 peptide
b PDB: 600K
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Figura 3. Proteina BCL2 (PDB: 600K) y su ligando ABT-199. 3a) Lista de PDB publicos descargados de la plataforma RSCB-PDB
(https://www.rcsb.org), ordenados segun el nivel de resolucion. 3b) En la izquierda, la estructura tridimensional del PDB 600K
(BCL2 en azul-verde, interaccionando con el ligando ABT-199 en rojo), y en la derecha, la interaccion bidimensional del ligando
ABT-199 con aminoacidos especificos dentro del sitio catalitico de BCL2 (imagen generada en LigPlot).

Exhibicion de mayor energia de interaccion entre
ABT-199 y ALK respecto a los inhibidores crizotinib y
alectinib

Se identifico al modelo ALK'""" con una expresion
basal de BCL2, por lo cual se eligié a este modelo para
evaluar su interaccion con ABT-199. Para ello, se realizo
la busqueda de la proteina ALK bajo el mismo protocolo
de blsqueda para BCL2. La molécula ALK con estos
parametros, identificada con el codigo Q9UM73 @V,
mostré una estructura predicha por AlphaFold y 77
estructuras PDB (microscopia electrdnica: 1; resonancia
magnética nuclear: 5; y por difraccion de rayos X: 71).
Se identificaron las estructuras con la mutacion L1196M
(n = 7 estructuras) y con el ligando crizotinib (n = 3), y
se obtuvieron los siguientes codigos PDB con su energia
de interaccion molecular: 2YFX (31 1677 kcal/mol), 2YHV

(31 1674 kcal/mol) ® y 4ANS (37 0791 kcal/mol). Por otro
lado, se procedi6 a predecir los acoplamientos y medicion
de la energia de interaccion de los PDB descritos al
interactuar con alectinib (ligando de referencia alectinib
del codigo PDB 3A0X @), y con el ligando ABT-199 (ligando
de referencia ABT-199 del codigo PDB 600K) (Figuras
4a y 4b). Nuestros resultados evidenciaron diferencias
significativas entre la interaccion de ALK''"%* con ABT-199
con una energia de interaccion superior a la obtenida con
crizotinib y alectinib, los cuales son inhibidores directos
de ALK, por lo que estos hallazgos lo sugieren como
potencial ligando dual dirigido hacia la proteina BCL2 y
ALK-"9" (Figura 4c).
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Figura 4. Energias de interaccion evidencian a ABT-199 como candidato de union al sitio activo de la proteina ALK''""*. 4a) Ligandos
crizotinib, alectinib y ABT-199 interactllan con aminoacidos especificos del sitio activo de la proteina ALK''"* (imagen generada en
LigPlot). 4b) Mapa de calor muestra las energias de interaccion entre las estructuras de ALK"'"%* con crizotinib, alectinib y ABT-199.
4c) Grafico de barras muestra el promedio de las energias de interaccion, donde destaca ABT-199 con energia de interaccion superior a

crizotinib y alectinib.
DISCUSION

Los tratamientos con los inhibidores de ALK (crizotinib
y alectinib) en los modelos celulares EML4-ALK"T,
EML4-ALK""9%My EML4-ALK®'292R evidenciaron sensibilidad
y resistencia segun lo reportado por la literatura, lo cual
senala que estos modelos son Optimos para caracterizar
la expresion de la proteina BCL2 durante los tratamientos
(16,2425 Por otro lado, estudios han revelado que la alta
expresion de BCL2 en pacientes con CPCNP predice
resultados favorables y podria considerarse como un
marcador de buen prondstico. En el presente estudio,
los resultados evidenciaron a los modelos celulares
EML4-ALKY™ y EML4-ALKS™® con una alta expresion de
BCL2, por lo cual, segun lo descrito previamente, serian
buenos candidatos para ser sensibles a un inhibidor de
BCL2, mientras que podria sostenerse la hipdtesis de que
la inhibicion en el modelo EML4-ALK''%" con expresion
basal de BCL2 podria ser mas efectiva @627,
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Actualmente, la sobreexpresion de BCL2 es considerada
como una diana terapéutica oncoldgica mediante el uso
de pequefas moléculas inhibitorias mimetizadoras de la
proteina en mencion, dentro de las que destaca ABT-199,
conocida también como venetoclax (329,

En nuestro estudio, la blisqueda de inhibidores dirigidos a la
proteina BCL2 también apuntd a ABT-199 como la molécula
que reune todas las condiciones con caracteristicas
de ligando. Del mismo modo, seglin nuestros hallazgos
bioinformaticos, las energias de interaccion con ALK!'19M
son superiores a las interacciones con crizotinib y
alectinib, respectivamente @?; por lo que se le sugiere
como un ligando con potencial inhibicion dual tanto para
la proteina BCL2 como para ALK. Estos resultados son
motivadores debido a que no se ha descrito a ABT-199 como
un ligando dual; en la literatura lo refieren como un ligando
selectivo de BCL2 ya aprobado por la FDA (¥ mientras que



otros estudios sustentan que ABT-199 podria tener un rol
protagonico en la terapia combinada @39, A partir de este
estudio, queda por dilucidar la expresion de ALK y BCL2
durante el tratamiento con ABT-199.

En conclusion, en los modelos celulares EML4-ALKYT,
EML4-ALK'"196My EML4-ALK®1202R se evidencid susceptibilidad
farmacologica a crizotinib y alectinib seglin lo descrito por
la literatura. Esto también fue confirmado por los ensayos
de apoptosis. Por otro lado, los modelos celulares WT y
G1202R evidenciaron sobreexpresion de la proteina BCL2,
mientras que L1196 exhibid una expresion cercana a la
basal. Ademas, nuestros estudios bioinformaticos sugieren
la potencial inhibicion dual de ABT-199 dirigido a BCL2 y
ALK por presentar energias de interacciones superiores a la
calculada por ALK en interaccion con crizotinib y alectinib.
Finalmente, como recomendacion sugerimos estudiar la
expresion de BCL2 y ALK en los diferentes modelos celulares
EML4-ALK mutante durante el tratamiento con ABT-199,
con la finalidad de demostrar su potencial inhibicion dual,
el cual impactaria para su aplicabilidad clinica debido a
que los tres farmacos (crizotinib, alectinib y ABT-199) ya
estan aprobados por la FDA.
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